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Capítulo l

La tos convulsa es una enfermedad infecciosa de las vías respiratorias superiores que se 
manifiesta como un síndrome de tos paroxística sin fiebre. Esta enfermedad se puede definir 
como la asociación de un síndrome infeccioso y un síndrome tóxico local y generalizado. De 
acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), 60 millones de personas contraen la 
enfermedad anualmente, con una mortalidad estimada en 600.000 decesos por año. Este último 
grupo está constituido principalmente por recién nacidos y niños menores de cuatro años.

El agente causal de esta enfermedad, Bordetella pertussis, es un patógeno estrictamente 
humano. El reservorio natural de este microorganismo es el hombre y es incapaz de sobrevivir en 
el medio exterior. La principal fuente de contaminación son las gotas de saliva expulsadas en el 
episodio de tos. El contagio se produce al entrar en contacto directo con un portador sano o 
enfermo, y la penetración es por vía aérea. Después de la infección se observa una inmunidad 
local, sérica y celular. Aparentemente, no sólo los anticuerpos circulantes sanguíneos de sujetos 
convalecientes juegan un papel importante en la protección, sino que la respuesta protectora 
involucra además la secreción de anticuerpos a nivel del epitelio respiratorio. En relación a esto 
último se ha visto que, si bien aquellos individuos que han padecido la enfermedad conservan un 
nivel elevado de anticuerpos circulantes por largo tiempo, ha habido casos en los que han sido 
recolonizados transitoriamente o se han transformado en portadores sanos, en razón tal vez de la 
desaparición de su inmunidad local*.

Para la prevención de esta enfermedad muchos países, incluyendo la Argentina, emplean 
vacunas compuestas por suspensiones bacterianas inactivadas por calor a 56°C o por la acción 
combinada de temperatura y formol. Esta vacuna, aunque bastante efectiva en cuanto a su 
actividad inmunoprotectora, presenta reacciones adversas que van desde moderadas 
(enrojecimiento de la piel, fiebre, irritabilidad) hasta daños neurológicos severos ocasionando 
incluso la muerte con una frecuencia de 1:310,000 vacunaciones. Este nivel de mortandad está 
muy por encima del máximo permitido por la OMS (1:10^), pero dicha organización acepta el 
empleo de esta vacuna ante la necesidad de controlar la situación desde el punto de vista 
epidemiológico y la falta de una formulación alternativa válida.

Las reacciones secundarias asociadas a la vacunación disminuyeron su aceptación a nivel 
mundial. La aparición de una epidemia alrededor del año 1979, obligó a reconsiderar la necesidad 
de vacunación. Así comenzaron las investigaciones tendientes a la formulación de una vacuna 
menos reactogénica pero igual o más efectiva que la clásica empleada. Desde 1981 la tendencia 
mundial ha sido la búsqueda de una vacuna celular modificada en lo que se refiere a sus 
componentes endotóxicos, o bien una vacuna acelular formulada a partir de antígenos 
purificados^ y/o restos de membrana externa. Aún después de catorce años de investigación en 
este campo no se ha logrado aún definir exactamente qué componentes deberían ser incluidos en 
una formulación ideal. El tipo de respuesta inmune inducida por las vacunas acelulares ensayadas 
hasta el momento, no confiere la protección adecuada al vacunado^.

Recientemente se ha argumentado en apoyo de la vacuna celular, que este tipo de vacuna 
podría ser también más efectiva que las de tipo acelular ensayadas, en disminuir el número de 
portadores sanos y la colonización de otros microorganismos estrechamente relacionados con B. 
pertussis, tal como Bordetella bronchiseptica, que sin ser un patógeno humano se comporta 
como comensal o colonizador del tracto respiratorio**’® y factor predisponente de enfermedades 
respiratorias^.



Introducción

No es posible descartar que una vacuna acelular adecuadamente formulada presente las 
mismas características protectoras, pero los estudios relacionados con este aspecto aún se 
encuentran en una etapa inicial.

Actualmente, nuestro país emplea en sus programas de vacunación la vacuna celular 
clásica (a células enteras), que es importada en su totalidad debido a la falta de desarrollo 
tecnológico adecuado que permita su producción a gran escala.

El objetivo de este trabajo ha sido, en parte, desarrollar dicha tecnología definiendo las 
condiciones de producción en función obtener células bacterianas de alto poder inmunogénico y 
baja reatogenicidad. Establecer, asimismo, las condiciones de máxima productividad de 
inmunógenos considerados de fundamental importancia en la formulación vacunas acelulares.

Para llevar a cabo estos estudios resulta fundamental conocer los mecanismos de 
colonización y patogenicidad que deben ser bloqueados, qué componentes celulares de Bordetella 
pertussis son los responsables de la actividad endotóxica y cuáles de la actividad protectora 
conferida al huésped. El estado de conocimiento sobre estos y otros aspectos relacionados con la 
enfermedad y el microorganismo se resume a continuación.

TOS CONVULSA o COQUELUCHE

La tos convulsa es una infección aguda del aparato respiratorio causada por Bordetella 
pertussis. Se presenta en forma endémica por todo el mundo y en brotes epidémicos en la 
mayoría de las regiones de mayor densidad de población. La enfermedad consiste en una tos 
progresiva y paroxística de intensidad variable. Puede persistir durante varias semanas y ser 
especialmente grave e incluso letal en la primera infancia. Como complicaciones más graves se 
pueden señalar la neumonía intersticial y la afectación del sistema nervioso central.

1.1. Incidencia y epidemiología

Aproximadamente el 90% de los casos se observan por debajo de los 9 años y el 10% 
ocurren dentro del primer año de vida, cuando la mortalidad es más elevada. En niños menores de 
un año de edad, tanto la incidencia como la mortalidad son más elevadas en la raza negra.

A pesar de la importante reducción en el número de casos de tos convulsa desde la 
introducción de la vacunación, ésta continúa siendo una enfermedad de importancia mundial con 
60,000,000 casos y 600,000 decesos anuales estimados^. En muchas poblaciones la tos convulsa 
es aún endémica, con ciclos epidémicos regulares que se producen en ciclos de 3 a 5 años, las 
cuales son atribuidas a la acumulación de sujetos susceptibles y portadores en la población.

El número real de microorganismos necesarios para la infección no se conoce, pero se 
considera a la tos convulsa como una enfermedad muy contagiosa. Las tasas de ataque entre 
individuos susceptibles varían entre el 50 y el 100%, dependiendo de la naturaleza de la 
exposición. Dado que el microorganismo se localiza en vías aéreas, se cree que la transmisión
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ocurre predominantemente por gotitas acrosolizadas, produciéndose las tasas más altas de ataque 
en individuos expuestos a un paciente que tose hasta una distancia de 1,5 m.

La tos convulsa es original entre las infecciones de la infancia en lo que se refiera a que las 
tasas de ataque, morbilidad y mortalidad, que son significativamente más altas en mujeres. El 
motivo de esta diferencia no se conoce.

No hay reservorios animales y B. pertiissis es incapaz de sobrevivir en el medio ambiente, 
en consecuencia la transmisión debe producirse de un individuo infectado a un huésped 
susceptible. Se han detectado portadores asintomáticos con cultivos positivos durante epidemias.

En la era prevacunación, la tos convulsa era una enfermedad que se presentaba 
fundamentalmente en niños de 1 a 5 años debido, al menos en parte, a la protección pasiva 
brindada por los anticuerpos matemos. Los adultos en general, habían estado enfermos cuando 
niños y en permanente contacto con el microorganismo durante toda su vida. De esta forma 
existía un alto nivel de inmunidad en los mismos. La vacunación ha sido, sin duda, la causa 
principal de reducción global de la incidencia de la enfermedad, pero también es probable que 
haya provocado un cambio en la edad pico de la aparición. Dado que la inmunidad de la vacuna 
tiene una duración limitada (en general menos de doce años) los niños inmunizados están bien 
protegidos, pero muchos adultos tienen poca o ninguna inmunidad para transferencia pasiva a 
lactantes. Así los lactantes, que tienen el mayor riesgo de morbilidad y mortalidad, son los menos 
protegidos. Con los casos presentados en niños pequeños, está claro que los adultos con tos 
convulsa atípica no diagnosticadas representan una de las mayores fuentes de transmisión. Por 
esta razón un diagnóstico preciso de esta patología aún en enfermedades subclínicas, como así 
también una vacuna y un plan de vacunación adecuados, constituyen los tres pilares 
fundamentales para la erradicación de la enfermedad.

1.2. Manifestaciones clínicas

Luego de un período de incubación que varía de menos de 1 semana a más de 3, comienza 
el desarrollo de la enfermedad, a la que se puede dividir en tres fases;

Periodo catarral. Comprende de 7 a 10 días. En su iniciación puede simular una leve 
coriza, indiferenciable del resfriado común. Puede haber un ligero ascenso térmico y sospecharse 
un ataque de bronquitis corriente. Si no se conoce la exposición no se sospecha la enfermedad en 
este primer estadio. Después de 5 o 6 días, sin embargo, la tos en vez de ceder aumenta en 
intensidad e inicia su carácter espasmódico, tendiendo a presentarse en forma de paroxismos. Al 
principio estos paroxismos son leves, pero gradualmente van aumentando en frecuencia e 
intensidad, especialmente de noche, hasta que comienza el período convulsivo o paroxístico.

Período convulsivo o paroxístico. En este momento el enfermo presenta quintas de tos 
espasmódica, en número de 10 a 15, y en sucesión tan rápida que el niño no puede hacer una 
inspiración entre ellas. En el paroxismo la facies adquiere un color rojo, a veces purpúreo, las 
venas craneales se ingurgitan, y hay protrusión de los globos oculares; se sigue una larga 
inspiración a través de la glotis estrechada, produciéndose un sonido sibilante conocido como 
"gallo". Con el último paroxismo se expulsa una masq de moco espeso y adherente. Hay 
sudoración profusa. Después de un paroxismo intenso el paciente suele quedar en un estado de
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completa confusión. En ocasiones suele llegarse a la asfixia, requiriendo la práctica de la 
respiración artificial. El número de paroxismos durante 24 hs. oscila de 6 a 40 ó 50.

En los casos más leves el tipo de paroxismo descrito puede no presentarse, e incluso puede 
faltar el "gallo". El diagnóstico, sin embargo, vendrá sugerido por la naturaleza quintosa de la tos 
que no cesa hasta la expulsión del tapón de moco.

El lugar de localización de la irritación que ocasiona la tos se encuentra en la tráquea y 
bronquios. Los exámenes laringoscópicos muestran inflamación catarral, ocasionalmente 
acompañada de hemorragias puntiformes en la laringe. Los hallazgos en tráquea son más 
característicos: pueden verse tapones de moco antes de los ataques de tos. En el análisis de 
elementos sanguíneos se observa una marcada leucocitosis con predominancia de linfocitos. 
Paradójicamente, el aislamiento del microorganismo resulta progresivamente más difícil después 
del primer ataque de tos de la fase paroxística. La incapacidad de cultivar el microorganismo 
durante la fase más severa de la enfermedad, indica que la mayoría de las manifestaciones 
clínicas se deben a la presencia de toxinas liberadas por el microorganismo y a su diseminación 
sistcmica.

La duración del periodo paroxistico es de alrededor de un mes. Los espasmos aumentan d e . 
intensidad durante los primeros 15 días, permanecen estacionarios alrededor de una semana y a 
partir de este momento decrecen en intensidad

Período de convalecencia. Se caracteriza por la disminución gradual y progresiva de los 
accesos de tos. Las aspiraciones forzadas disminuyen en número e intensidad. Paulatinamente se 
van interponiendo entre las crisis, otras de tos corriente. En algunos casos persisten accesos de 
forma aislada (tic coqueluchoide).

1.3. Diagnóstico

Se han desarrollado una variedad de métodos para la detección de B. pertussis, sus 
productos o la respuesta inmune que generan^. Sin embargo, todos tienen limitaciones en cuanto a 
la sensibilidad, especificidad o practicidad. El aislamiento del microorganismo por medio de 
cultivos en el contexto de la enfermedad clínica o de enfermos asintomáticos se considera el 
standard de oro. Los medios de cultivo generalmente usados para el aislamiento son; Agar 
Bordet-Gengou sangre (preparado en el día), Reagan-Lowe adicionado con carbón y sangre, o 
medio de Stainer-Scholte (SS) adicionado con ciclodextrina. En todos los casos se les agrega 
meticilina o cefalexina para evitar el crecimiento de la flora acompañante. El material para 
cultivo se obtiene de hisopados nasofaríngeos con alginato de sodio (el algodón inhibe el 
crecimiento del microorganismo) o por aspiración. La muestra cultivada debe examinarse a diario 
durante 5-7 días para identificar las diminutas colonias que crecen lentamente.

El prolongado lapso necesario para la lectura definitiva de los cultivos llevó al desarrollo 
de anticuerpos marcados con fluoresceína para detectar B. pertussis en ffotis nasofaríngeo. El 
método de fluorescencia directa también se usa para identificar colonias en cultivos.

La serología se efectúa por técnicas de aglutinación, ELISA, o Western blot. Todas las 
pruebas serológicas para la detección de anticuerpos son útiles epidemiológicamente, pero 
resultan poco adecuadas durante la fase aguda de la enfermedad. Dado que la capacidad para
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aislar B. pertussis disminuye en forma progresiva durante la enfermedad, el uso de la 
combinación de un cultivo y un ensayo para anticuerpos antipertusis puede proporcionar la 
máxima sensibilidad diagnóstica durante el curso de la dolencia.

Otros métodos para la identificación del microorganismo o sus componentes por medio de 
hibridación de DNA, ensayo con enzimas o anticuerpos, son prometedores pero aún están en 
desarrollo. En este sentido, la técnica de amplificación de DNA por PCR es particularmente 
atractiva ya que su rapidez, sensibilidad y precisión haría posible un diagnóstico diferencial 
certero en las primeras etapas de la enfermedad.

1.4. Descripción del agente etiológico

El principal agente etiológico de la tos convulsa es Bordetella pertussis, pero también se 
han mencionado a B. parapertussis y B. bronchiseptica como posibles causantes de una 
coqueluche atípica® El género Bordetella está constituido por cuatro especies: B. pertussis y 
parapertussis que son patógenos humanos, B. bronchiseptica que es patógeno animal pero 
últimamente se lo ha aislado en humano, y B. avium que infecta únicamente pájaros. Todas las 
especies del género Bordetella son cocobacilos Gram negativos que aparecen solos o en pares. B. 
avium y bronchiseptica son móviles por flagelos peritricos. Todas las especies tienen fimbrias, 
son aerobias y oxidan aminoácidos. Por otra parte, todas necesitan ác. nicotínico como factor de 
crecimiento y su temperatura óptima es 35-37®C. Evidentemente, Bordetella pertussis, 
parapertussis y bronchiseptica son las que revisten mayor importancia para el hombre. Las 
siguientes características bioquímicas distinguen las tres especies:

Características B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica

Movilidad - - +
Nitrato reductasa - - +

Ureasa - +
Oxidasa + - +

Crecimiento en 
ABGs

3-4 días 2-3 días 1 día

Crecimiento en agar 
nutritivo

- - +

Metabolización de 
carbohidratos

- - -

Hemólisis + + +

Las tres especies colonizan tracto respiratorio adhiriéndose a cilias de la mucosa. Poseen 
antígenos de superficie comunes y producen sustancias tóxicas como la citotoxina traqueal^ y la



introducción

adcnilato ciclasa extracciular*®. Las tres cepas cambian su estado de virulencia en respuesta a 
estímulos del entorno'V Una diferencia muy importante entre estas especies es la capacidad de 
producción de toxina pertussis, solamente observada en cultivos de B. pertussis. Las otras dos 
especies tienen en su genoma el gen que codifica para esta toxina pero aparentemente sería 
transcripcionalmente inactivo.

Se ha sugerido'^ que estas tres especies de Bordetella no serían suficientemente diferentes 
genéticamente como para ser clasificadas como especies diversas. Pero en particular, B. 
parapertussis y B. hronchisepíica están más estrechamente relacionadas entre sí que con B.
pertussis.

1.4.a. Factores de virulencia y demás inmunógenos de B, pertussis

Los factores de virulencia son aquellos que permiten a un patógeno la colonización del 
organismo huésped. Se los puede definir como factores indispensables para el desarrollo de la 
enfermedad, pero no para el crecimiento in vi tro. Estas sustancias son las responsables de 
promover la patogenicidad permitiendo la entrada del microorganismo infeccioso al hospedador, 
su interacción con el órgano blanco, la evasión de las defensas del huésped, la proliferación del 
patógeno, el desarrollo de daño local en el sitio de infección y los efectos sistémicos de la 
enfermedad.

B. pertussis produce cierto número de sustancias biológicamente activas que están 
involucradas en el desarrollo de la enfermedad. No obstante, si bien el empleo de 
microorganismos recombinantes'^ redundó en un gran avance en el conocimiento de algunas de 
las funciones específicas de ciertos factores, la falta de un modelo animal que reproduzca la 
enfermedad en humanos representa un gran obstáculo para la definición precisa del rol de los 
distintos factores de virulencia de B. pertussis en la fisiopatología de la enfermedad.

El modelo de infección animal más empleado y mejor estudiado es el de la infección 
intranasal en ratones. En este contexto, se caracterizaron algunos de los factores de virulencia e 
inmunógenos más importantes de B. pertussis, según se detalla a continuación.

El primer paso en la patogénesis de pertussis es la adherencia de las bacterias a las células 
ciliadas del tracto respiratorio superior del huésped. Varias clases de proteínas están involucradas 
en la adhesión de B. pertussis a dichas células; una hemaglutinina filamentosa (FHA), las 
fimbrias , los aglutinógenos de membrana externa (AGG), una proteína de membrana externa: la 
pertactina (PRN) o P69, y la toxina pertussis (PT). El grado de participación de cada uno de 
estos factores en el proceso de adhesión continúa en estudio. Sin embargo, se sabe que estas 
proteínas están asociadas a la etapa temprana de la infección y dan lugar a lo que se conoce como 
Síndrome infeccioso.

1.4.a.I. Hemaglutinina Filamentosa (FHA)

Es una proteína fibrílar, de 2-4 nm de diámetro por 100 nm de longitud, de localización 
periplásmica y también extracelular. Es una proteína básica (pl 8.1). El perfil electroforético de 
FHA purificada muestra cierta heterogeneidad, pero existen dos componentes mayoritarios de 
pesos moleculares 220 y 180 kDa. Se ha descripto la aparición de fragmentos más pequeños en
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distintas condiciones de cultivo y operación, que serían producto de degradación de los dos 
componentes ma\oritarios de esta proteína. Según la cepa de B. pertussis el peso molecular de 
los componentes mayontarios puede variar ligeramente*

En lo que se refiere a su biogénesis, el locus de FHA está compuesto por tres genes: JhaA, 
JhaB y JhaC. El gen JhaB es el estructural y codifica para una proteína potencial de 367 kDa*^, 
que es el precursor de FHA madura extracelular. FHA extracelular corresponde a las dos terceras 
partes N-terminal del producto del gen JhaB, y su peso molecular es de 220 kDa. EL tercio 
restante C-terminal no está presente en FHA extracelular pero es crítico en la síntesis de esta 
proteína. Esta fracción C-terminal tiene una región rica en prolina que incluye una secuencia 
prolina-lisina repetida 5 veces (PK)5. Se cree que, al igual que en E. coli y otros 
microorganismos, esta región podría ser el sitio de anclaje a la membrana celular, del precursor 
de la molécula de FHA períplásmica.

La activación y secreción de FHA al medio extracelular depende de un gen denominado 
JhaC que se encuentra en dirección 3' y separado de JhaB por tres genes: JimB JimC, JimD. Estos 
tres genes y JhaC forman un cluster que es común para la biogénesis de fimbrias y FHA. Una 
mutación en esta zona afecta la producción de ambos factores de virulencia.

En lo que se refiere al comportamiento de FHA como adhesina, se ha descubierto que esta 
proteína posee tres tipos de sitios de unión diferentes*^. El sitio que media la interacción de FHA 
a las células epiteliales ciliadas es una región repetitiva en la zona N-terminal de la molécula de 
FHA que tiene afinidad por los carbohidratos, en particular por glicolípidos que contienen 
lactosa. Es un tipo de unión similar al que presentan las lectinas ("lectin-like"). El segundo tipo de 
sitio es una zona de la molécula de FHA caracterizada por la alta densidad de cargas positivas, 
que se encuentra en la región C-terminal*^. El tipo de unión que se establece a través de este sitio 
es electrostático y, a través del mismo, FFIA es capaz de unirse a células no ciliadas (como es el 
caso de células HeLa, Vero, WiDr, macrófagos, etc.), a heparina** y otros sacáridos-S04". 
Aparentemente, FHA es la única de las adhesinas de B. pertussis que presenta este sitio de unión. 
El tercer tipo de unión de FHA a células eucariotas es mediado por un sitio RGD (arginina-lisina- 
ác. aspártico) similar al que presenta la fibronectina, y a través del cual es capaz de unirse a 
glóbulos rojos (produciendo hemaglutinación, de donde deriva su nombre) y a macrófagos. En 
realidad, la molécula de FHA tiene dos sitios RGD, uno en el aminoácido 1097 y otro en el 2599. 
El primero, pero no el segundo, está expuesto en la superficie de FHA nativa*^, ya que los 
aminoácidos que forman su entorno le dan características hidrofilicas (es un sitio muy parecido al 
que se encuentra en la fibronectina). Este sitio presenta características antigénicas. Esta es una de 
las razones por las cuales se asoció la actividad hemaglutinante (HA) de FHA con su 
inmunogenicidad^®.

La unión de B. pertussis a macrófagos a través de FHA se produce como consecuencia de 
la interacción de esta proteína con dos clases de moléculas en los macrófagos: glicoconjugados 
que contienen galactosa y la integrina CR3 (a^p2,CDllb/CD18)^*. Una vez adherida al 
macrófago B. pertussis es internalizada por un mecanismo diferente al de la fagocitosis. No se 
producen las reacciones de oxidación características de la fagocitosis y la bacteria sobrevive 
dentro del macrófago. De esta manera la bacteria es capaz de permanecer en el pulmón. Este 
mecanismo está siendo motivo de estudio, ya que se cree que es una de las formas en que B. 
pertussis permanece en el organismo y convierte al hospedador en un portador asintomático.
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En vista que FHA es la adhesina más importante de B. pertussis in vivo, se la consideró 
entre los antígenos fundamentales para la formulación de una vacuna pertussis. Se ha reportado 
que, si bien FHA no genera una respuesta protectora contra el desafío intraccrcbral en ratones, lo 
protege, en cambio, de un desafío intranasal. De la misma forma, inmunizaciones pasivas con 
anticuerpos anti-FHA brindan protección contra la infección respiratoria letaP^. Es evidente que 
el modelo intranasal es más adecuado por tener mayor semejanza con el proceso infeccioso que se 
produce en la tos convulsa.

En relación al tipo de respuesta que se induce en vacunados e infectados se reportó que, los 
niveles de IgG anti-FHA son iguales en vacunados que en infectados, pero los niveles de IgA anti 
FHA de vacunados son menores que los inducidos por la infección. Estas observaciones sugieren 
que la presentación de antígenos tales como FHA al sistema inmune de la mucosa puede ser de 
importancia para una inmunidad eficaz y duradera en el tiempo.

En lo que se refiere a los epitopes de la molécula de FHA, se han encontrado por lo menos 
cuatro en la región C-terminal, aunque también existirían epitopes en la región N-terminal. Por 
esta razón FHA pierde su capacidad inmunogénica por acción de proteasas o cualquier otro 
factor que rompa su estructura proteica^^

1.4.a.II Fimbrias y aglutinógenos

Son estructuras similares a pelos que se proyectan hacia afuera de la superficie de la 
bacteria. Las fimbrias son polímeros de proteína. Estas estructuras son importantes en la fijación 
de la bacteria a la célula epitelial o mucosa^**. B. pertussis produce dos tipos de fimbrias 
serológicamente diferentes, designadas serotipo 2 y serotipo 3.

La biogénesis de las fimbrias está regulada junto con la de los demás factores de 
virulencia. Las fimbrias están formadas por subunidades mayores que constituyen la estructura y 
cuyo gen codificante aún no se ha determinado; y subunidades menores, involucradas en la 
adhesión, localizadas en la parte exterior de la fimbria. Recientemente, se ha determinado que en 
el genoma de B. pertussis están presentes los genes fim2  y fim3, que codifican para los dos 
serotipos de este microorganismo. La expresión fcnotípica de uno u otro podría deberse a factores 
ambientales. Incluso, se ha comprobado que una misma cepa de B. pertussis puede cambiar su 
serotipo en el transcurso de la enfermedad^*. Los genes fim B,flm C  y fimD  son necesarios para la 
biogénesis de la fimbria pero aún no se ha determinado su función específica. En lo que se refiere 
al transporte de las fimbrias fuera de la célula, se ha reportado que depende de proteínas 
accesorias codificadas en genes distintos de los flm  mencionados^^.

Así como los demás componentes de superficie, se considera que las fimbrias son un factor 
importante en la respuesta inmune ya que se comportan como inmunógenos efectivos en lo que se 
refiere a su capacidad para generar anticuerpos protectores. Actualmente, un grupo de 
investigación británico está desarrollando una vacuna acelular basada fundamentalmente en este 
componente.

Además de los aglutinógenos 2 y 3 fimbriales también se ha definido el aglutinógeno 1, que 
está presente en todas las cepas de B. pertussis, y cuya localización no está del todo clara. 
Existen reportes contradictorios en relación a su naturaleza y a su asociación con estructuras de
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superficie. De todas formas estos tres aglutinógenos han dado lugar a la clasificación de este 
microorganismo según su serotipo: 1:2:3, 1:2, 1:3, y 1.

1.4.a.IlI. Pertactina (PRN) y demás proteínas de membrana externa asociadas a la 
virulencia.

Pertactina es una proteína de membrana externa. Su peso molecular, determinado por 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, es de 69 kDa (por esta razón se la ha denominado 
P69). Sin embargo, se ha podido comprobar que su peso molecular real es significativamente 
menor pero la presencia de secuencias repetitivas ricas en prolina en su estructura primaria 
retarda su movilidad electroforética.

Su gen estructural codifica para proteína de 93 kOâ "̂ .
La biosíntesis de esta proteína esta regulada conjuntamente con los demás factores de 

virulencia (ver más adelante), por lo que su presencia en membrana externa es considerada 
marcador de fase virulenta.

Presenta dos sitios de fijación, de tipo RGD, con afinidad por las integrinas de células 
epiteliales. Los aminoácidos que circundan el tríplete RGD de esta proteína son diferentes a los 
que circundan al sitio RGD de FHA. Se ha atribuido a esta diferencia en la conformación del 
entorno, el hecho de que el mismo triplcte RGD presente afinidad por distintas células 
eucariotas^*.

El interés de esta proteína como potencial componente de vacuna se inició a partir del 
descubrimiento de una proteína de membrana externa de B. bronchiséptica de PM 68 kDa, muy 
relacionada con la PRN de B. pertussis, que genera respuesta inmune protectora en animales 
susceptibles^^.

En lo que se refiere a su actividad protectora, el estudio del suero de individuos vacunados 
con vacuna pertussis a células enteras y el de convalecientes mostró la presencia de altos títulos 
de anticuerpos contra PRN. En este mismo sentido se ha descubierto que la vacuna acelular 
japonesa cuyo poder protector se creía atribuible únicamente a PT y FHA, tiene una cantidad 
significativa de PRN a la cual debe parte de su capacidad protectora^®. Mas aún, se ha informado 
que PRN es capaz de generar una buena respuesta inmune en muy pequeñas dosis. Actualmente 
se están empleando matantes para precisar su potencial como antígeno protector^^.

En lo que se refiere a las demás proteínas de la membrana externa, se han definido seis que 
sólo estarían presentes en la forma virulenta de B. pertussis^^. Estas proteínas han sido 
caracterizadas por sus pesos moleculares en electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Sus 
pesos moleculares son: 90, 86, 62.5, 33, 31 y 30 kDa. Se desconoce el rol de estas proteínas en la 
virulencia, si es que tienen alguno, pero se las ha utilizado como marcadores de fase.

1.4.a.IV. Toxina Pertussis (PT)

Es el factor de virulencia más importante de B. pertussis . Es una toxina muy potente cuya 
toxicidad deriva de sus múltiples efectos biológicos^^: ADP ribosilante de proteínas, inductora de 
linfocitosis, histaminosensibilizante, hiperinsulinémica, hipoglucemiante, inductora de 
susceptibilidad al shock anafiláctico, c inductora de enfermedades autoinmunes.
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Su localización es periplásmica y también extracelular. Posee conformación globular (6 
nm de diámetro) y su peso molecular es de 117 kDa. Está compuesta por cinco subunidades 
diferentes; SI (28 kDa), S2 (23 kDa), S3(22 kDa), S4(l 1.7 kDa) y S5(9.3 kDa). Tal como otras 
toxinas proteicas bacterianas, PT se puede dividir en dos dominios: A y El dominio A, 
formado por la subunidad SI, es la unidad catalítica. Une NAD y transfiere un grupo ADP- 
ribosa a proteínas del grupo de las unidoras de GTP (proteínas G), involucradas en la transmisión 
de señales a través de la membrana celular. La ADP ribosilación de la proteína G inhibidora de la 
adenilato ciclasa, altera la capacidad de las células para responder a hormonas que inhiben la 
producción de AMPc como así también la movilización de Ca^^. El dominio B (compuesto por 
S2, S3, S4, y S5, en relación l:l:2 ;l) es el responsable de la adhesión a los receptores de 
superficie de las células eucariotas y facilita la entrada de la subunidad tóxica SI dentro de la 
célula.

Los genes que codifican para las cinco subunidades están organizados en un operón. Cada 
gen tiene su secuencia líder, por lo que se producen y secretan individualmente dentro del espacio 
periplásmico. Una vez allí, se ensamblan y secretan al medio extracelular^*. El ensamblaje parece 
ser necesario para la excreción de PT^^, como así también la presencia de la subunidad S3. El 
mecanismo por el cual la toxina ensamblada es capaz de atravesar la membrana no se conoce. Lo 
único que se ha podido demostrar es que la excreción de PT requiere del producto de genes 
accesorios localizados a cierta distancia de los genes estructurales de PT̂ *r37

PT también se comporta como una adhesina menor y tiene cierta actividad 
hemaglutinante^*. La adherencia mediada por esta proteína se establece merced a un sólo tipo de 
sitio que tiene afinidad por la galactosa/lactosamina ("lectin-like")^^’'*®. Este es el único tipo de 
sitio de adhesión descripto para PT. Por esta razón se ha visto'*', por ejemplo, que PT no actúa 
como adhesina entre B. pertussis y las células HeLa.

En lo que se refiere a su capacidad protectora, se la considera el antígeno más 
importante'*^. En este sentido, si bien al presente no están totalmente definidos los componentes de 
una vacuna acelular, existe consenso general acerca de la necesidad de incluir este antigeno. PT 
purificada y detoxificada es capaz de generar una respuesta protectora contra el desafío 
intracerebral, y también, aunque en menor medida, contra el desafío intranasal. De todas formas, 
a diferencia de FHA, los anticuerpos anti-PT deberán ser efectivos a nivel sistémico para 
cotrarrestrar la entrada de dicha toxina en el organismo y no tanto a nivel de la mucosa, ya que 
esta proteína es una adhesina menor.

De las vacunas acelulares probadas hasta el momento una de las más efectivas resultó ser 
aquella compuesta por PT detoxificada y FHA. Aparentemente FHA potenciaría la respuesta 
inmune generada por PT.

Además de los factores de virulencia mencionados, que están asociados a la fase temprana 
de infección y dan lugar al síndrome infeccioso, están aquellos asociados al llamado; síndrome 
tóxico de la enfermedad. En él intervienen las toxinas producidas por B. pertussis : PT (las 
propiedades tóxicas de esta enzima ya fueron descríptas), Adenilato Ciclasa (AC), Toxina 
Dermonecrótica (TDN), y Toxina Citotraqueal (TCT).

A continuación se describen estas toxinas y otros componentes celulares que contribuyen al 
establecimiento de la enfermedad, sus síntomas clínicos y a la aparición de la respuesta inmune.
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1.4. a.V. Adenilato ciclasa (AC)

Adenilato Ciclasa-Hcmolisina es uno de los factores de virulencia importantes producidos 
por B. pertussis. Esta proteína se encuentra asociada a la célula y es también secretada al medio 
extracclular*^.

El clonado y secuenciamicnto del gen reveló que se trata de una proteína simple 
biflincional de 200 kDa'*'* de peso molecular, con actividad adenil-ciclasa y hemolítica.

El dominio N-tcrminal corresponde a una región catalítica, activada por calmodulina (una 
proteína eucariota unidora de Ca^^), que aumenta los niveles de AMPc de la célula blanco. La 
región C-terminal tiene actividad hemolítica’**.

El operón Cya está compuesto por cuatro genes; uno estructural (CyaA), y tres {CyaB, 
CyaC y CyaD) que están involucrados en la secreción y procesamiento del producto del gen 
estructural'*^.

La actividad enzimática y tóxica de esta proteína ha sido estudiada por muchos 
investigadores, quienes han atribuido las diferentes actividades a distintas formas de la proteína'*^. 
Aparentemente, AC asociada a la célula (AC celular) está en su forma tóxica y así se secreta al 
espacio extracelular. Se ha especulado que la actividad hemolítica le permitiría atravesar la 
cubierta bacteriana e ingresar en la célula blanco. La actividad hemolítica aparece como un paso 
distinto y disociado temporalmente de la producción de AMPc. Así la falta de Ca^^ no previene el 
pegado de la toxina ni la lisis celular, pero inhibe la producción de AMPc.

Un hecho sorprendente es que a pesar de que la tos convulsa es una enfermedad del 
hombre, la hemolisina de B. pertussis no parece afectar los eritrocitos humanos. Esta resistencia 
a la lisis parece ser producto de la degradación proteolítica de AC. La vida media de la toxina en 
la membrana de los eritrocitos humanos es muy corta como para permitir la formación de 
lesiones efectivas pero es lo suficientemente larga para aumentar los niveles de AMPc 
intracelular’**.

En lo que se refiere al poder protector, recientemente se ha demostrado que este antígeno 
protege a ratones de la infección intranasal con B. pertussis virulenta'*^. Existen grupos de 
investigación que aseguran que AC es un componente que debe ser incluido en una formulación 
de vacuna. El principal cuestionamiento que se le a hecho a la inclusión de esta proteína en una 
vacuna, es que podría inducir la formación de anticuerpos contra la adenilato ciclasa del huésped. 
Este aspecto continúa en estudio ya que no hay evidencias concluyentes ni en uno ni en otro 
sentido

1.4. a.VI. Toxina Citotraqueal (TCT)

Es la toxina de B. pertussis más recientemente descubierta. Se trata de un glicopéptido 
muy pequeño (921 Da), derivado del péptidoglicano, que se libera al espacio extracelular. Se 
compone de 15 aminoácidos, dos de ellos glicosilados*®. Tiene afinidad únicamente por las 
células ciliadas, las cuáles presentan receptores específicos para esta toxina. Su actividad 
biológica se traduce en una inhibición de la síntesis de DNA**.

Esta toxina altera la primera barrera de defensa de los pulmones. Recientemente se ha 
sugerido que la TCT previene la reparación del mecanismo de clearance a través de la inhibición
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de la regeneración de células epiteliales® .̂ Algunos autores atribuyen a éste efecto sobre las 
células epiteliales, la continuación del síndrome pertussis después de la administración de 
antibióticos.

Aún no hay reportes en lo que se refiere a su capacidad inmunogénica.

1.4.a.VIL Toxina dermonecrótica o termolábil (DNT o HLT)

Pese a haber sido descripta a principios de siglo, es muy poco lo que se conoce de esta 
toxina en relación a su química, inmunología y rol en la patogénesis. Es letal para animales si es 
inyectada por vía endovenosa o intraperitoneal®^. En animales produce lesiones necróticas por 
inyección intradérmica debido a la contracción vascular en el músculo liso que conduce a una 
necrosis isquémica® .̂

Su localización es preferentemente citoplasmática pero se supone que para ejercer su 
toxicidad in vivo debe expresarse en la superficie celular del microorganismo®®.

Es termolábil y se inactiva rápidamente a 56°C o por la presencia de formaldehido. Por 
esta razón DNT no está activa en la vacuna celular. El toxoide ha mostrado ser inmunogénico en 
conejos pero no en ratones.

1.4.a. VIII. Lipopolísacárído (LPS)

El LPS es el componente principal de la membrana externa de las bacterias Gram (-). La 
membrana externa está formada por proteínas estructurales mayores , proteínas estructurales 
menores y lipopolisacárido. El LPS es la única macromolécula cuya distribución en la célula se 
limita únicamente a la cara exterior de la membrana externa. El LPS de B. pertussis tiene 
características estructurales que lo distinguen del LPS de otras bacterias Gram(-)®^^

Está constituido por estructuras químicas, biosintéticamente distintas: una parte lipídica 
anclada a la membrana externa y un núcleo oligosacarídico. No posee lo que se conoce como 
antígeno O, que es una larga cadena polisacarídica característica del LPS de la mayoría de las 
Gram (-).

La parte lipídica, formada por el lípido A, está compuesta por una estructura de P(l-6)- 
diglucosamina a la cual se unen, por grupos amida o éster, largas cadenas de ácidos grasos y 
grupos cargados como la fosfoetanolamina. La parte sacarídica está compuesta por dos cadenas 
diferentes de oligosacáridos: una tipo I de 12 monosacáridos y otra tipo II de 16 monosacáridos. 
Este núcleo sacarídico se encuentra unido al lípido A a través del ácido 2-deoxi-D-mano- 
octulosónico (KDO), considerado componente ubicuo del LPS.

En electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, el LPS de B. 
pertussis se resuelve en dos bandas; LPS^ y LPSjj. El LPS^ tiene menor movilidad 
electroforética que el LPSjj. La diferencia entre ambas formas se debe a que el LPS^ tiene en su 
núcleo sacarídico tres N-amino acetil azúcares adicionales respecto al LPS^,.

El LPS es pirogénico e histaminosensibilizante®*. El lípido A ha sido reconocido como la 
parte endotóxica principal del LPS. La toxicidad del LPS no resulta de efectos citotóxicos 
directos sobre la célula huésped sinó de la interacción de dicho componente con receptores de
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membrana de la célula blanco, lo cual resulta en la secreción de mediadores preinflamatorios que 
conducen a la toxicidad sistémica^^’̂ .

El EPS puede disociarse de la bacteria (o fragmento de membrana) e interaccionar 
directamente con los receptores específicos en la célula blanco, o bien unirse a una proteína sérica 
(LPB) unidora de EPS, la cual lo transporta hasta transferirlo al CD14^E El CD14 es una 
proteína receptora de EPS que se encuentra en macrófagos y otras células sensibles al EPS. El 
resultado de la interacción del lípido A con CD14 induce la aparición de señales para la 
transcripción de mRNA codificante de citoquinas, interleukina 1. Ea producción excesiva de estas 
proteínas^^ (y no el EPS por si mismo) conducen al síndrome conocido como "shock inducido por 
endotoxinas"

El lípido A tiene, además, actividad adyuvante y antiviral. Ea fracción oligosacarídica es 
mitogénica^.

Se han descripto proteínas asociadas al EPS que tienen efectos inmunomoduladores en 
ratones endotoxina-resistente (C3H/HeJ). Estas proteínas han sido coextraídas con el 
lipopolisacárido y son tres polipéptidos de pesos moleculares; 68, 65 y 30 kDa. Este complejo 
puede estimular la diferenciación policlonal de linfocitos en ratones C3H/HeJ.

Finalmente, cabe destacar que los efectos secundarios adversos (desde reacciones 
neurológicas leves hasta severas) provocados por la vacuna celular de B. pertussis, han sido 
asociados con la presencia del EPS. Ea necesidad de disminuir el contenido de este componente 
de membrana externa en la formulación de vacunas ha sido uno de los objetivos de la 
investigación mundial en pertussis. Eos intentos abarcan desde, la formulación de vacunas 
celulares con células a las que previamente se les ha extraído parte del EPS^, hasta las múltiples 
formulaciones de vacunas acelulares libres de endotoxinas, reportadas en bibliografía. En ningún 
caso, sin embargo, se han alcanzado los niveles de protección logrados con la vacuna celular 
clásica. Se cree estos resultados podrían estar en parte relacionados con la actividad adjuvante y 
mitogénica que tiene el EPS.

1.4.b. Influencia de los factores de virulencia en la físiopatología.

Ea patogénesis de la tos convulsa involucra, en primer lugar, el estadio de adhesión del 
microorganismo. No se conoce de manera precisa cada paso de este estadio; no obstante, se 
reconoce su gran importancia en el desarrollo de la enfermedad. Se cree que las adhesinas 
mencionadas anteriormente actúan coordinadamente in vivo. Así, la ausencia de una puede ser 
reemplazada en parte por las demás. Se ha visto que aquellos microorganismos que por alguna 
razón no producen FHA, no son capaces de adherirse a las células del tracto respiratorio 
superior, razón por la cual no quedan adheridos a la mucosa traqueal, pero aparecen colonizando 
alvéolos pulmonares^. A pesar de lo cual, al cabo de unos días es posible aislar B. pertussis del 
tracto respiratorio superior. No está dcl todo claro cuál es el mecanismo involucrado en esta 
recolonización de la tráquea. Ea citotoxina traqueal podría ser la responsable. Esta toxina daña 
las células ciliadas cpitchalcs, las cuales son entonces reemplazadas por células no cihadas o 
membrana basal. Estas constituyen una nueva superficie de adhesión sobre las cuales pueden 
actuar otras adhesinas, distintas de FHA.
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Este ejemplo resume de alguna manera, la complejidad de la interrelación entre los factores 
de virulencia y los mecanismos de supervivencia de B. pertussis. A la vez, advierte sobre la 
importancia de la definición precisa de los componentes de una vacuna, fundamentalmente si ésta 
es acclular, por la importancia relativa de los factores de virulencia a bloquear y la eventual 
aparición de fenómenos compensatorios.

Una vez adherido a la mucosa, el crecimiento del organismo es indudablemente favorecido 
por la producción de las toxinas mencionadas, que interfieren con los mecanismos de clearence 
del epitelio respiratorio, dañan células que entonces proveen nutrientes, y suprimen la 
inmunorespuesta del huésped.

La interferencia en los mecanismos de clearancc y la captura de nutrientes está relacionada 
con el daño local que se produce en las cilias y en las células ciliadas. DNT y TCT contribuyen a 
la enfermedad por inducción de parálisis ciliar , necrosis localizada y daño tisular^^. Se ha 
estudiado dicho daño en traquea de hámster. En este modelo animal se ha visto que a las 24 hs. 
del establecimiento de B. pertussis las cilias pierden su movilidad, luego se mueren las células y 
el tejido comienza a necrosarse®*.

La citotoxina traqueal es específicamente tóxica para las células ciliadas. Aparentemente 
induce la producción de monóxido de nitrógeno que lleva a una serie de cambios patológicos 
incluyendo la muerte y estrusión de estas células de la mucosa®’ . No está claro si es ésta la toxina 
responsable de la ciliostasis.

La supresión de las defensas del huésped comienza con la disrupción del clearance 
mucociliar, considerado la primera línea de protección del hospedador frente a cuerpos extraños. 
Además de este daño local, se ha observado que B. pertussis produce factores que alteran 
mecanismos endógenos de defensa. Así, los niños con pertussis han mostrado un deterioro 
reversible en la respuesta de hipersensibilidad retardada contra toda una batería de antígenos”̂®.

Varios componentes de B. pertussis exhiben actividades biológicas in vitro, que podrían 
explicar las alteraciones observadas en el sistema inmune de un hospedador de pertussis. AC, por 
ejemplo, inhibe la quimiotáxis, la fagocitosis, la generación de superóxido y la actividad 
antimicrobiana de los leucocitos polimorfonucleares^L Inhibe, además, la actividad oxidativa de 
los macrófagos alveolares y los monocitos. PT, por su parte, inhibe la migración de monocitos , 
la actividad oxidativa y la liberación de enzimas lisosomales de varios tipos de células 
fagocíticas*^ .̂ Impide, también, los efectos citolíticos de los linfocitos asesinos. Se cree que la 
actividad biológica de estas dos toxinas (AC y PT) podría estar involucrada en la supervivencia 
de B. pertussis dentro de los macrófagos en la etapa inicial.

Por último, se ha sugerido que la endotoxina (LPS) podría estar implicada en la supresión 
de la respuesta inmune, pero no hay pruebas acabadas de ello.

En lo que se refiere a la parte sistémica de la enfermedad, los hallazgos a este nivel están 
relacionados directamente con las actividades biológicas de PT. En este sentido, se ha observado 
una leucocitosis con predominancia de linfocitos, defectos en la respuesta glicémica y 
encefalopatías por la presencia de tapones linfocíticos vasculares en el cerebro"^ .̂
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I.4.C . Variación antigénica d e  B. pertussis

ñ. pertussis tiene una notable capacidad para alternar entre la forma virulenta y avirulenta 
a través de cambios fenotípicos (modulación antigénica) o genotípicos (variación de fase)̂ **. 
Modulación antigénica es el término aplicado al cambio fenotípico reversible, descripto por 
primera vez por Lacey^^ en 1960, por el cual una población de células puede alterar la expresión 
de los determinantes de virulencia de una forma coordinada en respuestas a cambios ambientales. 
La presencia de moduladores como el S04Mg, el ác. nicotínico en altas concentraciones o las 
bajas temperaturas, producen la pérdida reversible de todos los factores de virulencia^^ (menos 
TCT porque es un producto de la síntesis del peptidoglicano) y, paralelamente, induce la 
expresión de otros antígenos, característicos de fase avirulenta. A estos cambios fenotípicos 
reversibles se los conoce como modulación antigénica.

La variación de fase, en cambio, es una modiñcación genotípica de la expresión de los 
factores de virulencia. La aparición de un microorganismo genotípicamente avirulento en una 
población tiene una frecuencia de 10’̂  a lO' .̂ Aunque algunas veces esta variación ha mostrado 
ser reversible, la frecuencia reversión es muy baja^^.

La expresión de los AGGs 2 y 3 tiene dos mecanismos de regulación: la regulación general 
de los factores de virulencia y una regulación propia que da origen a lo que se denomina 
variación serotípica”̂*. La frecuencia de esta variación es de 10*̂  a 10"*.

El concepto de un locus regulatorio central (denominado v/r o bvg: Bordetella viruience 
gene) que regula coordinadamente los genes asociados a la virulencia de B. pertussis en respuesta 
a efectores ambientales, se describió por primera vez en 1984̂ ®. Ciertas señales externas 
(mencionadas anteriormente) tienen un papel fundamental en esta regulación. En respuesta a 
dichos moduladores externos dos grupos de genes son afectados por el producto del gen hvg*®: los 
"Wr-activated genes" iyag) cuya expresión es máxima en ausencia de moduladores (tal es el caso 
de los genes que codiñean para los factores de virulencia), y los "v/r-repressed genes", (vrg), 
cuya expresión es derreprimida en presencia de moduladores.

Se ha podido comprobar que, si por alguna razón el locus bvg no es activo, se expresan los 
genes vrg, y no aparece ningún transcripto de los genes vag. Es decir que ese microorganismo 
será fenotípicamente vz>(-)**.

El locus bvg tiene dos marcos de lectura denominados bvg A  y bvgS. Estos dos genes 
constituyen un operón y codifican para las proteínas; BvgA de 23 kDa y BvgS de 135 kDa. La 
secuencia de aminoácidos de estas dos proteínas presenta una gran homología con la familia de 
proteínas regulatorias, transmisoras de señales externas, que tienen secuencias altamente 
conservadas y forman un sistema de dos componentes sensor/regulador*^. Estos sistemas 
consisten, generalmente, en una proteína sensora que se localiza en la membrana y tiene actividad 
quinasa, y una proteína citoplasmática que en su forma fosforilada es capaz de unirse al DNA y 
activar la expresión de genes. La región C-terminal de las proteínas sensoras es una zona 
conservada que interacciona con la proteína reguladora y la región N-terminal es una zona 
variable que interacciona con los moduladores externos. En las proteínas reguladoras, en cambio, 
la zona conservada es la N-terminal que interacciona con la proteína sensora, mientras que la 
zona C-terminal, que interacciona con el DNA, es muy variable. En B. pertussis, BvgS actúa 
como proteína sensora y está localizada en la membrana, con la región N-terminal en el espacio
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pcriplásmico. Este dominio receptor sensa las señales externas y transmite la información a la 
proteína reguladora, BvgA. a través de una fosforilación-defosforilación, que permite a BvgA 
regular el loci específico (figura 1.1 A). Si en el medio externo hay moduladores tales como SO4" 
o ác. nicotínico (ambos en altas concentraciones), o bien la temperatura es inferior a los 35°C, 
entonces el dímero de BvgS se disocia y no es capaz de autofosforilarse ni de fosforilar la 
proteína BvgA, con lo cual los factores de virulencia no se expresan, y en cambio se transcriben 
los vrg. Se desconoce el mecanismo molecular por el cual actúan los distintos moduladores. Se ha 
sugerido que la carga negativa podría tener importancia ya que interaccionaría con el N-terminal 
de BvgS^^. También se ha sugerido que, en el caso del SO4", la similitud con el fosfato podría ser 
la responsable de su efecto modulador. Si no están presentes los moduladores la proteína BvgS se 
dimeríza, fosforíla a BvgA y ésta se une a los promotores de los genes de virulencia posibilitando 
su transcripción. Se ha comprobado que la activación de los genes de virulencia, que se produce 
en respuesta a la desaparición del modulador del medio externo, ocurre en dos etapas separadas 
en el tiempo**. En la primera etapa, la proteína BvgA induce, por un lado, la transcripción del 
gen bvg (o sea que induce su propia síntesis) aumentando su propia concentración unas 50 veces. 
Paralelamente, se une al promotor de FHA e induce la síntesis de este antígeno, como así también 
induce la transcripción de las proteínas fimbríales y de una proteína denominada '*act" (figura 
1. IB). Todas las proteínas cuya síntesis se induce en esta primera etapa aparecen a los 10 min. de 
la desaparición del modulador negativo. La segunda e t^ a  involucra la transcripción de los genes 
de PT y AC. Se ha podido comprobar que es la proteína "act" fosforílada la que se une a los 
promotores de estas toxinas y e induce su síntesis. Tanto PT como AC aparecen 2 horas después 
de la desaparición del modulador negativo. Indudablemente, la producción de factores de 
colonización antes que los factores involucrados en la evasión de las defensas del huésped y la 
intoxicación, sugiere que la activación diferencial de adhesinas y toxinas puede ser el resultado de 
una seleceión natural en la evolución de este microorganismo, ya que le brinda cierta ventaja 
competitiva.

Recientemente se ha reportado** que, en ausencia de moduladores, aparecería una tercera 
proteína, también codificada en el locus bvg, denominada BvgR, cuya función sería reprimir la 
síntesis de los genes vrg.

La modulación antigénica está directamente relacionada con la presencia de los 
mencionados moduladores en el medio extracelular, que se traduce en una acción directa sobre el 
nivel de expresión de los factores de virulencia. Es un proceso reversible y dinámico.

El mecanismo de la variación de fase no se conoce detalladamente. Aparentemente, se 
produciría por la presencia de secuencias de bases repetitivas en el genoma de B. pertussis. Esta 
repetición de bases causa duplicaciones o deleciones durante la duplicación del DNA. Un 
mecanismo similar se ha reportado en la variación de fase de otros patógenos**. Stibitz y Yang** 
han detectado un cambio genotípico reversible en B. pertussis causado por la inserción o deleción 
de un residuo de citocina en una zona rica en estos residuos (formada por seis citocinas 
consecutivas) del gen óvgS. Por otra parte, se han descrípto*^ variantes de fase estables, que 
tienen pequeñas deleciones o adiciones en otra zona del gen óvgS. También hay evidencia de 
cambios genotípicos en la variación serotípica®^. En este sentido se ha sugerido que, la regulación 
de la expresión de los AGGs 2 y 3 independiente de la regulación general de los factores de 
virulencia de B. pertussis, se produce a través de un mecanismo de inserción/deleción en una
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zona rica en citocina localizada a 70 pb del comienzo transcripcional de los genes Jim. Se 
encontró que el número de citocinas de esta zona, aunque se encuentra afuera de los genes que 
codifican para la producción de fimbrias, parece tener influencia en la habilidad del aparato 
transcripcional de los genes ///w.

AC PT

Figura 1.1 (A); Modelo de activación del sistema Bvg. Inducción de la expresión de los 
factores de virulencia. (B): Modelo de inactivación del sistema Bvg. Inhibición de la expresión de 
los factores de virulencia por la presencia de moduladores.

1.5. Modulación antigenica y variación de fase in vivo

No se conoce el rol del sistema sensor/regulatorio BvgAS in vivo. Sin embargo, es muy 
poco probable que un mecanismo así exista si no fuera importante para la adaptación del 
microorganismo a los cambios del entorno a través de la alteración de sus principales antígenos.

Se ha podido comprobar que tanto la variación de fase como la modulación antigenica 
tienen lugar in vivo. Se ha aislado B. pertussis en fase avirulenta de pacientes con tos convulsa en 
estadios tardíos de la enfermedad**. No se sabe si las mutaciones reversibles en la zona rica en 
citocina del gen de BvgS representa un cambio genotípico programado para la adaptación de la 
bacteria, que se ha mantenido a través del proceso evolutivo.

La fase avirulenta podría representar un estado de patogenicidad latente asociado con los 
últimos estadios de la enfermedad, cuando el hospedador ya ha desarrollado su respuesta inmune, 
y podría ser una estrategia de inmunoevasión y persistencia dentro del huésped.

Los productos de los genes vrg, característicos de la fase avirulenta, son poco 
inmunogénicos. Se ha sugerido que el producto de estos genes le daría a la bacteria una superficie
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relativamente poco antigénica lo que constituye una ventaja para la persistencia del 
microorganismo dentro del hospedador. Se han aislado B. pertussis en fase avirulenta en casos de 
tos convulsa subclínica*’ .

Por otra parte, de las cinco proteínas descriptas como productos de los genes se ha 
demostrado que, al menos la expresión de una de estas proteínas, la Vrg-6, es fundamental en el 
proceso de colonización e infección del huésped, ya que mutantes incapaces de producir esta 
proteína no provocan la enfermedad’”. Vrg-6 es una proteína de 105 aminoácidos con una 
secuencia Arg-Gly-Hys repetida cinco veces en el extremo C-terminal. Las características 
hidrofílicas de estas secuencias repetitivas hacer predecir que estará expuesta en la superficie 
celular. Se ha especulado que esta secuencia tiene una función similar a la del RGD de FHA y 
pertactina, y podría ser capaz de facilitar la unión de la bacteria a las integrínas y a las células 
del huésped. Vrg-6 tiene una zona central muy hidrofóbica que seguramente no está expuesta. La 
capacidad inmunogénica de esta proteína es baja.

El cambio de fase durante el desarrollo de la enfermedad es, actualmente, motivo de 
estudio. Por un lado se ha propuesto que, a lo largo de todo el ciclo infeccioso, este 
microorganismo pasa por estadios avirulentos. Tal podría ser el caso de la etapa inicial de la 
enfermedad teniendo en cuenta que la vía de contagio es aérea y la temperatura a la que están 
expuestas las bacterias, en el momento de entrada al organismo huésped, es menor que 35°C. En 
esta etapa el número de microorganismos es bajo y la expresión de antígenos altamente 
inmunoreactivos podría conducir al clearance prematuro por la inmunorespuesta del huésped. 
Así, en esta etapa los productos del vrg podrían funcionar como adhesinas alternativas cuando los 
otros factores tales como pertactina, FHA, etc. se subproducen. En la etapa tardía de la 
enfermedad*’ , también podría haber modulación antigénica. La inmunorespuesta del huésped en 
esta fase de la enfermedad es máxima, y existe una presión selectiva favoreciendo la variante de 
fase que no exprese los factores de virulencia.

La otra posibilidad es que existan nichos específicos donde estén presentes las señales 
moduladoras y se expresen los genes vrg. Un nicho de estas características podría ser el 
citoplasma de las células del hospedador. Como ya se mencionó, B. pertussis es capaz de 
sobrevivir dentro de las células eucariotas, y las condiciones de entorno intracelular parecen ser 
moduladoras. Las proteínas Vrg podrían estar implicadas en la supervivencia de la bacterias en 
estas condiciones de entorno, posibilitando así la permanencia del microorganismo en el huésped.

De cualquier manera, la existencia de un sistema regulatorío que responde a señales 
ambientales y controla la expresión de los genes asociados a la virulencia, unido al hallazgo de la 
función crítica de Vrg-6 en la patogenicidad, hacen suponer que B. pertussis es capaz de regular 
de un modo preciso la producción de sus factores de virulencia y la expresión de las proteínas 
codificadas en los genes vrg durante el proceso infeccioso.

1.6 . Control de la enfermedad

La estrategia de B. pertussis para colonizar al huésped, sobrevivir dentro del hospedador 
en un estado de virulencia latente y transmitirse de un huésped a otro, plantea un desafio muy 
grande en lo que se refiere al desarrollo de una vacuna efectiva.
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Ante el modelo de infección descripto anteriormente, no resulta sorprendente que las 
sucesivas vacunas acelularcs ensayadas hasta el momento, generalmente formuladas a partir de 
factores de virulencia punficados e inactivados, no hayan brindado una protección adecuada 
contra el desarrollo de la enfermedad’ .̂ Existen al menos dos razones que justifican la falta de 
eficiencia observada en la vacuna acclular formulada a partir de antígenos purificados. En primer 
lugar, la capacidad de B. pertiissis de cambiar de fase y de esta manera eludir las defensas que 
una vacuna de este tipo podría generar en el organismo huésped y, en segundo lugar, el tipo de 
respuesta inmune que es capaz de inducir la vacuna acelular. En lo que respecta a la inmunidad 
humoral, se ha reportado que las vacunas acelulares formuladas a partir de antígenos purificados 
sólo serian capaces de inducir IgG. De esta forma, el vacunado no estaría protegido contra la 
colonización pues para esto es necesario que se induzca producción de IgA a nivel del tracto 
respiratorio. Por otro lado, la inmunidad celular ha ido cobrando importancia en los últimos años 
ante el descubrimiento de que B. pertussis es capaz de vivir dentro de células de mamífero’'*, en 
especial dentro de macrófagos. Así, mientras los anticuerpos juegan el rol de prevenir la 
colonización y combatir los síntomas tóxicos de la enfermedad, la eliminación definitiva de la 
bacteria requiere de la respuesta celular mediada por células T h l’*’’®. Las células Thl no sólo 
estimulan en los macrófagos las ñmeiones de fagocitosis y destrucción intracelular de B. 
pertussis, sinó que además tienen actividad citotóxica contra los macrófagos infectados. Esto 
contribuye a la eliminación de reservorios intracelulares de bacterias. Las vacunas acelulares 
ensayadas no generan este tipo de respuesta inmune. Aparentemente inducirían la producción de 
células Th2, que no otorgan buena protección al vacunado. La vacuna celular en cambio, al igual 
que la infección con B. pertussis, induce la proliferación de células Thl, lo cual constituye un 
argumento a favor de este tipo de vacuna que no se puede ignorar.

De todas formas, la respuesta inducida en individuos vacunados con vacuna celular no es 
suficiente para evitar la existencia de portadores asintomáticos. Se cree que esta es la razón de la 
aparición cíclica de episodios de pertussis cada 4 ó 5 años. Aparentemente la acumulación de 
huéspedes susceptibles (infantes) en contacto con portadores sanos (adultos) llevaría a esta 
aparición cíclica de tos convulsa. Incluso se han reportado casos en que los individuos vacunados 
padecen una forma de tos convulsa atenuada en lo que se refiere a la fase tóxica de la 
enfermedad. Se ha relacionado esta colonización en los vacunados, y la existencia de portadores 
asintomáticos con la mencionada reversión de fase in vivo, y la ineficacia de la vacuna celular 
clásica para generar una respuesta inmune capaz de reconocer los microorganismos en ^ e  
avirulenta de los períodos tempranos y tardíos de la enfermedad.

Esta hipótesis cobra mayor significación si se tiene en cuenta que la vacuna celular se 
formula a partir de células en fase virulenta. De esta forma, la respuesta inmune inducida en 
vacunados reconoce sólo una estructura antigénica propia de ^ e  virulenta. A la luz de los 
recientes hallazgos en lo que se refiere a la estrategia de infección de B. pertussis, la condición de 
virulencia para las células destinadas a la formulación de vacuna pertussis es, por lo menos, 
insuficiente para determinar la erradicación definitiva de la enfermedad.

Evidentemente, la formulación de una vacuna más efectiva y menos reactogénica es 
compleja, y exige tener presente no sólo las reacciones adversas producidas por la vacuna celular 
(como consecuencia de su contenido de endotoxina), sino también la modulación fenotípica que es 
capaz de llevar a cabo el microorganismo durante el ciclo de la enfermedad. De manera que es
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posible que sea necesario que la respuesta inmune generada por la vacuna esté también dirigida 
contra los organismos avirulcntos.

Una vacuna acclular formulada a partir de factores de virulencia y proteínas 
inmunogénicas de membrana externa, presentes en el microorganismo infectante, podría ser una 
alternativa interesante. Este modelo de vacuna se está estudiando para el caso de otros 
organismos como Vibrio cholerae y Neisseria meningitis.

1.7. Cultivo in vitro de R. pertussis: Características e Influencia sobre la 
producción de antígenos

B. pertussis es un microorganismo de crecimiento lento, y muy fastidioso para su cultivo. 
Bordet y Gengou lo aislaron por primera vez en 1906 en un medio agar-papa glicerado 
conteniendo el 15% de sangre’*̂. Desde entonces se han realizado muchos intentos para 
reemplazarlo, pero el medio de Bordet-Gengou (ABGs) sigue siendo el más efectivo para el 
aislamiento de esta bacteria. La mayor modificación que se le ha introducido en los últimos 70 
años es la incorporación de penicilina para reducir el número de organismos Gram positivos 
contamincintes de las muestras.

La mayor dificultad que presenta el cultivo de B. pertussis es su sensibilidad a ciertas 
sustancias tóxicas, no identificadas totalmente, que se acumulan durante el crecimiento en batch. 
Imaizumi y col.’* reportaron que podría tratarse de ácidos grasos producidos por el mismo 
microorganismo durante el desarrollo celular. Para evitar esta inhibición se han agregado al 
medio de cultivo sangre, albúmina, carbón activado e, incluso, almidón. Así se han desarrollado 
varios medios complejos para el subcultivo de B. pertussis. Tal es el caso del desarrollado por 
Cohén y Wheeler” , que no contiene sangre pero sí almidón, hidrolizado de caseína, sales y 
extracto de levadura, o el medio desarrollado por Rowatt^®® con carbón activado.

La reversión de fase de B. pertussis ha representado un grave inconveniente para la 
producción de vacunas. Mas aún porque uno de los factores que inducen la reversión a fase 
avirulenta son los sucesivos repiques en medios artificiales. Esto se debe a que los 
microorganismos en fase avirulenta (fase IV) desarrollan, además de las diferencias de cubierta 
celular, una velocidad específica de crecimiento mayor que los organismos en fase virulenta (fase 
I) en estos medios, lo cual constituye ima ventaja selectiva. Los microorganismos en fase IV no 
tienen capacidad protectora según el test de desafio intracerebral en ratones. En este punto hay 
que aclarar que este test de potencia está siendo revisado, fundamentalmente por dos razones: 
porque la vía de entrada intracerebral está muy lejos de ser la vía de entrada normal de este 
microorganismo al huésped (se está estudiando la posibilidad de reemplazarlo por el desafio 
intranasal*®') y, por otro lado, porque la cepa con la que se desafía es una cepa virulenta (18323) 
y ya no es seguro que la respuesta inmune, que reconoce solamente cepas virulentas, asegure una 
protección total contra la enfermedad.

En 1971 Stainer y Scholte desarrollaron un medio de cultivo líquido químicamente definido 
(medio SS)'®^, en base al escaso conocimiento que había (y sigue habiendo), en lo que respecta al 
metabolismo y requerimientos nutricionales de este microorganismo. B. pertussis no es capaz de 
asimilar hidratos de carbono y su metabolismo está basado en la oxidación de aminoácidos que
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son su principal fuente de earbono y energía. El glutamato, en particular, aparece como el 
aminoácido de preferencia^®^. El medio SS está formulado de manera tal que el glutamato es la 
fuente de carbono y energía, y el sustrato limitante del crecimiento. Este medio también contiene 
prolina, aunque en muy baja concentraeión, y no está claro el propósito de su incorporación. 
Como factores de creeimiento están el glutatión reducido y el ácido ascórbico, que se cree que 
junto con el S04Fe podrían aetuar como cofactores de oxigenasas involucradas en el 
metabolismo de aminoácidos*®^. La fuente de azufre es la cistina y es, aparentemente, la única 
fuente de este elemento que es capaz de metabolizar B. pertussis^^^.

El medio SS ha sido recomendado para la producción de vacuna pertussis porque posibilita 
varios subcultivos de B. pertussis sin que se verifique reversión a fase avirulenta. La razón de 
esto último se ha descubierto recientemente y parece ser atribuible a la alta concentración de 
ClNa^^ que actúa como modulador positivo de la fase virulenta.

Si bien los requerimientos nutricionales parecen ser simples, la mayor complicación que se 
presenta con el cultivo en medio de SS, al igual que los anteriores, es la inhibición del crecimiento 
presumiblemente por acumulación de sustancias tóxicas durante el desarrollo celular^. Así, se ha 
visto que en sistema de cultivo batch el crecimiento se detiene por la acumulación de inhibidores 
y no por agotamiento de nutrientes.

En 1983 un grupo de investigación de Japón logró un interesante avance con el agregado 
de p-metil-ciclodextrina al medio de cultivo*®®’*®̂. Ellos reportaron que el agregado de esta 
sustancia evita la inhibición del desarrollo celular e incrementa los rendimientos antigénicos. Si 
bien este agente ha sido ampliamente difundido, su mecanismo de acción no se ha podido 
determinar. Se ha postulado que, por tratarse de una molécula cíclica cuyo interior es 
hidrofóbico, podría capturar los ácidos grasos presentes en el medio de cultivo, evitando así su 
efecto inhibidor. Por otro lado, se han publicado reportes donde se muestra que la presencia de 
este componente en el medio de cultivo favorecería la excreción de antígenos periplásmicos como 
PT, FHA y AC*®̂ ’*®*’*®̂, lo cual sugiere cierta interacción con la membrana externa. A pesar del 
incremento en los rendimientos celulares y antigénicos, el alto costo de este producto hace que no 
sea posible su utilización a gran escala. Muchos esfuerzos se han realizado en función de 
determinar cuál es su mecanismo de acción con el fin de reemplazarlo por un producto más 
económico, pero hasta el momento no ha sido posible, por lo que actualmente su uso está 
restringido a ensayos de laboratorio.

A pesar de la importancia de las condiciones de cultivo sobre la expresión fenotípica de las 
bacterias en general, en virtud de su excepcional adaptabilidad, es muy poco lo que se conoce 
acerca de la influencia de los efectores ambientales sobre la producción antigénica y la respuesta 
metabólica de B. pertussis. Los datos bibliográficos existentes a este respecto se resumen a 
continuación.

En lo que se refiere a la composición del medio de cultivo se ha reportado que:
-Tanto el SO4" en concentración por encima de los 40 mM, como el ácido nicotínico 

en concentración 10 mM, inducen la modulación a fase avirulenta. Así, en estas condiciones de 
cultivo no hay producción de ninguno de los antígenos regulados por el gen vir: AC, PT, FHA, 
fimbrias, P69 y HLT. El perfil proteico de membrana externa cambia, desaparecen los 
marcadores de la fase virulenta y aparecen las proteínas típicas de la fase IV.
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-La presencia de Cl' en altas concentraciones, en cambio, inhibe la modulación y 
favorece la producción de los antígenos característicos de la fase virulenta^^.

-La presencia de prolina en el medio de cultivo se ha asociado con el desarrollo de 
células de mayor título protector, evaluadas a través del test de potencia en animales 
recomendado por OMS*^®, pero no se ha reportado nada en relación a cada antígeno en 
particular.

-Según Sato y c o l . l a  reducción de la concentración de buffer Tris de 6.52 g/1 (en 
el medio SS original) a 1.52 g/1 redunda en un aumento significativo en la los niveles de PT y 
FHA extracelular.

-La incorporación de ciclodextrina al medio de cultivo induce el aumento de los 
niveles extracelulares de PT, FHAy No está claro si este aumento en los niveles
extracelulares de antigenos se debe a una inducción de la síntesis de los mismos , o simplemente a 
mayor liberación por cambios en las características de permeabilidad de la membrana externa. 
Esta última posibilidad parece la más probable.

-La presencia de algunos polivinilalcoholes ejerce un efecto similar al de la 
ciclodextrina^

En lo que se refiere a los factores fisicos y operacionales cabe decir que:
-La temperatura es un modulador de fase importante. Así, una temperatura por 

debajo de 35°C induce la modulación a fase avirulenta, con las características antigénicas y de 
membrana externa propias de esta fase^^

-El pH óptimo para la producción celular y antigénica está comprendido entre 7 y
g l l 4

-En cultivos agitados la actividad hemaglutinante del sobrenadante cae rápidamente. 
Esta caída ha sido atribuida a algún efecto de la agitación y/o aireación sobre FHA^i5,ii6 gjj, 
llegar a determinarse exactamente la causa se ha recomendado el empleo de cultivos estáticos 
para la producción de FHA extracelular

-En lo que se refiere al nivel de oxígeno disuelto en el cultivo, existen reportes donde 
se menciona la conveniencia de mantener el oxigeno disuelto en valores que oscilen entre el 20 y 
el 30% de saturación***, pero no se dan razones que respalden tal recomendación

No se ha reportado nada acerca del efecto que podrían tener las condiciones de cultivo 
sobre los niveles de endotoxina (LPS), a pesar de que es un componente de suma importancia en 
razón de su toxicidad.
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OBJETIVOS del Trabajo de Tesis

A pesar de lo poco que se conoce acerca de la influencia de las condiciones de cultivo en 
las características fcnotípicas de B. pertussis, éste es un aspecto fundamental para el diseño de la 
estrategia de producción de vacunas tanto celulares como acelulares.

Las bacterias, como los demás organismos, están en continua interacción con el medio. 
En un proceso infeccioso hay dos organismos que interaccionan, siendo uno el entorno del otro. 
En las bacterias, la membrana externa es la estructura crucial que media cualquier interacción. 
La situación in vivo es adversa en lo que se refiere al crecimiento microbiano ya sea por la 
escasez de nutrientes o por otros mecanismos de defensas desplegados por el organismo huésped. 
La falta de nutrientes redunda en cambios drásticos en la bioquímica general del microorganismo 
y, fundamentalmente, en las características de la cubierta celular. Esta situación lleva a la 
disminución de la velocidad específica de crecimiento del microorganismo y otros cambios 
generalmente asociados a la excreción de factores de virulencia y demás mecanismos de 
supervivencia del microorganismo frente a un entorno hostil.

En este contexto, el estudio de la respuesta fisiológica del microorganismo frente a la 
deficiencia de distintos nutrientes en condiciones de velocidad específica de crecimiento 
submáxima, resulta de suma utilidad cuando se trata de simular la respuesta adaptativa in vivo. 
La importancia de este tipo de estudio para la producción de vacunas es clara: si los 
microorganismos tienen tal plasticidad fenotípica, las células que se utilicen para la formulación 
de vacunas deberán presentar las mayores similitudes posibles con aquellas que infectarán al 
huésped en cuestión. Por otra parte, cabe esperar una producción máxima de antígenos y factores 
de virulencia en aquellas bacterias crecidas en condiciones similares a las condiciones in vivo.

En la Argentina los escasos intentos de producción de vacuna pertussis se han realizado a 
partir del crecimiento de Bordetella pertussis en medio sólido. Esta metodología, además de 
inadecuada para llevar adelante una producción a gran escala, resulta muy poco recomendable 
desde el punto de vista del control del proceso en su conjunto. El cultivo en medio sólido tiene 
como principales desventajas frente a los medios líquidos: un menor rendimiento por litro de 
medio de cultivo; necesidad de mayor mano de obra, por lo tanto mayores costos; y menores (o 
ninguna) posibilidades de control.

Cuando se requiere una producción masiva de células de B. pertussis en algún estado 
fisiológico en particular, resulta fundamental el conocimiento de la influencia de las condiciones 
de cultivo sobre la fisiología microbiana y un estricto control de las mismas. Tanto para estudiar 
la respuesta de B. pertussis frente a efectores ambientales como para la producción antigénica a 
gran escala, es indispensable que el cultivo se lleve a cabo en medios líquidos, los cuales 
posibilitan el empleo de biorreactores y sistemas de cultivo adecuados para tal fin.

El medio SS es el medio líquido recomendado para el cultivo de este microorganismo en 
fase virulenta. Este es un medio químicamente definido que ha sido formulado en 1970 y ha sido 
utilizado desde entonces sin modificaciones en su formulación. A pesar de haber sido 
recomendado para el cultivo de Bordetella pertussis tendiente a la producción de vacunas, no hay 
datos acerca de estudios cinéticos ni estequiométricos que caractericen el crecimiento de este 
microorganismo en dicho medio de cultivo y permitan el modelado del mismo. Sin embargo, un
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estudio de este tipo es fundamental para el desarrollo racional de cualquier estrategia de 
producción y/o optimización.

Tampoco ha sido estudiada la causa de la pérdida de actividad hemaglutinante en 
sobrenadante de cultivos sometidos a agitación. Ni si dicha pérdida está relacionada con alguna 
alteración de las hemaglutininas presentes en el medio de cultivo, PT y FHA, que pueda significar 
la pérdida de la capacidad inmunogénica de los dos antígenos más importantes B. pertussis. La 
importancia del adecuado mezclado del cultivo para el control de las variables fisicoquímicas y 
para la transferencia de materia y calor dentro del biorreactor, hace indispensable el 
esclarecimiento del efecto de la agitación sobre estas hemaglutininas.

En este contexto el presente trabajo de Tesis tiene por objeto:

1 - Caracterizar, desde el punto de vista cinético y estequiométrico, el crecimiento y 
la producción de antígenos de B. pertussis en medio líquido.

2- Determinar las razones que conducen a la pérdida de actividad hemaglutinante en 
sobrenadantes de cultivos sometidos a agitación. Establecer si dicha pérdida de actividad está 
relacionada con hemaglutinina filamentosa, toxina pertussis o ambas, y si los antígenos celulares 
se ven afectados de alguna manera por las características fluidodinámicas del cultivo.

3- Estudiar cómo influye la velocidad específica de crecimiento sobre la estructura 
de la membrana externa, la producción de células y antígenos, y los niveles endotóxicos

4- Evaluar la respuesta fisiológica de B. pertussis frente a cambios en el nivel de 
oxígeno del entorno y en la disponibilidad de determinados nutrientes que podrían ser sustratos 
limitantes del crecimiento in vivo. Comparar estos últimos resultados con los obtenidos en medio 
SS, en el cual la limitación del crecimiento es de tipo energética.

A partir de estos estudios, se pretende estar en condiciones de determinar si el manejo del 
medio de cultivo y condiciones de operación puede constituir una estrategia válida para mejorar 
la calidad y cantidad de antígenos obtenidos a partir del cultivo de B. pertussis. Paralelamente, se 
espera que los resultados obtenidos contribuyan al esclarecimiento de algunos aspectos de la 
fisiología de este microorganismo.
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2 .1. Cepas bacterianas utilizadas

R. pertiissis Tohama (Pastcur ínstitute Collcction N°8132) fase I, virulenta, y B. pertiissis 
18323 virulenta (Cepa de desafío). Los stocks bacterianos se conservan liofílizados y a -70°C 
como una densa suspensión en el medio SS conteniendo 15% de gliccrol.

2 .2 . Medios de cultivo empleados

Se utiliza el medio base de Staincr-Scholte, cuya composición se detalla a continuación: 

A-Lista de componentes que se esterilizan por calor

Componente Concentración

Glutamato monosodico 10.70 g/1

L- Prolina 0.24 g/1

KH2PO4 0.50 g/1

KCl 0.20 g/1

MgCl^óHjO 0 .10 g/1

CaCl2 (solución al 1%) 2.00 mi

Tris-HCl 1.52 g/1

NaCl 2.50 g/1

Se lleva a pH 7.2 con una solución concentrada de HCl y se esteriliza 15 min. en autoclave. A 
este medio se le adicionan los siguientes componentes esterilizados por filtración a través de una 
membrana de 0.22 pm.

B-Lista de componentes que se esterilizan por filtración

Componente Concentración

S04Fe.7H20 10 mg/1

L-Cistina 40 mg/1

HCl 0.1 ml/1

ác. ascórbico 20 mg/1

ác. nicotínico 4 mg/1

glutatión reducido 100 mg/1
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También se utiliza el medio SS, eon el agregado de eomponentes y con modificaciones en 
la concentración de algunos constituyentes, según se detalla a continuación;
-Agregado de antiespumante siliconado (1520 Dow Corning, Siliar), en concentraciones en el 
rango de 0.0 a 1.0 g/1.
-Agregado de extracto de levadura (DIFCO Laboratories, USA) en concentraciones: 0.5; 0.75; 
LOO; y 1.25 g/1.
-Variación en las concentraciones de nutrientes. La modificación alcanza a un nutriente por vez 
mientras las concentraciones de los demás se mantienen invariables respecto a la formulación del 
medio SS. Las concentraciones modificadas son;

S04FC.7H20 1.60 mg/1
Cistina 10.08 mg/1
KH2PO4 0.11 g/1
L-Prolina 0 g/1 (medio SS sin agregado de prolina).

2.3. C ultivo  de m icroorgan ism os

2.3. a. Preparación de inóculos

El liofilizado se resuspende en una solución con casaminoácidos (15%) y se siembra en 
placas de agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, USA), suplementadas con 15 % de sangre 
desfibrinada de camero (ABGs). Las placas se incuban 72 hs. a 36°C, al cabo de lo cual se 
repica el cultivo en agar inclinado (ABGs) y se mantiene a 36°C durante 30 hs. Desde los tubos 
de agar inclinado, las células se transfieren a un erlenmeyer de 1 litro de capacidad conteniendo 
250 mi del mismo medio de cultivo que se empleará en el proceso a inocular. Se incuba en un 
agitador orbital a 36°C durante 30 hs. El volumen de inoculo utilizado en los cultivos llevados a 
cabo en frascos o tanques agitados es, aproximadamente, el 10% del volumen final del cultivo. 
De esta manera la densidad óptica inicial de todos los cultivos se mantiene en el rango de 0.1-0.2. 
La densidad óptica se mide a 650 nm (A^sq), en un espectrofotómetro visible Pye Unicam SP6- 
250 (una unidad de A^jq= 3.0 x 10  ̂organismos/ml)

2.3. b. Cultivo batch en frascos agitados

El cultivo se inicia en el momento de la inoculación, según se indica en el punto 2.3.a. Se 
toman muestra de forma regular cada 3 hs. hasta alcanzar las 48 hs. de cultivo. A cada muestra 
se le determina densidad óptica a 650 nm, pH, y peso seco. Luego, cada muestra líquida se 
separa en fracción celular y sobrenadante de cultivo. Ambas fracciones son analizadas por 
separado.
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2.3. C. Cultivo batch en tanques agitados

El biorreactor tipo tanque agitado que se emplea en estos estudios es una unidad LKB 
1601 (ULTROFERM, LKB, Bromma, Sweden) de 6 L de capacidad, equipada con cuatro 
cortacorrientes, aireador en profundidad, electrodos esterilizables de espuma, oxígeno disuelto 
(galvánico), y pH. El volumen de trabajo es de 2.5 L de medio de cultivo. La inoculación se lleva 
a cabo según está referido en el punto 2.3.a. En todos los experimentos el coeficiente volumétrico 
de transferencia de oxígeno (k^a) se mantiene constante en 100 h'*, a través del control de la 
velocidad de agitación y aireación. La espuma se controla a través del agregado automático de 
antiespumante. La temperatura se mantiene a 36°C. Se sigue el cultivo durante 48 hs. Durante el 
desarrollo celular se toman muestras cada 1.5 hs. En las muestras líquidas se determina la 
densidad óptica a 650 nm, el peso seco, y el pH. Luego, se separa la fracción celular y el 
sobrenadante de cultivo para su análisis. En los gases de entrada y salida del fermentador se 
determina la concentración de oxígeno (analizador paramagnético de oxígeno gaseoso Servomex, 
Serie 1100, Crowborough, Sussex) y de dióxido de carbono (analizador de dióxido de carbono 
gaseoso Horiba PIR-200, Instrumentalia).

2.3. d. Cultivo continuo en tanques agitados

El biorreactor tipo tanque agitado que se emplea en este estudio es una unidad de 
fermentación LH serie 210, de 2 L de capacidad, equipada con electrodos de oxígeno disuelto 
(polarográfico) y de pH. El volumen de trabajo empleado es de 700 mi de medio de cultivo. 
Después de 12 hs. de cultivo batch comienza el agregado de medio fresco para iniciar la 
operación en continuo. El reservorio con el medio de cultivo se recambia diariamente. El pH del 
cultivo se mantiene en 7.4 por la adición de medio de cultivo fresco a pH 4 (este dato fue 
calculado teniendo en cuenta que el aumento de pH observado durante el desarrollo celular se 
debe al amonio excretado al medio de cultivo como consecuencia de la desaminación del 
glutamato durante su utilización como fuente de energía). Hay que señalar que previamente se 
realizó un estudio de la estabilidad del medio de cultivo a pH 4. La temperatura del proceso se 
mantiene en 36”C. La aireación se lleva a cabo en superficie. No se agregan cortacorrientes para 
favorecer la formación de vórtice. El medio de cultivo empleado en estos procesos es el medio SS 
o alguna modificación del mismo que se detalla en cada caso. Los cultivos son llevados a cabo en 
condiciones estrictamente definidas de;

1- Velocidad de dilución (0.03, 0.04, 0.05 y 0.06 h’ )̂ a través de la 
variación del caudal de alimentación y manteniendo invariables las demás condiciones de cultivo.

2- Oxígeno disuelto (5%, 30%, 60% y 90%) variando los niveles de 
agitación y aireación, manteniendo invariables los demás parámetros de cultivo.

3- Sustratos limitantes del crecimiento. Sobre la base de la formulación 
del medio de Stainer-Scholte se modifica en las cantidades indicadas anteriormente, el contenido 
de hierro, prolina, cistina y fósforo, de a uno por vez. Las demás condiciones de cultivo se 
mantienen invariables.

En cada condición analizada, se toman muestras en el estado estacionario. Se esperan diez 
generaciones antes de comenzar el muestreo. El estado estacionario se verifica por constancia de
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parámetros tales como: concentración de biomasa, concentración de sustrato limitante, niveles 
antigénicos, etc. Teniendo en cuenta que la hemolisina es el primer antígeno que se pierde por 
modulación antigénica, en cada estado estacionario se comprueba el estado de virulencia de la 
cepa a través del nivel de hemolisina que presentan los microorganismos. Una vez alcanzado el 
estado estacionario se toman dos tipos de muestra: líquida y gaseosa. En la muestra gaseosa se 
determina el contenido de oxigeno y dióxido de carbono, de manera similar a lo detallado 
anteriormente. En la muestra líquida, se determina pH, peso seco, y densidad óptica a 650 nm. 
Por otra parte, la muestra líquida se separa en fracción celular y sobrenadante de cultivo para su 
análisis

En todos los casos donde se calcularon rendimientos (biomasa, antígenos, etc.) se toma 
muestra adecuadamente para la determinación exacta de las concentraciones iniciales y finales de 
productos y reactivos.

Durante los cultivos llevados a cabo en tanques agitados se realizan medidas en línea y 
medidas intermitentes. Las determinaciones que se realizan en línea son: temperatura, pH, 
oxígeno disuelto, porcentaje de dióxido de carbono y de oxígeno en la fase gaseosa, nivel de 
espuma, volumen de medio. Los demás ensayos, que se llevan a cabo en forma intermitente, se 
detallan a continuación

2.4. Determinación de la velocidad de consumo de oxígeno y producción de 
dióxido de carbono durante el cultivo.

La velocidad de consumo de O2 (r02) y producción de CO2 (r02), se determina por balance 
de materia de ambos compuestos en los gases de entrada y salida del fermentador;

1O9 =
0.79 F (PO ^)2 ( ^ 2 ) 1

L100-(P02>2-(PCÜ 2)2  100-(PC»2), -(PCO2), J

iCOo =
0.79 F (PC02>2 (P C 0 2 )l

V  l \ 00 -(P O 2)2 -(P C O 2)2 100- ( P 0 2 ) , - ( P C 02 )lJ

Donde:
(P02)i:

(PC02)2:
V:
F:

Porcentaje de O2 en los gases de entrada del fermentador 
Porcentaje de O2 en los gases de salida del fermentador 
Porcentaje de CO2 en los gases de entrada del fermentador 
Porcentaje de CO2 en los gases de salida del fermentador 
Volumen de medio de cultivo en el momento de la toma de muestra (1) 
Caudal de aire (1/h)
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2.5. Ensayo respirométrico

Este ensayo se lleva a cabo en un respirómetro diferencial tipo Gilson^'^, de válvula 
simple, termostatizado, que opera a presión constante en equilibrio con la presión atmosférica. De 
esta manera una producción o consumo de gas del cultivo se traduce en una variación de volumen 
que se mide con un micrómetro digital. Cuando solo quiere medirse O2 consumido, se coloca en la 
cámara central un papel de filtro embebido en hidróxido de potasio al 10%, que retiene el CO2 
producido. De esta manera la variación de volumen observada se debe únicamente al O2 
consumido.

Una dificultad general con los respirómetros que operan a presión constante, es la 
modificación en la composición del gas debido a la presencia de gases que desaparecen por 
consumo y gases que son producidos. De manera tal que, no solo cambia la presión parcial de los 
gases metabolizados, sino también la de aquellos que no son metabolizados. Como las 
solubilidades de los gases son diferentes, la distribución de los mismos en la fase líquida y 
gaseosa cambia con el cambio del volumen total del sistema. El error que se comete si se 
desprecia este efecto cuando se calcula el O2 consumido no es importante y puede despreciarse.. 
Entonces, el volumen de oxigeno consumido (VO2) se calcula directamente a partir de la fórmula:

VO2 = 273 (P-P^) AV  ̂/ 760 T

Donde
P presión barométrica en las condiciones de trabajo (mm de Hg). 

presión de vapor de agua a la temperatura de trabajo (mm de Hg) 
variación del volumen total del gas por unidad de tiempo (|xl/h). 
temperatura de trabajo (°K).
volumen de oxígeno consumido por unidad de tiempo (pl/h).

'  w 
AV,g
T
VO

Así, a partir VO2 que es el volumen de O2 consumido, por hora y por cada 2.5 mi de medio 
de cultivo (volumen de cultivo que se pone en la cámara) se calcula la velocidad volumétrica de 
consumo de O2 (r0 2 ). Con este parámetro y la concentración de biomasa en el momento de la 
toma de muestra (X), se calcula la velocidad específica máxima (por tratarse de un cultivo en 
fase exponencial) de consumo de oxígeno (q02m), según:

q02m = r02 / X

NOTA: para que la velocidad específica sea realmente máxima es necesario que no haya 
limitación de nutrientes de ningún tipo incluido el oxígeno. Para tal fin se diluye la muestra de 
cultivo de manera tal que el suministro de oxígeno del equipo sea suficiente con respecto a la 
demanda del microorganismo.
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2.6. Determinación del coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno
( M ) .

2.6. a. Método del sulfito (en ausencia de microorganismos)

El k^a del reactor se determina en las condiciones de temperatura y volumen de trabajo a 
emplearse en el cultivo, según el método desarrollado por Cooper^^®. El medio de cultivo es 
reemplazado por el mismo volumen de una solución de S03Na2 0.5 N, a la cuál se le agrega 1 
ml/1 de una solución de SO4CU IM como catalizador de la reacción de oxidación del sulfito a 
sulfato. En estas condiciones la velocidad de oxidación del sulfito está determinada por la 
velocidad de transferencia del oxígeno. La velocidad de oxidación del sulfito (AC/At) se 
determina por yodometría, empleando titulación por retomo con tiosulfato de sodio 0.05 N. Este 
valor es numéricamente igual a la velocidad de transferencia de oxígeno. Con este dato y la 
solubilidad de dicho gas a la temperatura de trabajo se calcula el k^a, según la fórmula:

AC/At = k^a C*

2.6. b. M edida directa en línea

En este caso el kj a del biorreactor se determina durante el cultivo. Se calcula la velocidad 
de consumo de oxígeno instantánea, según se indicó en el punto 2.4, y, conociendo el porcentaje 
de oxígeno disuelto en el cultivo en ese momento, se estima el k^a según:

k^a = rOj / C*-Cl

2.7. Determinación de la viscosidad del cultivo

Para la determinación de la viscosidad del cultivo se emplea un Rotovisco HAAKE RV2. 
Se determina la velocidad de corte en fimción del esfuerzo de corte. Un perfil lineal de aumento 
de dicha velocidad con respecto al esfuerzo de corte implica un comportamiento newtoniano de la 
muestra y la pendiente de la recta que representa el esfuerzo de corte vs. la velocidad de corte es 
numéricamente igual a la viscosidad del cultivo.

2.8. Determinación de adhesinas celulares.

El nivel de adhesión de B. pertussis a células eucariotas de la línea celular HeLa 229 
(Human-epitelium-like ATCC CCL2.1), se determina de acuerdo a lo reportado por Sato y col.^. 
Brevemente, se agrega una suspensión de 10*® bacterias por mi de medio Eagle's Minimal 
Essential Médium (MEM), a una monocapa de células HeLa de 24 hs de crecimiento al 50% de 
confluencia. Se agita y se incuba por 2 horas, a 37°C en atmósfera de 5% de CO2,. Se lava con 
MEM y se fija con etanol-acético (en relación 3:1), durante 10 min., luego de lo cuál se le agrega
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solución de Hoeschst 33258; 2'-(4-hidroxifenil)-5-(4-metil-l-piperazil)-2,5'-bi-lH-
bcncilimidazol (SIGMA, Chemical Co., USA). Se lava con agua destilada y se coloca sobre un 
portaobjetos con ác. cítrico como medio de montaje. Se cuenta el número de bacterias adheridas a 
cada célula de línea. De cada preparado se observan 10 campos tomados al azar, que contengan 
entre tres y diez células de línea. El valor presentado para cada ensayo en la sección de 
Resultados y Discusión es la media ± la desviación estandard de 7 ensayos.

2.9. Determinación de la capacidad protectora de células

Para analizar la capacidad protectora de células de B. pertussis se llevó a cabo el test de 
protección en ratón recomendado por la Organización Mundial de la Salud (OMS)*'®42i Grupos 
de 16 ratones N:NIH se inmunizan intraperitonealmente con 0.5 mi de vacuna pertussis standard 
internacional (8 unidades protectoras intemacionales/ml: UPI/ml) o de vacuna experimental 
(preparadas a partir de las células a ensayar, A^jqí 1.0), diluidas en NaCl 0.15M en proporción: 
1/5, 1/25 y 1/125. Cinco grupos de 10 ratones no inmunizados se usan como control de 
virulencia. Cuarenta días después de la inmunización, los ratones se desafían intracerebralmente 
con 0.03 mi de una suspensión de B. pertussis 18323, con aproximadamente 200 LDS50 (dosis 
letal 50), lo cuál corresponde a 100,000 células de B. pertussis. Los ratones control se inyectan 
con la dosis desafío y una dosis cinco veces diluida. Los animales se observan diariamente 
durante los 28 días posteriores a la inmunización. Se toma nota de las muertes ocurridas entre los 
días 17 y 28. La dosis efectiva 50 (ED50) y la potencia de las vacunas experimentales se estima 
estadísticamente según el método de Worcester y Wilson.'^^. Se aplican las condiciones de 
validez requeridas por el Code of Federal Regulations'^^ Los resultados se expresan en UPI/ml 
con un límite de confianza del 95%.

2.10. Determinación de la actividad hemaglutinante en sobrenadante de 
medio de cultivo

Para determinar la actividad hemaglutinante de sobrenadante de cultivo (HA), se realizan 
diluciones seriadas en base dos, de 100 \ú de sobrenadante de cultivo en solución fisiológica. Se 
adicionan 50 pl de una suspensión de glóbulos rojos de camero al 0.07% en PBS, pH 7.2, a cada 
dilución. La mezcla se agita durante 15 min. y luego se incuba durante 2 hs. a 3TC, en cámara 
húmeda.
Las unidades de hemaglutinación se expresan como la recíproca de la máxima dilución en la cual, 
después de adicionar la suspensión de eritrocitos, aparece una aglutinación completa'^'*.

2.11. Determinación de la actividad hemaglutinante de células.

El dosaje de la actividad hemaglutinante de células (HAc) de B. pertussis se lleva a cabo 
según el método de Brown y Parker^^®. Las células se suspenden en PBS y su concentración se 
ajusta a 200 unidades Klet (3x10 CFU/ml). Se realizan diluciones seriadas en base dos, de 50 pl 
de la suspensión celular. Se adicionan 50 pl de glóbulos rojos de camero al 0.05% en buffer
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fosfato, se agita durante 2 min. y se incuba a temperatura ambiente durante 3 horas. Las 
unidades de hcmaglutinación se expresan como la recíproca de la máxima dilución que presenta 
hemaglutinación completa.

2.12. Determinación de la actividad hemolítica

La actividad hemolítica se informa positiva o negativa de acuerdo a la presencia o no de 
halo de hemólisis en placas de ABGs.

2.13. Determinación de toxina pertussis extracelular.

El dosaje de toxina pertussis (PT) se realiza por ELISA de manera similar a lo descripto 
por Wong & Skelton'^^. Las placas para el test se sensibilizan con fetuina disuelta en buffer 
CO^VeOjH" y se conservan a -20°C hasta el momento de su uso.

Para realizar las determinaciones se colocan 100 |il de muestra en cada pocilio. La curva 
patrón se realiza agregando 100 |il de PT patrón (SIGMA, Chemical Co., USA), en 
concentraciones; 0.25, 0.50, LOO y 2.00 mg/ml en PBS-Tween(0.05% v/v) (PBST). Se incuban 
12 hs. a 4°C. Se lavan 6 veces con PBST-ClNa(0.15M). Se agrega, en cada pocilio, 100 pl de 
suero de cabra anti-Bp, diluido en PBST-leche descremada en polvo(10% p/v). Se incuba 60 min. 
a 37“C. Se lava nuevamente con PBST y se agrega, en cada pocilio, 100 |xl de suero de conejo 
anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa, diluido en PBST-leche (al 10% p/v). Se incuba 60 
min. a 37°C. Finalmente, se revela con O-fcnilendiamina en buffer fosfeto-citrato y H2O2; luego 
de 15 min. se detiene la reacción con H2SO4 4N. Se lee la absorvancia en cada pocilio con un 
lector de ELISA con filtro 492nm.

2.14. Determinación de proteínas

El dosaje de proteínas se realiza de acuerdo al método desarrollado por Lowry*̂ "  ̂
empleando seroalbúmina bovina (SIGMA, Chemical Co., USA) como proteína patrón.

2.15. Preparación de muestras de proteína total de células para 
electroforesís

Las muestras de células se lavan con buffer fosfato y luego se solubilizan con buffer de 
carga: 125 mM de Tris/CIH, pH 6.8; 4% (p/v) SDS; 10% (v/v) de p-mercaptoetanol; 20% (v/v) 
de glicerol y 0.002% de azul de bromofenol. Se mantienen a 100°C durante 10 min.. Se las 
incuba con 10 pg/ml de desoxirribonucleasa, a temperatura ambiente durante 30 min.. Estas 
muestras son luego aplicadas al gel de poliacrilamida para ser sometidas a electroforesis.
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2.16. Obtención de polipéptidos de membrana externa

Las células se lavan con buíTcr fosfato y se someten a un tratamiento combinado de 
lisozima v shock térmico según Maagd \' Lugtenberg^^*. Brevemente la técnica consiste en 
resuspender las células en 10 mM de tris/ClH, pH 7.8 (1;40 p/v), adicionarles EDTA y lisozima 
en concentración final 10 mM y 100 pg/ml, respectivamente. Se las incuba a 23°C. La mezcla se 
congela y se descongela una vez. Luego se las incuba 3 min. a 35 '̂C y 15 min. a 23®C. Se les 
adiciona 20 mM de Cl2Mg y 10 |xg/ml de desoxirribonucleasa. Las células enteras y grandes 
fragmentos se remueven por centrifugación (8,000 x g, durante 10 min. a 4°C). El sobrenadante 
se centrifuga a 16,000 x g durante 1 hora. Se separa el sobrenadante. El pellet es resuspendido en 
HEPES 10 mM con 2% de Tritón y se incuba a temperatura ambiente durante 15 min. El 
material insoluble que queda se pelletea por centrifugación (16,000 x g , 60 min. a 4°C) y se 
repite la extracción con Tritón. El pellet final, conteniendo las proteínas de membrana externa se 
trata con buffer de carga: 0.065 M de Tris/ C1 (pH 6.8), SDS (2% p/v), glicerol (10% p/v), 
EDTA sódico (2 mM), azul de bromofenol (0.001% p/v) y p-mercaptoetanol (5% p/v). Estas 
muestra son luego aplicadas al gel de poliacrilamida para ser sometidas a electroforesis.

2.17. Obtención de lipopolísacárído de células

Para aislar lipopolisacáridos (LPS) de células de B. pertussis, el procedimiento que se 
emplea es el descripto por Westphal y Jann^^^. Las células se separan del sobrenadante por 
centrifugación a 8,000 x g durante 10 min. El pellet celular es resuspendido en agua y se le 
agrega fenol, previamente calentado a 75®C en baño de agua, hasta una concentración final de 
50% v/v. La mezcla se incuba durante 5 min. a 68-70°C con agitación constante. La mezcla se 
coloca en un baño de agua-hielo y se enfiáa hasta 10°C, agitando. La emulsión se centrifuga 15 
min. a 12,000 x g y 4*̂ C. La fase acuosa queda en la parte superior y la fenóliea en la inferior con 
una interfase que contiene un precipitado gomoso. La fase acuosa opalescente que contiene el 
LPS se separa y se deja a 0-4°C. La fase fenóliea y el material de interfase son sometidos a una 
segunda extracción con un volumen de agua igual al utilizado en la primera extracción. El agua 
es precalentada a 70®C y la mezcla también se calienta a esta temperatura durante 5 min. Luego 
se enfria y se centrifuga. Las capas acuosas de ambas extracciones se juntan y se dializan contra 
cuatro litros de agua a 4°C durante toda la noche. Luego se centrifuga a 30,000 x g durante 20 
min. El pellet contiene la muestra de LPS.

Para llevar a cabo las electroforesis, las muestras de LPS se solubilizan en buffer; 1 M de 
Tris/ C1 (pH 6.8), conteniendo SDS (2% p/v), glicerol (10% p/v), azul de bromofenol (0.001% 
p/v) y p-mercaptoetanol (5% p/v), y se las incuba a 100°C durante 10 min. Luego por cada 50 pl 
de suspensión de LPS, se agregan 25 pg de Proteinasa K, disuelta en 10 pl de buffer de carga. 
Las mezclas se incuban durante 1 h a 60°C, con agitación. Estas muestra son luego aplicadas al 
gel de poliacrilamida para ser analizadas por electroforesis.
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2.18. Electroforesis de proteínas y lipopolísacáridos

Las clcctroforcsis de proteínas y LPS se llevan a eabo en SDS-PAGE. Se preparan geles 
de 1 y 1.5 mm de espesor eonteniendo 10, 12.5, 14, 15 y 16% de poliacrilamida según la téenica 
Laemnily'-*®. La electroforesis se lleva a cabo a pH 8.6 y a un voltaje constante de 130 volts.

2.18.a. Tinción de polipéptidos y LPS

Los geles donde se llevan a cabo las electroforesis de proteínas se someten a tinción con 
Coomasic bluc o nitrato de plata. Para llevar a cabo la tinción con nitrato de plata según la 
técnica de Wray y coP^^ las proteínas deben fijarse previamente con una solución de metanol/ 
ác. acctico/formaldehído/agua en proporción 50; 12:0.18:37.82.

Los lipopolísacáridos se tiñen con nitrato de plata según la técnica de Hitchock y 
Brown'^^. Previo a la tinción los lipopolísacáridos también deben fijarse con una solución que 
contiene 25% v/v de isopropanol en una solución al 7% de ác. acético.

2.19. Inmunodetección (Western blot) de FHA celular y extracelular, y P.69

La Inmunodetección de FHA celular, FHA de sobrenadante de cultivo y P69, se lleva a 
cabo a partir de electroforesis de proteínas totales de células, proteínas de sobrenadante de cultivo 
y proteínas de membrana extema, respectivamente. En todos los casos, luego de ser sometidas a 
una corrida electroforética en SDS-PAGE, las proteínas transfieren desde el gel de poliacrilamida 
a membranas de polivinildifluomro (PVDF), según el método de Towbin y col.*^^ La eficiencia 
de este proceso se comprueba por tinción con plata del gel transferido. Posteriormente la 
membrana de PDFV con las proteínas transferidas se bloquea para uniones inespecificas con 
buffer TBS (50 mM Tris/CIH , 150 mM Na Cl, pH 8.0) conteniendo 5% de leche descremada en 
polvo (DIFCO Laboratories, USA). Las proteínas inmovilizadas se ensayan con anticuerpos 
monoespecíficos de ratón anti-FHA, y anti-P69 (provistos por el Instituto Pasteur, París, 
Francia). El revelado se lleva a cabo con anticuerpos de cabra anti-ratón, marcados con fosfatasa 
alcalina. Entre cada uno de estos pasos se realizan lavados con TBS conteniendo 0.1% de Tween.

El revelado final se lleva a cabo con nitroblue tetrazolium chloride y 5-bromo-4-cloro-3- 
indolylphosphate en buffer PA (100 mM Tris-CIH, 100 mM Na Cl y 5 mM de Mg CI2, pH 9.5).

2.20. Determinación del ácido 2-ceto-3-deoxi-octulosónico en LPS 
proveniente de células y sobrenadante de cultivo.

La determinación del ácido 2-ceto-3-deoxi-octulosónico (KDO), se lleva a cabo empleando 
el método desarrollado por Karkhanis y col.'^‘*. Brevemente, dicho ensayo consiste en el 
tratamiento del lipopolisacárido con H2SO4 0.2 N, a 100°C por 30 min., seguido de una reacción 
con HIO4, NaAs02 y ác. tiobarbitúrico. El cromóforo formado se estabiliza mediante el agregado 
de dimetilsulfóxido a la mezcla de reacción. El color final es estable durante varios días. La 
lectura se realiza a 548 nm. La concentración de KDO se determina por comparación con una
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curva patrón de KDO (SIGMA, Chemical CO., USA) ensayada en forma paralela a la muestra 
problema, que cubre un rango de concentraciones entre 0 y 20 pg/ml.

2.21. Determinación de glutamato en el medio de cultivo.

La determinación de la concentración de glutamato se lleva a cabo empleando un kit 
enzimático de análisis de Boehringer Marmheim, Germany, previa desproteinización de la 
muestra. Esta determinación se basa en la desaminación oxidativa del glutamato por la glutamato 
deshidrogenasa. Los electrones del glutamato reducen el NAD presente en la mezcla de reacción 
dando lugar a la formación de NADH, el cuál a su vez, en presencia de diaforasa, reduce el 
iodonitro tetrazolio transformándolo en formazan. Este último es un compuesto coloreado y 
presenta un máximo de absorción en 492 nm. En las condiciones empleadas en el ensayo (exceso 
estequiométrico de los demás reactivos) la intensidad de color desarrollado es directamente 
proporcional a la concentración de glutamato en la muestra problema. La concentración se 
determina por comparación con una curVa patrón de glutamato, ensayada en forma paralela con 
la muestra, que cubre un rango de concentraciones entre 0 a 30 mg/1. El límite de sensibilidad de 
esta determinación es de 0.5 mg/1. Las muestras en las que se determina glutamato son 
previamente desproteinizadas.

2.22. Determinación de amonio en el medio de cultivo.

La determinación de la concentración de NH4''' se lleva a cabo empleando un kit 
enzimático de análisis para la determinación de uremia desarrollado por Wiener Lab. La 
determinación de amonio con este kit se realiza sin el agregado inicial de ureasa. La técnica se 
basa en que el amonio reacciona con hipoclorito y fenol en medio alcalino produciendo azul de 
indofenol que se determina colorimétricamente a 540 nm. La concentración de amonio se 
determina por comparación con una curva patrón que cubre un rango de concentración de amonio 
entre 0 y 36 mM. El límite de sensibilidad del método a sido determinado en 3 mM.

2.23. Determinación de fósforo en el medio de cultivo.

La determinación de fósforo inorgánico se lleva a cabo, previa desproteinización de la 
muestra, empleando un kit de diagnóstico de SIGMA, Chemical Co., USA. La determinación se 
basa en la reacción del fósforo inorgánico, presente en la muestra, con molibdato de amonio en 
medio ácido para formar fosfomolibdato. El agregado del reactivo de Fiske & Subbarow (ácido 
l-amino-2-naftol-4-sulfónico al 0.8 % en sulfito de sodio y bisulfito de sodio) reduce el 
fosfomolibdato a la forma de un complejo azul. La intensidad del color es proporcional a la 
concentración de fósforo y se mide por absorvancia a 660 nm. La concentración se determina por 
comparación con una curva patrón de fósforo inorgánico, ensayada en paralelo con la muestra, 
que cubre un rango de concentraciones entre 0 y 128 mg/1. El límite de sensibilidad de esta 
prueba ha sido estimado en 0.8 mg/1.
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2.24. Determinación de hierro en el medio de cultivo.

La determinación de hierro se lleva a cabo con un idt de análisis de MERCK, Darmstadt, 
de alta sensibilidad. La determinación se basa en la reducción inicial, con ácido ascórbico, de 
todo el hierro presente en la muestra. Así. en un medio tamponado con tioglicolato el Fe^  ̂
reacciona con Fcrrospcctral (reactivo patentado por MERCK, Darmstadt) formando un complejo 
color violeta cuya intensidad es proporcional a la concentración de Fe en la muestra. Dicha 
intensidad se mide cspectrofotométricamcnte a 565 nm. La concentración de hierro se determina 
por comparación con una curva patrón de hierro que cubre un rango de concentraciones entre 0 y 
4 mg/1.

2.25. Determinación de cisteína y prolina en el medio de cultivo.

La determinación de Pro y Cys se lleva a cabo en muestras previamente desproteinizadas, 
según el método descripto por Gaitonde'^®, que permite la determinación de cada uno de estos 
aminoácidos, aún en presencia de otros. La técnica para la determinación de cisterna, se basa en 
que este aminoácido es el único capaz de reaccionar con ninhidrina/ác. acético/HCl y dar un 
complejo que absorbe a 560 nm. A esta longitud de onda, este método es muy específico para cys 
y no hay interferencia de los demás aminoácidos. El medio de cultivo tiene cistina por lo tanto, 
como paso previo a la determinación se reduce la misma con ditiotreitol. Para determinar prolina, 
se procede de manera similar pero el reactivo es ninhidrina/ác. acético/ác. fosfórico que forma un 
complejo con Pro cuyo máximo de absorción está en 510 nm. A esta longitud de onda el único 
aminoácido que interfiere es la cisteína por lo cuál, de manera simultánea, se determina su 
concentración según se describe mas arriba.

2.26. Determinación de NAD'*' y de NADH intracelular

El muestreo para la determinación de estos dos metabolitos intracelulares se lleva a cabo 
según lo recomendado por Sáez y Laguna'^^ . La extracción y la determinación de ambos 
metabolitos a partir de los extractos celulares se lleva a cabo según lo descripto por Bemofsky*^^. 
Brevemente, a 500 pl extracto celular neutralizado (pH 7.5) de ambos metabolitos, se les agrega 
400 pl de H2O, 100 pl de buffer glicilglicina IM, 50 pl de bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazoil-2)- 
2,5-difeniltetrazolio (MTT), 8.4 mM, 50 pl de etosulfeto de fenazina (PES) 33.2 mM y 10 pl de 
etanol 96%. Se incuba la mezcla 3 min. a 35®C, y se le agrega 10 pl de acohol dehidrogenasa 
(900 U/ml). Es posible determinar la velocidad de reducción del MTT espectrofotometricamente 
a 570 nm. La curva de calibración se realiza agregando 0, 2, 5 y 10 pM de NAD^ o NADH 
patrón (SIGMA, Chemical Co., USA) durante el proceso de extraeeión de los nucleótidos.

2.27. Determinación de sideróforos en sobrenadante de medio de cultivo

Se determina la presencia de sideróforos según la técnica desarrollada por Schwyn. & 
Neilands'^*. La técnica se basa en la alta afinidad de los sideróforos por el hierro. Así, la muestra
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donde se quiere determinar la presencia de sideróforos se mezcla con una solución que contiene 
hexadeciltetrametilamonio (HDTMA), hierro (III), Cromo Azul S y piperazina en medio ácido. El 
hierro (III), la HDTMA y el Cromo Azul S, en estas condiciones, forman un complejo de 
estructura desconocida color azul. Si en el medio hay sideróforos, éstos capturan el hierro del 
complejo y como consecuencia aparece un cambio de color (evoluciona hacia el color naranja). 
La intensidad del nuevo color (proporcional a la concentración de sideróforo en el medio) se mide 
espectrofotometricamente a 630 nm, después de alcanzado el equilibrio.

2.28. Análisis estadístico

La comparación de los resultados de tratamientos se realiza mediante el análisis de 
varianza utilizando para la comparación de las medias el test de Menor Diferencia Significativa 
(LSD)^^’ con un grado de significación de a<  0.05.

NOTA: En todos los ensayos llevados a cabo en sobrenadante de cultivo se tuvo especial 
cuidado de que estuvieran libres de células. Para lo cuál después de la centrífiigación, el 
sobrenadante se filtra a través de membranas de tamaño de poro de 0.22 pm.
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antî énica en sistema de cultivo hatch



Capítulo 3: Estudio del crecimiento y la expresión antigénica en sistema de cultivo batch

Resultados................................................................................................................................................38
3.1. Estudios preliminares de medio de cultivo y condiciones de operación. Escala de 
frascos agitados.........................................................................................................................................38

3.1. a. Ajuste de medio de cultivo y empleo de agentes antiespumantes............................. 38
3.1. b. Ajuste de las condiciones de operación del biorreactor en función de la
demanda de oxígeno de B. per tus sis ........................................................................................ 42

3.2 Estudio de la influencia de la agitación y aireación sobre el K^a del tanque agitado a
emplearse en el estudio cinético y estequiométrico................................................................................44
3.3. Descripción cinética y estequiométrica del crecimiento de B. pertussis en sistema de 
cultivo batch..............................................................................................................................................45

3.3. a. Estequiometría del crecimiento de B. pertussis.........................................................45
3.3. b. Cinética del crecimiento de B. pertussis.................................................................... 50

Discusión.................................................................................................................................................. 54



Capítulo 3 38

Para llevar a cabo la caracterización cinética y estequiométrica del cultivo de B. pertussis 
en medio líquido, es necesario el empleo de tanques agitados. No sólo porque sus características 
de diseño posibilitan un control estricto de las variables fisicoquímicas del proceso, sino también 
porque, además de permitir el análisis de la fase gaseosa, permite un adecuado maestreo de la 
fase líquida sin que se alteren demasiado las condiciones de cultivo. Un maestreo de estas 
características posibilita la determinación de parámetros confiables.

El empleo de este tipo de reactores implica conocer previamente determinados aspectos del 
proceso, por lo cual se realizaron los siguientes estudios preliminares en escala de frascos 
agitados.

RESULTADOS

3.1. Estudios preliminares de medio de cultivo y condiciones de operación. 
Escala de frascos agitados.

3.1.a. A juste de medio de cultivo y empleo de agentes antiespum antes.

Como se mencionó anteriormente, el medio líquido recomendado en bibliografía para 
la producción de vacuna pertussis es el medio de Stainer-Scholte (SS). Este medio, químicamente 
definido, soporta el crecimiento seriado de B. pertussis en fase virulenta. Es un medio de cultivo 
integrado por cantidades conocidas de aminoácidos, sales y vitaminas (según se especifica en 
Materiales y Métodos). Está formulado de manera tal que la fuente de carbono y energía (el 
glutamato) es la limitante del crecimiento.

En la Figura 3.1 se muestra un curva típica de B. pertussis creciendo en medio SS, en 
sistema de cultivo batch. Dicho crecimiento microbiano se llevó a cabo en frascos agitados, a 
36°C, 160 rpm y en una relación de volumen de erlenmeyer a volumen de medio de cultivo de 4:1 
(estas condiciones de cultivo fueron tomadas de datos bibliográficos).

Según se puede ver en la Figura 3.1, la fase latencia del crecimiento es bastante 
prolongada. En este sentido cabe señalar que se comprobó que, si se emplea un inóculo menor al 
10% del volumen final de cultivo no se produce desarrollo celular alguno. La fase logarítmica de 
crecimiento se extiende por 20 hs. aproximadamente. Los niveles de PT y FHA (ésta última 
evaluada como actividad hemaglutinante-HA-) en el medio extracelular aumentan durante la fase 
logarítmica.



Estudios en cultivo batch 39

—  1 <
3i) A P T X

O
cd • B io m a s a
^ 1 . 0  ■
£
o

H A 3
5  1

i

■ i 
1! V—-■ -

J  !

H
8

1.5

0.5

0.0

/ y
/

ÓO

.ofc

 ̂ 0.5

0.0
0 10 20 30 40

tiempo (hs)

Figura 3.1: Cinética en sistema de cultivo batch, del crecimiento y producción de antígenos 
extracelulares de B. pertussis en medio SS. Escala de trabajo: frascos agitados.

En un intento por disminuir la fase latencia, se ensayó el agregado de extracto de levadura 
(E l.) en pequeñas cantidades (entre 0 y 1 g/1) al medio SS. El extracto de levadura agregado en 
esta concentración aporta fundamentalmente micronutrientes y factores de crecimiento. Se ha 
visto en otros procesos microbianos que la falta de componentes de este tipo es generalmente la 
causa de una fase de latencia prolongada y la necesidad de inóculos relativamente grandes. En el 
caso de B. pertussis se pudo comprobar que, mediante el agregado de E.l. al medio SS, la fase de 
latencia no sólo se reduce notablemente sino que, a partir de una concentración de 0.75 g/1, no se 
verifica retardo alguno en el comienzo de la fase crecimiento exponencial. En lo que se refiere a 
la producción de células y antígenos, en la Figura 3.2 se puede observar que la adición de este 
agente al medio SS aumenta los niveles alcanzados al final de la fase exponencial. Este efecto, 
que es fimción de la concentración de E. 1., alcanza un máximo para 0.75 g de E.l. por litro de 
medio SS. En este sentido es importante señalar que, en sobrenadante de fase estacionaria de 
crecimiento en cultivo discontinuo (batch) de B. pertussis en medio SS , no se verificó 
agotamiento de ningún nutriente del medio de cultivo. Por el contrario, en cultivos discontinuos 
llevados a cabo en medio SS a los que se le adicionó 0.75 g/1 de E.l., no se pudo detectar 
glutamato en sobrenadante de cultivo de fase estacionaria. De estos resultados resulta evidente 
que el aumento de biomasa mostrado en la Figura 3 .2 se debe a que la incorporación del extracto 
de levadura posibilita un mejor aprovechamiento de los nutrientes del medio SS. Por otra parte, el 
aumento verificado en los niveles extracelulares de FHA y PT sería consecuencia del aumento de 
biomasa y no una acción directa de algún componente del E.l. sobre los mecanismos de excreción 
de antígenos, ya que la producción específica de los mismos no se ve modificada en las distintas 
condiciones ensayadas.
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Figura 3.2: Efecto de la incorporación de extracto de levadura al medio SS sobre la producción 
de células y antigenos extracelulares de B. pertussis. Los valores de biomasa y antígenos 
representados en ésta figura corresponden a los niveles máximos alcanzados en cada condición de 
medio de cultivo, ensayada en sistema batch. Escala de trabajo: frascos agitados.

Otro de los ajustes previos al empleo de tanques agitados está relacionado con la 
formación de espuma. Las proteínas liberadas al medio extracelular durante el crecimiento de B. 
pertussis favorecen la formación de espuma cuando se trabaja con tanques agitados operados con 
aireación en profimdidad. La espuma debe ser evitada no sólo por los problemas operacionales a 
los que conduce, sino porque implica pérdida de control, de productividad y de homogeneidad del 
proceso en su conjunto. Existen datos bibliográficos^'* que señalan a las siliconas como el tipo 
químico de antiespumante más adecuado para el cultivo de B. pertussis. Teniendo en cuenta estos 
datos se estudió, en escala de frascos agitados, el efecto de la adición de cantidades crecientes de 
un antiespumante (Ae) de este tipo químico, al medio SS y al medio SS adicionado de 0.75 g/1 de 
E.l. (SSE). Se pudo comprobar que el agregado de Ae al medio SS no afecta la producción de 
células ni de antígenos extracelulares cuando se lo emplea en un intervalo de concentración de 0.1 
a 0.6 g/1. Se observó que en concentraciones superiores a la citada se produce inhibición del 
desarrollo celular, ya sea que el Ae se agregue desde el comienzo del cultivo o en pleno 
crecimiento exponencial. Por el contrario, cuando se emplea SSE como medio de cultivo, no se 
observa ningún efecto sobre células ni antígenos solubles como consecuencia del agregado de Ae, 
aún en concentraciones de hasta lg/1.

Para completar estos estudios se determinó el efecto del agregado de E.l. y Ae al medio SS, 
en relación a la antigenicidad celular. Se evaluó la capacidad protectora, según se describe en 
Materiales y Métodos, de las células de B. pertussis crecidas en las diferentes condiciones de 
cultivo. Ambos factores (E.L. y Ae) se evaluaron conjuntamente, según se muestra en la Tabla
3.1. El extracto de levadura, se ensayó en dos niveles: 0 y 0.75 g por litro de medio SS. El agente 
Ae en cambio se ensayó en tres niveles. 0, 0.6 y 1 g/1. En medio SS se ensayaron solamente las 
dos concentraciones menores porque, como ya se mencionó, un nivel de Ae superior a 0.6 g/1 en 
el medio SS, provoca inhibición del crecimiento de B. pertussis.
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En todas las condiciones ensayadas las muestras se tomaron a las 24 hs. de proceso. 
Determinaciones anteriores indican que en este tiempo de cultivo las células presentan un buen 
título antigcnico. Las células se lavaron en forma esténl y se resuspendieron al mismo valor de 
densidad óptica en todos los casos. Con estas suspensiones celulares se formularon las vacunas 
para la determinación de la capacidad protectora, según se especifica en Materiales y Métodos

En la Tabla 3.1. se muestra la capacidad protectora de las células crecidas en las distintas 
condiciones de cultivo. Se pudo comprobar que no existen diferencias estadísticamente 
significativas entre los distintos tratamientos, con un nivel de certeza del 95%. Estos resultados 
indican que, ni el agente antiespumante empleado, ni el extracto de levadura, en los niveles 
ensayados, afeetan la inmunogenicidad de las células.

Tabla 3.1: Efecto del agregado de antiespumante y extracto de levadura al medio SS, sobre la 
eapacidad protectora de las células de B. pertussis. El test de potencia empleado es el 
recomendado por la La potencia celular esta expresada en: UPI/ml

Antiespumante (g/1)

E l. (g/1) 0.00 0.60 1.00

0.00 7.9 ±0.2 7.9 ±0.2 -

0.75 7.9 ±0.3 7.9 ±0.1 7.9 ±0.3

A partir de estos estudios se pudo definir que el SSE es un medio adecuado para llevar a 
cabo el estudio cinético y estequiométrico de crecimiento de B. pertussis en tanques agitados. Tal 
afirmación surge de los resultados detallados más arriba y que pueden resumirse como sigue. El 
agregado de extracto de levadura al medio SS en una concentración de 0.75 g/1: 1. evita que el 
desarrollo celular se detenga como consecuencia de otros factores indeterminados (aparentemente, 
acumulación de inhibidores), que no sean el agotamiento de algún nutriente. Este aspecto es 
fundamental para la determinación de parámetros cinéticos y estequiométricos; 2. el aporte de 
macronutrientes es despreciable; 3. no altera la expresión antigénica celular como así tampoco la 
excreción de antígenos solubles; 4. permite el empleo de antiespumante en concentraciones 
suficientes para el control de espuma, sin afectar la producción de células ni de antígenos.
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3.1.b. Ajuste de las condiciones de operación del b iorreactor en función de la 
dem anda de oxígeno de B, pertu ssis

Por tratarse de uii microorganismo aerobio, durante el cultivo de B. pertussis es necesario 
un suministro adecuado de oxigeno que satisfaga los requerimientos metabólicos relacionados con 
la oxidación de la fuente de carbono y energia y su transformación en células, productos y CO2.

Debido a la baja solubilidad del oxígeno en agua (0.182 mmol/l) y a que los 
microorganismos son capaces de utilizar solamente oxígeno disuelto, durante el desarrollo celular 
este nutriente debe ser transferido de forma continua desde la fase gaseosa a la fase líquida. 
Cuando se trabaja en pequeña escala (frascos agitados), el suministro de oxígeno no presenta 
grandes inconvenientes por tratarse de volúmenes chicos. En esta escala la transferencia de 
oxígeno, que ocurre a través del área interfacial, aumenta con la velocidad de agitación orbital 
por formación de un vórtice mas pronunciado.

En una escala de trabajo mayor, con volúmenes de cultivo mas grandes, la transferencia de 
oxígeno (y la transferencia de masa en general), comienza a ser critica. Por esta razón, los 
biorreactores tipo tanque agitado, que son los más utilizados en procesos a gran escala, están 
diseñados en función de favorecer la transferencia de oxígeno. En estos biorreactores el chorro de 
aire estéril ingresa por debajo del agitador y al ser golpeado por las paletas se transforma en 
pequeñas burbujas. El primer efecto que se consigue con la agitación es aumentar el área de 
contacto aire-líquido, favoreciendo así el intercambio gaseoso. La presencia de cortacorrientes en 
estos biorreactores aumenta la turbulencia en el líquido, lo cual mejora el mezclado y aumenta el 
tiempo de permanencia de las burbujas dentro del reactor favoreciendo, en última instancia, la 
transferencia de oxígeno

En términos generales, la transferencia de oxígeno depende de las condiciones de operación 
(temperatura, pH, agitación, aireación, volumen de líquido, etc ), de la geometría del reactor y de 
las características fluidodmámicas del líquido. Un biorreactor operado en condiciones definidas 
puede ser caracterizado, en lo que se refiere a su capacidad para transferir oxígeno desde la fase 
gaseosa a la fase líquida, a través de un parámetro denominado "coeficiente volumétrico de 
transferencia de oxígeno" (KLa). Así, para condiciones de trabajo definidas existe un único valor 
de K^a que es constante mientras no cambien las condiciones de operación, la geometría del 
reactor o las características fluidodinámicas del cultivo.

Entonces bajo condiciones de operación determinadas, el suministro de oxígeno de un 
biorreactor se puede calcular según:

Donde:
K,a

C*

Ci

de
-  = k ,a (C * -C ,) ec. 3.1

coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno en las condiciones de trabajo 
[h-'j.
concentración saturante de oxígeno disuelto en las condiciones de trabajo [mol/1]. 
concentración de oxígeno disuelto en la fase líquida [mol/1 j.
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Si no hay consumo de oxígeno la concentración de oxígeno disuelto (Cj) aumenta, hasta 
que finalmente Cj = C*, llegando entonces al equilibrio en el que se cumple la ley de Henry en 
todo el seno del líquido.

Si en el seno del líquido hay microorganismos que consumen oxígeno, en el momento que 
comience la aireación se establecerá un estado transitorio que se define:

dcO'

dt

suministro demanda

= kLa(C*-C|)-q02X
ec. 3.2

Donde:

q02
X
dc02/dt

consumo específico de oxígeno [mol/g.h] 
concentración de biomasa [g/1]
variación de la concentración de oxígeno disuelto en el tiempo [mol/l/h]

Este estado transitorio evoluciona hacia un estado estacionario donde el oxígeno 
transferido a la fase líquida es simultáneamente consumido por los microorganismos. En el estado 
estacionario:

kLa(C*-C,) = q02X ec. 3.3

kLa = q 0 2 X / (C *-C i) ec. 3.4

De la ecuación 3.3 se deduce que a partir del conocimiento del consumo de oxígeno de un 
microorganismo, es posible establecer las condiciones de transferencia necesarias para evitar que 
el crecimiento se vea limitado por la baja disponibilidad de este nutriente.

El máximo consiuno específico de oxígeno de un microorganismo en un medio de cultivo 
dado, es el que se verifica en fase exponencial de crecimiento irrestricto. Por esta razón las 
muestras para el ensayo respirométrico de B. pertussis se tomaron de cultivos discontinuos en 
esta fase de crecimiento. Las muestras se tomaron en forma estéril y los ensayos respirométricos 
se llevaron a cabo según lo detallado en Materiales y Métodos.

El producto del consumo específico de oxígeno de estas células (qOjin) por la 
concentración máxima de biomasa (Xm) que es posible alcanzar en el medio de cultivo en estudio, 
representa la demanda máxima de oxígeno del cultivo. Se determinó que, el q02m de B. pertussis 
es 168 mmol O/C-mol.h. Por otra parte, la Xm que se alcanza en el medio de cultivo empleado es 
aproximadamente 0.087 C-mol/1. En lo que se refiere a la concentración de oxígeno disuelto en el 
medio de cultivo (C,) no hay datos bibliográficos acerca del nivel crítico para este
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microorganismo. Por esta razón se eligió trabajar en un 20% del valor de saturación (C* = 0.182 
mmol O2/I, a 36®C), nivel en el cual generalmente no hay limitación de crecimiento por oxígeno 
para ningún microorganismo. Teniendo en cuenta los resultados y consideraciones anteriores se 
reemplazaron los términos de la ecuación 3.4 por sus valores correspondientes, y se pudo 
establecer que el valor de K^a del biorreactor debía mantenerse alrededor de 100 h"  ̂ para 
posibilitar un desarrollo celular no limitado en oxígeno.

3.2 Estudio de la influencia de la agitación y aireación sobre el K̂ a del 
tanque agitado a emplearse en el estudio cinético y estequiométrico.

Como ya se mencionó, el K^a de un biorreactor depende de muchas variables entre las 
cuales se encuentran: geometría del reactor, velocidad de agitación (N), caudal de aire por unidad 
de volumen (FA^), diámetro y geometría del agitador, presencia o ausencia de cortacorrientes, 
volumen de medio empleado, temperatura, presión, etc. La determinación del KLa del biorreactor 
a emplear en el cultivo de B. pertussis, se llevó a cabo según lo especificado en Materiales y 
Métodos. Se trabajó en condiciones de agitación y aireación variables modificando de a una 
variable por vez (N o F/V), manteniendo los demás parámetros que influyen en el KLa, fijos en 
los valores a emplearse en el cultivo.

K l3 v s . F/V (a N: 270 rpm) 
K l3 v s . N (a F/V; 0.8 VVM)

log N

Figura 3.3: Influencia de la velocidad de agitación (a) y el nivel de aireación (b) en el KLa 
del biorreactor tipo tanque agitado (LKB), de 7 litros de capacidad, operado con un volumen de 
trabajo de 2.5 litros, a 36°C. El biorreactor posee cuatro cortacorrientes, agitador de paletas 
planas y aireación en profimdidad.

En la Figura 3.3 (a) se muestra la curva obtenida para un volumen de trabajo de 2.5 L y 
una temperatura de 36°C. El caudal de aire se mantuvo en 0.8 W M  y la velocidad de agitación
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varió entre 100 y 800 rpm. La ecuación empírica (p<0.01) que determina la curva de la Figura 
3.3 (a) es la siguiente

kLa = 2.5x lO^'^iN)^”̂ ’ ec. 3.5

De este estudio se deduce que para obtener un K^a de 100 h"* debería seleccionarse, como 
condición de operación para el estudio de la cinética y estequiometria de crecimiento de B. 
pertussis, una velocidad de agitación (N) de 270 rpm si el nivel de aireación es de 0.80 1/1 min.

Con el fin de establecer la influencia de la aireación en la transferencia de oxígeno en la 
zona de trabajo, se determinó el rango de valores de KLa obtenidos para el mismo reactor, en 
condiciones idénticas a las anteriores pero manteniendo fija la velocidad de agitación en 270 rpm 
y variando el caudal de aire por unidad de volumen entre 0.1 y 1.5 W M . En la Figura 3.3 (b) se 
puede ver que, para el rango de aireación testado , esta variable de proceso no ejerce una marcada 
influencia sobre los niveles de transferencia de oxígeno alcanzados en el equipo. Fue posible 
establecer la siguiente ecuación empírica (P<0.01) para la curva de la Figura 3.3 (b)

kLa = 100.4 (F /V ) 0.02 ec. 3.6

Cabe señalar que, teniendo en cuenta que los agentes antiespumantes disminuyen la 
transferencia de O2, todas las determinaciones se llevaron a cabo agregando al biorreactor una 
concentración de lg/1 del antiespumante a utilizar en el cultivo.

3.3. Descripción cinética y estequiométrica del crecimiento de B, pertussis en 
sistema de cultivo batch.

Con los resultados anteriores se establecieron las condiciones iniciales de medio de cultivo 
y operación para el cultivo de Bordetella pertussis en tanque agitado. Como ya se mencionó, esta 
escala de trabajo es la apropiada para llevar a cabo la determinación precisa de los parámetros 
cinéticos y estequiométricos que caracterizan un crecimiento microbiano.

3.3.a. Estequiometria del crecimiento de R pertussis

El estudio de la conversión microbiológica de nutrientes en biomasa y demás productos 
tiene como objeto establecer la relación existente entre consumo de sustrato, obtención de energía, 
formación de nuevo material celular y formación de producto. Durante el desarrollo celular 
existen relaciones fijas entre los rendimientos de biomasa, producto, el consumo de oxígeno y la 
generación de calor. El conocimiento de estas relaciones resulta indispensable para definir 
cualquier estrategia de optimización. Minkevich y Eroshin '̂*® fueron los primeros que 
describieron la correspondencia existente entre el consumo de fuente de carbono, de energía, de 
nitrógeno y oxígeno; con la formación de biomasa, dióxido de carbono, otros productos 
extracelulares y calor. Estos autores describen el crecimiento microbiano como una ecuación
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química, que tiene la particularidad de ser autocatalítica. Así, basándose en la descripción general 
del crecimiento microbiano, se puede escribir una ecuación macroquímica del tipo;

(..) de carbono + (..) dador de electrones + (..) aceptor de electrones +(..) de nitrógeno 
+ (..) H 2 O + (..) CO2  + (..) + (..) hiomasa + (...) dador oxidado + (...) aceptor reducido +

+(..)productos extracelulares = 0

Con el fin de facilitar los balances de materia y de energía (o grado de reducción), los 
productos y reactivos se representan mediante sus "fórmulas mínimas", que son aquellas que 
contienen solo un átomo de carbono en su composición. Así se define el C-mol (o Cmol) de un 
producto o reactivo como la cantidad del mismo que contiene un átomo gramo de carbono. Por 
otra parte, a la fuente de carbono y energía se le asigna el coeficiente estequiométrico 1 (uno), 
para que el resto de los coeficientes estequiométricos queden normalizados respecto a este 
nutriente. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el crecimiento de un microorganismo 
aerobio, cultivado en un medio donde la fuente de carbono es también fuente de energía, puede 
escribirse de la siguiente forma;

C H ^O j+ aN H ., + b O ; >y„,,CHpO„Ng +yp„CH,OfN, +y +WH2O

sustrato
carbonado

biomasa producto

ec. 3.7
Donde;
a mol de amonio consumido por C-mol de sustrato carbonado consumido 
b C-mol de oxígeno consumido por C-mol de sustrato carbonado consumido 
> C-mol de biomasa producida por C-mol de sustrato carbonado consumido 
yp/g C-mol de producto extracelular formado por C-mol de sustrato carbonado consumido 
>co2/s C-mol de dióxido de carbono producido por C-mol de sustrato carbonado consumido

Como en eualquier ecuación química se pueden realizar dos tipos de balances; el balance 
de materia (para cada elemento ) y el balance de energía o de grado de reducción. Entre los 
balances de materia de mayor utilidad están;

1. El balance de carbono;

y x/s y p/s y cô /s = 1
ec. 3.8

2. El balance de nitrógeno;

g y x / s  + typ/s = a ec. 3.9

El balance de energía o grado de reducción se realiza teniendo en cuenta el número de 
electrones que cada compuesto puede transferir al oxígeno. Así, el grado de reducción del
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sustrato carbonado, biomasa y productos respectivamente, pueden ser calculados, según 
Minkevich y Eroshin^’̂®, como sigue:

y ̂  = 4 + m -2d 

Yx = 4 + p -2 n -3 g  

Yp = 4 + r - 2 f - 3 t

ec. 3.10

ec. 3.10

Donde y es el número de electrones disponibles por C-mol de compuesto. El grado de reducción 
de un compuesto se calcula como la sumatoria de los electrones disponibles de los elementos que 
lo componen, esto es: carbono = 4, hidrógeno = 1, oxígeno = -2, y nitrógeno = -3. El grado de 
reducción del C, H y O surgen de considerar al HjO y al CO2 como estados de referencia . El 
grado de reducción: -3 del nitrógeno surge de eonsiderar, arbitrariamente, al NH3 como estado de 
referencia. De esta manera, estamos en condiciones de plantear una ecuación de balance de grado 
de reducción para la ecuación de crecimiento 3.7:

Y g  - 4b y x/sY X y p/sY p ec. 3.11

JjL
Ys

y x / s y p / s  ^
Ys ec. 3.12

La formulación del medio de cultivo empleado en el presente estudio determina que el 
sustrato limitante del crecimiento es la fuente de carbono y energía (glutamato). Este aminoácido 
es también fuente de nitrógeno. El primer paso en la ruta metabólica de utilización del glutamato 
es una desaminación oxidativa^® .̂ Cabe destacar que, los demás aminoácidos presentes en el 
medio de cultivo son micronutrientes que cumplen funciones tales como factores de crecimiento 
y/o determinantes del potencial redox. Por esta razón, al plantear la ecuación 3.7 para representar 
el balance estequiométrico del crecimiento de B. pertussis, se considera únicamente al glutamato 
como sustrato carbonado. La fórmula del C-mol de biomasa de Bordetella pertussis fue tomado 
de datos bibliográficos. Los únicos productos extracelulares considerados son las proteínas 
excretadas al medio de cultivo. Se tuvo en cuenta la composición media de las proteínas '̂** para 
calcular su fórmula mínima. Cabe señalar que, si existiera formación de otro producto y el mismo 
no fuese considerando en el análisis estequiométrico, los balances de masa y energía darán cuenta 
de ello.

Así entonces, reemplazando en la ecuación 3.7, el crecimiento de Bordetella pertussis se 
puede describir según la ecuación siguiente:

1.80^ 0 .80^ 0.20 ^ 2 ----------------------y x / s ^ ^ l . 80^ 0 .39^ 0.20 +  y  p / s ^ H |  ggOo 34 N q 27 +

+ yco,/s^^2 +yNHj/sNH3 + WH2O
ec. 3.13
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Según estas fórmulas mínimas, los pesos moleculares correspondientes al C-mol de 
sustrato, biomasa, y producto serán, respectivamente: 29.40, 22.84 y 22.90 g/C-mol. Así como 
sus respectivos grados de reducción serán: 3.6, 4.4 y 4.2.

El cálculo de los coeficientes estequiométricos de la formación de biomasa y productos se 
realizó a partir de la determinación del sustrato consumido, en función de la biomasa y los 
productos formados durante el cultivo en sistema batch.

El cálculo de los coeficientes estequiométrico del O2 y CO2 se realizó a partir del balance 
de materia en fase gaseosa. Para la determinación del coeficiente estequiométrico del O2 
consumido se calculó, en primer lugar, la velocidad de consumo de oxígeno (1O2 [mmol/l.h]) a lo 
largo del crecimiento en batch, como se detalla en Materiales y Métodos. Así, integrando dichas 
velocidades a lo largo del tiempo en el que transcurrió el proceso, y corrigiendo el valor obtenido 
en función del glutamato total consumido durante el batch, se calcula el consumo global de 
oxígeno por carbono mol de fuente de carbono y energía. La determinación del coeficiente 
estequiométrico del CO2 producido se calcula de manera similar, integrando los valores de 
velocidad de producción de CO2 (rC02 [mmol/l.h]) entre el tiempo inicial y final de proceso, y 
corrigiendo luego según el glutamato consumido en ese tiempo. En las Figuras 3.4 A y B, se 
observa la variación de ambas velocidades durante el proceso.

Figura 3.4: Cinética de producción de CO2 (A), y de consumo de O2 (B) durante el 
crecimiento en batch de B. pertussis en medio SSE. Escala de trabajo: tanques agitados de 7 
litros de capacidad, operado con un volumen de trabajo de 2.5 litros, a 36°C. K^a: 100 h’^

En las condiciones de trabajo del presente estudio se encontró que por cada C-mol de 
glutamato metabolizado se consumen 0.58 moles de O2, y se producen 0.25 C-mol de biomasa, 
0.024 C-mol de proteína y 0.71 C-mol de CO2.
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El glutamato es ftientc de carbono y energía, pero también es fuente de nitrógeno. Del 
balance de masa para este elemento, ecuación 3.9, es posible comprobar que solo un 30% del 
nitrógeno aportado por el glutamato se fija en la biomasa y proteína extracelular. El 70% restante 
se liberaría al medio de cultivo. Esta consideración se vio confirmada por medidas de amonio en 
el sobrenadante de cultivo de fase estacionaria de crecimiento, donde se pudo verificar la 
presencia de este catión en una concentración 30 mM. Por cálculos teóricos este valor estaría 
levemente por debajo de lo esperado, lo cual puede atribuirse a las condiciones de temperatura y 
pH en las que se lleva a cabo el crecimiento (36°C y pH alcalino), que favorecen el pasaje de este 
ion a la fase gaseosa en la forma de NH ,̂. Esta acumulación de amonio deberá ser motivo de 
estudio a la luz de investigaciones llevadas a cabo en otras bacterias Gram negativas donde se 
pudo comprobar que la presencia de amonio en el espacio extracelular conduce a alteraciones 
metabólicas y estructurales en la membrana extema*'*^’̂ '*̂ .

Finalmente, reemplazando en la ecuación 3.13, el crecimiento de Bórdete lia pertussis 
puede describirse según la siguiente ecuación;

C H i 8oOo.8oNo.20 + 0.58 O2 ->-0.25 C H i 80O0.39N020 +0  02 C H i 68O0.34 No 27 +

+  0.71 C O 2  + 0.14 N H 3  + W H 2 O  

ec. 3.14

El glutamato es el sustrato limitante del crecimiento, pero este nutriente es a la vez fuente 
de carbono y de energía. Teniendo en cuenta que el grado de reducción de la biomasa es mayor 
que el grado de reducción del glutamato, es evidente que el crecimiento de Bordetella pertussis en 
este medio de cultivo no está limitado en carbono sino en energía'**'*. Esto explica los bajos 
rendimientos de biomasa y productos extracelulares, frente a la elevada producción de dióxido de 
carbono.

El análisis de consistencia interna, realizado reemplazando los términos de las ecuaciones 
3.8 y 3.12 por los valores correspondientes obtenidos experimentalmente, arrojan los siguientes 
resultados;

C 0.25 +  0 .71+ 0.02 =  0.98

4.4 4.2 4.0
0.25 —  +  0.02 —  +  0.58 —  =  0.97 

3.6 3.6 3.6

ec. 3.15

Como se puede ver, tanto el balance de carbono como el de grado de reducción dan valores 
muy cercanos a la unidad. Esto nos hace suponer que no se comete un error significativo al 
considerar que el carbono del glutamato queda retenido íntegramente en la biomasa, el CO2, y las 
proteínas extracelulares; y que sus electrones son transferidos únicamente al O2, la biomasa y las
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proteínas extracelulares. A partir de estos resultados es posible inferir que, si existiese algún otro 
producto (carbonado o no) que no se está considerando, su producción es lo suficientemente baja 
como para pasar inadvertida en los balances de materia y energía. Se ha encontrado que durante 
el desarrollo celular, Bordetella pertussis libera lipopolisacárido (LPS) de membrana externa al 
medio extracelular. Debido a que aún no se ha establecido la estructura exacta de este 
componente para Bordetella pertussis (la cual además varía con las condiciones de cultivo), no 
es posible establecer una fórmula mínima y así incorporarlo a los balances. De todas formas, la 
cantidad de LPS liberado al medio extracelular es insignificante en términos del balance de 
carbono y energia.

3.3.b. Cinética del crecimiento de B, pertussis

El objetivo principal de un estudio cinético es describir la velocidad de cambio del 
sistema en estudio y por lo tanto, la evolución de dicho sistema en el tiempo. Así la 
caracterización cinética del crecimiento microbiano consiste en definir el perfil de velocidades de 
cambio en las concentraciones de sustratos, biomasa y otros productos de interés.

La caracterización cinética del crecimiento irrestricto de Bordetella pertussis que se detalla 
en este capítulo está referida exclusivamente al estudio de la velocidad con que transcurre, en un 
sistema de cultivo cerrado (sistema de cultivo batch o discontinuo), la conversión microbiológica 
de nutrientes en biomasa y demás productos extracelulares.

A lo largo de un cultivo microbiano llevado a cabo en un sistema de este tipo se pueden 
reconocer al menos cuatro fases de crecimiento. La primera es un período de latencia, donde no 
se verifica crecimiento, cuya extensión depende de la edad y tamaño del inóculo que se utilice y 
de la capacidad de adaptación del microorganismo al medio de cultivo. La siguiente etapa es la de 
crecimiento exponencial, donde la velocidad específica de crecimiento es máxima y constante. 
Esta etapa se prolonga hasta que comienza a agotarse uno de los nutrientes del medio de cultivo 
(este nutriente es al que se denomina sustrato limitante). En este momento comienza la fase de 
desaceleración, donde la velocidad específica de crecimiento disminuye con el tiempo hasta que, 
finalmente, el crecimiento se detiene por completo y comienza la fase estacionaria.

El desarrollo celular de un microorganismo en un sistema de cultivo de este tipo, en 
presencia de los nutrientes adecuados y en ausencia de inhibidores de crecimiento, puede 
describirse según la siguiente ecuación^"* :̂

Donde:
dx/dt

X

dt ec. 3.16

velocidad de acumulación de biomasa [C-mol/l.hJ. 
velocidad específica de crecimiento [h‘  ̂J. 
concentración de biomasa [C-mol/1].

Según el modelo cinético de crecimiento microbiano propuesto por Monod '̂* :̂
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Donde;

Ks
|JJT1
s

fJm S

K , + S ec. 3.17

constante de saturación aparente del sustrato limitante [C-mol/1]. 
velocidad específica máxima de crecimiento [Ir'], 
concentración de sustrato limitante [C-mol/lj.

Así, según este modelo:

Si S »K g ->  p es una constante = pm (característico de fase exponencial)
Si S = Kg ^  p disminuye con la disminución de la concentración del sustrato limitante del 
crecimiento (característico de fase de desaceleración).

Por lo tanto, la integral de la ecuación 3.16, durante la fase exponencial de crecimiento da 
lugar a la siguiente expresión:

Donde:
Xo
X

InX = InXo + t /An ec. 3.18

concentración inicial de biomasa al tiempo: t = 0 [C-mol/1]. 
concentración de biomasa al tiempo; t [C-mol/1].

El crecimiento microbiano, como ya se ha mencionado, va acompañado de consumo de 
nutrientes (entre los cuales está el O2) y formación de productos asociados al desarrollo celular 
(entre los que se encuentra el CO2). Así, la cinética de consumo y producción de estas sustancias 
en sistema de cultivo batch, se puede describir según;

dO^

dt
q02 X

dCO;

dt
= qC 02 X

Donde:
d02/dt
dC02/dt
dS/dt
dP/dt

^02
qcoj
qs

X

dt
= q s X

dP
^  = q p X

velocidad de consumo de oxígeno [mol/l.h],
velocidad de formación de dióxido de carbono [C-mol/l.h].
velocidad de consumo de sustrato [C-mol/l.h],
velocidad de acumulación de proteínas [C-mol/h.l],
velocidad específica de consumo de oxígeno [mol/C-mol.h]
velocidad específica de formación de dióxido de carbono [C-mol/C-mol.h]
velocidad específica de consumo de sustrato [C-mol/C-mol.h]
velocidad específica de producción de proteínas [C-mol/C-mol.h]
concentración de biomasa [C-mol/1].
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Si el crecimiento microbiano y el consumo de sustrato se ajustan a la ecuación 3.17, 
entonces las velocidades especificas de consumo de nutrientes y formación de productos, 
muestran una dependencia con el sustrato limitante similar a la descripta para la velocidad 
específica de crecimiento; de manera tal que, en fase exponencial de crecimiento dichas 
velocidades específicas son máximas y caracterizan el crecimiento del microorganismo.

La Figura 3.5 muestra la cinética de producción de células y antígenos de Borde te lia 
per tus sis en el medio SSE. El desarrollo celular se ajusta al modelo de crecimiento irrestricto 
mencionado anteriormente. Se puede observar una fase exponencial de crecimiento que se 
mantiene aproximadamente 30 hs., luego de la cual comienza la fase de desaceleración

<u
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O
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u
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Oh
3.0
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1.0

0.0

tiempo (hs)

Figura 3.5: Evolución del oxígeno disuelto y cinética de producción de células y antígenos 
durante el cultivo de B. pertussis en medio SSE. Escala de trabajo: tanques agitados de 7 litros de 
capacidad, operado con un volumen de trabajo de 2.5 litros, a 36°C. K^a: 100 h'^

Usando el modelo matemático descripto y los datos experimentales recogidos en fase 
líquida y gaseosa durante período exponencial de crecimiento se estimó, por balance de materia 
en ambas fases, que B. pertussis en este medio de cultivo desarrolla una velocidad específica 
máxima de crecimiento (pm) de 0.073 h"', una velocidad específica máxima de consumo de O2 
(qO 2m) de 0.17 mol 02/C-mol.h, una velocidad específica máxima de consumo de glutamato 
(q^m) de 0.29 C-mol S/C-mol.h, una velocidad específica máxima de producción de CO2 
(qCO 2in): 0.21 C-mol C02/C-mol.h, y una velocidad específica máxima de liberación de proteínas 
(qpm)de 0.0098 C-mol P/C-mol.
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En lo que se refiere a la producción de antígenos solubles, en la Figura 3.5 se puede ver 
que la concentración de los mismos en el medio de cultivo alcanza un máximo al final de la fase 
exponencial de crecimiento. Un resultado particularmente interesante es el aumento de la 
producción específica de dichos antígenos y la acumulación de EPS que se verifica durante el 
desarrollo celular. Esto podría explicarse en términos de reportes bibliográficos^'*^’*̂ ’̂ que 
proponen como método de excreción de antígenos la asociación de los mismos a restos de 
membrana externa. De todas formas, a partir de los resultados presentados no es posible realizar 
ninguna especulación al respecto. Sobre este punto y el efecto del entorno sobre la producción 
específica de antígenos se vuelve en capítulos posteriores.
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DISCUSION

La caracterización cinética y cstequiométrica de un cultivo líquido requiere un muestreo 
adecuado y un control estricto de los parámetros físicoquímicos del entorno. Tales requisitos solo 
pueden cumplirse en una escala de trabajo > tipo de biorreactor adecuados. Por esta razón, en el 
presente estudio se empleó un biorreactor tipo tanque agitado, 2.5 1 de volumen de trabajo, 
equipado con los sensores y controladores necesarios para el control automático de las variables 
fisicoquímieas.

Para llevar a eabo un eultivo en este tipo de biorreaetores debieron realizarse algunos 
ajustes previos de medio de eultivo y eondieiones de operaeión, que arrojaron los siguientes 
resultados:

En lo que se refiere al medio de cultivo se pudo eomprobar que el agregado de 0.75 g/1 de 
extracto de levadura al medio SS evita la aparieión de fase de lateneia, posibilita un mejor 
aprovechamiento de los nutrientes, y permite el empleo de agentes antiespumantes sin peijuicio de 
los rendimientos celulares o antigénieos. Los resultados obtenidos sugieren: a) que la fase de 
lateneia que se verifiea en el medio SS es un tiempo de adaptaeión metabólica al pasar de un 
medio de eultivo rieo (ABGs) a un medio sintétieo (SS). El agregado de extracto de levadura 
aportaría los componentes que de otra manera el microorganismo debería sintetizar, retardándose 
así el crecimiento. En apoyo de esta observación, se pudo comprobar que después de sucesivos 
pasajes por el medio SS la fase de lateneia disminuye, b) El efecto observado sobre la 
concentración final de células y antígenos podría estar relacionado con la captura de inhibidores 
de crecimiento. Como ya se mencionó, B. pertussis libera al medio de cultivo sustancias tóxicas 
durante su crecimiento. Ha sido sugerido que podría tratarse de ac. grasos que se acumularían 
provocando la inhibición del crecimiento celular. Esta hipótesis se vio en parte confirmada porque 
el agregado de sustancias con propiedades complejantes (carbón activado, albúmina, etc.) al 
medio de cultivo revirtió esta situación posibilitando un buen desarrollo celular. Teniendo en 
cuenta esto, es posible suponer que el aumento observado en los niveles de biomasa cuando se 
agrega E l. al medio SS, se deba fundamentalmente a las propiedades complejantes que pudieran 
tener algunos componentes del extracto de levadura (péptidos, etc ). Ensayos de determinación de 
sustrato limitante de crecimiento (glutamato) en sobrenadante de estacionaria de cultivos llevados 
a cabo en SS y SSE demostraron que dicho nutriente sólo se consume totalmente en cuando se 
agrega E l. al medio SS, indicando claramente que la causa de la detención del crecimiento en el 
medio SS no es el agotamiento de los nutrientes.

El aumento verificado en los niveles extracelulares de FHA y PT seria consecuencia del 
aumento de biomasa y no una acción directa de algún componente del E l. sobre los mecanismos 
de excreción de antígenos, ya que la producción específica de los mismos no se modifica por el 
agregado de E l. al medio de cultivo.

Por otra parte la incorporación de este agente al medio SS permite el empleo de 
antiespumante en concentraciones suficientes para el control de espuma sin afectar la producción 
celular ni antigénica

Es importante destacar que el E L, agregado al medio SS en una concentración de 0.75 g/1, 
hace una aporte mínimo macronutrientes que puede ser considerado despreciable.
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En lo que se refiere al ajuste de las condiciones de operación se determinó que, la demanda 
de oxigeno de B. pertussis establece que el K^a del biorreactor en el que se pretende cultivar a 
este microorganismo no puede ser inferior a 100 h’ ,̂ si se quiere evitar que el desarrollo celular 
se limite por suministro insuficiente de oxígeno. Se estudió la capacidad de transferencia de 
oxígeno del biorreactor a utilizar y se definieron las condiciones de agitación/aireación en las que 
debía llevarse a cabo el cultivo para que el único sustrato limitante del crecimiento sea el 
glutamato.

El glutamato es a la vez fuente de carbono, energía y nitrógeno. Dado que este aminoácido 
tiene un estado de reducción menor que la biomasa, el desarrollo celular de Bordetella pertussis 
en este medio de cultivo resulta, en realidad, limitado en energía. Esto trae como consecuencia 
una alta tasa de producción de dióxido de carbono y NH3, conjuntamente con bajos rendimientos 
celulares.

En el sistema de cultivo batch se puso en evidencia una relación directa entre el 
crecimiento exponencial y la excreción de antígenos de Bordetella pertussis. Se pudo determinar 
que la velocidad de acumulación de biomasa y antígenos en el espacio extracelular presentan 
perfiles similares. Esto estaría indicando que la fase de crecimiento exponencial es la más 
apropiada para la producción de este tipo de antigenos. Por lo tanto, una extensión de este 
período de crecimiento implicaría prolongar la fase de producción antigénica. Evidentemente, esto 
podría lograrse empleando un sistema de cultivo como el continuo, en el cual el microorganismo 
se está duplicando durante todo el tiempo de proceso.

En lo que se refiere a la producción de antígenos por unidad de biomasa, se encontró que 
no se mantiene constante durante el crecimiento exponencial sino que aumenta con el tiempo. En 
este tipo de sistema cerrado de cultivo las condiciones de entorno varían permanentemente por lo 
que resulta imposible atribuir el fenómeno observado a algún parámetro de cultivo en particular. 
Conocer la causa de este aumento en los rendimientos antigénicos implicaría poder manejar la 
variable responsable con el fin de optimizar el proceso de producción de los mismos. Para 
estudiar cada variable de proceso por separado y comprobar su influencia en dichos rendimientos 
es necesario el empleo de un tipo de sistema de cultivo diferente; el cultivo continuo (capítulo 5).

Por último, durante el crecimiento se observó también una acumulación de EPS en el 
medio extracelular. Este componente es endotóxico y por lo tanto debe ser eliminado en el 
proceso de recuperación de antígenos del sobrenadante de medio de cultivo con vistas a la 
formulación de vacunas. Por esta razón resulta de suma importancia estudiar si se libera 
conjuntamente con los antígenos y si es posible desacoplar ambas excreciones.

La caracterización del cultivo de Bordetella pertussis desde el punto de vista cinético y 
estequiométrico llevada a cabo en este trabajo, permite la extrapolación de los resultados 
obtenidos a escalas de producción mayores y constituye el paso inicial indispensable para la 
evaluación de la influencia de los distintos efectores ambientales sobre la fisiología de B. 
pertussis.
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Como se ha mencionado anteriormente, Bordetella pertussis produce y libera al medio de 
cultivo dos hemaglutininas; FHA y PT. La actividad hemaglutinante específica de FHA es siete 
veces mayor que la de PT^ .̂ FHA es una proteína de tipo filamentosa de 2 nm de diámetro y 100 
nm de largo. PT, en cambio, es una proteína de tipo globular de 6 nm de diámetro. Se ha 
reportado que la producción de estos inmunógenos muestra una gran dependencia de las 
condiciones de cu ltivo^Solam ente en sobrenadante de cultivos estáticos se obtienen altos 
títulos de actividad hemaglutinante (HA).

En los sistemas agitados se generan esfuerzos cortantes en el seno del líquido, que están 
directamente relacionados con la energía entregada al sistema. Existen numerosos reportes 
bibliográficos que dan cuenta de daño celular^‘**449 inactivación de enzimas'^ y ruptura de 
polímeros'^' en este tipo de sistemas, como consecuencia de dichas fuerzas de corte.

Siendo FHA una proteína de tipo filamentosa (lo cual podría hacerla especialmente 
sensible a estos esfuerzos cortantes), y habiendo sido reportado que sólo la molécula entera de 
FHA (220-210 kDa) exhibe actividad hemaglutinante, es posible supóner que la pérdida de dicha 
actividad en cultivos agitados pueda deberse a una ruptura de la molécula de proteína por efecto 
de las fuerzas de cizalla generadas por la agitación

En este capítulo se intenta establecer si es esta la causa de la pérdida de HA en el 
sobrenadante de cultivo; si en dicha pérdida esta involucrada solamente FHA o también PT (que 
es la otra hemaglutinina presente), y si los antígenos anclados a la membrana celular, entre los 
que se encuentran FHA, PT y fimbrias, resultan afectados de alguna forma por las condiciones de 
operación.

Breve reseña teórica de la fluidodinámica y esfuerzo de corte en 
biorreactores

En esta sección se pretende hacer una breve reseña de los aspectos fundamentales de la 
hidrodinámica de un fluido moviéndose según un patrón de flujo laminar o turbulento y de las 
interacciones fluidoosólidos suspendidos en el líquido en movimiento.

El movimiento de un líquido Newtoniano dentro de un biorreactor (o cualquier otro sistema 
donde un fluido se encuentre contenido y en movimiento) puede ser descrípto a través del número 
de Reynolds (Re), que es un número adimensional que surge de la relación entre las fuerzas 
inerciales y las fuerzas viscosas que se generan en el seno del líquido como consecuencia del 
movimiento del fluido. Según Rushton & Oldshue^® ,̂ el Re de un tanque agitado queda definido 
por:

Rg (biorreactor) =
Fuerzas inerciales pND'
Fuerzas viscosas ec. 4.1

Donde; p es la densidad aparente del cultivo, N es la velocidad del agitador, D es el 
diámetro del agitador, y r| es la viscosidad del cultivo.

Así, el Re es una medida de las propiedades físicas de un fluido en movimiento y queda 
determinado por el régimen de flujo del mismo. Cuando un sistema se encuentra en régimen
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laminar su Re<10, cuando opera en régimen turbulento su Re>10^ y cuando está en régimen de 
transición su 10<Re<l(P. Así, en teoría, es posible pasar de un tipo de régimen a otro variando 
alguno de los parámetros de los que depende el R^. Cada régimen de flujo posee determinada 
fluidodinámica que lo caracteriza, de la cual depende el esfuerzo de corte generado en el seno del 
líquido. El esfuerzo cortante y la transferencia de masa y calor dentro del biorreactor están 
intimamente relacionados. Un mezclado más eñeiente generalmente implica un mayor esfuerzo de 
corte. Las fuerzas de cizalla que se generan en estas condiciones pueden tener efectos indeseables 
sobre los sólidos en suspensión. Como se mencionó anteriormente, se han reportado daños de 
distinta magnitud sobre materiales b i o l ó g i c o s c o m o  consecuencia de dichas fuerzas.

En un sistema de flujo laminar la cantidad de movimiento se transmite de una lámina a 
otra. Es un flujo regular que involucra gradientes de velocidad. Las fuerzas viscosas dominan el 
flujo. Un flujo de tipo laminar en un tanque agitado genera un perfil de velocidades paralelo a la 
superficie del biorreactor. El movimiento del líquido se produce a través de grandes remolinos 
formados alrededor del agitador y con su mismo sentido de giro. El gradiente transversal de 
velocidades causa un esfuerzo cortante (t), proporcional a dicho gradiente. Así el esfuerzo de 
corte en este tipo de régimen se calcula según;

dv
T = 11 —  

dx ec. 4.2

Donde: I  es el esfuerzo de corte, r\ es la viscosidad del cultivo y dv/dx es el gradiente de 
velocidad a lo largo del eje x.

Este esfuerzo cortante se traduce en fuerzas compresivas y extensivas en los ejes del 
elemento de fluido o de la partícula en suspensión, y en la rotación de los mismos. Este tipo de 
régimen produce un esfuerzo de corte relativamente bajo en relación al que se produce en régimen 
turbulento.

Para la descripción del flujo de tipo turbulento se acepta la teoría de turbulencia isotrópica 
desarrollada por Kolmogorofifl® .̂ 'Isotropía' significa: estadísticamente independiente de la 
dirección. Según este modelo, en un fluido en régimen turbulento puede distinguirse una 
macroescala definida por remolinos de gran tamaño que dependen de las característica del flujo 
principal y son anisotrópicos. Estos remolinos son inestables, y a diferencia de lo que ocurre en el 
flujo laminar, se destruyen transfiriendo su energía a remolinos menores y así sucesivamente 
hasta alcanzar la microescala, definida por microrremolinos cuyo tamaño está determinado por la 
cantidad de energía entregada al sistema. La transferencia de energía entre los remolinos de 
distinto tamaño se produce en todas las direcciones y de esta manera la información direccional se 
pierde. De esta forma, el movimiento de los microrremolinos es independiente del movimiento del 
fluido en su conjunto y es a lo que se llama: isotropía. A nivel de la microescala es donde la 
energía cinética se disipa como calor. Los fenómenos de transporte de masa y energía se 
producen fundamentalmente a este nivel, como así también el esfuerzo cortante. Por esta razón el 
régimen turbulento es más eficiente en el transporte de masa y calor, en relación al régimen 
laminar, puesto que hay infinitos microrremolinos llevando a cabo los fenómenos de transporte en 
todas las direcciones. Cuanto mayor es la energía entregada al sistema, menor es el tamaño de la
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microescala, lo cual redunda en un mezclado más eficiente, pero también en un aumento del 
esfuerzo cortante generado en el seno del líquido.

El orden de magnitud de la microescala (Xq) propuesta en el modelo de Kolmogorff puede 
estimarse según la ecuación;

Áo —
p

ec. 4.3

Donde; v es la viscosidad cinemática del cultivo, p se la densidad del cultivo y E es la 
potencia media entregada al sistema vía el agitador y el aireador, por unidad de volumen.

Las interacciones entre el fluido y las partículas suspendidas en él, bajo un régimen de 
flujo turbulento, depende de los tamaños relativos del microrremolino y la partícula. Si el 
microrremolino es de mayor tamaño, entonces la partícula queda dentro de él y no se produce 
ningún efecto sobre la misma. En el otro extremo, si la partícula es mucho mayor que el 
microrremolino, este 'flotará' a su alrededor sin afectarla. Por último, si la partícula en suspensión 
es del orden de magnitud de la microescala entonces podrá ser atrapada entre microrremolinos 
moviéndose en distintas direcciones. Las diferencias de presión instantáneas, y la energía cinética 
concentrada a lo largo de la partícula debido al gradiente de velocidad, son lo que causa la 
deformación y ruptura de la misma. También, si la partícula es del orden de magnitud de la 
microescala se producen colisiones entre partículas y entre las partículas y las superficies sólidas.

En régimen de flujo turbulento, el esfuerzo cortante producido es, entonces, directamente 
proporcional a la energía disipada en el sistema. En este sentido, el mejor parámetro para medir el 
esfuerzo de corte en turbulencia es la velocidad máxima de disipación local de energía (Em)- Este 
parámetro puede calcularse a partir de la siguiente fórmula^*^;

D
E ^ =  0.5 E l —

-  3

ec. 4.4

Donde D y T son factores geométricos característicos del sistema que contiene el fluido en 
movimiento (en nuestro caso; el biorreactor).
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RESULTADOS

4.1. Estudio del origen de la pérdida de HA en el medio extracelular de 
cultivos agitados de B. pertussis

El estudio del efecto de la agitación sobre la HA de sobrenadantes de cultivo se llevó a 
cabo en tanques agitados, ya que éste es el tipo de biorreactor que se emplea comúnmente para el 
cultivo de microorganismos en gran escala.

Se llevaron a cabo experimentos en sistema de cultivo batch. Se emplearon tanques 
agitados, equipados con cuatro cortacorrientes y aire inyectado en profundidad. Se operó a 
distintos niveles de velocidad de agitación (N) y caudal de aire por unidad de volumen (FAO- Las 
velocidades de agitación y los caudales de aireación empleados se eligieron de manera tal que en 
las cuatro condiciones de operación se mantuviera el k^a en un valor constante de 100 (Tabla 
4.1). De esta forma, en todos los casos la población microbiana fue cultivada en l<is mismas 
condiciones de transferencia de oxígeno no limitante del crecimiento.

Previamente debieron llevarse a cabo determinaciones del kLa en distintas condiciones de 
operación de manera similar a lo descripto en el capitulo 3. De este modo, en los cuatro procesos 
se mantuvieron constantes todas las variables excepto la agitación y la aireación. Se empleó SSE 
como medio de cultivo.

La Tabla 4.1 muestra el efecto de las diferentes condiciones de operación sobre los valores 
máximos alcanzados para biomasa, PT soluble y HA del sobrenadante

Tabla 4.1; Efecto de las condiciones de operación del tanque agitado sobre la producción 
de biomasa, PT y HA extracelular de B. pertussis.

expt. N*
rpm

F/V*
WM

r / m o -4 P.
w

HAmax
título

PTmax
mg/1

1 210 1.00 1.7 0.88 2.40 32 2.57

2 270 0.80 2.2 18.90 2.40 8 2.58

3 320 0.48 2.6 33.00 2.42 4 2.57

4 450 0.30 3.7 96.0 2.46 1 2.57

* El K, a se mantuvo en 100 h'^.
♦♦ En todas las condiciones ensayadas la densidad del cultivo fue de 1 kg.m'^.y la viscosidad de 
1.3x10'^ N s m'2. El cultivo de B. pertussis aún en la máxima concentración de biomasa tiene un 
comportamiento Newtoniano.
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Estos valores máximos se alcanzaron en las cuatro experiencias en el mismo tiempo de 
proceso; final de fase exponencial (Figura 4.1)

Como se puede ver, las concentraciones máximas de biomasa y PT fueron similares para 
las cuatro condiciones de operación. Los datos mostrados en la Tabla 4.1 corresponden a la 
media de cuatro determinaciones independientes con triplicados. Los datos se sometieron al 
análisis de varianza. Las medias se compararon según el test de Menor Diferencia Significativa 
(a<0.05) y los rendimientos de biomasa y PT no mostraron diferencias estadísticamente 
significativas entre sí. Sin embargo, el título máximo de HA fue variando con las condiciones de 
cultivo. Cabe esperar que esta variación se deba a algima modificación en FHA extracelular, ya 
que la otra hemaglutinina presente (PT) no mostró variación. Por otra parte, la actividad 
hemaglutinante de PT, como ya se mencionó, es considerablemente inferior a la de FHA.

H
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Figura 4.1; Efecto de las condiciones de operación del biorreactor en la cinética de 
crecimiento, la HA extracelular y la producción de PT extracelular de B. pertussis. Condiciones 
de operación empleadas: A) N=210, FA/^=1.00 W M ; B) N=270, FA^=0.80 W M ; C) N=320, 
F/V=0.48 W M ; D) N=450, F/V=0.30 W M .
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En experimentos llevados a cabo en escala de frascos agitados, Gorringe y col.^*  ̂
encontraron que la actividad hemaglutinante del sobrenadante de cultivo de B. pertiissis 
disminuye con el aumento de la velocidad de agitación orbital del cultivo. Estos autores 
postularon que esto podría ser consecuencia de la formación de agregados de FHA, sin actividad 
hemaglutinante, que aparecerían en la superficie del líquido debido a la hidrofobicidad de la 
molécula de FHA. De acuerdo con esta teoría, la pérdida de HA estaría relacionada con el área 
interfacial generada en los cultivos agitados. A medida que aumenta el área interfacial, 
aumentaría la proporción de FHA comprometida en la formación de agregados. Es decir, HA 
debería disminuir a medida que el área interfecial aumentase. Sin embargo, bajo las condiciones 
de cultivo empleadas en el presente trabajo, esta relación no parece ajustarse a los resultados 
experimentales obtenidos (Tabla 4.1). Esto es, frente al mismo valor de k^a, a medida que 
aumenta la agitación y disminuye el caudal de aire por unidad de volumen líquido en el reactor, 
cabría esperar que el área interfacial disminuya o, a lo sumo, no varíe. Según la teoría postulada 
por Gorringe y col., bajo estas condiciones la HA no debería disminuir, sino aumentar o no 
modificarse.

Los resultados obtenidos muestran una disminución en los niveles de HA a medida que 
aumenta la agitación y disminuye la aireación, con lo cual la teoría de la agregación superficial de 
FHA no puede explicar la pérdida de HA observada en los tanques agitados. Aunque no se puede 
descartar que exista cierto grado de agregación o pegado a superficies sólidas que contribuyan a 
la pérdida de HA, en el esquema experimental del presente estudio, no parece ser ésta la causa 
principal. Tampoco es posible atribuir la pérdida de HA a la proteólisis de la molécula de FHA 
(solo la proteína entera presenta HA) porque no se ha detectado actividad proteolítica en los 
sobrenadantes de medio de cultivo de las cuatro condiciones analizadas.

Se intentó establecer si la caida en los títulos hemaglutinantes del sobrenadante se debía a 
la ruptura de la molécula de FHA como consecuencia del esfuerzo cortante generado por la 
agitación del cultivo. En primer lugar debió determinarse el tipo de flujo hidrodinámico en las 
condiciones de trabajo para saber cómo evaluar el esfuerzo cortante en cada caso. Por lo cual, 
previamente fue necesario definir si el cultivo se comporta como un líquido Newtoniano o No- 
Newtoniano. Por medidas de viscosidad frente a esfuerzos de corte crecientes se precisó que el 
cultivo de Bordetella pertussis, aún en su máxima concentración de biomasa, presenta las 
características de un líquido Newtoniano. El número de Reynolds, calculado según la ecuación
4.1, demostró que en las cuatro condiciones de operación el cultivo se mantuvo en régimen de 
flujo turbulento. Teniendo en cuenta estos resultados, se puede esperar algún efecto sobre la 
molécula de FHA soluble si el tamaño de los microrremolinos formados en el seno del líquido es 
similar al de dicha proteína. Empleando la ecuación 4.3 se estimó la magnitud de la microescala 
generada en las cuatro condiciones de operación ensayadas, pudiendo comprobarse que el tamaño 
de los microrremolinos es del orden de magnitud de FHA en todos los casos. A partir de estos 
resultados, y teniendo en cuenta la naturaleza fibrilar de FHA, es posible suponer que la 
particular estructura de esta proteína resulte dañada al entrar en zonas de alta turbulencia donde 
sería capturada entre remolinos moviéndose en distintas direcciones^®'. El gradiente de velocidad, 
transformado en energía cinética localizada en un punto, podría romper la cadena proteica de 
FHA. Así, es posible esperar cierto grado de ruptura que será mayor al aumentar el esfuerzo
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cortante. Es de esperar que el grado de ruptura se ponga de manifiesto a través del grado de 
pérdida de actividad hemaglutinante ya que sólo la proteína entera presenta esta actividad^®.

Como se ha mencionado, el mejor parámetro para evaluar el esfuerzo cortante en un 
régimen de flujo turbulento es la velocidad máxima de disipación local de energia (Em). En la 
ecuación 4.4, se puede ver que dicho parámetro depende de la potencia media entregada al 
sistema vía el agitador y el aireador, por unidad de volumen (E) y de dos factores geométricos; D 
y T. Estos últimos permanecen constantes en las cuatro condiciones de trabajo testadas; por lo 
tanto, el parámetro con el que se puede evaluar la variación del esfuerzo de corte en las distintas 
condiciones de trabajo, es directamente E

La Figura 4.2 muestra la variación de los niveles máximos de PT y HA alcanzados en cada 
condición, en función de E .

o>
T3
O
2

E (w/1)

Figura 4.2: Efecto de la potencia disipada en el biorreactor por unidad de volúmen sobre 
los niveles máximos de producción de PT y título HA alcanzados en un cultivo de B. pertussis, 
llevado a cabo en tanque agitado.

Como puede verse, al aumentar la potencia disipada en el sistema, el nivel de PT no varía 
pero la HA de los sobrenadantes disminuye de manera significativa; por lo que parece probable 
que sea FHA la que resulta afectada por las fuerzas de corte.

Para confirmar estos resultados se diseñó la siguiente experiencia, se tomaron muestras de 
cultivos estáticos de Borde te lia pertussis, se centrifugaron a 8000 x g durante 15 minutos a 4®C. 
Se obtuvieron de este modo sobrenadantes de medio de cultivo, libres de células (según se pudo 
verificar por observación microscópica), con altos títulos de HA (tiempo inicial de incubación. 
Tabla 4.2). Muestras estériles de 2.5 1 de sobrenadante así obtenidas fueron sometidas durante 6
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hs., a cada una de las condiciones de operación ensayadas previamente, especificadas en la Tabla
4.1. Se empleó como control una muestra que se incubó a 36®C durante 6 hs. sin agitación. Se 
tomaron muestras al principio y al final de cada experiencia en las que se determinó la actividad 
hcmaglutinante. La Tabla 4.2 muestra los resultados obtenidos.

Se puede ver que durante la incubación sin agitación no hubo caída en los títulos 
hemaglutinantes. Sin embargo, las muestras que fueron sometidas a agitación durante la 
incubación mostraron menor HA al finalizar el período de incubación. Esta pérdida en la HA fue 
más pronunciada al aumentar los niveles de agitación, y por lo tanto de esfuerzo de corte, al que 
fuera sometida la muestra. Estos resultados confirman los obtenidos con el cultivo entero (Tabla 
4.1), lo cual indica que existe un efecto directo de las condiciones de operación sobre la actividad 
hcmaglutinante del sobrenadante de cultivo, independientemente de la presencia del 
microorganismo.

Tabla 4.2; Efecto de las condiciones de operación del tanque agitado sobre el título 
hemaglutinante (HA) de sobrenadantes de cultivo de B. pertussis libres de células.

expt. N
rpm

FA^
VVM

Título HA

tiempo de incubación

0 (hs.) 6 (hs.)

control 0 0.00 32 32
1 210 1.00 32 32
2 270 0.88 32 8
3 320 0.42 32 4
4 450 0.30 32 1

Finalmente, se emplearon técnicas de SDS-PAGE e inmunodetección para analizar los 
pesos moleculares y la identidad de los polipéptidos al final de cada tratamiento. El perfil 
polipeptídico en geles de poliacrilamida al 12.5%, muestra una parcial desaparición de las bandas 
de peso molecular entre 220 y 117 kDa (rango en el que se encuentra comprendido el peso 
molecular de la molécula entera de FHA) en la muestra sometida a mayor agitación en relación a 
aquellas tomadas antes y después de la incubación estática. Estas últimas muestras no revelan 
ninguna diferencia entre sí cuando se las analiza por electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes. Con el fin de determinar si esta variación en los polipéptidos de alto peso 
molecular podía ser atribuida a la ruptura de FHA, se transfirieron las proteínas desde el gel de 
electroforesis a una membrana de polivinildifluoruro para analizar dichos polipéptidos por 
técnicas de Western Blot empleando anticuerpos monoespecíficos contra FHA.
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En la Figura 4.3 se puede observar que las muestras tomadas antes y después de la 
incubaeión estática (líneas A y B, respectivamente) no revelan diferencia y presentan sólo dos 
bandas de FHA, ambas de alto peso molecular. Por el contrario, la muestra del sobrenadante 
sometido a la mayor agitación no contiene las bandas correspondientes a los componentes de 
mayor peso molecular de FHA. Conjuntamente con la pérdida de estos componentes, aparecen en 
dicha muestra polipéptidos de FHA de peso molecular por debajo de los 97 kDa. No habiéndose 
detectado actividad protcolítica en ninguna muestra, la ruptura que se verifica en la estructura de 
la proteína entera de FHA con el aumento de agitación sólo puede ser atribuida al esfuerzo 
cortante generado en el sistema.

Figura 4.3: Inmunodctccción de FHA en sobrenadantes de cultivo de B. pertussis, 
sometidos a los siguientes tratamientos; línea A) sobrenadante sin ningún tratamiento, línea B) 
sobrenadante incubado sin agitación ni aireación durante 6 hs a Só̂ ^C, línea C) sobrenadante 
incubado en tanque agitado con agitación y aireación durante 6 hs. a Só'^C, bajo las siguientes 
condiciones: N=450 y F/V= 0.3 VVM.

A partir de estos resultados, es posible concluir que la pérdida de HA del sobrenadante en 
cultivos agitados se debe a la ruptura de la molécula de FHA. Esto es de particular importancia si 
se tiene en cuenta que solamente los componentes de mayor peso molecular de FHA son capaces
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de producir respuesta inmune^^, y por lo tanto sólo la molécula "completa" de FHA debería ser 
incluida en la formulación de vacunas

4.2 Efecto de las fuerzas de corte sobre los antígenos celulares de B. pertussis

La fracción de FHA asociada a células se encuentra anclada a la membrana externa de 
Bordetella pertussis. Como ya se ha mencionado, esta proteína es un factor importante durante la 
colonización bacteriana del tracto respiratorio superior. Este antígeno está involucrado, junto con 
las fimbrias bacterianas y otras adhesinas menores, en el pegado inicial de la bacteria a las cilias 
del tracto respiratorio superior. Por esta razón, los niveles celulares de FHA (así como la 
presencia de fimbrias) en bacterias destinadas a la formulación de vacunas resultan de 
fundamental importancia en la estimulación de anticuerpos que eviten la colonización. Habiendo 
determinado el efecto que tienen las fuerzas de corte sobre FFIA extracelular se estudió si estas 
afectaban en alguna forma a FHA celular y demás antígenos. En definitiva, se intentó definir si 
las condiciones de entorno, en lo que se refiere al stress hidrodinámico, afectan la 
inmunogcnicidad y capacidad protectora de las células cultivadas bajo dichas condiciones. Con 
este fin, se tomaron muestras de fase exponencial de crecimiento (24 hs. de cultivo), cultivadas 
bajo cada condición opcracional indicada en la Tabla 4.3.

Se detcmiinó en cada muestra el título hemaglutinante de las células y el grado de adliesión 
a células eucariotas de la línea celular HeLa 229. Se eligió esta línea celular porque presenta un 
tipo de receptores en particular, que determinan que la adhesión de Bordetella pertussis a dichas 
células esté mediada fundamentalmente por el nivel de FHA celular*^.

Figura 4.4; Microscopía de fluorescencia. Adhesión de B. pertussis a células HcLa
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Es importante destacar que sólo los componentes de mayor peso molecular de FHA (220 - 
210 son capaces de mediar la adhesión de Bordetella pertussis a glóbulos rojos y
otras células eucariotas como las He La 229.

El ensayo se llevó a cabo según lo descrito en Materiales y Métodos. Las bacterias 
adheridas a cada célula HeLa fueron visualizadas por microscopía de fluorescencia. La Figura 
4.4 es una fotografía tomada de un campo microscópico. En ella se pueden ver cuatro células 
HeLa rodeadas por bacterias que se hallan adheridas a las mismas.

Cabe señalar que las condiciones de ensayo empleadas son las adecuadas*®^ para evitar la 
excreción de FHA durante la prueba, de manera tal que en la adhesión sólo esté involucrada FHA 
anclada a la membrana bacteriana. En la Tabla 4.3 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4.3; Efecto de las condiciones de operación del bíorreactor (agitación y aireación) 
sobre FHA celular y antígenos protectores de B. pertussis.

expt. N*
rpm

FA^*
W M

E
w.i->

N° medio de 
bacterias 

adheridas por 
célula HeLa ± 

SD

HAc
título

Potencia
UPI/ml

1 210 LOO 0.3 94±  15 64 7.9 ±0.2

2 270 0.80 6.3 97±  19 64 7.9 ±0.3

3 320 0.48 11.0 95±  16 64 7.9 ±0.1

4 450 0.30 32.0 97±  17 64 7.9±0.2

* El Kt a se mantuvo en 100 h*L

Se puede ver que no hay diferencia en los títulos hemaglutinantes celulares (HAc) que 
presentan las células provenientes de cada condición, como tampoco es posible establecer 
diferencias estadísticamente signifícativas (a<0.05) en los niveles de adhesión a células HeLa. A 
partir de estos datos es razonable suponer que FHA anclada a la membrana bacteriana no se ve 
afectada por las fuerzas de corte generadas en el bíorreactor.

Para confirmar estos resultaúos, se a n ^ i^ o n  Usados de células provenientes de cada 
condición de cultivo, por técnicas de Western blot, con anticuerpos monoespecíficos anti-FHA.

En la Figura 4.5 se ve que dichos anticuerpos revelan la existencia de una banda difusa que 
corresponde a componentes de alto peso molecular de FHA. En ninguna muestra se detectaron 
componentes de este antígeno de peso molecular inferior a 116 kDa. De esta manera se pone en 
evidencia que, efectivamente, el esfuerzo cortante propagado en el tanque agitado no afecta a 
FHA celular.
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Figura 4.5: Inmunodctccción de FHA celular en células de B. perlussis cultivadas en 
tanque agitado, bajo las siguientes condiciones de operación; línea A) N=210, F/V=l.()() VVM; 
línea B) N=270, FA^=0.80 VVM; línea C) N=320, FA^=0.48 VVM; línea D) N-450, F/V=0.3() 
VVM

Para completar este estudio, se determinó si otros componentes involucrados en la 
protección conferida por la vacuna de células enteras se ven afectados por el parámetro de 
proceso en cuestión. Tal podría ser el caso de las fimbrias bacterianas, soporte de aglutinógenos 
involucrados en la respuesta inmune del huésped, cuya estmetura de tipo fibrilar podría ser 
afectada por el esfuerzo de corte.

Se analizó el poder protector de las células provenientes de cada condición de cultivo 
(Tabla 4.3). Para tal fin, se empleó el ensayo de potencia en animales recomendado por la 
Organización Mundial de la Salud para la evaluación de antígenos protectores (ver Materiales y 
Métodos). No se encontraron diferencias estadísticamente significativas (a<().()5) entre las 
distintas muestras (Tabla 4.3). Estos resultados indican que el esfuerzo cortante que se genera en 
un tanque agitado operado en régimen turbulento, al menos en los niveles de disipación de energía 
ensayados en este estudio, no afecta los antígenos celulares de Borde (ella períiissis.
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DISCUSION

En este capítulo se ha demostrado que el esfuerzo cortante generado en un biorreactor tipo 
tanque agitado, operado en régimen de flujo turbulento, provoca la ruptura de la molécula de 
FHA extracelular. La estructura filamentosa de esta proteína es lo que la hace particularmente 
sensible a las fuerzas de corte. La fragmentación de la estructura proteica de FHA implica la 
pérdida de su actividad hemaglutinante pero, más importante aún, también significa la pérdida de 
su capacidad inmunogénica. Así, la desaparición de actividad hemaglutinante, verificada en los 
sobrenadantes de cultivos llevados a cabo en tanques agitados es un índice de la pérdida de FHA 
como antígeno recuperable.

Por otra parte, se encontró que el esfuerzo cortante generado en tanques agitados, no afecta 
en forma alguna a los antígenos celulares involucrados en la generación de respuesta inmune 
protectora. En particular se pudo comprobar que, a diferencia de lo que ocurre con FHA soluble, 
FHA anclada en la membrana celular no es afectada por las fuerzas de corte generadas en el 
biorreactor. De estos resultados se desprende que para la producción de células con buen nivel 
antigénico, tendiente a la formulación de una vacuna celular, este parámetro de proceso no resulta 
critico y, por lo tanto, no será necesario tenerlo en cuenta como criterio de escalado, ni en la 
elección del diseño del biorreactor a emplear.

Por el contrario, si el objetivo es obtener sobrenadantes de cultivo con buenos títulos 
antigénicos, el discernimiento del efecto causado por las fuerzas de corte sobre la molécula de 
FHA facilita la selección de las condiciones de operación adecuadas para la producción de este 
antígeno extracelular. Más aún, la incorporación de la microescala como criterio de pérdida de 
FHA es, en sí misma, un avance de particular importancia en el diseño y escalado del proceso de 
coproducción de los dos antigenos más importantes para la formulación de vacunas acelulares: 
FHA y PT.

Desde el punto de vista de la producción a gran escala de antigenos solubles para la 
formulación de vacunas, la obtención de sobrenadantes de cultivo con buenos títulos de ambos 
antígenos resulta fundamental. De acuerdo a los resultados obtenidos, la producción de este tipo 
de sobrenadantes sólo puede lograrse bajo condiciones de cultivo que garanticen esfuerzos de 
corte mínimos en el seno del líquido. Así, el cultivo de Bordetella pertussis con vistas a la 
recuperación de antígenos extracelulares, no debería llevarse a cabo en los reactores 
convencionales de turbina, sino que debería utilizarse un "reactor de bajo shear". Esto plantea la 
necesidad de diseñar un biorreactor adecuado que, además de generar un esfuerzo de corte 
mínimo, brinde condiciones adecuadas para el crecimiento celular y la producción de antigenos. 
En este sentido se ha comenzado la caracterización del cultivo de B. pertussis en biorreactores de 
tipo Air-lift. En este tipo de reactores la agitación es neumática. La ausencia de agitación 
mecánica determina características fluidodinámicas muy distintas a las del tanque agitado. La 
velocidad de líquido es uniforme en todo el sistema, lo cual determina la ausencia de gradientes de 
esfuerzos cortantes y disminuye significativamente su magnitud. Por esta razón se está 
estudiando si este tipo de biorreactores podría constituir una alternativa para la producción de 
sobrenadantes de cultivo con mejores títulos hemaglutinantes que los producidos en tanques 
agitados.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, para minimizar las pérdidas de FHA 
extracelular en los estudios llevados a cabo en sistema de cultivo continuo (capítulos siguientes), 
se trabajó con biorrcactores sin cortacorrientes y aireación en superficie. Estas modificaciones 
favorecen la formación de vórtice y conducen a un patrón de flujo hidrodinámico diferente, que 
conlleva una disminución significativa del esfuerzo cortante generado en el biorreactor'®^
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En los cultivos llevados a cabo en sistemas cerrados eomo el sistema bateh, las condieiones 
de cultivo cambian permanentemente en el tiempo sin que pueda ejercerse sobre ellas 
prácticamente ningún control. De esta manera, el entorno eon el que interaeciona el 
microorganismo se modifica continuamente en el tiempo. En un sistema de cultivo de estas 
caraeterístieas es imposible discernir el efecto que pudiera tener algún parámetro de cultivo en 
partieular sobre el desarrollo celular y la expresión antigénica.

En este sentido, el sistema de cultivo continuo resulta de suma utilidad. En él, el entorno 
del microorganismo permanece estable en el tiempo una vez alcanzado el estado estacionario; 
esto, sumado a que cada variable del proceso puede ser modificada independientemente de las 
demás, posibilita el estudio preciso de la influencia de la variable de interés sobre el aspecto en 
estudio.

Por otra parte, en el caso de microorganismos infecciosos como B. pertussis, el estado 
estacionario que se establece en un cultivo continuo es semejante a su entorno natural, ya que los 
mecanismos de homeostasis del huésped ofrecen al patógeno un ambiente que no se modifica en el 
tiempo.

En este capítulo se empleó el sistema de cultivo continuo con dos finalidades;
(1) Completar el estudio de caracterización cinética y estequiométrica del cultivo de 

B. pertussis a través del cálculo de parámetros que sólo es posible determinar con precisión en 
sistema de cultivo continuo.

(2) Estudiar la influencia de los principales parámetros de cultivo (velocidad 
específica de crecimiento, nivel de oxígeno disuelto y tipo de sustrato limitante del crecimiento), 
sobre la fisiología y expresión antigénica de B. pertussis.

Con relación a este último punto, hay que señalar que el estudio del efecto del tipo de 
sustrato limitante en la fisiología del microorganismo se complica si el medio de cultivo es un 
medio complejo como el SSE. Un medio de cultivo químicamente definido, como el SS sin 
agregado de E.I., es lo indicado en este tipo de estudios. De todas formas, si el cultivo se lleva a 
cabo en un sistema abierto como es el cultivo continuo, el agregado de E.l. no debería ser 
necesario. En primer lugar, porque los inhibidores de crecimiento (si la hipótesis planteada en el 
capítulo 3 es válida) se removerían continuamente junto con el cultivo, con lo cual se evitaría la 
acumulación de los mismos y por lo tanto su efecto inhibidor. En segundo lugar, porque el 
empleo de reactores con aireación en superficie para evitar la ruptura de la molécula de FHA 
permite suprimir el uso de agentes antiespumantes, ya que este tipo de aireación evita la 
formación de espuma.

Los estudios en sistema de cultivo continuo que se detallan en este capítulo, se llevaron a 
cabo empleando medio SS sin el agregado de E.l. ni antiespumante. El biorreactor utilizado es un 
tanque agitado (LH, serie 210) sin cortacorrientes y con aireación en superficie, con un volumen 
de trabajo de 700 mi. Fue posible utilizar aireación en superficie porque el requerimiento de 
oxígeno de este microorganismo es bajo y porque el volumen de trabajo, en este caso, es pequeño.

En todos los casos el crecimiento celular quedó determinado únicamente por la cantidad de 
sustrato limitante, no verificándose efecto mhibidor alguno sobre el crecimiento celular.
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Breve reseña teórica del cultivo continuo

Un cultivo continuo (esquema en la Figura 5.1) es un sistema cultivo en el que se introduce 
continuamente medio fresco al biorreactor, a una velocidad uniforme. El volumen del cultivo 
permanece constante por extracción, también a velocidad uniforme, de un volumen de medio igual 
al que ingresa al reactor. Idealmente el mezclado debe ser perfecto, es decir que cuando una gota 
de medio entra al biorreactor, inmediatamente deberá quedar uniformemente distribuida en el 
cultivo. Esto significa, en la práctica, que el tiempo requerido para mezclar un pequeño volumen 
de medio de cultivo será también pequeño comparado con el tiempo de retención (t̂ ) calculado 
como V/Fa, donde V es el volumen del cultivo y Fa la velocidad volumétrica de flujo del medio de 
cultivo.

Fa.Sr Fa, X , S

Sr
o

V s

reservono

Figura 5.1 Esquema de un cultivo operado en continuo

Sr concentración del sustrato limitante del crecimiento en el reservorio. 
X concentración de biomasa en el estado estacionario.
S concentración del sustrato limitante en el estado estacionario.
V volumen del cultivo.
Fa caudal de alimentación.

Las bases teóricas de la utilización del nutriente limitante del crecimiento, en un cultivo 
continuo donde los parámetros fisicoquímicos permanecen estables en el tiempo, fueron 
desarrolladas por Monod*®®, y revisadas por Herbert**^, Powelfl^ , Hsu^^' y Tempest^^^

Las ecuaciones que describen el crecimiento microbiano en un quimiostato están basadas, 
fundamentalmente, en dos supuestos (ya mencionados en el capítulo 3).

El primer supuesto es que la velocidad específica de crecimiento (p.) está relacionada con la 
velocidad específica máxima de crecimiento (|xm) y la concentración de sustrato limitante
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remanente en el medio (S), a través de una ecuación similar a la desarrollada por Michaelis- 
Mentcn para la descripción de la cinética cnzimática, esto es;

^ _ S(t)
/An K ,+ S ( t)  ec. 5.1

Donde S(t) es la concentración de sustrato remanente en el medio de cultivo en el momento 
t, y Kg es la constante de "saturación aparente" del microorganismo respecto del sustrato 
limitante del crecimiento, que se define como la concentración de sustrato que posibilita el 
desarrollo celular a una velocidad específica de crecimiento que es la mitad de la velocidad 
máxima.

El segundo supuesto es que el rendimiento celular en base al sustrato (y /̂s) es constante, de 
manera que en cualquier momento t, es válida la siguiente ecuación;

dX (t)/d t = -yx/sdS(t)/dt ec. 5.2

Así, para un monocultivo en quimiostato, las ecuaciones de balance de materia de acuerdo 
con Monod^^ tendrían la siguiente forma;

dSW ^ ,g _g I o . MnX(t)S(t)
dt y x /s [K .+ S (t)]

ec. 5.3

dX(t) /im X(t) S(t)
dt K,+S(t) -  D X(t) ec. 5.4

Esto es;

dX
^ = ( / . - D ) X ec. 5.5

donde D = FaA ,̂ es la velocidad de dilución del quimiostato, y Sr es la concentración de sustrato 
limitante en el reservorio de alimentación del quimiostato.

En el equilibrio, o estado estacionario, no hay acumulación neta de biomasa; dX(t)/dt = 0, 
por lo tanto;

1- De la ecuación 5 .4 es posible calcular el valor S, que toma S(t) en el equilibrio;

S (t)^ S  = KgD/(/ /m-D) ec. 5.6
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2- De la ecuación 5.5, se deduce que si dX(t)/dt = 0, entonces ^  = D. Esto quiere 
decir que, en un quimiostato, la velocidad específica de crecimiento queda determinada por la 
velocidad de dilución empleada. Este constituye uno de los aspectos más importantes y 
característicos del cultivo continuo, porque significa poder establecer y controlar la velocidad 
específica de crecimiento del microorganismo a través del caudal de alimentación y el volumen de 
cultivo.

En el equilibrio, o estado estacionario, tampoco hay acumulación de sustrato en el tiempo, 
entonces: dS(t)/dt = 0, por lo tanto según la ecuación 5.3:

X = Yx s (^r - S )  ec. 5.7

Donde X es el valor que toma X(t) en el equilibrio.
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RESULTADOS

5.1 Cálculo de parámetros cinéticos y estequiométricos del crecimiento de B, 
pertussis en medio SS.

Como ya se mencionó, Monod*^* introdujo el uso de una ecuación empírica (ec. 5.1) para 
describir la relación existente entre la velocidad de crecimiento de un microorganismo y la 
concentración del sustrato limitante.

Sin embargo, este modelo no se ajusta a los valores experimentales en todos los casos. Se 
han propuesto otras ecuaciones para la descripción del crecimiento microbiano en casos 
particulares donde el consumo de sustrato y la velocidad específica de crecimiento no se 
relacionan entre sí de acuerdo a la ecuación 5 .1.

Por esta razón, antes de comenzar cualquier estudio fisiológico en sistema de cultivo 
continuo se analizó si es posible describir el crecimiento de B. pertussis en términos de la 
ecuación de Monod.

Existen básicamente dos maneras de determinar si es posible aplicar la ecuación 
mencionada a un crecimiento microbiano. Una ellas consiste en determinar la velocidad específica 
de crecimiento que desarrolla el microorganismo frente a concentraciones conocidas (del orden de 
Kjj) de sustrato limitante. La otra forma es, para velocidades específicas de crecimiento 
conocidas, determinar la concentración de sustrato limitante remanente en el medio de cultivo. En 
la práctica, la forma más simple y precisa (y la única recomendable*^) es la que se menciona en 
segundo término. Trabajando en cultivo continuo, se fija la velocidad específica de crecimiento 
del microorganismo a través de la velocidad de dilución (D), según se mencionó anteriormente. Se 
opera a distintas velocidades de dilución y en cada estado estacionario, se determina la 
concentración de sustrato limitante remanente en el sobrenadante de medio de cultivo. De esta 
manera es como se estudió si el crecimiento de B. pertussis y el consumo de glutamato se ajustan 
al modelo matemático propuesto por Monod.

Se llevaron a cabo cultivos de B. pertussis limitados en glutamato (medio SS). Se empleó 
el sistema de cultivo continuo operado a distintas velocidades de dilución (distintas p) y se 
determinó la concentración de glutamato remanente en cada estado estacionario. Generalmente el 
cálculo de Kj y de pm se lleva a cabo linealizando la ecuación de Monod; las ecuaciones lineales 
usadas comúnmente*^ son: Lineweaver-Burke (1/S vs. 1/p), Langmuir (S vs. S/p) y Eadie- 
Hofstee (p/S vs. p). En este tipo de representaciones, los errores cometidos en las 
determinaciones experimentales quedan disimulados. El mejor método de análisis es el reportado 
por Eisenthal & Comish-Bowden*^®. Según este método, si pm = p + p/S, es posible graficar 
pm vs. K3, para cada observación (pj, S¿), como una recta de pendiente Pj/Sj, que intercepta el eje 
de las Kg en (-Sj)y al eje de las pm en p¿. La técnica consiste en ubicar, para cada observación (p¡, 
S¡), el valor de (-Sj) en el eje de las abeisas y el de Pj en el eje de las ordenadas y trazar luego una 
recta entre ambos puntos. Si la relación entre el crecimiento microbiano y el consumo de sustrato 
se puede describir en términos de la ecuación 5.1, las rectas correspondientes a todas las 
observaciones se interceptan en un punto único, cuyas coordenadas son (K ,̂ pm).
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En la práctica, aunque el crecimiento se ajuste al modelo, puede no existir un punto único 
de intersección debido a errores experimentales. En estos casos la mejor estima de los valores de 

y pin, se calcula tomando la media para la serie de intersecciones. Consecuentemente, este 
modelo da una mayor información acerca de la incertidumbre en los valores de K, y pm. Los 
errores experimentales quedan en evidencia, a diferencia de los métodos de linealización citados

Figura 5.2: Aplicación del método de Eisenthal & Comish-Bowden a la determinación, en 
cultivo continuo, de la constante de saturación aparente de Monod (kg) y la velocidad específica 
máxima de crecimiento (pm) de B. pertussis cultivada en limitación de glutamato.

Del análisis de la Figura 5.2, donde se han graficado los valores experimentales de acuerdo 
a la representación propuesta por Eisenthal & Comish-Bowden, se desprende que los datos 
experimentales se ajustan al modelo propuesto por Monod. Así, el consumo de la fuente de 
carbono y energía en un cultivo de B. pertussis puede describirse en términos de este modelo. Se 
puede observar que existe un punto único de intersección, lo cual indica que el error experimental 
es mínimo. Los valores que se obtienen de la intersección de las cuatro rectas son: K^= 10 ± 2 
pM y pm = 0.066 ± 0.003h"^ Conocer el valor de pm y K ,̂ es de suma utilidad para el modelado 
de cultivos microbianos, especialmente cultivos continuos.

Estos parámetros dan una idea de la aptitud de B. pertussis para "capturar" glutamato del 
entorno. La metabolización de dicho nutriente una vez dentro de la célula se puede describir 
según la ecuación lineal de consumo de sustrato desarrollada por Pirt^^. De acuerdo con este 
autor, el microorganismo destina la fuente de carbono y energía a tres fines fundamentalmente (si 
consideramos que los rendimientos de productos extracelulares son despreciables frente a los de 
biomasa): crecimiento, obtención de energía para procesos anabólicos, y mantenimiento celular. 
Las dos primeras están englobadas en lo que se conoce como rendimiento celular "verdadero" 
respecto al sustrato limitante (y' /̂s). Y el término de mantenimiento celular (m )̂ está relacionado 
con el glutamato consumido para proveer la energía necesaria para mantener gradientes de
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concentración, para recambio de material celular, movilidad celular, etc.. En realidad, en m̂, 
queda incluido todo gasto de fuente de carbono y energía que no esté directamente relacionado 
con la formación neta de biomasa. Por esta razón este parámetro se convierte en una medida del 
desacople metabólico, y cabe esperar que su valor sea mínimo cuando la fuente de carbono y 
energía es la limitante del crecimiento celular^

La magnitud del término de mantenimiento celular está íntimamente ligado con las 
condiciones de entorno como la presión osmótica, el pH, la temperatura de trabajo, etc.. La 
evaluación de este término es importante, ya que un aumento en el mismo implica una 
disminución del sustrato disponible para el crecimiento y, por lo tanto, una caída en los 
rendimientos del proceso.

La ecuación desarrollada por Pirt (1966), y más tarde modificada por NeijsseP^, 
presupone que el consumo de sustrato destinado al mantenimiento celular es independiente de la 
velocidad específica de crecimiento (|i):

ec. 5.8

Donde, q  ̂es el consumo específico de sustrato. En esta ecuación se asume que no existe un 
término de mantenimiento celular que esté asociado a la velocidad específica de crecimiento. Si 
bien para muchos microorganismo se ha comprobado la validez de tal aseveración, se han 
detectado numerosas anomalías a este comportamiento general. Dichas anomalías se han 
verificado fundamentalmente eri cultivos en los que el sustrato limitante del crecimiento no es la 
fuente de energía. En este sentido, se han planteado nuevos modelos matemáticos'^^ para la 
ecuación de consumo de sustrato inicialmente desarrollada por Pirt. Estos modelos incluyen, 
generalmente, un mantenimiento celular definido por una parte constante (que no varia con p), 
mg, y una parte que varía de la velocidad especifica de crecimiento.

Para evaluar la cantidad de glutamato que se deriva para mantenimiento en un cultivo de 
B. pertussis limitado en energía (medio SS), se empleó el sistema de cultivo continuo operado a 
distintas velocidades de dilución (D = p) y se determinó, en cada estado estacionario, el consumo 
específico de glutamato.

En la Figura 5.3 se muestran los resultados obtenidos



Estudios en cultivo continuo 77

0.3

0.2

u

0.1 I
m, — i-

r '

y

0.0
0.00 0.03 0.06

Figura 5.3. Variación de la velocidad específica de consumo de glutamato en fimción de la 
velocidad específica de crecimiento de Borde te lia pertussis en medio SS. Determinación del 
coeficiente de mantenimiento celular (mg) y el rendimiento 'verdadero' (y'x/s)> en sistema de 
cultivo continuo.

De acuerdo a la ecuación 5.8, la cantidad de glutamato destinada a energía de 
mantenimiento celular, que es independiente de la velocidad de crecimiento, puede ser estimada a 
partir del valor que tome la ordenada al origen. Si existiese un término de mantenimiento 
directamente asociado al desarrollo celular, estaría incluido (aunque no discriminado) en el 
termino: p/y'x/s y se reflejaría en la pendiente de la curva qg vs |i, mostrando una relación no 
lineal entre ambas velocidades específicas. Los datos experimentales (Figura 5.3) se ajustan a la 
ecuación de una recta con un coeficiente de correlación de 99.9%. De lo cual se puede deducir 
que, en las condiciones de trabajo empleadas, la cantidad de glutamato consumido para 
mantenimiento celular no varia con la velocidad específica de crecimiento, sino que se mantiene 
en un valor constante de 0.07 ± 0.01 C-mol de glutamato por cada C-mol de biomasa por hora. 
La curva de la Figura 5.3 se ajusta a una recta cuya ecuación es:

qg = 0.07 (C - mol / C - mol.h) + 3.03(C - mol / C - mol) x f i

Del análisis de esta ecuación se deduce que, si no se destinase parte del glutamato a 
mantenimiento celular, el rendimiento que se obtendría seria de 0.33 ± 0.02 C-mol de biomasa 
por cada C-mol de glutamato. Este valor constituye el límite teórico superior del rendimiento de 
biomasa en función del glutamato consumido.

La existencia del término de mantenimiento celular también disminuye la velocidad 
específica máxima con que es capaz de duplicarse el microorganismo. Para evaluar dicha 
disminución es necesario calcular lo que se conoce como velocidad específica de mantenimiento 
(a), que puede entenderse como una "velocidad de metabolismo endógeno"*^^. Por sus 
dimensiones (h"^) es un parámetro muy útil para comparar energías de mantenimiento.
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independientemente de las unidades energía y del rendimiento en ATP de cada sustrato en 
particular.

Este parámetro (a) se define como;

jUm ^ ¡J. m - 3. ec. 5.9

Donde p'm sería la velocidad específica máxima de crecimiento si no hubiera gasto de 
glutamato para mantenimiento celular. El valor de "a" puede calcularse gráficamente'^’ . Si se 
gráfica la velocidad específica de consumo de sustrato en el estado estacionario (q^) vs. la 
velocidad específica de crecimiento (p), tal como se hizo en la Figura 5.3, la recta termina en el 
punto de abeisa: pm experimental (0.066 h"', según se vio en la Figura 5.2), que tiene por 
ordenada: q^m experimental (0.27 C-mol/C-mol.h). Según los resultados anteriores, en el caso de 
B. pertussis existe un único término de consumo de sustrato para mantenimiento celular, que 
tiene un valor constante y se refleja en la ordenada al origen de la recta en cuestión. Por lo tanto, 
una recta paralela a la curva de la Figura 5.3, con la misma pendiente pero que pase por el origen 
de coordenadas (esto significa mg.= 0), nos dará en el punto de ordenada qgm, el valor de p'm 
sobre el eje de las abeisas.

En la Figura 5.4 se graficaron los datos experimentales. A partir de dicha gráfica el valor 
de p'm se estimó en 0.087 h‘ ,̂ con lo cual "a" toma un valor de 0.021 h“'.

Figura 5.4: Determinación, en cultivo continuo, de la velocidad específica de 
mantenimiento "a" de B. pertussis creciendo en medio SS.

Como puede apreciarse el valor de "a" es de magnitud considerable frente al valor de pm 
experimental, lo cual da muestras de la importancia que este término podría tener en un cultivo a 
gran escala. Disminuir este valor significa detectar posibles factores en las condiciones de cultivo 
susceptibles de ser optimizados. Uno de ellos podría estar relacionado con la acumulación de
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NH4''' en el espacio extracelular como consecuencia de la utilización del glutamato como fuente 
de energía. Se ha reportado quĉ **̂  la presencia de este ion provoca en algunos microorganismos 
la aparición de ciclos fútiles lo cual, obviamente, redunda en un aumento del coeficiente de 
mantenimiento celular. Por otro lado, la presencia de amonio en concentraciones elevadas 
produce injurias en la membrana externa de algunos organismos Gram (-)^‘*̂ . La aparición de 
tales lesiones en B. pertiissis implicaría, entre otras cosas, gasto de energía para recambio de 
material celular. Se han llevado a cabo estudios cuyos resultados indican que la membrana 
externa de B. pertussis no se altera por la presencia de ion amonio en el medio extracelular. No 
obstante, estos resultados son preliminares y deberán ser confirmados.

Independientemente de la disminución que pueda lograrse en el término mg a través del 
ajuste de las condiciones de cultivo, es evidente que en un cultivo limitado en energía, en el cual 
mg es independiente de p, es posible reducir comparativamente la proporción de sustrato derivado 
a mantenimiento si se trabaja a altas velocidades específicas de crecimiento.

5.2. Efecto de la velocidad específica de crecimiento sobre el desarrollo 
celular y expresión antigénica.

En el capítulo 3 se mencionó que en un cultivo batch de B. pertussis, el incremento de 
biomasa en fase exponencial es acompañado por un aumento en la producción específica de 
antígenos solubles y una acumulación de LPS en el medio extracelular. En éste sistema de 
cultivo, en el cual las condiciones de entorno varían permanentemente, resulta imposible 
determinar la causa del aumento observado en los rendimientos de ambos productos 
extracelulares. Estudios previos^^®, llevados a cabo con otro medio de cultivo y con otra cepa de 
B. pertussis, indican que la producción de PT podría estar asociada al crecimiento microbiano, 
pero nada se dice acerca de la liberación de LPS, ni cómo se ven afectados estos productos por 
las demás variables de cultivo.

En el presente estudio se empleó el sistema de cultivo continuo con el fin de estudiar cada 
variable de cultivo por separado y estimar su influencia en el desarrollo celular y expresión 
antigénica. En esta sección se muestran los resultados obtenidos en cultivos de B. pertussis 
llevados a cabo en un medio de composición constante (medio SS) y velocidad específica de 
crecimiento variable.
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Tabla 5.1: Efecto de la velocidad específica de crecimiento sobre los rendimientos 
celulares y la producción de toxina pertussis cxtracclular y lipopolisacárido (evaluado como 
KDO) liberado al medio de cultivo.

p
h-’

yx/s

Cmol/Cmol

Y  p i7s 

mg/g

Y kfxí/s

ĝ/g

0.03 0.18 0.11 0.28

0.04 0.20 0.14 0.38

0.05 0.22 0.19 0.50

0.06 0.24 0.23 0.63

Los datos mostrados en esta tabla corresponden a la media de 
3 determinaciones independientes con duplicados. Los datos fueron 
sometidos a análisis de varianza. Las medias se compararon según 
el test de Menor Diferencia Significativa (LSD), con un grado de 
significación; a<  0.05.

En la Tabla 5 .1 se muestran los valores medios de los rendimientos de células y productos 
cxtracclularcs, en base a la fuente de carbono y energía (sustrato limitante en el SS), obtenidos en 
cada estado estacionario de cultivos conducidos a distintas velocidades específicas de 
crecimiento. Los rendimientos de células, PT soluble y LPS extracelular alcanzados en cada 
velocidad de dilución (D = p) (Tabla 5.1), mostraron diferencias estadísticamente significativas. 
Se puede observar que estos rendimientos aumentan con la velocidad específica de crecimiento. 
Los rendimientos específicos extracelulares de PT y LPS (medido como KDO), también 
aumentan con p. Se calcularon entonces, las productividades específicas respectivas (qpj y q^oo) 
y se determinó, por cuadrados mínimos, la relación existente entre cada una de ellas y la 
velocidad específica de crecimiento (Figura 5.5 A y 5.5 B).
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Figura 5.5; Efecto de la velocidad específica de crecimiento de B. pertussis en medio SS, 
sobre la velocidad específica de producción de PT (A) y EPS (KDO) (B) extracelulares.

Las curvas de las Figura 5.5 se ajustan (p < 0.01) a las siguientes ecuaciones empíricas

qp i- = 0.00 + 0.26 n + 17.02 ^ ec. 5.10

Qkdo =0.01 + 0.12 |i, + 52.85 p ec . 5.11

Estos resultados indican que tanto PT como LPS pueden ser considerados productos 
asociados al crecimiento celular. Sin embargo, mientras PT presenta un patrón de producción 
totalmente asociado al crecimiento (término independiente: cero), la excreción de LPS presenta, 
además, un término de producción no asociado al desarrollo celular. Este resultado está de 
acuerdo con estudios previos*^' donde se encontró que células de B. pertussis que no estaban en 
división, liberaban LPS al medio extracelular. Esta fracción de LPS que se excreta 
independientemente del crecimiento explica, en cierta medida, la diferencia encontrada en la 
relación LPS(KDO)/PT en el medio extracelular de cultivos continuos y cultivos batch (Tabla 
5.2). El cultivo continuo es un sistema que sólo se puede operar si los microorganismos están 
duplicándose permanentemente. En el cultivo batch, en cambio, hay períodos de tiempo en los 
cuales las bacterias no están dividiéndose. En este último caso, según la ec. 5.10 y 5.11, habría 
liberación de LPS pero no de PT, aumentando finalmente la relación LPS(KDO)/PT global.

Al margen de esto, se encontró una relación constante a distintos D, en los niveles de 
excreción de ambos productos extracelulares cuando las células están en división, lo cual se 
refleja en una relación lineal entre ambas productividades, según se puede ver en la Figura 5.6.
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F igura  5.6: Relación de velocidades esp ecíficas de producción de PT y  K D O  cxtracclular, 

en cultivos de B. p e r íu ss is  en m edio S S , llevados a cabo en cu ltivo continuo a distintas 

velocidades de dilución.

Se estudió la posibilidad de que la cau sa  de la variación observada en los niveles 

cxtracclularcs de PT y LPS en las diferentes velocidades específicas de crecim iento, se debiera a 

alguna m odificación de la mem brana externa que alterase la perm eabilidad de la m ism a. Existen  

publicaciones al respecto donde se reporta que la velocidad esp ecífica  de crecim iento m odifica la 

com posición y  pcm icabilidad de la m em brana externa de algunos patógenos, m odificando así la 

excreción  de toxinas pcriplásmicas^^^. Estas m odificaciones suelen reflejarse en cam bios 

cuali/cuantitativos de los com ponentes de m em brana externa: proteínas y /o  LPS.

F igu ra  5.7: S D S -P A G E  (12.5% ) de polipeptidos de m em brana externa de célu las de B. 

p e r tiis s is  cultivadas en sistem a de cultivo continuo a distintas velocidades de dilución: A ) D: 0 .03  

h-^ B) D: 0 .0 4  \ r \  C ) D: 0 .05  h-’, D) D: 0 .0 6  I r f
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F igura 5.8: S D S -P A G E  (15% ) de LPS de eclu las de B. p e r tu ss is  eultivadas en sistem a de 

eultivo  continuo a distintas velocidades de dilución: A ) D: 0 .03  Ir*, B) D: 0 .0 4  Ir',

C ) D: 0 .0 5 h - ' ,D )  D: 0 .0 6  Ir'.

El análisis de polipeptidos de m em brana externa (PM E ) y  de LPS celular por elcctroforesis  

en condiciones desnaturalizantes no deja traslucir ninguna diferencia aprcciable en las cubiertas 

celulares de m icroorganism os cultivados a distintas velocidades de dilución (Figuras 5 .7  y  5 .8).

Estos resultados indican que el increm ento observado en la liberación de PT y  LPS con el 

aum ento de la velocidad esp ecifica  de crecim iento, podría estar relacionado con algún tipo de 

ajuste m etabólico más que con una alteración a nivel de la mem brana externa.

A  diferencia de lo observado en la Figura 5 .7 , existen claras diferencias en los perfiles 

polipcptídicos de mem brana externa (Figura 5 .9 ) de células de B. p e r tu ss is  provenientes de un 

cultivo  en m edio sólido, de un cu ltivo continuo conducido a velocidad subm áxim a (p  =  0 .05  h"l <  

|im), y  de un cultivo batch en fase exponencial (pm). N o  es posib le atribuir estas diferencias a una 

cau sa  en particular, ya  que las condiciones de cu ltivo  son diferentes en m uchos aspectos: 

velocidad esp ecifica  de crecim iento, m edios de cu ltivo  (A B G s y  S S ), tipo de crecim iento  

(restricto e irrestricto), etc. D e todas form as, este resultado es particularm ente interesante dado 

que las condiciones de crecim iento in v ivo  im ponen velocidades esp ecificas de crecim iento  

subm áxim as. D esde este punto de vista  las proteínas diferenciales que aparecen en la cubierta  

celular en condiciones de velocidad esp ecífica  de crecim iento subm áxim a (cu ltivo  continuo), 

pueden tener im portancia desde el punto de v ista  antigénico*^^. En definitiva, es posib le que la 

existen cia  de proteínas de m em brana e.xtema diferenciales, según las célu las de B. p e r tu ss is
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provengan de un eultivo bateh o  eontinuo, señale a este últim o sistem a de cu ltivo com o el m ás 

adecuado para la producción de vacunas celulares.

F igura 5.9: S D S -P A G E  (12.5% ) de polipeptidos de m em brana externa de células de B. 

p e r tu ss is  provenientes de : A ) m edio sólido (A B G s), B ) m edio líquido (S S ) en sistem a de cultivo  

continuo, C ) m edio líquido (S S ) en sistem a de cu ltivo  bateh.

Por otro lado, siendo el cultivo continuo un sistem a en el cual hay crecim iento celular  

durante todo el tiem po de proceso, parece ser tam bién el m ás adecuado para la producción de 

célu las y  antígenos asociados al crecim iento, tal com o PT.

En la T abla 5 .2  se m uestran las productividades de célu las y  PT  cxtracelular, alcanzadas 

en cultivo bateh y  en cultivo continuo de B. p e r tu s s is  en m edio SS . Se puede observar que, la 

concentración de biom asa obtenida en cu ltivo  continuo es dos veces m ayor. Esto es coherente con  

la observación anterior, en la que se verificó  que en cultivo bateh (en m edio S S ) el desarrollo  

celular no se detiene por agotam iento de nutrientes sino por acum ulación de sustancias tóxicas. 

Es evidente que por tratarse de un sistem a abierto, en el cultivo continuo no hay acum ulación de 

dichas sustancias lo cual posib ilita  un adecuado aprovecham iento de los nutrientes. La 

concentración de PT extracelular alcanzada en cu ltivo  continuo tam bién es aproxim adam ente el 

doble de la obtenida en cu ltivo bateh, lo cual estaría indicando que la  producción esp ecífica  de 

este antígeno no se ve afectada. Pero la  productividad volum étrica (Pj.) de PT extracelular, en 

sistem a de cu ltivo  continuo, es aproxim adam ente siete veces m ayor que en sistem a bateh, lo  cual 

indica a este sistem a de cu ltivo conducido a altas velocidades de dilución, com o óptim o tanto 

para la producción de células com o de PT  extracelular. M as aún teniendo en cuenta que la 

relación L P S (K D O )/P T  en el sobrenadante del cu ltivo  continuo es m enor que la  detectada en 

cu ltivos bateh; lo  cual favorece el proceso de purificación de antígenos de sobrenadante.
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Tabla 5.2: Estudio comparativo de la productividad de eélulas y antígenos de B. pertussis 
en medio SS, en sistema de cultivo batch y continuo

Sistema de X PT KDO KDO/PT
cultivo g/1 mg/1 Pg/1 Hg/mg

C BATCH 1.10 1.20 4.87 4.06

C. CONTINUO 2.10 2.46 6.49 2.63

Los datos presentados en esta tabla corresponden a la media de tres determinaciones 
independientes con duplicados

Pr CB = C  / (tcui +t,ag ) C U L T I V O  B A T C H

C; 1.20 mg/1 t^ui: 25 hs. tj^g! 6 hs. t̂ :̂ 25 hs

P,. CB = 0.021 mg/l.h

PrCC = CxD

C; 2.46 mg/1 pm; 0.06

C U L T I V O  C O N T IN U O

Donde:
P^ CC = 0.150 mg/l.h

Pr: productividad
C: concentración de toxina
D: velocidad de dilución

Icul- tiempo de cultivo

tlag- tiempo de latencia
tiempo muerto

CB: eultivo batch
CC: cultivo continuo

5.3. Efecto de la tensión de oxígeno disuelto en el medio de cultivo sobre la 
producción de células y antígenos.

Ningún mieroorganismo es indiferente a la presencia de oxígeno. Para algunos es esencial 
para la vida, para otros es tóxico incluso en pequeñas cantidades, y para casi todos se comporta 
como un efector ambiental muy importante en la regulación metabólica. El oxigeno es un efector 
eomplejo, cada microorganismo reacciona de forma diferente y algunos incluso, cambian sus
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constituyentes enzimáticos para adaptarse al entorno oxidante o reductor en el que se están 
desarrollando. Siendo B. pertussis un organismo aerobio estricto que infecta las vías respiratorias 
superiores, este efector puede tener influencia en la expresión de los factores de virulencia y 
demás antígenos del microorganismo. En el cultivo batch (capítulo 3) el oxígeno disuelto se dejó 
evolucionar libremente, con lo cual el nivel de este nutriente en el medio de cultivo cambió 
constantemente a lo largo del tiempo junto con las demás condiciones.

En esta sección se empleó el sistema de cultivo continuo para estudiar la influencia de la 
tensión de oxigeno disuelto sobre el desarrollo celular y la expresión antigénica. Se trabajó en 
cuatro niveles de oxígeno (Tabla 5.3), mateniéndose invariables las demás condiciones de cultivo. 
Los niveles ensayados fueron; uno bajo (5%), dos medios (30% y 60%), y uno alto (90%). Todos 
los cultivos continuos se llevaron a cabo con medio SS, y se operaron a una velocidad de dilución 
alta (0.05 h“’) con el fin de obtener buen nivel de antígenos solubles. No se trabajó a velocidad de 
dilución mas cercana a pm porque el sistema se vuelve inestable y lograr un estado estacionario 
se hace dificultoso.

En la Tabla 5.3 se muestran los valores medios de los rendimientos de biomasa (y^5) 
obtenidos en cada condición de cultivo. Sólo los rendimientos alcanzados en las dos condiciones 
de mayor concentración de oxígeno disuelto (60 y 90 %), presentan diferencias estadísticamente 
significativas entre sí y respecto de los rendimientos alcanzados en las demás condiciones de 
cultivo especificadas en dicha Tabla. Estos resultados ponen de manifiesto que los niveles altos 
de oxígeno en el cultivo van en detrimento de los rendimientos celulares, y que la caída en dichos 
rendimientos es mayor cuanto más alto es el nivel de oxígeno.

En lo que se refiere a la producción específica de PT extracelular (Ypj/^) cabe señalar que 
sólo la producción observada en condiciones de cultivo del 30% de saturación de oxígeno es 
diferente, con un grado de significación a<  0.05, a las alcanzadas en las otras condiciones de 
cultivo especificadas en la Tabla 5.3. Con lo cual queda en evidencia que en esta condición de 
cultivo se favorece la producción específica de este antígeno extracelular. Lo mismo se verifica 
para la producción específica de LPS extracelular (medido como KDO).

La actividad hemaglutinante del sobrenadante (HA) desaparece a niveles altos de oxígeno 
disuelto. Cabe señalar que esta pérdida de actividad no se debe a la ruptura de la molécula de 
FHA, según se pudo comprobar por inmunodetección.

En lo que se refiere a la concentración de LPS (medido como KDO) en el sobrenadante de 
cultivo, en la Tabla 5.3 se puede ver que su producción específica (Yĵ qq/x) tiene un perfil de 
variación con el oxígeno disuelto, similar a la producción específica de PT. Este resultado está de 
acuerdo con estudios previos que sugieren una posible liberación conjunta de ambos 
componentes. En apoyo de esta teoría cabe indicar además, que los niveles estacionarios de PT y 
LPS alcanzados en los distintos cultivos continuos, conducidos a diferentes niveles de oxígeno 
disuelto, mantuvieron una relación PT/LPS aproximadamente constante y de un valor similar al 
obtenido anteriormente (en la serie de cultivos continuos llevados a cabo a diferentes velocidades 
de dilución).
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Tabla 5.3. Influencia del nivel de oxígeno disuelto en el medio de cultivo, sobre los 
rendimientos celulares, antigénicos y endotóxicos de B. pertussis cultivada en medio SS

PO,d
% de saturación de

Yv/s
Cmol/Cmol

V
* p t /x  
mg/g

^ K n o /x

tig/g
HA
título

5 0.22 0.67 1.68 32
30 0.22 1.12 2.90 32
60 0.19 0.70 1.69 2
90 0.16 0.68 1.67 0

Los datos mostrados en esta tabla corresponden a la media de 3 
determinaciones independientes con duplicados. Los datos fueron sometidos a 
análisis de varianza. Las medias se compararon según el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD), con un grado de significación: a<  0.05.

Tabla 5.4: Influencia del nivel de oxígeno disuelto en el medio de cultivo en la producción 
de dióxido de carbono y el consumo de oxígeno de B. pertussis en medio SS.

PÔ d
% de saturación de

y  c m l x  
Cmol/Cmol

Yo/x
mol/Cmol

yro7/s
Cmol/Cmol

Yo/s
mol/Cmol

5 3.27 2.77 0.72 0.61
30 3.36 2.81 0.74 0.62
60 4.10 3.58 0.78 0.68
90 5.25 4.75 0.84 0.76

Los datos mostrados en esta tabla corresponden a la media de 3 
determinaciones independientes con duplicados. Los datos fueron sometidos a 
análisis de varianza. Las medias se compararon según el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD), con un grado de significación: a<  0.05.

De los valores medios mostrados en la Tabla 5.4, sólo los correspondientes a las dos 
condiciones de cultivo de mayor concentración de oxígeno disuelto, presentan diferencias 
estadísticamente significativas entre sí y respecto a las demás condiciones de cultivo. En estas 
condiciones de operación hay un aumento en la producción específica de dióxido de carbono 
(yco2/x) y el consumo específico de oxígeno (yo/x)» fl^e se acentúa a medida que aumenta el
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nivel de oxígeno disuelto. También la produeción de dióxido de carbono y el consumo de oxígeno 
por carbono-mol de glutamato consumido, aumentan en estas condiciones de cultivo.

La composición proteica y lipídica (fimdamentalmentc los ac. grasos insaturados del LPS) 
de la membrana externa de los microorganismos es generalmente sensible a los niveles de oxígeno 
en el medio extracelular^^^. Se compararon los perfiles electroforéticos de proteínas de membrana 
externa y LPS, celular y cxtracelular, de células cultivadas bajo cada uno de los cuatro niveles de 
oxígeno di suelto.

Los perfiles de LPS, tanto celular como cxtracelular, no mostraron diferencias aprcciablcs 
(Figuras 5.10.1 y 5. lO.II), .

-LPSa
-LPSb

(I) (II)

Figura 5.10: SDS-PAGE (15%) de LPS de células (I) y sobrenadante (II) de B. pertussis 
cultivada en sistema continuo en distintos niveles de saturación de oxígeno disuclto: A) 90%, B) 
60%, C) 30%, D) 5%

En lo que se refiere a la composición proteica de las células, el perfil proteico total de 
células no muestra ninguna modificación aprcciablc con la variación de la tensión de oxígeno 
disuclto (Figura 5.11).
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Figura 5.11: SDS-PAGE (15%) de polipeptidos totales de células de B. pertussis 
cultivadas en sistema continuo a distintos niveles de saturación de oxígeno disuelto: A) 90%, B) 
60%, C) 30%, D) 5%

Figura 5.12: SDS-PAGE (15%) de polipeptidos de membrana externa de células de B. 
pertussis cultivadas en sistema continuo a diferentes niveles de saturación de oxígeno disuclto: A) 
90%, B) 60%, C) 30%, D) 5%

Los componentes proteicos de membrana externa, en cambio, muestran una banda de 
mayor intensidad en la zona de pesos moleculares cercana a los 30 kDa, en aquellas células 
crecidas en 30% de saturación de oxígeno (Figura 5.12). Esta zona de pesos moleculares no 
corresponde a ningún antígeno previamente caracterizado (ver Introducción), pero es la zona 
correspondiente a los marcadores de virulencia de B. pertussis. Lo que se ve en la Figura 5.12 es 
un aumento relativo de estas proteínas en las células crecidas en 30 % de saturación de oxígeno.
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Se investigó entonces, por inmunodetccción, la presencia de otro marcador de virulencia: 
pertactina (P69), en membrana externa de células cultivadas en las cuatro condiciones.

Como se puede ver en la Figura 5.13, P69 está presente en todas las condiciones 
ensayadas, con lo cual podría esperarse que las células cultivadas en cualquiera de las cuatro 
condiciones de trabajo se encuentren en fase virulenta (la síntesis de esta proteína se regula 
conjuntamente con los demás factores de virulencia). No obstante, J. Poolman y col.^’̂'̂  
encontraron que las proteínas de membrana externa de pesos moleculares cercanos a los 30 kDa 
(en particular las de 32 y 38 kDa) están directamente involucradas en la respuesta inmune 
generada por la vacuna celular de pertussis. Por esta razón, el aumento de intensidad observado 
en bandas de este peso molecular en el perfil de PME de células cultivadas en niveles del 30% de 
saturación de oxígeno, podría tener importancia desde el punto de vista antigénico y deberá ser 
motivo de estudio.

kDa

Figura 5.13: Inmunodetccción de la proteína de 69 kDa de membrana externa en células de 
B. pertussis cultivadas en sistema continuo a distintos niveles de saturación de oxígeno disuelto: 
A) 90%, B) 60%, C) 30%, D) 5%

Un resultado que debe ser considerado preliminar, pero que es interesante mencionar, se 
detalla a continuación. Cuando se analizó el contenido intracelular de NADH en las células 
cultivadas en las cuatro condiciones oxígeno disuelto, se encontró una concentración 
relativamente mayor de este metabolito, en aquellas células cultivadas en las condiciones de 
menor P02d (5%).

Se encontró el mismo resultado en muestras de células provenientes de quimiostatos 
iniciados a partir de cultivos batch independientes, y en muestras de células provenientes de 
cultivos continuos donde cada estado estacionario sirvió de punto de partida para el 
establecimiento de la siguiente condición a ensayar. Con lo cual, las células parecen variar
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efectivamente su contenido de NADH intracelular en respuesta a la variación en la concentración 
extracelular de oxígeno.

La toma de muestra es critica cuando se trata de metabolitos intracelulares como este. Si 
bien en todos los casos dichas muestras se tomaron según lo recomendado por Sáenz y Laguna*̂ *̂ , 
estos resultados quizás deberían ser confirmados empleando otras técnicas de toma de muestra.

Lo que llama la atención, es que el mecanismo comúnmente utilizado por los 
microorganismos para evitar la acumulación de poder reductor, es la liberación de productos 
intermedios del metabolismo. Los resultados expuestos muestran que, según el balance de 
carbono, no hubo liberación de tales productos. Evidentemente podría suceder que las cantidades 
producidas fuesen lo suficientemente pequeñas frente a las de los demás productos carbonados, 
como para pasar inadvertidas en los balances de materia y energía. Esto sugiere la necesidad de 
investigar la presencia de eventuales productos en sobrenadante de cultivo con técnicas de alta 
sensibilidad. Una investigación complementaria seria el estudio de los flujos metabólicos en 
condiciones de limitación de oxígeno, determinando si existe excreción de intermediarios 
metabólicos, y qué efecto produce la limitación de oxígeno sobre los niveles de NADH 
intracelular. Un estudio de este tipo podría significar un importante avance en la comprensión de 
la poco conocida fisiología de este microorganismo.

5.4 Estudio de la respuesta 
disponibilidad de nutrientes.

adaptativa de B, pertussis a la baja

La composición cuali-cuantitativa del medio de cultivo es un aspecto decisivo en el 
metabolismo y los constituyentes celulares del microorganismo. En particular, las limitaciones 
nutricionales pueden cambiar drásticamente la fisiología del mismo. Los cambios que se 
producen están generalmente vinculados con la adaptación e interacción con el entorno y se 
reflejan a nivel de la superficie celular.

Sin embargo, este aspecto ha sido muy poco explorado en el caso de B. pertussis. La única 
limitación nutricional que ha sido exanúnada es la baja disponibilidad de hierro. Dicho estudio se 
ha restringido a los cambios ocurridos en proteínas y lipopolisacáridos de membrana externa, 
como consecuencia de la escasez de hierro libre en el medio de cultivo.

En los ecosistemas de los microorganismos, uno o más nutrientes esenciales se encuentran 
en defecto. En el caso particular de los patógenos, la adaptación al entorno implica, además del 
desarrollo de los mecanismos necesarios para enfrentar la escasez de nutrientes, la expresión de 
factores de virulencia y mecanismos de protección frente a las defensas del organismo huésped. 
Un cuadro de infección involucra una primera etapa de adhesión superficial, un crecimiento lento 
en un entorno pobre en nutrientes esenciales, una estructura de membrana externa y fisiología 
general característica de estas condiciones, además de la máxima expresión de los factores de 
virulencia.

En particular, el entorno natural de B. pertussis está constituido por secreciones de la 
mucosa del tracto respiratorio superior. En este medio, como en lo demás fluidos corporales de 
los mamíferos, la mayor parte del hierro no está libre sino que está asociado a una proteína de 
alta afinidad (en este caso, lactoferrina). La baja disponibilidad de hierro libre (~ lO"*̂  en



Capítulo 5 92

células y espacio extracelular se conoce como inmunidad nutricional^^^ y constituye una defensa 
generalizada en los organismos huésped. Ante esta situación, la posesión de sistemas de alta 
afinidad para la captura y el transporte de hierro al interior de la célula, es un determinante de 
virulencia esencial para el establecimiento de una bacteria infecciosa.

Los microorganismos patógenos han desarrollado mecanismos de captura de hierro^^^. Los 
genes involucrados en estos mecanismos están generalmente regulados por la disponibilidad de 
este nutriente. En muchas bacterias, estos mecanismos están basados en la síntesis y secreción de 
pequeños compuestos (de peso molecular menor a los 1.000 Da) llamados sideróforos, que tienen 
alta afinidad por el hierro Se han descripto más de 200 tipos de sideróforos que en su gran 
mayoría son hidroxamatos o catecol-fenolatos. Estos compuestos son capaces de extraer el hierro 
de proteínas tales como la lactoferrina o transferrina y formar ferrísideróforos. Los cuales a su 
vez, son reconocidos por proteínas de membrana externa, cuya síntesis también es inducida por la 
falta de hierro, internalizados y despojados de dicho catión. Algunas bacterias no secretan 
sideróforos^^^ pero poseen proteínas de membrana externa, cuya síntesis se reprime en presencia 
de altas concentraciones de hierro, capaces de unir directamente transferrina o lactoferrina.

Rehead y col.**® mostraron que B. pertussis es capaz de crecer en presencia de hierro 
quelado con transferrina, ovotransferrina o lactoferrina. En su estudio no pudieron detectar la 
presencia de sideróforos, sugiriendo que B. pertussis obtendría el hierro a través de una 
interacción directa con la transferrina, lactoferrina, etc. Tiempo después, otros autores***’**̂  
encontraron (empleando técnicas mas sensibles) que, si en el medio de cultivo hay transferrina o 
lactoferrina, B. pertussis produce y excreta sideróforos (químicamente hidroxamatos). También 
encontraron que en estas condiciones se induce la síntesis de una proteína de membrana externa 
de 27 kDa, capaz de unir directamente transferrina y lactoferrina in vi tro. Se encontró que este 
posible receptor, único para ambas proteínas, tiene mayor afinidad por lactoferrina**^. Este 
resultado es coherente con el comportamiento no invasivo de esta bacteria, lo cual hace que sea 
muy poco probable que tome contacto con transferrina en su entorno natural.

También se han descripto proteínas de membrana externa que se inducen en presencia de 
altas concentraciones de hierro (PIF)**^’*84

Estos estudios, que representan todo lo que se ha publicado acerca la respuesta adaptativa 
de B. pertussis frente a un entorno deficiente en hierro, se llevaron a cabo en sistema de cultivo 
batch y en presencia de complejantes (lactoferrina y transferrina) en el medio de cultivo para 
disminuir la concentración de hierro libre. No hay estudios referentes al desarrollo celular ni a la 
excreción de antígenos en estas condiciones de cultivo. Esto último es particularmente interesante, 
ya que la producción y excreción de una gran variedad de proteínas extracelulares bacterianas, 
incluyendo toxinas, es regulada por los niveles de hierro presentes en el entorno del 
microorganismo**^. Por último, tampoco hay estudios comparativos del efecto de esta limitación 
en relación a otros sustratos limitantes.

Si bien B. pertussis crece en condiciones de baja disponibilidad de hierro in vivo, razón por 
la cual el estudio de esta condición de cultivo es importante, esto no significa que este nutriente 
sea necesariamente el único sustrato que se encuentra en baja disponibilidad. El fósforo y el 
azufre son dos nutrientes que también suelen encontrarse en baja disponibilidad en este tipo de 
entornos naturales y ambos son considerados importantes efectores fisiológicos.
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Los microorganismos cuentan con sistemas de transporte específicos de fosfatos**^ (las 
fuentes de fósforo orgánicas son muy poco comunes). No se sabe nada acerca de la adaptación 
fenotípica de estos "carriers" en condiciones de limitación de P, como así también, es poco lo que 
se conoce acerca de la forma en que la asimilación inicial de fosfato, que procede vía la 
fosforilación del ADP, se ve afectada por dicha limitación.

Del estudio de los cambios producidos en la composición química de la célula microbiana 
en respuesta a la falta de P, se sabe que la célula utiliza el poco P disponible para la síntesis de 
aquellos compuestos fosforados esenciales para la vida. Así la síntesis de ácidos nucleicos se 
prioriza frente a las demás estructuras celulares en las que la presencia de P no es de vital 
importancia. Generalmente la composición de la cubierta celular, en particular la fracción 
fosfolipídica de las membranas, varía notablemente ya que es reemplazada por componentes no 
fosforados**^. Otro mecanismo de adaptación observado frecuentemente en estas condiciones de 
cultivo es la represión de ciertas proteínas períplásmicas y la inducción de la síntesis de otras 
generalmente relacionadas, directa o indirectamente, con la captura y metabolización del fósforo.

En el caso de B. pertussis las posibles modificaciones a nivel de membrana externa y 
proteínas períplásmicas son particularmente interesantes ya que los antígenos más importantes 
son, precisamente, proteínas de localización períplásmica.

La respuesta de B. pertussis a la baja disponibilidad de azufre en el entorno también 
presenta un interés especial, pues se ha encontrado que el grado de disponibihdad de este 
nutriente afecta de forma directa los mecanismos de regulación de la virulencia en otros 
organismos Gram(-)**^-

El empleo dcl quimiostato permite estudiar la respuesta fisiológica del microorganismo 
fi*ente a entornos con deficiencias nutrícionales, en condiciones de cultivo donde cualquier otro 
parámetro, como la velocidad específica de crecimiento, el pH, etc., se mantiene invariable y en 
niveles prefijados. De esta forma se puede atribuir inequívocamente cualquier efecto observado, 
al cambio de sustrato limitante del crecimiento. En atención a los resultados obtenidos en estudios 
previos (punto 5.3 y 5.4) todos los ensayos se llevaron a cabo a una velocidad de dilución alta (D: 
0.05 h-0 y en un nivel de P02d del 30%. Las restricciones nutrícionales investigadas aquí se 
refieren a la baja disponibilidad de fuente de hierro, fósforo, azufre (a través la deficiencia en 
cistina) y prolina. La discusión se ha limitado a la respuesta observada en cada estado 
estacionario y se la ha comparado con los resultados encontrados en limitación por carbono y 
energía (sustrato limitante del medio formulado por Stainer Scholte y recomendado para la 
producción de vacunas), con el fin de considerar la reformulación del medio de cultivo en función 
de la expresión antigénica.

La composición de los medios de cultivo utihzados para limitar el crecimiento de B. 
pertussis en cada uno de los nutrientes indicados anteriormente, se detalla en Materiales y 
Métodos.

En lo que se refiere a la limitación de hierro hay que señalar que, antes de emplear la 
concentración de hierro libre indicada en Materiales y Métodos, se llevaron a cabo varios cultivos 
continuos preliminares. Se trabajó con medio SS sin agregado de hierro, de acuerdo a un reporte 
previo de Gorrínge y col.*** en el cual se indica que el requerimiento de B. pertussis, en lo que se 
refiere a este nutriente, es tan bajo que queda cubierto con las impurezas de hierro que contienen 
las demás drogas que componen el medio de cultivo. En el presente trabajo, en el que se empleó el
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sistema de cultivo continuo, el medio SS formulado sin S04pe no posibilitó el desarrollo 
microbiano. La razón de esta aparente discrepancia entre lo reportado por Gorringc y lo 
observado en este trabajo está justamente en el tipo de sistema de cultivo empleado. Gorringe y 
col. comienzan el cultivo de B. pertussis a partir de un crecimiento en placas de ABGs que luego 
transfieren a un medio líquido formulado sin hierro (excepto aquél que esté como impureza en las 
otras drogas del medio de cultivo). Como el cultivo se lleva a cabo en batch, que es un sistema 
cerrado, la sangre arrastrada desde el medio sólido queda en el medio líquido durante todo el 
proceso. B. pertussis es capaz de utilizar el grupo hem como fuente de hierro**^, y esto es lo que 
le permite crecer. Esta observación está respaldada por los resultados obtenidos por Redhead y 
HilP^'^que encontraron que si las células se lavan antes de comenzar el cultivo batch en medio SS 
sin hierro, B. pertussis no crece.

Por último, en lo que se refiere a la limitación de azufre hay que aclarar que se ha 
reportado*®® que B. pertussis es capaz de incorporar azufre únicamente a través de cistina. En 
principio, en el medio SS habría otras dos fuentes de azufre: el glutatión reducido y el S04~. La 
cantidad de S aportada por el S04~ es muy pequeña, además B. pertussis no es capaz de usar 
esta fuente de azufre. En lo que se refiere al glutatión, su función como agente reductor 
conjuntamente con el ácido ascórbico, resulta indispensable para la remoción de productos 
tóxicos que se forman como consecuencia de la reducción del oxígeno molecular. B. pertussis 
posee una catalasa y una superóxido dismutasa, metaloenzimas dependientes de glutatión y ác. 
ascórbico, responsables de la remoción de dichos productos tóxicos. La conservación de la 
estructura del glutatión como tal, es imprescindible para la vida de esta bacteria. De cualquier 
forma aunque los reportes bibliográficos señalan a la cistina como única fuente de S presente en 
el medio SS, es imposible asegurar que el glutatión no sufra degradación alguna. Cabe destacar, 
sm embargo, que estudios previos revelan que B. pertussis es incapaz de crecer en medio SS 
formulado sin cistina.

5.4.a. Influencia del sustrato limitante del crecimiento sobre las características
de membranas externa de R  pertussis.

5.4.a.I. Comparación de los perfiles electroforéticos de las proteínas de membrana 
externa

En la Figura 5.14 se pueden ver los perfiles de PME de células cultivadas en limitación de 
carbono y energía (SS) y de células cultivadas en limitación de hierro (SS-Fe).
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F igura  5.14: S D S -P A G E  (16% ) de polipcptidos de mem brana externa de eclu las de B. 

p e r tiis s is  eultivadas en quim iostato en eondieiones de baja disponibilidad de: línea A ) fuente de 

earbono y energía (glutam ato) y línea B) fuente de hierro.

En la Figura 5 .1 4  se puede ver que el perfil de PM E de eclu las cultivadas en S S -F c difiere 

bastante del de células cultivadas en m edio SS . V arias de las bandas proteicas d iferenciales que 

se observan en lim itación de hierro en la Figura 5 .14 , coinciden con bandas diferenciales 

reportadas en trabajos (m encionados anteriorm ente) donde la baja disponibilidad de hierro en el 

m edio de cultivo de B. p e r tiis s is  se  logró m ediante el agregado de proteínas com plcjantcs de dicho  

nutriente, com o transferrina, lactoferrina, ovotransferrina, etc.. A sí, Redhcad y col.*^^’ reportaron 

el ensancham iento de una banda proteica de 77  kD a en m em brana externa de B. p e r tu ss is  

cultivada en lim itación de hierro. E stos autores demostraron que la proteína responsable del 

ensancham iento de la banda de 77  k D a poseía  capacidad inm unogcnica. Pensaron que podría 

tratarse de ovotransferrina (presente en el m edio de cultivo utilizado por e llos) que habría 

perm anecido unida a la m em brana externa de la bacteria. Sin em bargo, en la Figura 5 .14  (línea  

B ) aparece el ensancham iento de una banda proteica de este peso m olecular. Siendo esta  una 

elcctroforesis de PM E de célu las que no han estado en contacto con ovotransferrina, cabe suponer  

que la falta de hierro induce en B. p e r tu ss is , la síntesis de una proteína antigénica de este peso  

m olecular.

Por otra parte, Gorringe y coE*^ reportaron que en baja disponibilidad de hierro libre 

aparece una banda proteica de aproxim adam ente 74 kD a, y  sugirieron que podría tratarse de un 

receptor de sideróforos. En la Figura 5 .14  aparece una banda de este peso  m olecular en los PM E  

de célu las cultivadas en lim itación de hierro. Se investigó la presencia de sideróforos en 

sobrenadantes de cu ltivo de B. p e r tu ss is  llevados a  cabo en m edio S S -F e, según lo descripto en 

M ateriales y  M étodos. La confirm ación de la presencia de sideróforos en dichos sobrenadantes 

dem ostró que la producción de estos com ponentes en B. p e r tu ss is  está  inducida por la falta de
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hierro, sin importar si dicha deficiencia está dada por baja concentración de hierro en el medio de 
cultivo o porque dicho elemento se encuentre complejado.

Asimismo, Menozzi, y col^*  ̂ reportaron la inducción de la síntesis de una proteína de 27 
kDa en membrana externa de B. pertussis en condiciones de baja disponibilidad de hierro en el 
medio de cultivo (hierro complejado con transferrina o lactoferrina). Indicaron que ésta proteína 
podría ser el receptor de membrana externa de transferrina y lactoferrina, pues encontraron que 
era capaz de unirse a ambas proteínas in viíro. En la Figura 5.14 se ve que en esta zona de pesos 
moleculares aparece una banda proteica mas acentuada en el perfil de PME de las células 
crecidas en SS-Fe. Esto podría estar indicando que este receptor, si es que lo es, sería inducido en 
condiciones de baja disponibilidad de hierro aunque no haya transferrina ni lactoferrina en el 
medio de cultivo. Otra posibilidad es que sea, en realidad, una proteína con afinidad por el hierro 
y por esta razón se comporte como un receptor de transferrina y lactoferrina. Existen reportes que 
indican que ésta proteína de 27 kDa es retenida en columnas cromatográficas de hierro 
inmovilizado. A la luz de estos resultados hay que señalar que, si en realidad se tratase de un 
receptor de transferrina/lactoferrína y no de una proteína con alta afinidad por el Fe, sería un 
receptor muy atípico. Los receptores bacterianos de lactoferrina y transferrina que han sido 
caracterizados como tales son, precisamente, indiferentes a la presencia o ausencia de hierro 
ligado a las mismas

Por último, otras bandas diferenciales que han sido reportadas**^’**® y se pueden ver en la 
Figura 5.14, son las siguientes;

-En exceso de hierro, limitación de carbono y energía, aparecen proteínas 
diferenciales inducidas por la alta concentración de hierro (PIF), cuyos pesos moleculares son : 
24 y 18 kDa. Estas proteínas se cree que podrían estar involucradas en el almacenamiento de 
hierro.

-En limitación de hierro se atenúa una banda de 28 kDa.

En la Figura 5.15 se puede observar el perfil de polipéptidos de membrana externa de 
células cultivadas en lúnitación de carbono y energía (SS), células cultivadas en limitación de 
azufre (SS-S), y células cultivadas en linütación de fósforo (SS-P).

Se observan diferencias a lo largo de todo el perfil electroforético entre los PME de las 
células cultivadas en limitación de cistina y aquellas cultivadas con cistina en exceso (crecimiento 
lúnitado en otro nutriente, como es el caso de células cultivadas en SS o en SS-P). En particular, 
en las eélulas cultivadas en SS-S falta una banda en la zona cercana a los 63 kDa, respecto a las 
otras dos condiciones. Paralelamente, en las células que han crecido en limitación de cistma, se 
acentúa y agranda una banda proteica de aproximadamente 58 kDa, mientras que se atenúan 
algunas bandas correspondientes a la zona de pesos moleculares cercanos a los 30 kDa..

Las proteínas diferenciales que aparecen en los PME de células cultivadas en SS-S podrían 
estar vúiculadas con mecanismos de alta afinidad úiducidos por la escasez de cistina en el 
entorno, tal como se ha descrípto en otras bacterias***, o simplemente ser consecuencia de la baja 
disponibilidad de aminoácidos azufrados. Lo más mteresante es que las diferencias se encuentran 
en la zona de los marcadores de virulencia de membrana externa. Según Roberts y col.^^ las 
proteínas de cubierta de peso molecular de 62.5 kDa y las de la zona de pesos moleculares 
alrededor de los 30 kDa son marcadores de fase virulenta. La atenuación o desaparición de estas
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bandas proteicas en el perfil de PM E  de B. p e r tu ss is  indica la reversión de la bacteria a fase  

avirulcnta. D e esta form a, el perfil polipeptídico de la Figura 5.15 podría estar indicando que en 

estas condiciones de cultivo la virulencia del m icroorganism o dism inuye. A lgo  así se encontró en 

N eisse r ia  g o n o rrh o ea e , donde la lim itación del crecim iento por deprivación de cistina provoca la 

reversión a fase avirulcnta*^^.

En lo que se refiere al efecto  de la baja disponibilidad de fósforo sobre los PM E de B. 

p e r tu ss is , en la Figura 5.15 se puede observar que en estas condiciones de cultivo la diferencia  

m ás significativa, respecto a los PM E de célu las cultivadas en exceso  de P (m edios; S S -S  y  S S ), 

es la desaparición de una banda proteica de aproxim adam ente 55 kDa. Los polipeptidos  

m arcadores de virulencia, dism inuidos o  ausentes en PM E de célu las cultivadas en lim itación de 

cistina, no sólo  están presentes en PM E de célu las cultivadas en lim itación de fósforo, sino que 

están acentuados incluso respecto a las célu las provenientes del SS  (m edio rico en fósforo).
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F igu ra  5 .15: S D S -P A G E  (14% ) de polipéptidos de m em brana e.xterna de célu las de B. 

p e r tu ss is  cultivadas en sistem a continuo en condiciones de lim itación de: linca A ) glutam ato, 

línea B) cistina, línea C ) fósforo.

5 .4 .a .II . C o m p aración  d e los p erfiles e lec tro fo ré tico s  de L P S  celu lar

Del análisis por S D S -P A G E  de los LPS celulares, provenientes de célu las cultivadas en 

lim itación de distintos nutrientes (F igura 5.16) ,  es posible establecer que la naturaleza del 

sustrato lim itante del crecim iento no tiene ningún efecto , v isib le a través de este m étodo de 

an álisis, sobre el LPS celular.

En este sentido se ha r e p o r t a d o * q u e  en condiciones de lim itación de hierro se produce  

una alteración en la fracción LPS,,, del LPS de B. p e r tu ss is . En el reporte m encionado se sugiere 

que la falta de hierro podría provocar una fosforilación  deficiente en este com ponente del LPS,
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alterando su movilidad clcctroforética. En las condiciones experimentales en las que se llevó a 
cabo el presente estudio no se observó tal alteración. La discrepancia entre los resultados 
mostrados en este trabajo y los reportados en el articulo citado podría deberse a diferencias en las 
condiciones electroforéticas empleadas, o en las condiciones de cultivo del microorganismo. En 
relación a esto último hay que destacar que los datos bibliográficos se refieren al LPS de células 
cultivadas en un medio de cultivo donde el hierro está unido a lactoferrina o transferrina. Se ha 
visto que, tanto la transferrina como la lactoferrina en bajo porcentaje de saturación tiene efectos 
bactericidas en microorganismos Gram(-)**^ pues capturan los cationes estabilizantes de la 
membrana externa (Ca^^ y Mg'''^) alterando la composición y permeabilidad de la misma. Es 
posible que la presencia de estas proteínas en el medio de cultivo haya contribuido en la 
modificación de la movilidad electroforética del LPS de B. pertussis observada por estos autores.

fliyifluiii-LPSa
-LPSb

D

Figura 5.16; SDS-PAGE (15%) de LPS de células de B. pertussis cultivadas en 
quimiostato en condiciones de baja disponibilidad de: línea A) fuente de carbono y energía 
(glutamato), línea B) hierro, línea C) cistina, línea D) fósforo.

5.4.b Influencia del sustrato lim itante del crecimiento sobre los parám etros 
estequiométricos de la producción de células y antígenos de B. pertussis.

Un comportamiento general encontrado en bacterias que están creciendo en un entorno 
deficiente en algún nutriente es el desarrollo de mecanismos de alta afinidad por dicho nutriente y, 
al mismo tiempo, una adaptación en los flujos de metabolitos que contienen a este nutriente, en 
función de maximizar el rendimiento celular en base al sustrato limitante. Esto se ha verificado, 
en general, en crecimientos limitados en cualquier sustrato. Es así que cabe esperar que la 
utilización de la fuente de carbono y energía cuando no es sustrato limitante, no se halle bajo 
regulación tan estricta y se desvíe hacia destinos metabólicos diferentes tales como la producción
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de energía, de productos secundarios que no contengan el sustrato limitante, etc. En este sentido 
es interesante establecer si en una situación de estas características B. pertussis deriva el 
glutamato en exceso a la producción de antígenos, de endotoxinas, o si se consume en ciclos 
fútiles u otras reacciones propias del desacople metabólico característico de los cultivos donde la 
fuente de energía está en exceso*^.

En la Tabla 5 .5 se han resumido los principales parámetros relacionados con el consumo 
de la fuente de carbono y energía en cada limitación, y la producción de células, PT extracelular 
y EPS liberado al medio de cultivo. Se pudo comprobar que las diferencias encontradas en los 
distintos parámetros como consecuencia del cambio de sustrato limitante, es estadísticamente 
significativa (a  < 0.05) en todos los casos, excepto en lo que se refiere al consumo de oxígeno y 
la producción de dióxido de carbono por unidad de glutamato consumido (ycoj/s ® yo/s’ 
respectivamente), que sólo presentan diferencias estadísticamente significativas entre sí y respecto 
a las demás condiciones, si el cultivo está limitado en hierro o fósforo.

Tabla 5.5; Influencia del sustrato limitante del crecimiento de B. pertussis sobre el 
consumo de la fuente de carbono y energía, y la excreción específica de PT y LPS al medio 
extracelular.

Sustrato
limitante

Yx/s
Cmol/Cmol de 

rIu

Ym /̂s
Cmol/Cmol de 

elu

Yo/s
mol/Cmol de 

elu

Yx/n
mol/mol

^ pt/x
mg/g

^xno/x
lig/g

glutamato 0.22 0.74 0.62 0.35 1.12 2.90

hierro 0.17 0.81 0.68 0.25 2.02 5.01

cistina 0.14 0.74 0.62 0.22 0.72 2.59

fósforo 0.20 0.77 0.65 0.30 0.28 0.72

Los datos mostrados en esta tabla corresponden a la media de 3 determinaciones 
independientes con duplicados. Los datos fueron sometidos a análisis de varianza. Las 
medias se compararon según el test de Menor Diferencia Significativa (LSD), con un grado 
de significación: a<  0.05.

Así, del anáfisis de la Tabla 5.5 se desprende que la conversión de glutamato en biomasa es 
menos eficiente en aquellos cultivos cuyo crecimiento no está limitado por este nutriente. En el 
caso particular de la limitación del crecimiento por hierro, se puede ver que la disminución en y /̂g 
se acompaña con un aumento proporcional en yco2/s Y Yo/s’ permite el cierre de los 
balances de materia y energía. De lo que se deduce que no hay formación de nuevos productos. 
Una mayor proporción de glutamato está siendo derivada hacia la obtención de energía, la cual no
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se conserva en forma de biomasa ni de productos. El aumento registrado en yp-p/x y en y^^o/x 
insignificante en términos del balance de materia.

En E. como así también en otros microorganismos^^^, se ha descripto una situación
similar en condiciones de cultivo con baja disponibilidad de hierro o azufre. Aparentemente, en 
dichos microorganismos la falta de estos elementos se traduce en una disminución o pérdida 
reversible de aquellos componentes de la cadena de fosforilación oxidativa que contienen hierro 
y/o azufre. En el caso de la baja disponibilidad de azufre se ven afectadas las proteínas Fe-S. En 
el caso de baja disponibilidad de Fe, además de estas proteínas, hay alteraciones a nivel de ciertos 
citocromos. Si algo así estuviera ocurriendo en el caso de B. pertussis, y se perdiesen sitios de 
fosforilación, disminuiría la eficiencia de conservación de la energía, disminuyendo así los 
rendimientos celulares en base al oxígeno (yx/o) En la Tabla 5.5 se puede comprobar que, 
efectivamente, en limitación de hierro hay una disminución en paralela a la disminución de

yx/s-
Este juego de resultados nos está indicando un consumo de fuente de carbono y energía que 

no se traduce en reacciones anabólicas con la misma eficiencia que en limitación del crecimiento 
por carbono y energía. Esto demuestra que en limitación de hierro hay una alteración en el acople 
metabólico; pero, a partir de estos estudios, no es posible saber si existe disminución o pérdida de 
sitios fosforilación de la cadena de transporte electrónico.

La producción especifica de PT aumenta en células que crecen en deficiencia de hierro 
(Tabla 5.5). Se ha encontrado que este tipo de limitación favorece la excreción de toxinas en 
otros patógenos^*®. Se cree que esta inducción en la expresión de factores de virulencia en 
limitación de Fe está relacionada con la similitud que tiene esta condición de cultivo con las 
condiciones de entorno que dichos microorganismos enfrentan in vivo.

Si la baja disponibilidad de hierro, en el caso de B. pertussis, está implicada en los 
mecanismos regulación de la expresión de los factores de virulencia, es algo que aún no se ha 
estudiado. Independientemente de esto, se ha podido establecer que la expresión de proteínas de 
membrana externa que se inducen en baja concentración de hierro (PRF) y la producción de 
sideróforos no está regulada por el gen vir. Sin embargo, sin la expresión de estos factores, B. 
pertussis es incapaz de colonizar el tracto respiratorio.

Finalmente, como se puede observar en la Tabla 5.5, en limitación de hierro la producción 
específica de LPS (medido como KDO) también aumenta. De manera tal que la proporción 
LPS(KDO)/PT liberada al medio de extracelular se mantiene en valores similares a los 
encontrados anteriormente en otras condiciones de cultivo. Esto representa una evidencia más en 
favor de la hipótesis de liberación conjunta de antígenos y LPS, mencionada en puntos anteriores

Por último hay que señalar que, la disponibilidad de hierro en el medio de cultivo no altera 
los requerimientos de dicho nutriente. Se encontró que, tanto en condiciones de limitación o 
exceso de Fe, dichos requerimientos (calculados por balance de materia), son del orden de los
0.033 g de hierro por cada 100 g de biomasa.

En lo que se refiere a la limitación del crecimiento de B. pertussis por baja disponibilidad^ 
de cistina, en la Tabla 5.5 se puede ver que el rendimiento de biomasa en función del glutamatt^. 
consumido (y^5) en ésta condición de cultivo es menor que el encontrado en las otras condicione^ 
ensayadas. Sin embargo la producción de dióxido de carbono y el consumo de oxígeno por unidad

\

.y

de glutamato consumido no se modifica respecto al cultivo en medio SS. De manera que los ¡ ^  ^
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balances de carbono y grado de reducción indicarían la formación de algún producto que no se ha 
identifieado.

El consumo de oxígeno por unidad de sustrato es menor que el encontrado en la limitación 
de hierro, lo cual podría estar indicando una menor derivación de glutamato hacia la obtención de 
energía y un mejor aeople metabólíco que se traduciría en la formación de nuevos productos. 
Cabe señalar que, en esta condición de eultivo en particular, la supuesta formación de productos 
en cantidades que tienen influencia en los balances de earbono y energía, invalida al y^Q como 
parámetro indicador del grado de efieiencia de conservaeión de la energía.

A diferencia de lo que se ha reportado en otras bacterias eultivadas en limitación de S, en 
el easo de B. pertussis los resultados obtenidos no parecen indicar que haya pérdida de sitios de 
fosforilación.

La producción específica de PT soluble en bacterias crecidas en SS-S es baja respecto a la 
producción específica alcanzada en limitación de carbono o limitación de hierro (Tabla 5.5).

Un aspecto llamativo, es el aumento en la relación EPS (KDO)/PT liberado al medio de 
eultivo. Es la única condición de cultivo ensayada en este trabajo, que presenta una alteración en 
la proporción de EPS y PT en el medio extracelular. Una posibilidad que deberá ser motivo de 
estudio es que la mayor liberación de EPS tenga su origen en una de las earacterísticas de la 
formación de la membrana externa. Se sabe que en dicha membrana la proporción de sus 
componentes es balanceada y exacta^^^. Por esta razón si se verificase una disminución en la 
síntesis de proteínas, esta no afectaría la síntesis de EPS, pero aquella porción que esté exceso 
respecto a fracción proteica será liberada al espacio extracelular. En el presente caso el sustrato 
limitante es justamente un aminoácido y la maquinaría de síntesis proteica podría verse afectada. 
Si ocurriese algo así habría una liberación "extra" de EPS que nada tendría que ver con la 
liberación de antígenos, y que podría ser la que esté alterando la proporción EPS(KDO)/PT.

Se encontró que el requerimiento de azufre de este microorganismo no difiere demasiado si 
se trabaja en condiciones de limitación o de exceso de dicho nutriente (aproximadamente 0.5 
gramos de azufre provenientes de cistina por cada 100 gramos de biomasa). Esto sugiere que la 
posibilidad de redistribución de este nutriente en función de la baja disponibilidad del mismo, es 
muy limitada en esta bacteria. En este sentido, se ha encontrado que los microorganismos son 
capaces de reordenar los contenidos de este nutriente solamente en proteínas de membrana 
externa y algunas otras proteínas estructurales, pero no se produce ninguna alteración a nivel de 
las proteínas ríbosomales ni en ninguna otra fracción importante de la bioquímica celular.

Por último, en limitación del crecimiento de B. pertussis por baja disponibilidad de fósforo, 
en la Tabla 5.5 se puede observar que el rendimiento de biomasa en base al glutamato consumido 
es ligeramente inferior al alcanzado en el medio SS. Esta disminución se corresponde con un 
aumento en la producción de CO2 por unidad de glutamato consumido. El balance de carbono y 
grado de reducción da valores cercanos a la unidad por lo que es posible suponer que no hay 
formación de nuevos productos. Teniendo en cuenta esto, la disminución observada en el 
rendimiento de biomasa por mol de oxígeno consumido (yx/o)» indica cierta disminución en la 
eficiencia de conservación de la energía que, en última instancia, se traduce en una pérdida de 
fuente de carbono y energía, aunque menor que la observada en limitación del crecimiento por Fe.

En lo que se refiere a la producción de antígenos, en la Tabla 5.5 se puede ver que el 
rendimiento específico de PT es bastante inferior al alcanzado en el medio SS e incluso al
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alcanzado en SS-S. Este resultado podría estar originado, como ocurre con otras Gram (-) 
cultivadas en limitación de P, en que la síntesis de proteínas períplásmieas no relacionadas con el 
metabolismo de este nutriente es generalmente reprimida en fimeión de priorízar la síntesis de 
aquellas que están involueradas en la eaptura y transporte de P hacia el interior de la eélula. Más 
aún, en el caso particular de B. pertussis, la regulaeión de la síntesis de los principales faetores 
de viruleneia a través del locus bvg depende de la fosforilación de enzimas, por lo eual eabe 
esperar que la produeeión de antígenos sea particularmente sensible a los niveles de fósforo.

Es poeo probable éste sea el nutriente que limita el erecimiento de B. pertussis in vivo. De 
ser así, los meeanismos de superviveneia del mieroorganismo priorízarían, junto eon la expresión 
de sistemas de alta afinidad para la captura de fósforo, la síntesis y excreción de los factores de 
viruleneia esenciales para la eolonizaeión del huésped, lo cual es contrarío a lo que se eneontró en 
este ensayo.

En lo que se refiere a la demanda de P, se pudo comprobar que B. pertussis es capaz de 
disminuir de manera signifieativa la demanda de dieho nutriente si la disponibilidad del mismo 
disminuye. La demanda de P en eondieiones de limitación se calculó en: 1.98 g de P por cada 100 
g de biomasa, mientras que en exceso de P en el medio de cultivo, la demanda ascendió a 5.9 g de 
P por cada 100 g de biomasa. Lo cual representa una disminución del 67% en los requerimientos 
celulares, en respuesta a la baja disponibilidad de nutriente.

5.5. Otros aspectos relacionados con el estudio de medio de cultivo.

Las razones por las cuales se ha incorporado prolina a la formulación del medio SS no está 
clara en la bibliografía. Los trabajos que han hecho mención a la función de los distintos 
componentes de dicho medio de cultivo no han establecido con precisión el rol de la prolina. Hay 
quienes han mencionado que es utilizada por el microorganismo como fuente de carbono y 
energía, cumpliendo la misma función que el glutamato, aunque se consumiría primero*^*. Otros 
autores*^"*, en cambio, han sugerido que estaría implicada en el desarrollo de la inmunogenicidad 
celular. Ellos reportaron que las células crecidas en ausencia de prolina tienen menor capacidad 
protectora.

Con el fin de determinar si es realmente necesaria la presencia de prolina en el medio de 
cultivo, se trabajó en quimiostato con medio de cultivo SS, formulado sin este aminoácido. Los 
resultados encontrados se detallan a continuación. En primer lugar, se encontró que la biomasa 
alcanzada en el estado estacionario no se modificó respecto al medio SS completo. Con lo cual, el 
aporte de la prolina como fuente de carbono y energía, si ésta fuese su función, sería 
insignificante y podría ser eliminada de la formulación. Tampoco parece tratarse de una diauxia 
de prolina y glutamato, pues se hubiera puesto en evidencia en las curvas de crecimiento en batch 
en medio SS, como así también, en los niveles de prolina y glutamato de los sobrenadantes 
provenientes de cultivos continuos, conducidos a alta y baja velocidad específica de crecimiento. 
No se verificaron diferencias en el consumo específico de oxígeno, ni en la producción de dióxido. 
El perfil de polipéptidos de membrana externa no se modificó respecto al de las células cultivadas 
en medio SS completo. Tampoco el perfil electroforético del LPS celular. La única modificación 
que se encontró fue en la productividad de PT liberada al medio de cultivo (aunque la proporción
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de LPS(KDO)/PT se mantuvo en valores similares a los alcanzados en el medio SS). Se 
comprobó que la productividad de este antígeno en el medio SS sin prolina disminuyó en un 40 
%. Este resultado parece coincidir con lo reportado acerca de la pérdida de inmunogenicidad 
celular* '̂*. Si prolina es un modulador de fase o cuál es su función en la producción de antígenos 
deberá ser motivo de estudio. Pero lo que se desprende de estos resultados es que, al menos en 
principio, este aminoácido no puede eliminarse de la formulación del medio de cultivo.
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DISCUSION

En este capítulo se demostró que la relación existente entre el consumo de la fuente de 
carbono y energía (glutamato) y la velocidad específica de crecimiento de B. pertussis se puede 
describir en términos del modelo desarrollado por Monod. Esto implica que se puede estimar un 
valor de la constante de "afinidad aparente" por el glutamato (K^) y la velocidad específica 
máxima (pm) con que puede crecer el microorganismo en este medio de cultivo. Estos parámetros 
son importantes para el modelado de cultivos microbianos y dan una idea del sustrato que 
permanece sin consumirse en el estado estacionario de un cultivo continuo. B. pertussis presenta 
una constante de afinidad por el glutamato que se estimó en 10 ± 2 pM y una velocidad 
específica máxima de crecimiento, en un entorno limitado en dicho nutriente,de 0.066 ± 0.003 h"^

En relación al consumo de fuente de carbono y energía se pudo determinar que cuando éste 
es el sustrato limitante del crecimiento, la energía destinada al mantenimiento celular es 
independiente de la velocidad específica de crecimiento. En estas condiciones 0.07 ± 0.01 C- 
moles de glutamato por C-mol de biomasa por hora son destinados a energía de mantenimiento. 
El rendimiento máximo teórico que es posible obtener en un cultivo de B. pertussis creciendo con 
glutamato como fuente de carbono y energía, si no se derivase parte del mismo para energía de 
mantenimiento, es 0.33 ± 0.02 C-moles de biomasa por C-mol de glutamato. Y, en este caso, la 
velocidad específica máxima de crecimiento que podría desarrollar el microorganismo sería de 
0.087 h-1.

Si el sustrato limitante del crecimiento no es la fuente de carbono y energía, los 
rendimientos celulares en base al glutamato consumido disminuyen. Los balances de materia y 
energía en estos casos indican, en general, un cierto desacople metabólico que se refleja en una 
disminución en la eficiencia de conservación de la energía. Esta situación, aparentemente 
desfavorable, constituye para el microorganismo una ventaja selectiva. Los entornos naturales, 
generalmente pobres en nutrientes, permiten un desarrollo celular lento. En estas condiciones 
ambientales, los microorganismos necesitan inducir sistemas de alta afinidad para la captura de 
los nutrientes que están en baja disponibilidad. Estos mecanismos de alta afinidad consumen 
energía, por lo que el microorganismo debe poder producirla y consumirla aún sin que aparezca 
formación neta de biomasa. En este sentido, la aparente capacidad de los organismos heterótrofos 
de disociar el catabolismo del anabolismo, obteniendo así la energía necesaria a la velocidad 
adecuada independientemente de la velocidad de crecimiento, aparece como una fuerza selectiva 
en la evolución de las especies.

En este contexto cabe esperar que, el coeficiente de mantenimiento en condiciones de baja 
disponibilidad de otro sustrato y en exceso de fuente de carbono y energía, sea mayor que en el 
caso de limitación del crecimiento por energía. Además, es muy posible que la cantidad de 
energía destinada al mantenimiento celular varíe con la velocidad específica de crecimiento. Sin 
embargo, esta "energía de mantenimiento" estaría sobrestimada pues involucraría, sin posibilidad 
de discriminación, funciones celulares que consumen energía pero que no están relacionadas 
estrictamente con el mantenimiento celular, tal como el desarrollo y funcionamiento de los 
mecanismos de adaptación a la baja disponibilidad del nutriente en cuestión. Por esta razón el 
término de consumo de energía para mantenimiento se vuelve confuso y pierde significado cuando 
el cultivo bacteriano se lleva a cabo en un entorno con baja disponibilidad de otros nutrientes, y
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en exceso de fuente de energía. En atención a esto, en este capítulo la determinación de la energía 
destinada a mantenimiento se circunscribió a los cultivos limitados en energía, determinándose así 
la mínima cantidad de glutamato que se "pierde" en funciones de mantenimiento en un cultivo de
B. pertussis.

También se verifica cierto desacople metabólico en niveles altos de oxígeno disuelto que 
quizás se relacione con la necesidad de disminuir los niveles de un compuesto tan reactivo. En 
general, altos niveles de oxígeno son tóxicos para los microorganismos. Dicha toxicidad deriva de 
la oxidación de grupos tioles, inactivación de enzimas, peroxidación de lípidos y acumulación de 
radicales libres*^®. El desarrollo celular de B. pertussis necesita, per se, un ambiente reductor que 
es aportado por el ácido ascórbico y el glutatión reducido presentes en el medio de cultivo. Se 
cree que estos componentes actúan como cofactores de oxigenasas*®^. Lx)s niveles altos de 
oxígeno podrían estar oxidando dichos compuestos y/o producir un aumento en el catabolismo de 
la fuente de carbono (que no se corresponde con un aumento en los procesos anabólicos) en un 
intento por disminuir los niveles de oxígeno. El aumento en la producción de dióxido de carbono 
y en el consumo de oxígeno por unidad de fuente de carbono (yo/g, yco2/s’ respectivamente), que 
se verifica en estas condiciones (Tabla 5.4), parece indicar un aumento en el catabolismo de la 
fuente de carbono y energía. Este fenómeno se ha observado también en otras bacterias expuestas 
a altas tensiones de oxígeno*^. La cadena de fosforilación oxidativa de muchos microorganismos 
puede habilitar más de una ruta, y en cada rama hay distinta eficiencia de fosforilación'^. 
Algunos microorganismos son capaces de habilitar una u otra según necesiten energía o 
simplemente disminuir el nivel de oxígeno de su entorno. En otros casos el microorganismo tiene 
la posibilidad de saltear uno o más sitios de fosforilación. Evidentemente el nudo del problema 
reside en poder definir si los resultados observados en altos niveles de oxígeno disuelto indican 
que B. pertussis utiliza su aparente capacidad para desacoplar el metabolismo con el fin de 
revertir esta situación desfavorable o si, simplemente, se trata de alguna alteración del medio de 
cultivo. Los balances de carbono y energía de las cuatro condiciones de oxigeno disuelto indican 
que el glutamato se distribuye en biomasa, dióxido de carbono y proteínas extracelulares y que no 
habría, en ningún caso, formación de nuevos productos. Es posible especular entonces, que el 
glutamato que no se convirtió en biomasa o proteína, haya sido destinado (o "quemado") a 
disminuir los niveles de oxígeno disuelto en el entorno del microorganismo.

Haciendo uso de la ecuación 5.8 y asumiendo que el valor de y'^^ no cambia (el sustrato 
limitante es el mismo y no aparecen nuevos productos), es posible ver como una situación 
desfavorable, como la que plantea el alto nivel de oxígeno en el medio de cultivo, redunda en un 
coeficiente de mantenimiento celular dos veces mayor que el calculado en condiciones de cultivo 
más favorables.

Los niveles altos de oxígeno no sólo conducen a un desaprovechamiento del medio de 
cultivo, con la consecuente disminución en los rendimientos celulares y antigénicos, sino que 
también provocan la pérdida de HA del sobrenadante de cultivo. Cabe señalar que en este caso no 
se detectaron fragmentos de FHA de bajo peso molecular que pudieran estar indicando ruptura de 
la cadena proteica, por lo que la pérdida de HA no pudo ser atribuida a la fragmentación de dicho 
antígeno.

Ante estos resultados, resulta bastante obvio que un nivel de oxígeno disuelto del orden del 
30% de saturación es el más adecuado para la producción de células y antígenos. El perfil de
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proteínas de membrana externa de las células cultivadas en este nivel de oxígeno podría indicar 
que dichas células tienen mayor capacidad protectora. En lo que se refiere a los niveles bajos de 
oxígeno, los rendimientos celulares alcanzados son similares a los obtenidos con 30% de 
saturación pero el rendimiento de PT soluble es significativamente menor.

El tipo de sustrato limitante del crecimiento mostró tener una marcada influencia en el 
metabolismo de la fuente de carbono y energía y en los rendimientos celulares en base a este 
nutriente. También se ven afectados los rendimientos antigénicos y las características proteicas de 
la cubierta celular de B. pertussis. Se ha podido comprobar que en limitación del crecimiento por 
cistina o fósforo el rendimiento específico de PT extracelular disminuye en relación al obtenido en 
condiciones de crecimiento limitado por fuente de carbono y energía. Sin embargo, la baja 
disponibilidad de hierro en el medio de cultivo conduce a una aumento significativo en dicho 
rendimiento. Así, de las condiciones nutricionales ensayadas en el presente estudio, es probable 
que la condición de medio de cultivo más próxima a la situación in vivo sea la limitación del 
crecimiento por hierro dado que la excreción de toxinas y demás factores de virulencia es de una 
importancia tan vital como el desarrollo de cualquier otro mecanismo de adaptación para un 
microorganismo patógeno. Este resultado está de acuerdo con deducciones previas basadas en la 
presencia de proteínas complejantes de hierro (lactoferrina) en los fluidos del tracto respiratorio 
superior.

Los perfiles polipeptídicos de membrana externa cambian notablemente con el tipo de 
sustrato limitante del crecimiento. Cambios de este tipo están generalmente relacionados con la 
inducción de mecanismos de alta afinidad para la captura del nutriente que se encuentra en 
defecto. En la membrana externa de células cultivadas en limitación de hierro se identificaron 
proteínas cuya síntesis se induce por los bajos niveles de dicho nutriente y que están involucradas 
en la captura del mismo. En el presente esquema experimental, que no incluye la incorporación de 
proteínas complejantes de hierro como la transferrina, ovotransferrina o lactoferrina, se 
encontraron las mismas proteínas diferenciales de membrana externa que las reportadas en 
células de B. pertussis cultivadas en presencia de estos quelantes. Con lo cual se demuestra que 
dichas proteínas de membrana externa se inducen en respuesta a la falta de hierro 
independientemente de la presencia de los quelantes proteicos en cuestión. De los resultados 
obtenidos se puede señalar: en primer lugar, que la banda de peso molecular cercano a los 77 kDa 
que aparece en limitación de hierro, no es ovotransferrina como sugirieron Rehead y col., sino 
una proteína de membrana externa que se induce por la deficiencia de hierro en el entorno del 
microorganismo; en segundo lugar, que la producción de sideróforos, al igual que la proteína de 
membrana externa de 74 kDa (que se considera su receptor), se inducen como consecuencia de la 
escasez de Fe, independientemente de la presencia de transferrinas o lactoferrinas que complejen 
dicho nutriente; por último, que la proteína de 27 kDa que se ha propuesto como receptor de 
transferrina y lactoferrina, es inducida por la falta de hierro aunque dichos quelantes proteicos no 
estén presentes en el entorno de la bacteria.

Finalmente, si la limitación de hierro es la deficiencia nutricional que B. pertussis enfrenta 
en su entorno natural, y es muy probable que lo sea, es posible que aquellas proteínas 
diferenciales que aparecen en limitación de hierro tengan importancia inmunológica y, por lo 
tanto, deban ser consideradas en el momento de mejorar la formulación de la vacuna pertussis. En 
este sentido hay otro aspecto importante: las bacterias aisladas de portadores sanos de B.
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pertussis presentan PRF en sus eubiertas celulares. Este hallazgo, además de dar pautas acerca 
de la limitación nutricional de hierro in vivo, plantea un principio de solución al grave problema 
que representa la existencia de reservónos humanos de B. pertussis. Como se mencionó, las 
bacterias aisladas de portadores sanos, son células avirulentas o con un estado de virulencia 
disminuido. En estas condiciones la producción de antígenos de fase I es muy baja o inexistente y 
las características de la cubierta celular difieren de las de células virulentas, esto le permite al 
microorganismo evadir las defensas del huésped. La presencia de PRF en células recuperadas de 
portadores asintomáticos, significa que estas proteínas tienen una regulación totalmente 
independiente de los factores de virulencia aunque sean esenciales en la colonización; pero más 
importante aún, está indicando que una vacuna formulada con células que presenten estas 
proteínas podría proteger al vacunado no sólo del contraer la enfermedad, sino también de 
constituirse en un reservorío de este microorganismo. Siendo éste un organismo cuyo único 
huésped es el hombre, esto podría significar el primer paso hacia la erradicación definitiva de la 
enfermedad

En limitación de cistina, los cambios en la composición proteica de la membrana externa se 
encuentran en la zona correspondiente a los marcadores de virulencia. Se verifica una 
disminución en la intensidad de algunas bandas proteicas en la zona de pesos moleculares 
cercanos a 30 y 63 kDa. No es posible asegurar si esto está relacionado con el menor estado de 
virulencia evidenciado a través de la disminución de los rendimientos específicos de PT 
extracelular; o bien si el cambio en el perfil electroforético de PME está relacionado con algún 
mecanismo de adaptación a la baja disponibilidad de cistina. Es importante señalar, sin embargo, 
que los resultados encontrados en limitación de fósforo ponen en duda el valor diagnóstico de 
dichos marcadores de virulencia. En condiciones de baja disponibilidad de fósforo, la producción 
específica de PT extracelular de B. pertussis es la más baja de todas las condiciones de cultivo 
ensayadas. No obstante, se encontró un perfil electroforético de polipéptidos de membrana 
externa que se caracteriza por tener un marcado aumento de las bandas de peso molecular 
correspondientes a lo marcadores de virulencia. Es evidente que los marcadores de virulencia, 
definidos en condiciones de cultivo donde el crecimiento está limitado en fuente de carbono y 
energía, no tienen valor como marcadores de fase cuando cambia el sustrato limitante del 
crecimiento ya que aparecen nuevas proteinas de membrana externa, como parte de la respuesta 
adaptativa, que enmascaran dichos marcadores.

A diferencia de lo que ocurre con la fracción proteica, la fracción lipopolisacarídica de la 
membrana externa no se ve afectada por el tipo de sustrato limitante del crecimiento. Este 
resultado difiere de lo reportado por Menozzi y col.. Estos autores encontraron que en cultivos 
con baja disponibilidad de hierro libre la movilidad electroforética del LPS se modifica. Los 
resultados del presente esquema experimental, en el cual no se agregan proteínas complejantes al 
medio de cultivo, podría estar indicando que la alteración reportada por estos autores en el LPS 
de células cultivadas en presencia de transferrína y lactoferrina, puede haber sido causada por la 
presencia de agentes quelantes de cationes y no por la falta de hierro en el medio de cultivo.

En lo que respecta a la capacidad de B. pertussis para adaptar la demanda de nutrientes 
según la disponibilidad de los mismos en el entorno, se comprobó que los requerimientos de 
hierro y cistina no se modifican en limitación o exceso de dichos nutrientes. En cambio, el
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requerimiento de fósforo disminuye un 67% en el caso que este nutriente esté en concentraciones 
limitantes del crecimiento.

De lo discutido hasta aquí parece claro que un cultivo de B. pertussis con vistas a la 
recuperación de antígenos o células para la formulación de vacunas debería llevarse a cabo en un 
medio de cultivo limitado en Fe. Con lo cual se podría obtener una mejor producción de antígenos 
solubles y células con mayor capacidad protectora Debería tenerse en cuenta el desacople 
metabólico que se verifica en limitación de hierro para determinar la cantidad de glutamato 
adecuada que posibilite un desarrollo microbiano sin limitación de fuente de carbono y energía. 
Los demás componentes deberían agregarse levemente en exceso respecto a sus coeficientes 
estequiométricos, para luego aplicar la técnica de cultivo continuo con pulsos*^ con vistas a la 
optimización final del medio de cultivo. Deberá tenerse en cuenta que la presencia de prolina en el 
medio de cultivo parece favorecer la producción antigénica, por lo cual no debe ser omitida de la 
formulación. El oxígeno disuelto en el medio de cultivo debería mantenerse en valores cercanos al 
30% para posibilitar una adecuado aprovechamiento de los nutrientes y favorecer la obtención de 
buenos rendimientos celulares y antigénicos. Finalmente, lo que falta definir es el tipo de sistema 
de cultivo más adecuado para llevar a cabo el proceso.

Según se pudo comprobar, la excreción de PT y LPS extracelular esta asociada al 
crecimiento de B. pertussis. La velocidad específica de producción de PT está totalmente 
asociada a la velocidad específica de crecimiento. La liberación de LPS, en cambio, está 
parcialmente asociada y existe un cierto nivel de excreción de LPS aún cuando el microorganismo 
no está duplicándose. Este término independiente del crecimiento quizás sea el responsable de la 
menor producción específica de LPS extracelular verificada en cultivo continuo respecto al 
cultivo batch.

Por otra parte, se demostró la existencia de una relación lineal en la excreción de ambos 
componentes, y ninguna de las condiciones de cultivo ensayadas en este trabajo posibilitó el 
desacople de la excreción de los mismos. Se determinó una relación LPS(KDO)/PT extracelular 
constante, que prácticamente no se modifica con el cambio en las condiciones de cultivo. Esto 
podría estar indicando una liberación conjunta de PT y LPS. Esta hipótesis es coherente con 
resultados de otros autores (obtenidos in vitro) que demostraron, por un lado, que LPS posee un 
receptor en el lípido A que une específicamente la subunídad S2 de la molécula de PT y, por otro 
lado, la presencia de LPS en sobrenadante de medio de cultivo formando parte de pequeñas 
núcelas y vesículas de membrana externa en las cuales se ha detectado también la presencia de 
toxina pertussis Por otra parte, el agregado de ciclodextrina al medio de cultivo aumenta la 
liberación de antígenos*®̂ **®*’*®̂’̂ ^ pero también aumenta la liberación de LPS*'*^*^. Por último 
hay que señalar que en el proceso de purificación de PT empleado comúnmente^®^, este antígeno 
se recupera con una contaminación de un 18% de LPS. Se ha publicado un trabajo^®® donde se 
menciona que existen dos proteínas que compiten con PT por el mismo receptor del lípido A: una 
de ellas es la lisozima y la otra es la a-lactoalbúmina. Este hallazgo significa que una 
cromatografía de afinidad con alguna de estas proteínas sería una alternativa válida para la 
purificación final de PT, pero además confirma la existencia de un receptor de PT en la molécula 
de LPS.

Finalmente, siendo PT una proteína periplásmica, tal como FHA y AC, y habiéndose 
encontrado dos (PT y AC) de estos tres antígenos unidos a vesículas de membrana externa en
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sobrenadantes de eultivo, es posible que el proceso de excreción de tales antígenos involucre 
componentes de membrana externa, tal como se ha visto en otras bacterias Gram (-) que excretan 
los factores de virulencia en asociación con restos de membrana externa^®V Este aspecto podría 
ser de gran importancia en el desarrollo una vacuna acelular

Independientemente del modo de excreción, el comportamiento de PT como un producto 
totalmente asociado al crecimiento sugiere que la mayor productividad de este antígeno soluble 
podría lograrse empleando un quimiostato operado a altas velocidades de dilución para llevar a 
cabo el cultivo de B. pertussis.

Existen otras razones por las cuales elegir este sistema de cultivo para la producción de 
células y antígenos. En primer lugar, aparte de la mayor productividad de antígenos solubles 
alcanzados en este sistema de cultivo, también se logra una mayor productividad de células 
(Tabla 5.2). En segundo lugar, la menor relación de LPS(KDO)/PT en sobrenadante de cultivo 
continuo respecto al batch, facilitaría el proceso de purificación de antígenos. Por último, para un 
microorganismo patógeno los mecanismos de homeostasis del huésped, las condiciones de 
restricción nutrícional y velocidad de crecimiento submáxima, hacen que las condiciones de 
cultivo in vivo sean similares al estado estacionario de un cultivo continuo más que a cualquier 
otro sistema de cultivo. Habiéndose encontrado que el perfil proteico de membrana externa de B. 
pertussis cambia según sea cultivada en batch o en continuo cabe esperar, según se ha 
reportado^"^ ,̂ que las células de mayor capacidad protectora sean las provenientes de cultivo 
continuo. En este sentido hay que destacar que la velocidad específica de crecimiento, si se 
mantiene en valores submáximos, no tiene influencia sobre las características proteicas de la 
cubierta celular. Por lo tanto se puede emplear un quimiostato conducido a altas velocidades de 
dilución para obtener buenos rendimientos de células y antígenos.
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CONCLUSIONES

De los resultados presentados \ discutidos en este trabajo surgen las siguientes 
conclusiones:

1. El agregado de 0.75 g/1 de extracto de levadura al medio SS para el cultivo de B. 
pertussis, disminuye la fase de latencia, neutraliza el efecto tóxico de los inhibidores de 
crecimiento que se acumulan durante el cultivo en batch, y permite el empleo de antiespumantes 
en concentraciones suficientes para el control de espuma, sin afectar la producción celular ni 
antigénica.

2. B. pertussis presenta bajos requerimientos de oxígeno. En este sentido, un biorreactor 
cuyo diseño permita un coeficiente de transferencia de oxígeno de 100 es apto para sostener el 
desarrollo celular de este microorganismo sin limitación de oxígeno, hasta una concentración de 
biomasa final de 2g/l (que es la alcanzada en medio SS, tal como está formulado).

3. La caracterización cinética y estequiométrica del crecimiento de B. pertussis permite 
concluir que:

3.a. La limitación del crecimiento por glutamato (medio SS), es una limitación de 
tipo energética. En estas condiciones de cultivo, un 25% del carbono proveniente del glutamato se 
retiene en la biomasa, un 2 % se deriva a proteína extracelular y un 71 % se libera como dióxido 
de carbono.

3.b. Si el sustrato limitante del crecimiento no es la fuente de carbono y energía 
(glutamato), la fracción de carbono retenida en la biomasa disminuye. En estas condiciones de 
cultivo aparece cierto grado de desacople metabólico que varía según el tipo de sustrato limitante.

3.C. En condiciones de limitación energética del crecimiento, la fracción de 
glutamato que se deriva a mantenimiento celular es independiente de la velocidad específica de 
crecimiento y mínima respecto a aquellos cultivos donde la limitación del crecimiento no es 
energética. Aún así, en un cultivo limitado en energía, la existencia de mantenimiento celular 
conduce a una disminución del 25% en la velocidad específica máxima de crecimiento y en el 
rendimiento celular en función del glutamato consumido.

3.d. B. pertussis presenta una cinética de consumo de glutamato que puede describirse 
según el modelo propuesto por Monod. En términos de este modelo matemático la constante de 
'afinidad aparente', de este microorganismo por dicho sustrato, es de 10 ± 2 pM y la velocidad 
específica máxima con que puede crecer en un medio limitado en glutamato es 0.066 ± 0.003 h‘*
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4. Si se cultiva B. pertussis en reactores tipo tanque agitado, bajo un régimen de flujo 
turbulento, se produce una pérdida significativa de FHA extracelular. Las fuerzas de corte 
generadas en el seno del biorreactor en estas condiciones de cultivo, rompen la estructura proteica 
de este antígeno lo cuál trae como consecuencia la pérdida de su actividad hemaglutinante y de su 
potencial inmunogénico.

No se observó ningún efecto de las fuerzas de corte sobre las estructuras fimbriales, FHA 
celular, o algún otro componente involucrado en la capacidad protectora de la célula entera de B.
pertussis.

De esto se deduce que, un cultivo de B. pertussis tendiente a producción a gran escala de 
vacuna pertussis celular puede llevarse a cabo en reactores convencionales con agitación por 
turbina. En tanto que, la producción de antígenos solubles de B. pertussis para la formulación de 
una vacuna acelular plantea la necesidad de emplear reactores de bajo esfiierzo de cortante

5. Las productividades específicas de PT y LPS extracelular están asociadas a la velocidad 
específica de crecimiento. Existe una relación lineal entre las productividades de ambos 
componentes extracelulares en las distintas velocidades específicas de crecimiento. La razón de 
sus productividades se mantiene constante a pesar de la modificación de las condiciones de 
cultivo.

6. La excreción de PT está totalmente asociada al crecimiento. La excreción de LPS, en 
cambio, está parcialmente asociada. Existe un cierto nivel de excreción de dicho componente aún 
cuando el microorganismo no está en división. Esto resulta en una mayor acumulación de LPS en 
sobrenadantes de cultivos llevados a cabo en sistema batch, respecto a aquellos llevados a cabo 
en sistema continuo.

7. El empleo del sistema de cultivo continuo conduce, en relación al sistema de cultivo 
batch, a una mayor productividad de PT, a una menor relación LPS(KDO)/PT extracelular, y a 
una mayor productividad de células . Esta situación indica a este sistema de cultivo como el más 
apropiado para la producción de células y antígenos de B. pertussis tendientes a la formulación 
de vacunas.

8. El nivel de oxígeno disuelto en el cultivo afecta el metabolismo de la fuente de carbono y 
energía, y la producción antigénica de B. pertussis. Niveles altos de oxígeno disuelto disminuyen 
los rendimientos antigénicos y celulares. En estas condiciones se verifica cierto grado de 
desacople metabólico que se acentúa con el aumento del nivel de oxígeno disuelto. El 30% de 
saturación de oxígeno mostró ser el nivel más adecuado para llevar a cabo un cultivo de B. 
pertussis con buenos rendimientos celulares y antgénicos.
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9. El tipo de sustrato limitante del crecimiento de B. pertussis afecta significativamente la 
fisiología del microorganismo.

9.a. El perfil proteico de membrana externa cambia significativamente con el tipo de 
sustrato limitante. Cada limitación induce cambios a este nivel que le son característicos. Debido 
a esta variación, las proteínas tradicionalmente consideradas marcadores de virulencia, definidas 
en condiciones de limitación del crecimiento por fuente de carbono y energía, pierden su valor 
diagnóstico cuando cambia la naturaleza del sustrato limitante.

El perfil lipopolisacarídico de membrana externa, en cambio, no se ve afectado por 
el tipo de sustrato limitante del crecimiento.

9.b. En particular, en células cultivadas en limitación de Fe aparecen proteínas de 
membrana externa asociadas a la captura de este nutriente, que se han encontrado también en las 
células infectantes. Tanto la síntesis de estas proteínas (incluso la de peso molecular 27 kDa, 
reportada como posible receptor de lactoferrina), como la síntesis de sideróforos, está inducida 
por la baja disponibilidad de hierro en el medio de cultivo, independientemente que éste se 
encuentre complejado o libre, e independientemente de la presencia de lactoferrina o transferrina 
en el medio extracelular.

9 .C . Cuando la fuente de carbono y energía no es el sustrato limitante del 
crecimiento, el rendimiento específico de PT soluble disminuye, con excepción del cultivo 
limitado en hierro que presenta una producción antigénica significativamente mayor que la de 
cultivos limitados en carbono y energía.

10. La eliminación de Pro de la formulación del medio SS no afecta los rendimientos 
celulares pero conduce a una menor producción específica de PT.

De los puntos anteriores se desprende que para el cultivo de B. pertussis, el empleo del 
sistema de cultivo continuo, conducido a alta velocidad de dilución, en un nivel de oxigeno 
disuelto cercano al 30% de saturación, y empleando un medio de cultivo donde el crecimiento esté 
limitado en Fe, redundaría en un aumento significativo en la cantidad y calidad de antígenos 
celulares y extracelulares.
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