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La tos convulsa es una enfermedad infecciosa de las vias respiratorias supenores que se
manifiesta como un sindrome de tos paroxistica sin fiebre. Esta enfermedad se puede definir
como la asociacion de un sindrome infeccioso y un sindrome toxico local y generalizado. De
acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 60 millones de personas contraen la
enfermedad anualmente, con una mortalidad estimada en 600.000 decesos por afio. Este ultimo
grupo esta constituido principalmente por recién nacidos y nifios menores de cuatro afios.

El agente causal de esta enfermedad, Bordetella pertussis, es un patogeno estrictamente
humano. El reservorio natural de este microorganismo es el hombre y es incapaz de sobrevivir en
el medio exterior. La principal fuente de contaminacion 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 penetracion es por via aérea. Después de 1a infeccion se observa una inmunidad
local, sérica y celular. Aparentemente, no so6lo los anticuerpos circulantes sanguineos de sujetos
convalecientes jucgan un papel importante en la proteccion, sino que la respuesta protectora
involucra ademas la secrecion de anticuerpos a nivel del epitelio respiratorio. En relacion a esto
ultimo 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 razon tal vez de la
desaparicion de su inmunidad local®.

Para la prevencion de esta enfermedad muchos paises, incluyendo la Argentina, emplean
vacunas compuestas por suspensiones bacterianas inactivadas por calor a 56°C o por la accion
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, irmitabilidad) hasta dafios neurologicos severos ocasionando
incluso la muerte con una frecuencia de 1:310,000 vacunaciones. Este nivel de mortandad esta
muy por encima del maximo permitido por la OMS (1:10°), pero dicha organizacion acepta el
empleo de esta vacuna ante la necesidad de controlar la situacion desde el punto de vista
epidemiologico y la falta de una formulacion alternativa valida.

Las reacciones secundarias asociadas a la vacunacion disminuyeron su aceptacion a nivel
mundial. La aparicion de una epidemia alrededor del afio 1979, obligé a reconsiderar la necesidad
de vacunacion. Asi comenzaron las investigaciones tendientes a la formulaciéon de una vacuna
menos reactogénica pero igual o mas efectiva que la clasica empleada. Desde 1981 la tendencia
mundial ha sido la busqueda de una vacuna celular modificada en lo que se refiere a sus
componentes endotoxicos, o bien una vacuna acelular formulada a partir de antigenos
purificados? y/o restos de membrana externa. Aun después de catorce afios de investigacion en
este campo no se ha logrado aun definir exactamente qué componentes deberian ser incluidos en
una formulacion ideal. El tipo de respuesta inmune inducida por las vacunas acelulares ensayadas
hasta el momento, no confiere la proteccion adecuada al vacunado’.

Recientemente se ha argumentado en apoyo de la vacuna celular, que este tipo de vacuna
podria ser también mas efectiva QUe las de tipo acelular ensayadas, en disminuir el nimero de
portadores sanos y la colonizacion de otros microorganismos estrechamente relacionados con B.
pertussis, tal como Bordetella bronchiseptica, que sin ser un patogeno humano se comporta
como comensal o colonizador del tracto respiratorio®S y factor predisponente de enfermedades
respiratorias.
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No cs posible descartar que una vacuna acclular adecuadamente formulada presente las
mismas caracteristicas protectoras, pero los estudios relacionados con este aspecto ain se
encuentran cn una ctapa inicial.

Actualmente, nucstro pais emplca cn sus programas de vacunacion la vacuna cclular
clasica (a células cnteras), que cs importada cn su totalidad debido a la falta de desarrollo
tecnologico adecuado que permita su produccion a gran escala.

El objetivo de cste trabajo ha sido, en parte, desarrollar dicha tecnologia definiendo las
condiciones de produccion en funcion obtener células bacterianas de alto poder inmunogénico y
baja reatogenicidad. Establecer, asimusmo, las condiciones d¢ maxima productividad de
inmunogenos considerados de fundamental importancia en la formulacion vacunas acelulares.

Para llevar a cabo estos cstudios resulta fundamental conocer los meccanismos de
colonizacion y patogenicidad que deben scr bloqueados, qué componentes celulares de Bordetella
pertussis son los responsables de la actividad endotoxica y cuales de la actividad protectora
conferida al huésped. El estado de conocimiento sobre estos y otros aspectos relacionados con la
enfcrmedad y cl microorganismo sc resume a continuacion.

TOS CONVULSA o COQUELUCHE

La tos convulsa es una infeccion aguda del aparato respiratorio causada por Bordetella
pertussis. Sc presenta cn forma cndémica por todo ¢l mundo y cn brotes epidémicos en la
mayoria de las regiones de mayor densidad de poblacion. La enfermedad consiste en una tos
progresiva y paroxistica de intensidad variable. Puede persistir durante varias semanas y ser
especialmente grave e incluso letal en la primera infancia. Como complicaciones mas graves se
pueden sciialar la neumonia intersticial y la afectacion del sistema nervioso central.

1.1. Incidencia y epidemiologia

Aproximadamente el 90% de los casos se observan por debajo de los 9 afios y el 10%
ocurren dentro del primer afio de vida, cuando la mortalidad es mas elevada. En nifios menores de
un afio dc edad, tanto la incidencia como la mortalidad son mas elcvadas cn la raza negra.

A pesar de la importante reduccion en el nimero de casos de tos convulsa desde la
introduccion de la vacunacion, ésta continia siendo una enfermedad de importancia mundial con
60,000,000 casos y 600,000 decesos anualcs estimados’. En muchas poblaciones la tos convulsa
cs aun endémica, con ciclos cpidémicos regulares que se produccn en ciclos de 3 a 5 afios, las
cuales son atribuidas a la acumulacion de sujetos susceptibles y portadores en la poblacion.

El numero real de microorganismos neccsarios para la infeccién no se conoce, pcro se
considera a la tos convulsa como una enfermedad muy contagiosa. Las tasas de ataque entre
individuos susceptibles varian entre el 50 y el 100%, dependiendo de la naturalcza de la
exposicion. Dado que el microorganismo se localiza en vias aéreas, se crce que la transmision
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ocurre predominantemente por gotitas acrosolizadas, produciéndose las tasas mas 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 mas altas en mujeres. El
motivo de esta diferencia no se conoce.

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

En la ecra prevacunacion, la tos convulsa era una enfermedad que se presentaba
fundamentalmente en nifios de 1 a 5 afios debido, al menos en parte, a la proteccion pasiva
brindada por los anticuerpos maternos. Los adultos en general, habian estado enfermos cuando
nifios y en permanente contacto con el microorganismo durante toda su vida. De esta forma
existia un alto nivel de inmunidad en los mismos. La vacunacion ha sido, sin duda, la causa
principal de reduccion global de la incidencia de la enfermedad, pero también es probable que
haya provocado un cambio en la edad pico de la aparicion. Dado que la inmunidad de la vacuna
tiene una duracion limitada (en general menos de doce afios) los nifios inmunizados estan bien
protegidos, pero muchos adultos tienen poca o ninguna inmunidad para transferencia pasiva a
lactantes. Asi los lactantes, que tienen el mayor riesgo de morbilidad y mortalidad, son los menos
protegidos. Con los casos presentados en nifios pequeiios, esta claro que los adultos con tos
convulsa atipica no diagnosticadas representan una de las mayores fuentes de transmision. Por
esta razon un diagnostico preciso de esta patologia aun en enfermedades subclinicas, como asi
también una vacuna y un plan de vacunacion adecuados, constituyen los tres pilares
fundamentales para la erradicacion de la enfermedad.

1.2. Manifestaciones clinicas

Luego de un periodo de incubacion que varia de menos de 1 semana a mas de 3, comienza
el desarrollo de la enfermedad, a la que se puede dividir en tres fases:

Perfodo catarral. Comprende de 7 a 10 dias. En su iniciacion puede simular una leve
coriza, indiferenciable del resfriado comin. Puede haber un ligero ascenso térmico y sospecharse
un ataque de bronquitis corriente. Si no se conoce la exposicion no se sospecha la enfermedad en
este primer estadio. Después de 5 o 6 dias, sin embargo, la tos en vez de ceder aumenta en
intensidad e inicia su caracter espasmodico, tendiendo a presentarse en forma de paroxismos. Al
principio estos paroxismos son leves, pero gradualmente van aumentando en frecuencia e
intensidad, especialmentc de noche, hasta que comienza el periodo convulsivo o paroxistico.

Perilodo convulsivo o paroxistico. En este momento el enfermo presenta quintas de tos
espasmodica, en namero de 10 a 15, y en sucesion tan rapida que el nifio no puede hacer una
inspiracion entre ellas. En el paroxismo la facies adquiere un color rojo, a veces purpireo, las
venas craneales se ingurgitan, y hay protrusion de los globos oculares; se sigue una larga
inspiracion a través de la glotis estrechada, produciéndose un sonido sibilante conocido como
"gallo". Con el ultimo paroxismo se expulsa una masa de moco espeso y adherente. Hay
sudoracion profusa. Después de un paroxismo intenso el paciente suele quedar en un estado de
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completa confusion. En ocasiones suele llegarse a la asfixia, requiriendo la practica de la
respiracion artificial. El numero de paroxismos durante 24 hs. oscila de 6 a 40 6 50.

En los casos mas leves el tipo de paroxismo descrito pucde no presentarse, € incluso puede
faltar el "gallo". El diagnéstico, sin embargo, vendra sugerido por la naturaleza quintosa de la tos
que no cesa hasta la expulsion del tapon de moco.

El lugar de localizacion de la irritacion que ocasiona la tos se encuentra en la traquea y
bronquios. Los examenes lanngoscopicos muestran inflamacion catarral, ocasionalmente
acompaiiada de hemorragias puntiformes en la laringe. Los hallazgos en traquea son mas
caracteristicos: pueden vcrse tapones de moco antes de los ataques de tos. En el analisis de
elementos sanguineos se observa una marcada leucocitosis con predominancia de linfocitos.
Paraddjicamente, el aislamiento del microorganismo resulta progresivamente mas dificil después
del primer ataque de tos de la fase paroxistica. La incapacidad de cultivar el microorganismo
durante la fase mas severa de la enfermedad, indica que la mayoria de las manifestaciones
clinicas se deben a la presencia de toxinas liberadas por el microorganismo y a su diseminacién
sistémica.

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

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

1.3. Diagnéstico

Se han desarrollado una variedad de métodos para la deteccion de B. pertussis, sus
productos o la respuesta inmune que generan8. 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 clinica o de enfermos asintomaticos se considera el
standard de oro. Los medios de cultivo generalmente usados para el aislamiento son: Agar
Bordet-Gengou sangre (preparado en el dia), Reagan-Lowe adicionado con carbon 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 acompadiante. El material para
cultivo se obtiene de hisopados nasofaringeos con alginato de sodio (el algodon inhibe el
crecimiento del microorganismo) o por aspiracion. La muestra cultivada debe examinarse a diario
durante 5-7 dias para identificar las diminutas colonias que crecen lentamente.

El prolongado lapso necesario para la lectura definitiva de los cultivos llevé al desarrollo
de anticuerpos marcados con fluoresceina para detectar B. pertussis en frotis nasofaringeo. El
método de fluorescencia directa también se usa para identificar colonias en cultivos.

La serologia se efectua por técnicas de aglutinacion, ELISA, o Western blot. Todas las
pruebas serologicas para la deteccion de anticuerpos son utiles epidemiolégicamente, 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
combinacion de un cultivo y un ensayo para anticuerpos antipertusis puede proporcionar la
maxima scnsibilidad diagnostica durante el curso de la dolencia.

Otros métodos para la identificacion del microorganismo o sus componentes por medio de
hibridacion de DNA, ensayo con enzimas o anticuerpos, son prometedores pero aun estan en
desarrollo. En este sentido, la técnica de amplificacion de DNA por PCR es particularmente
atractiva ya que su rapidez, sensibilidad y precision haria posible un diagnédstico diferencial
certero en las primeras etapas de la enfermedad.

1.4. Descripcion del agente etiolégico

El principal agente etiologico de la tos convulsa es Bordetella pertussis, pero también se
han mencionado a B. parapertussis y B. bronchiseptica como posibles causantes de una
coqueluche atipica® El género Bordetella esta constituido por cuatro especies: B. pertussis y
parapertussis que son patogenos humanos, B. bronchiseptica que es patogeno animal pero
ultimamente se lo ha aislado en humano, y B. avium que infecta unicamente pajaros. Todas las
especies del género Bordetella son cocobacilos Gram negativos que aparecen solos o en pares. B.
avium y bronchiseptica son moviles por flagelos peritricos. Todas las especies tienen fimbrias,
son aerobias y oxidan aminoacidos. Por otra parte, todas necesitan ac. nicotinico como factor de
crecimiento y su temperatura Optima es 35-37°C. Evidentemente, Bordetella pertussis,
parapertussis 'y bronchiseptica son las que revisten mayor importancia para el hombre. Las
siguientes caracteristicas bioquimicas distinguen las tres especies:

Caracteristicas B. pertussis B. parapertussis | B. bronchiseptica

Movilidad - -
Nitrato reductasa - -
Ureasa - +
Oxidasa + -
Crecimiento en 3-4 dias 2-3 dias |
ABGs
Crecimiento en agar - - +

al+ |+ |+ ]|+

&

nutritivo

Metabolizacion de - - -
carbohidratos
Hemolisis + + +

Las tres especies colonizan tracto respiratorio adhinéndose a cilias de la mucosa. Poseen
antigenos de superficie comunes y producen sustancias toxicas como la citotoxina traqueal® y la
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adcnilato ciclasa extracclular'®. Las tres ccpas cambian su cstado de virulencia en respuesta a
cstimulos del entomo!!. Una diferencia muy importante entre cstas cspecies es la capacidad de
produccion de toxina pertussis, solamente obscrvada en cultivos de B. pertussis. Las otras dos
cspecics tiencn cn su genoma cl gen que codifica para csta toxina pero aparentcmente scria
transcripcionalmente inactivo.

Se ha sugerido!? que estas tres especics de Bordetella no serian suficientemente diferentes
genéticamente como para ser clasificadas como cspecies diversas. Pero en particular, B.
parapertussis y B. bronchiseptica estan mas estrechamentc relacionadas cntre si que con B.
pertussis.

1.4.a. Factores de virulencia y demas inmundégenos de B. pertussis

Los factores de virulencia son aquecllos que permiten a un patogeno la colonizacion del
organismo huésped. Se los puede definir como factores indispensables para el desarrollo de la
enfermedad, pero no para cl crccimiento in vitro. Estas sustancias son las responsables de
promover la patogenicidad permitiendo la entrada del microorganismo infeccioso al hospedador,
su intcraccion con el o6rgano blanco, la evasion de las defensas del huésped, la proliferacion del '
patogeno, el desarrollo de dafio local en el sitio de infeccion y los efectos sistémicos de la
enfermedad.

B. pertussis produce cierto nimero de sustancias biologicamente activas que estan
involucradas en cl desarrollo de la enfermedad. No obstante, si bien el empleo dc
microorganismos recombinantes'3 redundé cn un gran avance en el conocimiento de algunas de
las funciones cspecificas de ciertos factores, la falta de un modelo animal que reproduzca la
enfermedad en humanos reprcsenta un gran obstaculo para la definicion precisa del rol de los
distintos factorcs de virulencia de B. pertussis en la fisiopatologia de la enfermedad.

El modelo de infeccion animal mas empleado y mejor estudiado es el de la infeccion
intranasal en ratones. En este contexto, se caracterizaron algunos de los factores de virulencia ¢
inmunogenos mas importantes de B. pertussis, segun se detalla a continuacion.

El pnmer paso en la patogénesis de pertussis cs la adherencia de las bacterias a las células
ciliadas del tracto respiratorio superior del huésped. Vanas clases de proteinas estan involucradas
en la adhcsion de B. pertussis a dichas células: una hemaglutinina filamentosa (FHA), las
fimbnas , los aglutindgenos de membrana externa (AGG), una proteina de membrana externa: la
pertactina (PRN) o P69, y la toxina pertussis (PT). El grado de participacion de cada uno de
estos factores en el proceso de adhesion continda en estudio. Sin embargo, se sabe que estas
protcinas estan asociadas a la etapa temprana de la infeccion y dan lugar a lo que se conoce como
Sindrome infeccioso.

1.4.a.1. Hemaglutinina Filamentosa (FHA)

Es una protcina fibnlar, de 2-4 nm de diametro por 100 nm de longitud, de localizacion
periplasmica y también cxtracclular. Es una proteina basica (pl 8.1). El perfil electroforético de
FHA purificada muestra cierta heterogeneidad, pero existcn dos componentes mayoritarios de
pesos molcculares 220 y 180 kDa. Se ha descripto la aparicion de fragmentos mas pequeiios cn
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distintas condiciones de cultivo y opcracion, que scrian producto dc degradacion de los dos
componentes mayoritarios de esta proteina. Scgun la cepa de B. pertussis el peso molecular de
los componentes mayoritarios pucdc variar ligeramente!4

En lo quc sc reficre a su biogcnesis, ¢l locus de FHA esta compuesto por tres genes: fhaA,
fhaB y fhaC. El gen fhaB cs cl estructural y codifica para una proteina potencial de 367 kDal$,
que es el precursor de FHA madura extracclular. FHA extracelular corresponde a las dos terceras
partes N-terminal del producto del gen fhaB, y su peso molecular es de 220 kDa. EL tercio
restante C-tcrminal no csta presente cn FHA extracclular pero es critico en la sintesis de esta
proteina. Esta fraccion C-terminal ticne una rcgion rica en prolina que incluye una secuencia
prolina-lisina repetida 5 veces (PK)s. Se cree que, al igual que en E. coli y otros
microorganismos, esta region podria ser cl sitio de anclaje a la membrana celular, del precursor
dc la molécula de FHA periplasmica.

La activacion y secrecion de FHA al medio extracelular depende de un gen denominado
/haC que se encuentra en direccion 3' y separado de fhaB por tres genes: fimB fimC, fimD. Estos
tres genes y fhaC forman un cluster que cs comun para la biogénesis de fimbnas y FHA. Una
mutacion en csta zona afecta la produccion de ambos factores de virulencia.

En lo que se refiere al comportamiento de FHA como adhesina, se ha descubierto que esta
proteina posee tres tipos de sitios de union diferentes!®. El sitio que media la interaccion de FHA
a las células epiteliales ciliadas es una region repetitiva en la zona N-terminal de la molécula de
FHA que tiene afimdad por los carbohidratos, en particular por glicolipidos que contienen
lactosa. Es un tipo de union 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 sc cncuentra en la region C-terminal!”. El tipo de union que se establece a través de este sitio
es electrostatico y, a través del mismo, FHA es capaz de unirse a células no ciliadas (como es el
caso de células HeLa, Vero, WiDr, macrofagos, etc.), a heparinal® y otros sacaridos-SO,4~.
Aparentecmente, FHA es la unica de las adhesinas de B. pertussis que presenta este sitio de union.
El tercer tipo de union de FHA a células eucariotas es mediado por un sitio RGD (arginina-lisina-
ac. aspartico) similar al que presenta la fibronectina, y a través del cual es capaz de unirse a
globulos rojos (produciendo hemaglutinacion, de donde deriva su nombre) y a macrofagos. En
realidad, la molécula de FHA tiene dos sitios RGD, uno en el aminoacido 1097 y otro en el 2599.
El primero, pero no el segundo, esta expuesto en la superficie de FHA nativa!®, ya que los
aminoacidos que forman su entorno le dan caracteristicas hidrofilicas (es un sitio muy parecido al
que se encuentra en la fibronectina). Este sitio presenta caracteristicas antigénicas. Esta es una de
las razones por las cuales se asocio la actividad hemaglutinante (HA) de FHA con su
inmunogenicidad??.

La unién de B. pertussis a macrofagos a través de FHA se produce como consecuencia de
la interaccion de esta proteina con dos clases de moléculas en los macrofagos: glicoconjugados
que contienen galactosa y la integrina CR3 (o B,,CD11b/CDI18)2). Una vez adherida al
macrofago B. pertussis es internalizada por un mecamismo diferente al de la fagocitosis. No se
producen las reacciones de oxidacion caracteristicas de la fagocitosis y la bacteria sobrevive
dentro del macrofago. De csta manera la bacteria es capaz de permanecer c¢n ¢l pulmon. Este
mecanismo esta siendo motivo de estudio, ya que se cree que es una de las formas en que B.
pertussis permanece en ¢l organismo y convierte al hospedador en un portador asintomatico.
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En vista quc FHA cs la adhesina mas importante de B. pertussis in vivo, se la considerd
entr¢ los antigenos fundamentales para la formulacion de una vacuna pertussis. Se ha reportado
que, si bien FHA no genera una respuesta protectora contra el desafio intraccrcbral en ratones, lo
protege, en cambio, de un desafio intranasal. De la misma forma, inmunizaciones pasivas con
anticuerpos anti-FHA brindan proteccion contra la infeccion respiratoria letal?2. Es evidente que
el modelo intranasal es mas adecuado por tener mayor semejanza con el proceso infeccioso que se
produce en la tos convulsa.

En relacion al tipo de respuesta que se induce en vacunados e infectados se reportd 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 infeccion. Estas observaciones sugieren
que la presentacion de antigenos tales como FHA al sistema inmune de la mucosa pucde 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 region C-terminal, aunque también existirian epitopes en la region N-terminal. Por
esta razon FHA pierde su capacidad inmunogénica por accion de proteasas o cualquier otro
factor que rompa su estructura proteica?3

1.4.a.11 Fimbrias y aglutinégenos

Son estructuras similares a pelos que se proyectan hacia afuera de la superficie de la
bacteria. Las fimbrias son polimeros de proteina. Estas estructuras son importantes en la fijacion
de la bacteria a la célula epitelial o mucosa??. B. pertussis produce dos tipos de fimbrias
serologicamente diferentes, designadas serotipo 2 y serotipo 3.

La biogénesis de las fimbrias esta regulada junto con la de los demas factores de
virulencia. Las fimbrias estan formadas por subunidades mayores que constituyen la estructura y
cuyo gen codificante aun no se¢ ha determinado; y subunidades menores, involucradas en la
adhesion, localizadas en la parte exterior de la fimbria. Recientemente, se ha determinado que en
el genoma de B. pertussis estan presentes los genes fim2 y fim3, que codifican para los dos
serotipos de este microorganismo. La expresion fenotipica de uno u otro podria 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?S. Los genes fimB, fimC'y fimD son necesarios para la
biogénesis de la fimbria pero ain no se ha determinado su funcion especifica. En lo que se refiere
al transporte de las fimbnias fuera de la célula, se ha reportado que depende de proteinas
accesorias codificadas en genes distintos de los fim mencionados26.

Asi como los demas componentes de superficie, se considera que las fimbrias son un factor
importante en la respuesta inmune ya que se comportan como inmundgenos efectivos en lo que se
refiere a su capacidad para generar anticuerpos protcctores. Actualmente, un grupo de
investigacion britanico esta desarrollando una vacuna acelular basada fundamentalmente en este
componente.

Ademas de los aglutinogenos 2 y 3 fimbriales también se ha definido el aglutinégeno 1, que
esta presente en todas las cepas de B. pertussis, y cuya localizacion no esta del todo clara.
Existen reportes contradictorios en relacion a su naturaleza y a su asociacion con estructuras de
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superficie. De todas formas estos tres aglutinogenos han dado lugar a la clasificacion de este
microorganismo segun su serotipo: 1:2:3, 1:2. 1:3,y I.

1.4.a.lIl. Pertactina (PRN) y demas proteinas de membrana externa asociadas a la
virulencia.

Pertactina es una proteina de membrana externa. Su peso molecular, determinado por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, es de 69 kDa (por esta razon se la ha denominado
P69). Sin ecmbargo, 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 clectroforética.

Su gen estructural codifica para proteina de 93 kDa?”.

La biosintesis de esta proteina esta regulada conjuntamente con los demas factores de
virulencia (ver mas adelante), por lo que su presencia en membrana externa es considerada
marcador de fase virulenta.

Presenta dos sitios de fijacion, de tipo RGD, con afinidad por las integrinas de células
epiteliales. Los aminoacidos que circundan el triplete RGD de esta proteina son diferentes a los
que circundan al sitio RGD de FHA. Se ha atribuido a esta diferencia en la conformacion del
entomno, el hecho de que el mismo tripicte RGD presente afinidad por distintas células
eucariotas?8.

El intcrés de esta proteina como potencial componente de vacuna se inici6 a partir del
descubrimiento de una brotcina 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 mostro la presencia de altos titulos
de anticuerpos contra PRN. En este mismo sentido se ha descubierto que la vacuna acelular
japonesa cuyo poder protector se creia atribuible unicamente a PT y FHA, tiene una cantidad
significativa de PRN a la cual debe parte de su capacidad protectora3®. Mas aun, se ha informado
que PRN es capaz de generar una buena respuesta inmune en muy pequeiias dosis. Actualmente
se estan empleando mutantes para precisar su potencial como antigeno protector3!.

En lo que se refiere a las demas proteinas de la membrana externa, se han definido seis que
sOlo estarian presentes cn la forma virulenta de B. pertussis32. Estas proteinas 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 proteinas en la
virulencia, si es que tienen alguno, pero se las ha utilizado como marcadores de fase.

1.4.a.1V. Toxina Pertussis (PT)

Es el factor de virulencia mas importante de B. pertussis . Es una toxina muy potente cuya
toxicidad deriva de sus miltiples efectos biologicos33: ADP ribosilante de proteinas, inductora de
linfocitosis, histaminosensibilizante, hiperinsulinémica, hipoglucemiante, inductora de
susceptibilidad al shock anafilactico, ¢ inductora dc enfermedades autoinmunes.
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Su localizacion es periplasmica y también extracelular. Posee conformacion globular (6
nm de diametro) y su peso molecular es de 117 kDa. Estd compuesta por cinco subunidades
diferentes: S1 (28 kDa), S2 (23 kDa), S3(22 kDa), S4(11.7 kDa) y S5(9.3 kDa). Tal como otras
toxinas proteicas bacterianas, PT se puede dividir en dos dominios: A y B34. El dominio A,
formado por la subunidad S1, es la unidad catalitica. Une NAD vy transfiere un grupo ADP-
ribosa a proteinas del grupo de las unidoras de GTP (proteinas G), involucradas en la transmision
de seiiales a través de la membrana celular. La ADP nibosilacion de la proteina G inhibidora de la
adenilato ciclasa, altera la capacidad de las células para responder a hormonas que inhiben la
produccion de AMPc como asi también la movilizacion de Ca*2. El dominio B (compuesto por
S2, S3, S4, y S5, en relacion 1:1:2:1) es el responsable de la adhesion a los receptores de
superficie de las células eucariotas y facilita la entrada de la subunidad toxica S1 dentro de la
célula.

Los genes que codifican para las cinco subunidades estan organizados en un operon. Cada
gen tiene su secuencia lider, por lo que se producen y secretan individualmente dentro del espacio
periplasmico. Una vez alli, se ensamblan y secretan al medio extracelular3. El ensamblaje parece
ser necesario para la excrecion de PT36, como asi 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
unico que se ha podido demostrar es que la excrecion de PT requiere del producto de genes
accesorios localizados a cierta distancia de los genes estructurales de PT3537,

PT también se comporta como una adhesina menor y tiene cierta actividad
hemaglutinante3®. La adherencia mediada por esta proteina se establece merced a un solo tipo de
sitio que tiene afinidad por la galactosa/lactosamina ("lectin-like")3%40, Este es el unico tipo de
sitio de adhesion descripto para PT. Por esta razon se ha visto#!, por ejemplo, que PT no actua
como adhesina entre B. pertussis y las células HeLa.

En lo que se refiere a su capacidad protectora, se la considera el antigeno mas
importante*2. En este sentido, si bien al presente no estan 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 desafio
intracerebral, y también, aunque en menor medida, contra el desafio intranasal. De todas formas,
a diferencia de FHA, los anticuerpos anti-PT deberan 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 proteina es una adhesina menor.

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

Ademas de los factores de virulencia mencionados, que estan asociados a la fase temprana
de infeccion y dan lugar al sindrome infeccioso, estan aquellos asociados al llamado: sindrome
téxico de la enfermedad. En él intervienen las toxinas producidas por B. pertussis : PT (las
propicdades toxicas de esta enzima ya fueron descriptas), Adenilato Ciclasa (AC), Toxina
Dermonecroética (TDN), y Toxina Citotraqueal (TCT).

A continuacion se describen estas toxinas y otros componentes celulares que contribuyen al
establecimiento de la enfermedad, sus sintomas clinicos y a la aparicion de la respuesta inmune.
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1.4.a2.V. Adenilato ciclasa (AC)

Adenilato Ciclasa-Hcmolisina es uno de los factores de virulencia importantes producidos
por B. pertussis. Esta proteina se encucntra asociada a la célula y es tambié¢n secretada al medio
extracclular®3.

El clonado y secuenciamicnto del gen revel6 que se trata dc una proteina simple
bifuncional de 200 kDa** de peso molecular, con actividad adenil-ciclasa y hemolitica.

El dominio N-tcrminal corresponde a una region catalitica, activada por calmodulina (una
proteina eucariota unidora de Ca'2), que aumenta los niveles de AMPc de la célula blanco. La
rcgion C-terminal tiene actividad hemolitica®s.

El operén Cya esta compucsto por cuatro genes: uno estructural (CyaA), y tres (CyaB,
CyaC y CyaD) que estan involucrados en la secrecion y procesamiento del producto del gen
estructurals.

La actividad enzimatica y toxica de esta proteina ha sido estudiada por muchos
investigadores, quienes han atribuido las diferentes actividades a distintas formas de la proteina4”.
Aparentemente, AC asociada a la célula (AC celular) esta en su forma toxica y asi se secreta al
espacio extracelular. Se ha especulado que la actividad hemolitica le permitiria atravesar la
cubierta bacteriana ¢ ingresar en la célula blanco. La actividad hemolitica aparece como un paso
distinto y disociado temporalmente de la produccion de AMPc. Asi la falta de Ca*2 no previene el
pegado de la toxina ni la lisis celular, pero inhibe la produccion 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 degradacion proteolitica de AC. La vida media de la toxina en
la membrana de los erntrocitos humanos es muy corta como para permitir la formacion de
lesiones efectivas pero es lo suficientemente larga para aumentar los niveles de AMPc
intracelular*s.

En lo que se refiere al poder protector, recientemente se ha demostrado que este antigeno
protege a ratones de la infeccion intranasal con B. pertussis virulenta®®. Existen grupos de
investigacion que aseguran que AC es un componente que debe ser incluido en una formulacion
de vacuna. El principal cuestionamiento que se le a hecho a la inclusion de esta proteina en una
vacuna, es que podria inducir la formacion de anticuerpos contra la adenilato ciclasa del huésped.
Este aspecto continua 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 mas recientemente descubierta. Se trata de un glicopéptido
muy pequefio (921 Da), derivado del péptidoglicano, que se libera al espacio extracelular. Se
compone de 15 aminoacidos, dos de ellos glicosilados®®. Tiene afinidad unicamente por las
células ciliadas, las cuales presentan receptores especificos para esta toxina. Su actividad
bioldgica se traduce en una inhibicion de la sintesis de DNASL,

Esta toxina altera la primera barrera de defensa de los pulmones. Recientemente se ha
sugerido que la TCT previene la reparacion del mecanismo de clearance a través de la inhibicion
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de la regeneracion de células epitelialesS2. Algunos autores atribuyen a éste efecto sobre las
células epiteliales, la continuacién del sindrome pertussis después de la administracion de
antibidticos.

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

1.4.a.VII. Toxina dermonecrdtica o termolabil (DNT o HLT)

Pese a haber sido descripta a principios de siglo, es muy poco lo que se conoce de esta
toxina en relacion a su quimica, inmunologia y rol en la patogénesis. Es letal para animales si es
inyectada por via endovenosa o intraperitoneal3. En animales produce lesiones necréticas por
inyeccion intradérmica debido a la contraccion vascular cn el musculo liso que conduce a una
necrosis isquémica®.

Su localizacion es preferentemente citoplasmatica pero se supone que para cjercer su
toxicidad in vivo debe expresarse en la superficie celular del microorganismoSs.

Es termolabil y se inactiva rapidamente a 56°C o por la presencia de formaldehido. Por
esta razon DNT no esta activa en la vacuna celular. El toxoide ha mostrado ser inmunogénico en
CONEjos pero no en ratones.

1.4.a.VIIL. Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es el componente principal de la membrana externa de las bacterias Gram (-). La
membrana externa esta formada por proteinas estructurales mayores , proteinas estructurales
menores y lipopolisacarido. El LPS es la inica macromolécula cuya distribucion en la célula se
limita unicamente a la cara exterior de la membrana externa. El LPS de B. pertussis tiene
caracteristicas estructurales que lo distinguen del LPS de otras bacterias Gram(-)56-57

Esta constituido por estructuras quimicas, biosintéticamente distintas: una parte lipidica
anclada a la membrana externa y un nucleo oligosacaridico. No posee lo que se conoce como
antigeno O, que es una larga cadena polisacaridica caracteristica del LPS de la mayoria de las
Gram (-).

La parte lipidica, formada por el lipido A, esta compuesta por una estructura de (1-6)-
diglucosamina a la cual se unen, por grupos amida o éster, largas cadenas de acidos grasos y
grupos cargados como la fosfoetanolamina. La parte sacaridica esta compuesta por dos cadenas
diferentes de oligosacaridos: una tipo I de 12 monosacaridos y otra tipo Il de 16 monosacaridos.
Este nucleo sacaridico se encuentra unido al lipido A a través del acido 2-deoxi-D-mano-
octulosonico (KDO), considerado componente ubicuo del LPS.

En electroforesis en geles de poliacn'lamida en condiciones desnaturalizantes, el LPS de B.
pertussis se resuelve en dos bandas: LPS, y LPSp,. El LPS; tiene menor movilidad
electroforética que el LPSy,. La diferencia entre ambas formas se debe a que el LPS, tiene en su
nicleo sacaridico tres N-amino acetil aziicares adicionales respecto al LPSy,.

El LPS es pirogénico e histaminosensibilizanteS8. El lipido A ha sido reconocido como la
parte endotoxica principal del LPS. La toxicidad del LPS no resulta de efectos citotoxicos
directos sobre la célula huésped sin6 de la interaccion de dicho componente con receptores de
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membrana de la célula blanco, lo cual resulta en la secrecion de mediadores preinflamatorios que
conducen a la toxicidad sistémica5%69.

El LPS pucde disociarse de la bactena (o fragmento de membrana) e intcraccionar
directamente con los receptores especificos en la célula blanco, o bien unirse a una proteina sérica
(LPB) unidora de LPS, la cual lo transporta hasta transferirlo al CD146!. El CD14 es una
proteina receptora de LPS quc se encuentra en macrofagos y otras células sensibles al LPS. El
resultado de la interaccion del lipido A con CDI4 induce la aparicion de sefiales para la
transcripcion de mRNA codificante de citoquinas, interleukina 1. La produccion excesiva de estas
proteinas®2 (y no el LPS por si mismo) conducen al sindrome conocido como "shock inducido por
endotoxinas" 6.

El lipido A tiene, ademas, actividad adyuvante y antiviral. La fraccion oligosacaridica es
mitogénica®4.

Se han descripto proteinas asociadas al LPS que tienen efectos inmunomoduladores en
ratones endotoxina-resistente (C3H/HeJ). Estas proteinas han sido coextraidas con el
lipopolisacarido y son tres polipéptidos de pesos moleculares: 68, 65 y 30 kDa. Este complejo
puede estimular la diferenciacion policlonal de linfocitos en ratones C3H/HeJ.

Finalmente, cabe destacar que los efectos secundarios adversos (desde reacciones
neurologicas leves hasta severas) provocados por la vacuna celular de B. pertussis, han sido
asociados con la presencia del LPS. La necesidad de disminuir el contenido de este componente
de membrana extema en la formulacion de vacunas ha sido uno de los objetivos de la
investigacion mundial en pertussis. Los intentos abarcan desde, la formulacion de vacunas
celulares con células a las que previamente se les ha extraido parte del LPSS, hasta las multiples
formulaciones de vacunas acelulares libres de endotoxinas, reportadas en bibliografia. En ningun
caso, sin embargo, se han alcanzado los niveles de proteccion logrados con la vacuna celular
clasica. Se cree estos resultados podrian estar en parte relacionados con la actividad adjuvante y
mitogénica que tiene el LPS.

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

La patogénesis de la tos convulsa involucra, en primer lugar, el estadio de adhesion del
microorganismo. No se conoce de manera precisa cada paso de este estadio; no obstante, se
reconocc su gran importancia en el desarrollo de la enfermedad. Se crec que las adhesinas
mencionadas anteriormente actuan coordinadamente in vivo. Asi, la ausencia de una puede ser
reemplazada en parte por las demas. Se ha visto que aquellos microorganismos que por alguna
razon no producen FHA, no son capaces de adhenirse a las células del tracto respiratorio
supcrior, razon por la cual no quedan adheridos a la mucosa traqueal, pero aparecen colonizando
alvéolos pulmonares®. A pesar de lo cual, al cabo de unos dias es posible aislar B. pertussis del
tracto respiratorio superior. No esta dcl todo claro cual es el mecanismo involucrado en esta
recolonizacion de la traquea. La citotoxina traqueal podria ser la responsable. Esta toxina dafia
las células ciliadas cpitclialcs, las cuales son entonces recmplazadas por células no ciliadas o
membrana basal. Estas constituyen una nueva superficie de adhesion sobre las cuales pueden
actuar otras adhesinas, distintas de FHA.
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Este ¢jemplo resume de alguna manera, la complejidad de la interrelacion entre los factores
de virulencia y los mccanismos de supervivencia de B. pertussis. A la vez, advierte sobre la
importancia de la definicion 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
aparicion de fenomenos compensatorios.

Una vez adhendo a la mucosa, ¢l crecimiento del organismo es indudablemente favorecido
por la produccion de las toxinas mencionadas, que interfieren con los mecanismos de clearence
del epitelio respiratorio, dafian c€lulas que entonces proveen nutrientes, y suprimen la
inmunorespuesta del huésped.

La interferencia en los mecanismos de clearancc y la captura de nutrientes esta relacionada
con ¢l dafio local que se produce en las cilias y en las células ciliadas. DNT y TCT contribuyen a
la enfermedad por induccion de paralisis ciliar , necrosis localizada y dafio tisular®’. Se ha
estudiado dicho dafio en traquea de hamster. 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$8.

La citotoxina traqueal es especificamente toxica para las células ciliadas. Aparentemente
induce la produccion de monéxido de nitrogeno que lleva a una serie de cambios patologicos
incluyendo la muerte y estrusion de estas células de la mucosa®?. No esta claro si es ésta la toxina
responsable de la ciliostasis.

La supresion de las defensas del huésped comienza con la disrupcion del clearance
mucociliar, considerado la primera linea de proteccion del hospedador frente a cuerpos extraiios.
Ademas de este dafio local, se ha observado que B. pertussis produce factores que alteran
mecanismos endogenos de defensa. Asi, los nifios con pertussis han mostrado un deterioro
reversible en la respuesta de hipersensibilidad retardada contra toda una bateria de antigenos?.

Varios componentes de B. pertussis exhiben actividades biologicas in vitro, que podrian
explicar las alteraciones obscrvadas en el sistema inmune de un hospedador de pertussis. AC, por
ejemplo, inhibe la quimiotaxis, la fagocitosis, la generacion de superéxido y la actividad
antimicrobiana de los leucocitos polimorfonucleares’®. Inhibe, ademas, la actividad oxidativa de
los macrofagos alveolares y los monocitos. PT, por su parte, inhibe la migracion de monocitos ,
la actividad oxidativa y la liberacion de cnzimas lisosomales de varios tipos de células
fagociticas®. Impide, también, los efectos citoliticos de los linfocitos asesinos. Se cree que la
actividad biologica de estas dos toxinas (AC y PT) podria estar involucrada en la supervivencia
de B. pertussis dentro de los macrofagos en la etapa inicial.

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

En lo que sc reficre a la parte sistémica de la enfermedad, los hallazgos a este nivel estan
relacionados directamente con las actividades biologicas de PT. En este sentido, se ha observado
una leucocitosis con predominancia de linfocitos, defectos en la respuesta glicémica y
encefalopatias por la presencia de tapones linfociticos vasculares en el cerebro’.
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1.4.c. Variacion antigénica de B. pertussis

B. pertussis ticne una notable capacidad para alternar entre la forma virulenta y avirulenta
a través de cambios fenotipicos (modulacion antigénica) o genotipicos (variacion de fase)’.
Modulacion antigénica es el término aplicado al cambio fenotipico reversible, descnpto por
primera vez por Lacey’s en 1960, por el cual una poblacion dc células puede alterar la expresion
de los determinantes de virulencia de una forma coordinada en respuestas a cambios ambientales.
La presencia de moduladores como el SO4Mg, el ac. nicotinico en altas concentraciones o las
bajas temperaturas, producen la pérdida reversible de todos los factores de virulencia’® (menos
TCT porque cs un producto de la sintesis del peptidoglicano) y, paralelamente, induce la
expresion de otros antigenos, caracteristicos de fase avirulenta. A estos cambios fenotipicos
reversibles se los conoce como modulacion antigénica.

La variacion de fase, en cambio, es una modificacion genotipica de la expresion de los
factores de virulencia. La aparicion de un microorganismo genotipicamente avirulento en una
poblacion tiene una frecuencia de 103 a 10°. Aunque algunas veces esta variacion ha mostrado
ser reversible, la frecuencia reversion es muy baja’’.

La expresion de los AGGs 2 y 3 tiene dos mecanismos de regulacion: la regulacion general
de los factores de virulencia y una regulacion propia que da origen a lo que se denomina
variacion serotipica’®. La frecuencia de esta variacion es de 103 a 10+,

El concepto de un locus regulatorio central (denominado vir o bvg: Bordetella virulence
gene) que regula coordinadamente los genes asociados a la virulencia de B. pertussis en respuesta
a efectores ambientales, se describid por primera vez en 198472, Ciertas sefales externas
(mencionadas anteriormente) tienen un papel fundamental en esta regulacion. En respuesta a
dichos moduladores externos dos grupos de genes son afectados por el producto del gen bvg3?: los
"vir-activated genes" (vag) cuya expresion es maxima en ausencia de moduladores (tal es el caso
de los genes que codifican para los factores de virulencia), y los "vir-repressed genes", (vrg),
cuya expresion es derreprimida en presencia de moduladores.

Se ha podido comprobar que, si por alguna razon el locus bvg no es activo, se expresan los
genes vrg, y no aparece ningun transcripto de los genes vag. Es decir que ese microorganismo
sera fenotipicamente vir(-)81.

El locus bvg tiene dos marcos de lcctura denominados bvgA y bvgS. Estos dos genes
constituycn un operén y codifican para las protcinas: BvgA de 23 kDa y BvgS de 135 kDa. La
secuencia de aminoacidos de estas dos proteinas presenta una gran homologia con la familia de
proteinas regulatorias, transmisoras de sefales externas, que tienen secuencias altamente
conservadas y forman un sistema de dos componentes sensor/regulador®2. Estos sistemas
consisten, generalmente, en una proteina sensora que se localiza en la membrana y tiene actividad
quinasa, y una proteina citoplasmatica que en su forma fosforilada es capaz de unirse al DNA y
activar la expresion de genes. La region C-terminal de las proteinas sensoras es una zona
conservada que interacciona con la proteina reguladora y la region N-terminal es una zona
vanable que interacciona con los moduladores externos. En las proteinas reguladoras, en cambio,
la zona conservada es la N-terminal que interacciona con la proteina sensora, mientras que la
zona C-terminal, que interacciona con el DNA, es muy variable. En B. pertussis, BvgS actia
como proteina sensora y esta localizada en la membrana, con la regiéon N-terminal en el espacio
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periplasmico. Este dominio receptor sensa las sefiales cxternas y transmite la informacion a la
proteina reguladora, BvgA. a través de una fosforilacion-defosforilacion, que permite a BvgA
regular cl loci especifico (figura 1.1 A). Si en ¢l medio externo hay moduladores tales como SO4~
0 ac. nicotinico (ambos en altas concentraciones), o bien la temperatura es inferior a los 35°C,
cntonces cl dimero dc BvgS se disocia y no e¢s capaz de autofosforilarse mi de fosfonlar la
proteina BvgA, con lo cual los factorcs de virulencia no se expresan, y en cambio se transcriben
los vrg. Se desconoce ¢l mecanismo molccular por cl cual actian los distintos moduladores. Se ha
sugerido que la carga negativa podria tener importancia ya que interaccionaria con el N-terminal
de BvgS?6. También se ha sugerido que, en el caso del SO,4~, la similitud con el fosfato podria ser
la responsable de su efecto modulador. Si no estan presentes los moduladores la proteina BvgS se
dimeriza, fosforila a BvgA vy ésta se une a los promotores de los genes de virulencia posibilitando
su transcripcion. Se ha comprobado que la activacion de los genes de virulencia, que se produce
cn respuesta a la desaparicion del modulador del medio externo, ocurre en dos etapas separadas
en el tiempo%. En la primera etapa, la proteina BvgA induce, por un lado, la transcripcion del
gen bvg (o sea que induce su propia sintesis) aumentando su propia concentracion unas 50 veces.
Paralelamente, se une al promotor de FHA e induce la sintesis de este antigeno, como asi también
induce la transcripcion de las proteinas fimbriales y de una proteina denominada "act" (figura
1.1B). Todas las proteinas cuya sintesis se induce en esta primera etapa aparecen a los 10 min. de
la desaparicion del modulador negativo. La segunda etapa involucra la transcripcion de los genes
de PT y AC. Se ha podido comprobar que es la proteina "act" fosforilada la que se une a los
promotores de estas toxinas y €'induce su sintesis. Tanto PT como AC aparecen 2 horas después
de la desaparicion del modulador negativo. Indudablemente, la produccion de factores de
colonizacion antes que los factores involucrados en la cvasion de las defensas del huésped y la
intoxicacion, sugiere que la activacion diferencial de adhesinas y toxinas puede ser el resultado de
una seleccion natural en la evolucion de este microorganismo, ya que le brinda cierta ventaja
competitiva.

Recientemente se ha reportado®® que, en ausencia de moduladores, apareceria una tercera
proteina, también codificada en el locus bvg, denominada BvgR, cuya funcion seria reprimir la
sintesis de los genes vrg.

La modulacion antigénica esta directamente relacionada con la presencia de los
mencionados moduladores cn el medio extracclular, que se traduce en una accion directa sobre el
nivel de expresion de los factores de virulencia. Es un proceso reversible y dinamico.

El mecanismo de la variacion de fase no se conoce detalladamente. Aparentemente, se
produciria por la presencia de secuencias de bases repetitivas en el genoma de B. pertussis. Esta
repeticion de bases causa duplicaciones o deleciones durante la duplicacion del DNA. Un
mecanismo similar se ha reportado en la variacion de fase de otros patogenos®. Stibitz y Yang8s
han detectado un cambio genotipico reversible en B. pertussis causado por la insercion o delecion
de un residuo de citocina en una zona nca en estos residuos (formada por seis citocinas
consecutivas) del gen bvgS. Por otra parte, se han descripto8® variantes de fase estables, que
tienen pequefias deleciones o adiciones en otra zona del gen bvgS. También hay evidencia de
cambios genotipicos en la variacion serotipica®”. En este sentido se ha sugerido que, la regulacion
de la expresion de los AGGs 2 y 3 independiente de la regulacion general de los factores de
virulencia de B. pertussis, se produce a través de un mecanismo de insercion/deleciéon en una
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zona rica cn citocina localizada a 70 pb dcl comicnzo transcripcional dc los genes fim. Sc
encontré que cl numcro de citocinas dc csta zona, aunque sc encucntra afucra dc los genes que
codifican para la produccion de fimbrias, parcce tener influcncia cn la habilidad dcl aparato
transcripcional dc los genes fim.
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Figura 1.1 (A): Modelo dec activacién del sistcma Bvg. Induccion de la cxpresion de los
factores dc virulencia. (B): Modelo de inactivacion del sistema Bvg. Inhibicion de la cxpresion de
los factores de virulencia por la presencia de moduladores.

1.5. Modulacion antigenica y variacion 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 asi exista si no fuera importante para la adaptacion del
microorganismo a los cambios del entomno a través de la alteracion de sus principales antigenos.

Se ha podido comprobar quec tanto la variacion de fase como la modulacion antigénica
tienen lugar in vivo. Se ha aislado B. pertussis en fase avirulenta de pacientes con tos convulsa en
estadios tardios de la enfermedad®®. No se sabe si las mutaciones reversibles en la zona rica en
citocina del gen de BvgS representa un cambio genotipico programado para la adaptacion de la
bacteria, que se ha mantenido a través del proceso evolutivo.

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

Los productos de los genes vrg, caracteristicos de la fase avirulenta, son poco
inmunogénicos. Se ha sugerido que el producto de estos genes le daria a la bacteria una superficie
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rclativamente  poco antigénica lo que constituyc una ventaja para la persistencia del
microorganismo dentro del hospedador. Sc han aislado B. pertussis cn fase avirulenta cn casos de
tos convulsa subclinica®?.

Por otra parte, de las cinco proteinas descriptas como productos de los genes vrg84 se ha
demostrado que, al menos la expresion de una de cstas proteinas, la Vrg-6, cs fundamental en el
proceso dc colonizacion ¢ infeccion del hucsped, ya que mutantes incapaces de producir esta
protcina no provocan la enfermcdad®. Vrg-6 cs una proteina de 105 aminoacidos con una
secuencia Arg-Gly-Hys repetida cinco vcces cn cl extremo C-terminal. Las caracteristicas
hidrofilicas de estas secuencias repetitivas hacer predecir que estara expuesta en la superficie
celular. Se ha especulado que esta secuencia tiene una funcién similar a la del RGD de FHA y
pertactina, y podria ser capaz de facilitar la union de la bacteria a las integrinas y a las células
del huésped. Vrg-6 tiene una zona central muy hidrofobica que seguramente no esta expuesta. La
capacidad inmunogénica dc esta proteina es baja.

El cambio de fase durante el desarrollo de la enfcrmedad 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 podria ser el caso de la etapa inicial de la
enfermedad teniendo en cuenta que la via de contagio es aérea y la temperatura a la que estan
cxpuestas las bacterias, en el momento de entrada al organismo huésped, es menor que 35°C. En
esta ctapa el numero de microorganismos es bajo y la expresion de antigenos altamente
inmunoreactivos podria conducir ‘al clearance prematuro por la inmunorespuesta del huésped.
Asi, en esta etapa los productos del vrg podrian funcionar como adhesinas alternativas cuando los
otros factores tales como pertactina, FHA, etc. se subproducen. En la etapa tardia de la
enfermedad®®, también podria haber modulacion antigénica. La inmunorespuesta del huésped en
csta fase de la cnfermedad es maxima, y existe una presion selectiva favoreciendo la variante de
fase que no exprese los factores de virulencia.

La otra posibilidad es que existan nichos especificos donde estén presentes las seiiales
moduladoras y se exprcsen los genes vrg. Un nicho de estas caracteristicas podria ser el
citoplasma de las células del hospedador. Como ya se menciond, B. pertussis es capaz de
sobrevivir dentro de las células eucariotas, y las condiciones de entorno intracelular parecen ser
moduladoras. Las proteinas Vrg podrian estar implicadas cn la supervivencia de la bactcrias en
estas condiciones de entorno, posibilitando asi la permanencia del microorganismo en el huésped.

De cualquier manera, la existencia de un sistema regulatorio que rcspondc a seiiales
ambientales y controla la expresion de los genes asociados a la virulencia, unido al hallazgo de la
funcion critica de Vrg-6 cn la patogenicidad, hacen suponer que B. pertussis cs capaz de rcgular
de un modo preciso la produccion de sus factores de virulencia y la expresion de las proteinas
codificadas cn los gencs vrg durante el proceso infeccioso.

1.6. Control de la enfermedad

La cstrategia de B. pertussis para colonizar al huésped, sobrevivir dentro del hospedador
cn un estado de virulencia latcnte y transmitirse de un huésped a otro, plantea un desafio muy
grandc cn lo quc sc reficre al desarrollo de una vacuna efectiva.
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Ante el modelo de infeccion descripto antcriormente, no resulta sorprendente que las
sucesivas vacunas acelularcs ensayadas hasta ¢l momento, generalmente formuladas a partir de
factorcs de virulencia purificados ¢ inactivados, no hayan brindado una proteccién adecuada
contra el desarrollo de la enfermedad?3. Existen al menos dos razones que justifican la falta de
eficiencia observada en la vacuna acclular formulada a partir de antigenos punficados. En primer
lugar, la capacidad de B. pertussis de cambiar de fase y de esta manera eludir las defensas que
una vacuna de estc tipo podria 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 acclulares formuladas a partir de antigenos purificados
solo serian capaces de inducir IgG. De esta forma, el vacunado no estaria protegido contra la
colonizacion pues para esto es necesario que se induzca produccién de IgA a nivel del tracto
respiratorio. Por otro lado, la inmunidad celular ha ido cobrando importancia en los ultimos afios
ante el descubrimiento de que B. pertussis es capaz de vivir dentro de células de mamifero?, en
especial dentro de macrofagos. Asi, mientras los anticuerpos juegan el rol de prevenir la
colonizacion y combatir los sintomas toxicos de la enfermedad, la eliminacién definitiva de la
bacteria requiere de la respuesta celular mediada por células Th195%. Las células Thl no sélo .
estimulan en los macréfagos las funciones de fagocitosis y destruccion intracelular de B.
pertussis, sind que ademas tienen actividad citotoxica contra los macrofagos infectados. Esto
contribuye a la eliminacion de reservorios intracclulares de bacterias. Las vacunas acelulares
ensayadas no generan este tipo de respuesta inmune. Aparentemente inducirian la produccion de
células Th2, que no otorgan buena proteccion al vacunado. La vacuna celular en cambio, al igual
que la infeccion con B. pertussis, induce la proliferacion 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 asintomaticos. Se cree que esta es la razon de la
aparicion ciclica de episodios de pertussis cada 4 6 5 afios. Aparentemente la acumulacion de
huéspedes susceptibles (infantes) en contacto con portadores sanos (adultos) llevaria a esta
aparicion ciclica de tos convulsa. Incluso se han reportado casos en que los individuos vacunados
padecen una forma de tos convulsa atenuada en lo que sc¢ refiere a la fase toxica de la
enfermedad. Se ha relacionado esta colonizacion en los vacunados, y la existencia de portadores
asintomaticos con la mencionada reversion de fase in vivo, y la ineficacia de la vacuna celular
clasica para generar una respuesta inmune capaz de reconocer los microorganismos en fase
avirulenta de los periodos tempranos y tardios de la enfermedad.

Esta hipdtesis cobra mayor significacion 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 solo una estructura antigénica propia de fase virulenta. A la luz de los
recientes hallazgos en lo que se refiere a la estrategia de infeccion de B. pertussis, la condicion de
virulencia para las células destinadas a la formulaciéon de vacuna pertussis es, por lo menos,
insuficiente para determinar la erradicacion definitiva de la enfermedad.

Evidentemente, la formulacion de una vacuna mas efectiva y menos reactogénica es
compleja, y exige tener presente no solo las reacciones adversas producidas por la vacuna celular
(como consecuencia de su contenido de endotoxina), sino también la modulacion fenotipica que es
capaz de llevar a cabo el microorganismo durante el ciclo de la enfermedad. De mancra que es
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posible que sea necesario quc la rcspucsta inmune generada por la vacuna csté también dirigida
contra los organismos avirulcntos.

Una vacuna acclular formulada a partir de factores de virulencia y proteinas
inmunogénicas d¢ membrana cxtcrna, presentes en ¢l microorganismo infectantc, podria ser una
alternativa interesante. Este modelo de vacuna se csta estudiando para el caso de otros
organismos como Vibrio cholerae y Neisseria meningitis.

1.7. Cultivo in vitro de B. pertussis: Caracteristicas e Influencia sobre la
produccion de antigenos

B. pertussis es un microorganismo de crecimiento lento, y muy fastidioso para su cultivo.
Bordet y Gengou lo aislaron por primera vez en 1906 cn un medio agar-papa glicerado
contcnicndo ¢l 15% dc sangre®’. Desde cntonces se han realizado muchos intentos para
reemplazarlo, pcro cl medio de Bordet-Gengou (ABGs) sigue siendo el mas efectivo para el
aislamiento de esta bacteria. La mayor modificacion que se le ha introducido en los ultimos 70
aiios es la incorporacion de penicilina para reducir el nimero de organismos Gram positivos
contaminantes de las muestras.

La mayor dificultad que presenta el cultivo de B. pertussis es su sensibilidad a ciertas
sustancias toxicas, no identificadas totalmente, que se acumulan durante el crecimiento en batch.
Imaizumi y col.® reportaron que podria tratarse de acidos grasos producidos por el mismo
microorganismo durante el desarrollo celular. Para evitar esta inhibicion se han agregado al
medio de cultivo sangre, albumina, carbon activado e, incluso, almidon. Asi se han desarrollado
varios medios complejos para el subcultivo de B. pertussis. Tal es el caso del desarrollado por
Cohen y Wheeler®?, que no contiene sangre pero si almidon, hidrolizado de caseina, sales y
cxtracto de levadura, o ¢l medio desarrollado por Rowatt!® con carbon activado.

La revcrsion de fase de B. pertussis ha representado un grave inconveniente para la
produccion de vacunas. Mas aun porque uno de los factores que inducen la reversion a fase
avirulenta son los succsivos repiques en medios artificiales. Esto se debe a que los
microorganismos en fase avirulenta (fase V) desarrollan, ademas de las diferencias de cubierta
celular, una velocidad especifica de crecimiento mayor que los organismos en fase virulenta (fase
I) en estos medios, lo cual constituye una ventaja selectiva. Los microorganismos en fase IV no
tienen capacidad protectora segun el test de desafio intracerebral en ratones. En este punto hay
que aclarar que este test de potencia esta siendo revisado, fundamentalmente por dos razones:
porque la via de cntrada intracerebral esta muy lejos de ser la via de entrada normal de este
microorganismo al huésped (se esta estudiando la posibilidad de reemplazarlo por el desafio
intranasall!) y, por otro lado, porque la cepa con la que se desafia es una cepa virulenta (18323)
y ya no es seguro que la respuesta inmune, que reconoce solamente cepas virulentas, asegure una
proteccion total contra la enfermedad.

En 1971 Stainer y Scholte desarrollaron un medio de cultivo liquido quimicamente definido
(medio SS)192, en base al escaso conocimiento que habia (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 esta basado en la oxidacion de aminoacidos que
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son su principal fuente de carbono y encrgia. El glutamato, en particular, aparece como el
aminoacido de preferencia'®. El medio SS esta formulado de manera tal que el glutamato es la
fuente de carbono y energia, v el sustrato limitante del crecimiento. Este medio también contiene
prolina, aunque en muy baja concentracion, y no esta claro el propésito de su incorporacion.
Como factores de crecimiento estan el glutation reducido y el acido ascorbico, que se cree que
junto con el SO4Fe podrian aetuar como cofactores de oxigenasas involucradas en el
metabolismo de aminoacidos!®. La fucnte de azufre es la cistina y es, aparentemente, la tinica
fuente de este elemento que es capaz de metabolizar B. pertussis19s.

El medio SS ha sido recomendado para la produccion de vacuna pertussis porque posibilita
varios subcultivos de B. pertussis sin que se verifique reversion a fase avirulenta. La razon de
esto ultimo se ha descubierto recientemente y parece ser atribuible a la alta concentracion de
CINa’é que actua como modulador positivo de la fase virulenta.

Si bien los requerimientos nutricionales parecen ser simples, la mayor complicacion que se
presenta con el cultivo en medio de SS, al igual que los anteriores, es la inhibicion del crecimiento
presumiblemente por acumulacion de sustancias toxicas durante el desarrollo celular?. Asi, se ha
visto que en sistema de cultivo batch ¢l crecimiento se detiene por la acumulacion de inhibidores
y no por agotamiento de nutrientes.

En 1983 un grupo de investigacion de Japon logré un interesante avance con el agregado
de B-metil-ciclodextrina al medio de cultivo!®%197 Ellos reportaron que el agregado de esta
sustancia evita la inhibicion del desarrollo celular € incrementa los rendimientos antigénicos. Si
bien este agente ha sido ampliamente difundido, su mecanismo de accion no se ha podido
determinar. Se ha postulado que, por tratarse de una molécula ciclica cuyo interior es
hidrofébico, podria capturar los acidos grasos presentes en el medio de cultivo, evitando asi su
efecto inhibidor. Por otro lado, se han publicado reportes donde se muestra que la presencia de
este componente en el medio de cultivo favoreceria la excrecion de antigenos peniplasmicos como
PT, FHA y ACY97108.109 |, cual sugiere cierta interaccion con la membrana externa. A pesar del
incremento en los rendimientos celulares y antigénicos, el alto costo de este producto hace que no
seca posible su utilizacion a gran escala. Muchos esfuerzos se han realizado en funcion de
determinar cual es su mecanismo de accion con el fin de reemplazarlo por un producto mas
economico, pero hasta el momento no ha sido posible, por lo que actualmente su uso esta
restringido a ensayos de laboratorio.

A pesar de la importancia de las condiciones de cultivo sobre la expresion fenotipica 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 produccion antigénica y la respuesta
metabolica de B. pertussis. Los datos bibliograficos existentes a este respecto se resumen a
continuacion.

En lo que se refiere a la composicion del medio de cultivo se ha reportado que:

-Tanto el SO4~ en concentracion por encima de los 40 mM, como el acido nicotinico
en concentracion 10 mM, inducen la modulacion a fase avirulenta. Asi, en estas condiciones de
cultivo no hay produccion de ninguno de los antigenos regulados por el gen vir: AC, PT, FHA,
fimbrias, P69 y HLT. El perfil proteico d¢ membrana externa cambia, desaparecen los
marcadores de la fase virulenta y aparecen las proteinas tipicas de la fase IV.
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-La presencia de Cl- cn altas conccntracioncs, en cambio, inhibe la modulacion y
favorece la produccion de los antigenos caracteristicos de la fase virulenta’s.

-La presencia de prolina cn el medio de cultivo se ha asociado con el desarrollo dc
células de mayor titulo protector, evaluadas a través del test de potencia en animales
recomendado por OMS!0 pero no se ha reportado nada en relacion a cada antigeno en
particular.

-Segun Sato y col.1!!, la reduccion de la concentracion de buffer Tris de 6.52 g/l (en
el medio SS original) a 1.52 g/l redunda en un aumento significativo en la los niveles de PT y
FHA extracelular.

-La incorporacion de ciclodextrina al medio de cultivo induce ¢l aumento de los
niveles extracelulares de PT, FHA y AC107:108109,112 N esta claro si este aumento en los niveles
extracelulares de antigenos se debe a una induccion de la sintesis de los msmos , o simplemente a
mayor liberacion por cambios en las caracteristicas de permeabilidad de la membrana extena.
Esta ultima posibilidad parece la mas probable.

-La presencia de algunos- polivinilalcoholes ejerce un efecto similar al de la
ciclodextrinall3.

En lo que se refiere a los factores fisicos y operacionales cabe decir que:

-La temperatura es un modulador de fase importante. Asi, una temperatura por
debajo de 35°C induce la modulacion a fase avirulenta, con las caracteristicas antigénicas y de
membrana externa propias de esta fase’®

-El pH 6ptmo para la produccion celular y antigénica esta comprendido entre 7 y
g114

-En cultivos agitados la actividad hemaglutinante del sobrenadante cae rapidamente.
Esta caida ha sido atribuida a algiin efecto de la agitacion y/o aireacion sobre FHA115116 Gip
llegar a determinarse exactamente la causa se ha recomendado el empleo de cultivos estaticos
para la produccion de FHA extracelular!!?

-En lo que se refiere al nivel de oxigeno disuelto en el cultivo, existen reportes donde
se menciona la conveniencia de mantener ¢l oxigeno disuelto en valores que oscilen entre el 20 y
el 30% de saturacion!!8, pero no se dan razones que respalden tal recomendacion

No se ha reportado nada acerca del efecto que podrian tener las condiciones de cultivo
sobre los niveles de endotoxina (LPS), a pesar de que es un componente de suma importancia en
razon 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 caracteristicas fcnotipicas de B. pertussis, ¢ste es un aspecto fundamental para el disciio de la
estrategia de produccion dc vacunas tanto celulares como acelulares.

Las bactenas. como los demas organismos, cstan en continua interaccion 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 interaccidn.
La situacion in vivo es adversa cn lo que se refiere al crecimiento microbiano ya sca por la
escascz de nutrientes o por otros mecanismos de defensas desplegados por el organismo huésped.
La falta de nutrientes redunda en cambios drasticos en la bioquimica general del microorganismo
y, fundamentalmente, en las caracteristicas de la cubierta celular. Esta situacion lleva a la
disminucién de la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo y otros cambios
generalmente asociados a la excrecion de factores de virulencia y demas mecanismos de
supervivencia del microorganismo frente a un entorno hostil.

En este contexto, el estudio de la respuesta fisiologica del microorganismo frente a la
deficiencia de distintos nutrientes en condiciones de velocidad especifica de crecimiento
submaxima, resulta de suma utilidad cuando se trata de simular la respuesta adaptativa in vivo.
La importancia de este tipo de estudio para la produccion de vacunas es clara: si los
microorganismos ticnen tal plasticidad fenotipica, las células que se utilicen para la formulacion
de vacunas deberan presentar las mayores similitudes posibles con aquellas que infectaran al
huésped en cuestion. Por otra parte, cabe esperar una produccion maxima de antigenos y factores
de virulencia en aquellas bactenas crecidas en condiciones similares a las condiciones in vivo.

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

Cuando se requiere una produccion masiva de células de B. pertussis en algin estado
fisiologico en particular, resulta fundamental el conocimiento de la influencia de las condicioncs
de cultivo sobre la fisiologia microbiana y un estricto control de las mismas. Tanto para estudiar
la respuesta de B. pertussis frente a efectores ambientales como para la produccion antigénica a
gran escala, es indispensable que el cultivo se lleve a cabo en medios liquidos, los cuales
posibilitan el cmpleo de biorrcactores y sistemas de cultivo adecuados para tal fin.

El medio SS cs el medio liquido recomendado para el cultivo de este microorganismo en
fasc virulenta. Este es un medio quimicamente definido que ha sido formulado en 1970 y ha sido
utilizado desde entonces sin modificaciones en su formulacion. A pesar de haber sido
recomendado para el cultivo de Bordetella pertussis tendiente a la produccion 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
produccion y/o optimizacion.

Tampoco ha sido cstudiada la causa de la pérdida de actividad hemaglutinante en
sobrenadante de cultivos sometidos a agitacion. Ni si dicha pérdida esta relacionada con alguna
alteracion de las hemaglutininas presentes en el medio de cultivo, PT y FHA, que pueda significar
la pérdida de la capacidad inmunogénica de los dos antigenos mas importantes B. pertussis. La
importancia del adecuado mezclado del cultivo para el control de las vanables fisicoquimicas y
para la transferencia de materia y calor dentro del biorreactor, hace indispensable el
esclarecimiento del efecto de la agitacion sobre estas hemaglutininas.

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

1- Caracterizar, desde el punto de vista cinético y estequiométrico, €l crecimiento y
la produccion de antigenos de B. pertussis en medio liquido.

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

3- Estudiar como influye la velocidad especifica de crecimiento sobre la estructura
de la membrana externa, la produccion de células y antigenos, y los niveles endotoxicos

4- Evaluar la respuesta fisiologica de B. pertussis frente a cambios en el nivel de
oxigeno del entomo y en la disponibilidad de determinados nutrientes que podrian ser sustratos
limitantes del crecimiento in vivo. Comparar estos ultimos resultados con los obtenidos en medio
SS, en el cual la limitacion 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 operacion puede constituir una estrategia valida para mejorar
la calidad y cantidad de antigenos obtenidos a partir del cultivo de B. pertussis. Paralelamente, se
espera que los resultados obtenidos contribuyan al esclarecimiento de algunos aspectos de la
fisiologia de este microorganismo.
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2.1. Cepas bacterianas utilizadas

B. pertussis Tohama (Pastcur Institutc Collcction N°8132) fasc I, virulenta, y B. pertussis
18323 wvirulenta (Ccpa de desafio). Los stocks bactcrianos sc conscrvan liofilizados y a -70°C
como una densa suspension en ¢l medio SS conteniendo 15% de glicerol.

2.2. Medios de cultivo empleados

Se utiliza ¢l medio base de Staincr-Scholtc, cuya composicion se detalla a continuacion:

A-Lista de componentcs que se esterilizan por calor

Componente Concentracion
Glutamato monosodico 10.70 g/l
L- Prolina 0.24 g/l
KH,PO, 0.50 g/l
KCl 0.20 g/l
MgCl,6H,0 0.10 g/
CaCl, (solucion al 1%) 2.00 ml
Trs-HCI 1.52 g/l
NaCl 2.50 g/l

Sc llcva a pH 7.2 con una solucion concentrada de HCl y sc esteriliza 15 min. cn autoclave. A
cstc medio sc e adicionan los siguientes componentces esterilizados por filtracion a través de una
mcmbrana dc 0.22 pm.

B-Lista de componcntes quc sc csterilizan por filtracion

Componente Concentracion
SO,Fe.7H,0 10 mg/l
L-Cistina 40 mg/l
HCI 0.1 mi1
ac. ascorbico 20 mg/l
ac. nicotinico 4 mg/l
glutation reducido 100 mg/1
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También sc utiliza cl medio SS. con cl agregado dc componentes y con modificaciones cn

la concentracion de algunos constituyentcs, scgun se detalla a continuacion:
-Agregado dc anticspumantc siliconado (1520 Dow Coming, Siliar), cn concentraciones en cl
rangodc 0.0a 1.0 g/1.
-Agrcgado dc extracto dc Icvadura (DIFCO Laboratorics, USA) en concentraciones: 0.5; 0.75;
1.00,y 1.25 g/l
-Variacion cn las concentracioncs de nutricntes. La modificacion alcanza a un nutriente por vez
micntras las concentracioncs de los demas se manticnen invarnables respccto a la formulacion del
mcdio SS. Las concentracioncs modificadas son:

SO4Fe.7TH,0  1.60 mg/l

Cistina 10.08 mg/1

KH,PO, 0.11 gN

L-Prolina 0 g/l (medio SS sin agregado de prolina).

2.3. Cultivo de microorganismos

2.3.a. Preparacion de inéculos

El liofilizado se resuspende en una solucion con casaminoacidos (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 cl 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 ml del mismo medio de cultivo que se empleara en cl proceso a inocular. Se incuba en un
agitador orbital a 36°C durante 30 hs. El volumen de inéculo utilizado en los cultivos llevados a
cabo cn frascos o tanqucs agitados es, aproximadamente, el 10% del volumen final del cultivo.
De esta manera la densidad dptica inicial de todos los cultivos se mantiene en el rango de 0.1-0.2.
La densidad optica se mide a 650 nm (Ags,), en un espectrofotometro visible Pye Unicam SP6-
250 (una unidad de A¢5,= 3.0 x 10° organismos/ml)

2.3.b. Cultivo batch en frascos agitados

El cultivo se inicia en el momento de la inoculacion, segun se indica cn el punto 2.3.a. Se
toman muestra dc forma regular cada 3 hs. hasta alcanzar las 48 hs. de cultivo. A cada muestra
s¢ le determina densidad optica a 650 nm, pH, y peso seco. Luego, cada muestra liquida se
separa en fraccion celular y sobrenadante de cultivo. Ambas fracciones son analizadas por
separado.
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2.3.c. Cultive 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, cquipada con cuatro
cortacorrientes, aireador en profundidad, electrodos esterilizables de espuma, oxigeno disuelto
(galvanico), y pH. El volumen de trabajo es de 2.5 L de medio de cultivo. La inoculacion se lleva
a cabo segun esta referido en el punto 2.3.a. En todos los experimentos el coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno (k;a) sc manticne constante en 100 h'l, a través del control de la
velocidad de agitacion y aireacion. La espuma se controla a través del agregado automético 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 liquidas se determina la
densidad optica a 650 nm, ¢l peso seco, y el pH. Luego, se separa la fraccion celular y el
sobrenadante de cultivo para su analisis. En los gases de entrada y salida del fermentador se
determina la concentracion de oxigeno (analizador paramagnético de oxigeno gaseoso Servomex,
Serie 1100, Crowborough, Sussex) y de dioxido de carbono (analizador de didxido 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
fermentacion LH serie 210, de 2 L de capacidad, equipada con electrodos de oxigeno disuelto
(polarografico) y de pH.( El volumen de trabajo empleado es de 700 ml de medio de cultivo.
Después de 12 hs. de cultivo batch comienza el agregado de medio fresco para iniciar la
operacion en continuo. El reservorio con el medio de cultivo se recambia diariamente. El pH del
cultivo se mantiene en 7.4 por la adicion de medio de cultivo fresco a pH 4 (este dato fue
calculado teniendo en cuenta que el aumento de pH observado durante ¢l desarrollo celular se
debe al amonio excretado al medio de cultivo como consecuencia de la desaminacion del
glutamato durante su utilizacion como fuente de energia). Hay que sefialar que previamente se
realizo un estudio de la estabilidad del medio de cultivo a pH 4. La temperatura del proceso se
mantiene en 36°C. La aireacion se lleva a cabo en superficie. No se agregan cortacorrientes para
favorecer la formacion de vortice. El medio de cultivo empleado en estos procesos es el medio SS
o alguna modificacion del mismo que se detalla en cada caso. Los cultivos son llevados a cabo en
condiciones estrictamente definidas de:

1-Velocidad de dilucion (0.03, 0.04, 0.05 y 0.06 h!) a través de la
variacion del caudal de alimentacion y manteniendo invariables las demas condiciones de cultivo.

2-Oxigeno disuelto (5%, 30%, 60% y 90%) vanando los niveles de
agitacion y aireacion , manteniendo invariables los demas parametros de cultivo.

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

En cada condicion 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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paramectros tales como: concentracion dc biomasa, concentracion dc sustrato limitante, niveles
antigénicos, etc. Teruendo en cuenta que la hemolisina es el pnmer antigeno que se pierde por
modulacion antigénica, cn cada estado cstacionario 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: liquida y gaseosa. En la muestra gaseosa se
determina el contenido de oxigeno y dioxido de carbono, de manera similar a lo detallado
anteriormente. En la muestra liquida, se determina pH, peso seco, y densidad optica a 650 nm.
Por otra parte, la muestra liquida se separa en fraccion celular y sobrenadante de cultivo para su
analisis

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

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

2.4. Determinacion de la velocidad de consumo de oxigeno y produccion de
didxido de carbono durante el cultivo.

La velocidad de consumo de O, (rO,) y produccion de CO, (rO,), se determina por balance
dc materia de ambos compuestos en los gases de entrada y salida del fermentador:

_ _079F (PO,), B (POy),
2 V  L100-(PO,), - (PCO,), 100-(PO,), - (PCO,), |

o, L OT9F (PCO,), ) (PCO,), 1
TV L100-(P0Oy); - (PCOp);  100-(POy), —(PCOy),

Donde:

(PO,),: Porcentaje de O, en los gases de entrada del fermentador

(PO,),: Porcentaje de O, en los gases de salida del fermentador

(PCO,),: Porcentaje de CO, en los gases de entrada del fermentador

(PCO,),: Porcentaje de CO, en los gases de salida del fermentador

V: Volumen de medio de cultivo en el momento de la toma de muestra (1)

F: Caudal de aire (Lh)
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2.5. Ensayo respirométrico

Este ensayo sc lleva a cabo en un respirometro diferencial tipo Gilson!!?, de valvula
simple, termostatizado, que opera a presion constante en equilibrio con la presion atmosfénca. De
esta manera una produccion o consumo de gas del cultivo se traduce en una vanacion de volumen
que se mide con un micrometro digital. Cuando solo quiere medirse O, consumido, se coloca en la
camara central un papel de filtro embebido en hidroxido de potasio al 10%, que retiene el CO,
producido. De esta manera la vanacion de volumen observada se debe unicamente al O,
consumido.

Una dificultad general con los respirometros que operan a presion constante, es la
modificacion en la composicion 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 presion parcial de los
gases metabolizados, sino también la de aquellos que no son metabolizados. Como las
solubilidades de los gases son diferentes, la distribucion de los mismos en la fase liquida 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 O, consumido no es importante y puede despreciarse..
Entonccs, el volumen de oxigeno consumido (VO,) se calcula directamente a partir de la formula:

VO, =273 (P-Py,) AV, / 760 T

Donde ,

P presion barométrica en las condiciones de trabajo (mm de Hg).
Py,  presion de vapor de agua a la temperatura de trabajo (mm de Hg)
AV, variacién del volumen total del gas por unidad de tiempo (ul/h).
T  temperatura de trabajo (°K).

VO, volumen de oxigeno consumido por unidad de tiempo (ul/h).

Asi, a partir VO, que es el volumen de O, consumido, por hora y por cada 2.5 ml de medio
de cultivo (volumen de cultivo que se pone en la camara) se calcula la velocidad volumétrica de
consumo de O, (rO, ). Con este parametro y la concentracion de biomasa en el momento de la
toma de muestra (X), se calcula la velocidad especifica maxima (por tratarse de un cultivo en
fase exponencial) de consumo de oxigeno (qO,m), segun:

qO,m=10,/X

NOTA: para que la velocidad especifica sea realmente maxima es necesario que no haya
limitacion de nutrientes de ningun tipo incluido el oxigeno. Para tal fin se diluye la muestra de
cultivo de manera tal que el suministro de oxigeno del equipo sea suficiente con respecto a la
demanda del microorgamsmo.
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2.6. Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
(K a).

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, segun el método desarrollado por Cooper'2®. El medio de cultivo es
reemplazado por el mismo volumen de una solucion de SO;Na, 0.5 N, a la cual se le agrega 1
ml/l de una solucion de SO,Cu IM como catalizador de la reaccion de oxidacion del sulfito a
sulfato. En estas condiciones la velocidad de oxidacion del sulfito esta determinada por la
velocidad de transferencia del oxigeno. La velocidad de oxidacion del sulfito (AC/At) se
determina por yodometria, empleando titulacion por retomo con tiosulfato de sodio 0.05 N. Este
valor es numéricamente igual a la velocidad de transferencia de oxigeno. Con este dato y la
solubilidad de dicho gas a la temperatura de trabajo (C*), se calcula el k, a, segiin la formula:

AC/At=k,a C*

2.6.b. Medida directa en linea

En este caso el k; a del biorreactor se determina durante el cultivo. Se calcula la velocidad
de consumo de oxigeno instantanea, segun se indicé en el punto 2.4, y, conociendo el porcentaje
de oxigeno disuelto en el cultivo en ese momento, se estima el k; a segin:

k,a=r0,/ C*Cl

2.7. Determinacion de la viscosidad del cultivo

Para la determinacion de la viscosidad del cultivo se emplea un Rotovisco HAAKE RV2.
Se determina la velocidad de corte en funcion 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. Determinacion de adhesinas celulares.

El nivel de adhesion de B. pertussis a células eucariotas de la linea celular HeLa 229
(Human-epitelium-like ATCC CCL2.1), se determina de acuerdo a lo reportado por Sato y col.23.
Brevemente, se agrega una suspension de 1010 bacterias por ml de medio Eagle's Minimal
Essential Medium (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 atmosfera de 5% de CO,,. Se lava con
MEM vy se fija con etanol-acético (en relacion 3:1), durante 10 mun., luego de lo cual se le agrega
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solucion de Hoeschst N° 33258: 2'-(4-hidroxifenil)-5-(4-metil-1-piperazil)-2,5'-bi- 1 H-
bencilimidazol (SIGMA, Chemical Co.. USA). Se lava con agua destilada y se coloca sobre un
portaobjetos con ac. citrico como medio de montaje. Se cuenta el numero de bacterias adheridas a
cada célula de linca. De cada preparado se obscrvan 10 campos tomados al azar, que contengan
entre tres y diez células de linea. El valor presentado para cada ensayo en la scccion de
Resultados y Discusion cs la media + la desviacion estandard de 7 ensayos.

2.9. Determinacion de la capacidad protectora de células

Para analizar la capacidad protectora de células de B. pertussis se llevo a cabo el test de
proteccion en raton recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)"1%121 Grypos
de 16 ratones N:NIH se inmunizan intraperitonealmente con 0.5 ml de vacuna pertussis standard
internacional (8 unidades protectoras internacionales/ml: UPI/ml) o de vacuna experimental
(preparadas a partir de las células a ensayar, Ags,: 1.0), diluidas en NaCl 0.15M en proporcion:
1/5, 1/25 y 1/125. Cinco grupos de 10 ratones no inmunizados se usan como control de
virulencia. Cuarenta dias después de la inmunizacion, los ratones se desafian intracerebralmente
con 0.03 ml de una suspension de B. pertussis 18323, con aproximadamente 200 LDS50 (dosis
letal 50), lo cual corresponde a 100,000 células de B. pertussis. Los ratones control se inyectan
con la dosis desafio y una dosis cinco veces diluida. Los animales se observan diariamente
durante los 28 dias posteriores a la inmunizacién. Se toma nota de las muertes ocurridas entre los
dias 17y 28. La dosis efectiva 50 (EDSO) y la potencia de las vacunas experimentales se estima
estadisticamente segin el método de Worcester y Wilson.122, Se aplican las condiciones de
validez requeridas por el Code of Federal Regulations!23 Los resultados se expresan en UPI/ml
con un limite de confianza del 95%.

2.10. Determinaciéon 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 pl de sobrenadante de cultivo en solucion fisiologica. Se
adicionan 50 pl de una suspension de globulos rojos de camero al 0.07% en PBS, pH 7.2, a cada
diluciéon. La mezcla se agita durante 15 min. y luego se incuba durante 2 hs. a 37°C, en camara
humeda.

Las unidades de hemaglutinacion se expresan como la reciproca de la maxima dilucién en la cual,
después de adicionar la suspension de eritrocitos, aparece una aglutinacion completal?4,

2.11. Determinacion de la actividad hemaglutinante de células.

El dosaje de la actividad hemaglutinante de células (HAc) de B. pertussis se lleva a cabo
segun el método de Brown y Parker!25. Las células se suspenden en PBS y su concentracion se
ajusta a 200 unidades Klet (3x10 CFU/ml). Se realizan diluciones seriadas en base dos, de 50 pl
de la suspension cclular. Se adicionan 50 pl de globulos rojos de carnero al 0.05% en buffer
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fosfato, se agita durantc 2 min. y se incuba a tcmperatura ambicntc durantc 3 horas. Las
unidades de hemaglutinacion se expresan como la reciproca de la maxima dilucion que presenta
hemaglutinacion completa.

2.12. Determinacion de la actividad hemolitica

La actividad hemolitica se informa positiva o negativa de acuerdo a la presencia o no de
halo dc hemolisis en placas dec ABGs.

2.13. Determinacion de toxina pertussis extracelular.

El dosaje de toxina pertussis (PT) se realiza por ELISA de mancra similar a lo descripto
por Wong & Skelton!26. Las placas para el test se sensibilizan con fctuina disuelta en buffer
CO,”/CO,H" y se conscrvan a -20°C hasta el momento de su uso.

Para realizar las dcterminaciones se colocan 100 pl de muestra en cada pocillo. La curva
patron se realiza agrcgando 100 pl de PT patron (SIGMA, Chemical Co., USA), en '
concentraciones: 0.25, 0.50, 1.00 y 2.00 mg/ml en PBS-Tween(0.05% v/v) (PBST). Se incuban
12 hs. a 4°C. Sc lavan 6 veces con PBST-CINa(0.15M). Se agrega, en cada pocillo, 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. Sc lava nucvamente con PBST y se agrega, en cada pocillo, 100 pl de suero de conejo
anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa, diluido ecn PBST-leche (al 10% p/v). Se incuba 60
min. a 37°C. Finalmente, se revela con O-fcnilendiamina cn buffer fosfato-citrato y H,0,; luego
de 15 min. se detienc la reaccion con H,SO, 4N. Se lcc la absorvancia en cada pocillo con un
lector de ELISA con filtro 492nm.

2.14. Determinacion de proteinas

El dosaje de proteinas se realiza de acuerdo al método desarrollado por Lowry??
empleando seroalbumina bovina (SIGMA, Chemical Co., USA) como proteina patron.

2.15. Preparacion de muestras de proteina total de células para
electroforesis

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

Las cclulas sc lavan con buffer fosfato y sc somcten a un tratamicnto combinado dc
lisozima y shock térmico scgun Maagd v Lugtcnberg!28. Brevemente la técnica consiste en
resuspender las células en 10 mM de tns/CIH, pH 7.8 (1:40 p/v), adicionarlcs EDTA y lisozima
cn concentracion final 10 mM v 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 dc CLLMg y 10 pg/ml de desoxirmbonucleasa. Las células entcras y grandes
fragmentos se remueven por centrifugacion (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 Tritén y se incuba a temperatura ambiente durante 15 min. El
matenal insoluble que queda se pelletea por centrifugacion (16,000 x g , 60 min. a 4°C) y se
repite la extraccion con Trnton. El pellet final, contcniendo las proteinas de membrana externa se
trata con buffer de carga: 0.065 M de Tns/ Cl (pH 6.8), SDS (2% p/v), glicerol (10% p/v),
EDTA sddico (2 mM), azul de bromofenol (0.001% p/v) y B-mercaptoetanol (5% p/v). Estas
mucstra son luego aplicadas al gel de poliacrilamida para ser sometidas a electroforesis.

2.17. Obtencién de lipopolisacarido de células

Para aislar lipopolisacaridos (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
centrifugacion 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 baiio de agua, hasta una concentracion final de
50% v/v. La mezcla se incuba durante 5 min. a 68-70°C con agitacion constante. La mezcla se
coloca cn un baifio de agua-hielo y se enfria hasta 10°C, agitando. La emulsion se centrifuga 15
min. a 12,000 x g y 4°C. La fase acuosa queda en la parte supernor y la fendlica en la inferior con
una interfase que conticne un precipitado gomoso. La fase acuosa opalescente que contiene el
LPS se scpara y se deja a 0-4°C. La fase fenoliea y el matenal de interfase son sometidos a una
scgunda extraccion con un volumen de agua igual al utilizado en la pnmera extraccion. El agua
es precalentada a 70°C y la mezcla también se calienta a esta temperatura durante 5 min. Lucgo
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/ Cl (pH 6.8), conteniendo SDS (2% p/v), glicerol (10% p/v), azul de bromofcnol (0.001%
p/v) y B-mercaptoetanol (5% p/v), y se las incuba a 100°C durante 10 min. Luego por cada 50 pl
de suspension de LPS, se agregan 25 ug de Proteinasa K, disuelta en 10 pl de buffer de carga.
Las mezclas se incuban durante 1 h a 60°C, con agitacion. Estas muestra son luego aplicadas al
gel de poliacrilamida para ser analizadas por electroforesis.
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2.18. Electroforesis de proteinas y lipopolisacaridos

Las clcctroforcsis dc protcinas v LPS sc llevan a cabo cn SDS-PAGE. Sc preparan geles
dc | v 1.5 mm dc cspesor conteniendo 10, 12.5, 14, 15 y 16% dc poliacrilamida scgun la técnica
Laemmly!30. La elcctroforcsis se lleva a cabo a pH 8.6 y a un voltaje constante de 130 volts.

2.18.a. Tincion de polipéptidos y LPS

Los geles donde se llevan a cabo las electroforesis de proteinas se someten a tincion con
Coomasic bluc o nitrato dc plata. Para llevar a cabo la tincion con nitrato de plata segun la
técnica de Wray vy coll3!, las protcinas dcben fijarsc previamente con una solucion de metanol/
ac. acético/formaldehido/agua en proporcion 50:12:0.18:37.82.

Los lipopolisacaridos se tifien con nitrato de plata segun la técnica de Hitchock y
Brown!32. Previo a la tincion los lipopolisacaridos también deben fijarse con una solucion que
contiene 25% v/v de isopropanol en una solucion al 7% dc ac. acético.

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

La Inmunodeteccion de FHA celular, FHA de sobrenadante de cultivo y P69, se lleva a
cabo a partir dc clectroforcsis dc proteinas totales dc células, proteinas de sobrenadante de cultivo
y proteinas de membrana extema, respectivamente. En todos los casos, luego de ser sometidas a
una corrida clectroforética en SDS-PAGE, las proteinas transfieren desdc cl gel de poliacrilamida
a membranas de polivinildifluoruro (PVDF), segun ¢l método de Towbin y col.133 La eficiencia
de este proceso se comprueba por tincion con plata del gel transferido. Posteriormente la
membrana de PDFV con las proteinas transferidas se bloquea para uniones inespecificas con
buffcr TBS (50 mM Tris/CIH , 150 mM Na Cl, pH 8.0) contcniendo 5% de leche descremada en
polvo (DIFCO Laboratories, USA). Las proteinas inmovilizadas se ensayan con anticuerpos
monoespecificos de raton anti-FHA, y anti-P69 (provistos por el Instituto Pasteur, Paris,
Francia). El revelado se lleva a cabo con anticuerpos de cabra anti-raton, marcados con fosfatasa
alcalina. Entrc cada uno dc cstos pasos se realizan lavados con TBS contcnicndo 0.1% de Tween.

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

2.20. Determinacion del acido 2-ceto-3-deoxi-octulosénico en LPS
proveniente de células y sobrenadante de cultivo.

La determinacion del acido 2-ceto-3-deoxi-octulosénico (KDO), se lleva a cabo empleando
cl método desarrollado por Karkhanis y col.134. Brevemente, dicho ensayo consiste en el
tratamicnto del lipopolisacarido con H,SO, 0.2 N, a 100°C por 30 min., seguido de una reaccion
con HIO,, NaAsO, y ac. tiobarbitirico. El cromoforo formado se cstabiliza mediante el agregado
de dimetilsulfoxido a la mezcla de reaccion. El color final es estable durante varios dias. La
lectura se rcaliza a 548 nm. La concentracion de KDO se determina por comparacion con una
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curva patron dc KDO (SIGMA, Chemical CO., USA) ensayada ¢n forma paralela a la muestra
problema, que cubre un rango dc concentraciones entre 0 y 20 pg/ml.

2.21. Determinacion de glutamato en el medio de cultivo.

La detcrminacion de la concentracion dc glutamato sc lleva a cabo cmpleando un kit
enzimatico de analisis de Bochringer Mannheim, Germany, previa desproteinizacion de la
muestra. Esta determunacion sc basa en la desaminacion oxidativa del glutamato por la glutamato
deshidrogenasa. Los electrones del glutamato reducen el NAD presente en la mezcla de reaccion
dando lugar a la formacion de NADH, el cual a su vez, en presencia de diaforasa, reduce el
1odonitro tetrazolio transformandolo en formazan. Este altimo es un compuesto colorcado y
presenta un maximo de absorcion en 492 nm. En las condicioncs empleadas en ¢l ensayo (exceso
estequiométrico de los demas reactivos) la intensidad de color desarrollado es directamente
proporcional a la concentracion de glutamato cn la muestra problema. La concentracion sc
determina por comparacion con una curva patron de glutamato, ensayada cn forma paralela con
la muestra, que cubre un rango de concentraciones entre 0 a 30 mg/l. El limite de sensibilidad de
esta determinacion es de 0.5 mg/l. Las muestras en las que se¢ determina glutamato son
previamente desproteinizadas.

2.22. Determinacion de amonio en el medio de cultivo.

La determinacion de la concentracion de NH4" sc lleva a cabo empleando un kit
enzimatico de analisis para la dcterminacion de urcma desarrollado por Wiener Lab. La
determinacion de amonio con este kit se¢ rcaliza 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 dectermina colorimétricamente a 540 nm. La concentracion de amonio se¢
determina por comparacion con una curva patron que cubre un rango de concentracion de amonio
entre 0 y 36 mM. El limite de sensibilidad del método a sido determinado en 3 mM.

2.23. Determinacion de fosforo en el medio de cultivo.

La determinacion de fosforo inorganico se lleva a cabo, previa desproteinizacion de la
muestra, emplcando un kit de diagnostico de SIGMA, Chemical Co., USA. La determinacion se
basa en la reaccion del fosforo inorganico, presente en la muestra, con molibdato dec amonio en
medio acido para formar fosfomolibdato. El agregado del reactivo de Fiske & Subbarow (acido
1-amino-2-naftol-4-sulfénico al 0.8 % cn sulfito de sodio y bisulfito dec sodio) reduce el
fosfomolibdato a la forma de un complejo azul. La intensidad del color es proporcional a la
concentracion de fosforo y s mide por absorvancia a 660 nm. La concentracion se determina por
comparacion con una curva patron de fosforo inorganico, ensayada cn paralelo con la muestra,
que cubre un rango de concentraciones entre 0 y 128 mg/l. El limite dc sensibilidad de csta
prueba ha sido estimado en 0.8 mg/1.
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2.24. Determinacion de hierro en el medio de cultivo.

La determinacion dc hierro se lleva a cabo con un kit de analisis d¢ MERCK, Darmstadt,
dc alta scnsibilidad. La detcrmunacion se basa en la reduccion inicial, con acido ascorbico, de
todo el hierro presente cn la mucstra. Asi. en un medio tamponado con tioglicolato el Fe'?
reacciona con Ferrospcctral (reactivo patentado por MERCK, Darmstadt) formando un complcjo
color violeta cuya intensidad es proporcional a la concentracion de Fe en la muestra. Dicha
intensidad sc mide cspectrofotométricamente a 565 nm. La concentracion de hierro se determina

por comparacion con una curva patron de hierro que cubre un rango de concentraciones entre 0 y
4 mg/l.

2.25. Determinacion de cisteina y prolina en el medio de cultivo.

La determinacion de Pro y Cys se lleva a cabo cn muestras previamente desproteinizadas,
segin el método descripto por Gaitonde!3S, que permite la determinacion de cada uno de estos
aminodcidos, aln en presencia de otros. La técnica para la determinacion de cisteina, se basa en
que este aminoacido es el tnico capaz de reaccionar con ninhidrina/ac. acético/HCl y dar un
complejo que absorbe a 560 nm. A esta longitud de onda, este método es muy especifico para cys
y no hay interferencia de los demas aminoacidos. El medio de cultivo tiene cistina por lo tanto,
como paso previo a la detcrminacion se reduce la msma con ditiotreitol. Para determinar prolina,
se procede de manera similar pero el reactivo es ninhidrina/ac. acético/ac. fosforico que forma un
complejo con Pro cuyo maximo de absorcion esta en 510 nm. A esta longitud de onda el unico
aminoacido que interfiere es la cisteina por lo cual, de manera smultanea, se determina su
concentracion segun se describe mas arriba.

2.26. Determinacion de NAD* y de NADH intracelular

El muestrco para la determinacion de estos dos metabolitos intracelulares se lleva a cabo
segun lo recomendado por Saez y Lagunal3¢ . La extraccion y la determinacion de ambos
metabolitos a partir de los extractos celulares sc lleva a cabo segin lo descripto por Bernofsky137.
Brevemente, a 500 pl extracto celular neutralizado (pH 7.5) de ambos metabolitos, se les agrega
400 pl de H,0, 100 ul de buffer glicilglicina IM, 50 pl de bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazoil-2)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), 8.4 mM, 50 ul de etosulfato de fenazina (PES) 33.2 mM y 10 pul de
etanol 96%. Se incuba la mezcla 3 min. a 35°C, y se lc agrega 10 pl de acohol dehidrogenasa
(900 U/ml). Es posible determinar la velocidad de reduccion del MTT espectrofotometricamente
a 570 nm. La curva de calibracion sc realiza agregando 0, 2, 5 y 10 uM de NAD* o NADH
patron (SIGMA, Chemical Co., USA) durante el proceso de extraccion de los nucledtidos.

2.27. Determinacion de sideroforos en sobrenadante de medio de cultivo

Se determina la presencia de sideroforos segin la técnica desarrollada por Schwyn. &
Neilands!38. La técnica se basa en la alta afinidad de los sideroforos por el hierro. Asi, la muestra



Capitulo 2 37

donde se quiere determinar la presencia de sideréforos se mezcla con una solucion que conticne
hexadeciltetrametilamonio (HDTMA), hierro (I1l), Cromo Azul S y piperazina en medio acido. El
hierro (1lI), la HDTMA y cl Cromo Azul S, cn estas condiciones, forman un complejo de
estructura desconocida color azul. Si en el medio hay sideroforos, 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 concentracion de sideroforo en el medio) se mide
espectrofotometricamente a 630 nm, después de alcanzado el equilibrio.

2.28. Analisis estadistico

La comparacion de los resultados de tratamicntos se realiza mediante el analisis de
varianza utilizando para la comparacion de las medias el test de Menor Diferencia Significativa
(LSD)13% con un grado de significacion de o< 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 cual después de la centrifugacion, el
sobrenadante se filtra a través de membranas de tamaiio de poro de 0.22 pum.



Capitulo 3

Estudio del crecimiento y la expresion
antigenica en sistema de cultivo batch



Capitulo 3: Estudio del crecimiento y la expresion antigénica en sistema de cultivo batch

ReSUItAdOS . ... 38
3.1. Estudios preliminares de medio de cultivo y condiciones de operacion. Escala de
frasCOS @GIAOS. .........iiiii i e 38
3.1.a. Ajuste de medio de cultivo v empleo de agentes antiespumantes. ............................. 38
3.1.b. Ajuste de las condicioncs de operacion del biorreactor en funcion de la
demanda de oxigeno de B. pertussis................c.ocociiiiiiii e 42
3.2 Estudio de la influencia de la agitacion y aireacion sobre ¢l K, a del tanque agitado a
emplcarse en el estudio cinético Y €SteqUIOMELTICO. ...........coooviiiiiiiiiiiiie ittt 44
3.3. Descripcion cinética y estequiométrica del crecimiento de B. pertussis en sistema de
cultivo batCh. ... e, 45
3.3.a. Estequiometria del crecimiento de B. pertussis .................c.cccccoiiiiiiiioiiniannn, 45
3.3.b. Cinética del crecimiento de B. pertussis ................cccccveveiuiieniiiiiieeeiiee e 50

D S U S OMN ..o e e 54



Capitulo 3 38

Para llevar a cabo la caracterizacion cinética y cstequiométrica del cultivo de B. pertussis
en medio liquido, es neccsario el cmpleo de tanques agitados. No solo porque sus caracteristicas
de disefio posibilitan un control estricto de las vanables fisicoquimicas del proceso, sino también
porque, ademas de permitir el analisis de la fase gaseosa, permite un adecuado muestreo de la
fase liquida sin que se alteren demasiado las condiciones de cultivo. Un muestreo de estas
caracteristicas posibilita la determinacion de parametros 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 operaci(m.'
Escala de frascos agitados.

3.1.a. Ajuste de medio de cultivo y empleo de agentes antiespumantes.

Como sc menciond anteriormente, el medio liquido recomendado en bibliografia para
la produccion de vacuna pertussis es €l medio de Stainer-Scholte (SS). Este medio, quimicamente
definido, soporta el crecimiento seriado de B. pertussis en fase virulenta. Es un medio de cultivo
integrado por cantidades conocidas de aminoacidos, sales y vitaminas (segun se especifica en
Materiales y Métodos). Esta formulado de manera tal que la fuente de carbono y energia (el
glutamato) es la limitante del crecimiento.

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

Segun se puede ver en la Figura 3.1, la fase latencia del crecimiento es bastante
prolongada. En este sentido cabe sefialar que se comprobo que, si se emplea un indculo menor al
10% del volumen final de cultivo no se produce desarrollo celular alguno. La fase logaritmica de
crecimiento se extiende por 20 hs. aproximadamente. Los niveles de PT y FHA (ésta ultima
evaluada como actividad hemaglutinante-HA-) en el medio extracelular aumentan durante la fase
logaritmica.
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Figura 3.1: Cinética en sistema de cultivo batch, del crecimiento y produccion de antigenos
extracelulares de B. pertussis en medio SS. Escala de trabajo: frascos agitados.

En un intento por disminuir la fase latencia, se ensayo el agregado de extracto de levadura
(E.L) en pequeiias cantidades (entre 0 y 1 g/1) al medio SS. El extracto de levadura agregado en
esta concentracion 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 inoculos 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 sélo se reduce notablemente sino que, a partir de una concentracion de 0.75 g/l, no se
verifica retardo alguno en el comienzo de la fase crecimiento exponencial. En lo que se refiere a
la produccion de células y antigenos, en la Figura 3.2 se puede observar que la adicion de este
agente al medio SS aumenta los niveles alcanzados al final de la fase exponencial. Este efecto,
que es funcion de la concentracion de E. 1., alcanza un maximo para 0.75 g de E.1. por litro de
medio SS. En este sentido es miportante sefialar que, en sobrenadante de fase estacionana de
crecimiento en cultivo discontinuo (batch) de B. pertussis en medio SS , no se venfico
agotamiento de ningun nutriente del medio de cultivo. Por el contrario, en cultivos discontinuos
llevados a cabo en medio SS a los que se le adicion6 0.75 g/l de E.l, no se pudo detectar
glutamato en sobrenadante de cultivo de fase estacionaria. De estos resultados resulta evidente
que ¢l aumento de biomasa mostrado en la Figura 3.2 se debe a que la incorporacion 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 seria consecuencia del aumento de
biomasa y no una accion directa de algun componente del E.1. sobre los mecanismos de excrecion
de antigenos, ya que la produccion especifica de los mismos no se ve modificada en las distintas
condiciones ensayadas. 4
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Figura 3.2: Efecto de la incorporacion de extracto de levadura al medio SS sobre la produccion
de células y antigecnos extracelulares de B. pertussis. Los valorcs de biomasa y antigenos
representados en ésta figura corresponden a los niveles maximos alcanzados en cada condicion de
medio de cultivo, ensayada en sistema batch. Escala de trabajo: frascos agitados.

Otro de los ajustes previos al empleo de tanques agitados esta relacionado con la
formacion de espuma. Las proteinas liberadas al medio extracclular durante el crecimiento de B.
pertussis favorecen la formacion de espuma cuando se trabaja con tanqucs agitados operados con
aireacion en profundidad. La espuma debe ser evitada no solo 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 bibliograficos!'® que sefialan a las siliconas como el tipo
quimico de antiespumante mas adecuado para el cultivo de B. pertussis. Teniendo en cuenta estos
datos se estudid, en escala de frascos agitados, el efecto de la adicion de cantidades crecientes de
un antiespumante (Ae) de este tipo quimico, al medio SS y al medio SS adicionado de 0.75 g/l de
E.l. (SSE). Se pudo comprobar que el agregado dc Ae al medio SS no afecta la produccion de
células ni de antigenos extracelulares cuando se lo emplea en un intervalo de concentracion de 0.1
a 0.6 g/l. Se observo que en concentraciones superiores a la citada se produce mhibicion del
desarrollo celular, ya sea que ¢l Ae se agregue desde el comienzo del cultivo o en pleno
crecimiento exponencial. Por el contrano, cuando se emplea SSE como medio de cultivo, no se
observa ningun efecto sobre células ni antigenos solubles como consecuencia del agregado de Ae,
aun en concentraciones de hasta 1g/l.

Para completar estos estudios se determino el efecto del agregado de E.1. y Ae al medio SS,
en relacion a la antigenicidad celular. Se evalud la capacidad protectora, segin 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, segiin se muestra en la Tabla
3.1. El extracto de levadura. se ensayo en dos niveles: 0 'y 0.75 g por litro de medio SS. El agente
Ae en cambio se ensayo en tres niveles: 0, 0.6 y 1 g/l. En medio SS se ensayaron solamente las
dos concentraciones menores porque, como ya se menciono, un nivel de Ae superior a 0.6 g/l en
el medio SS, provoca inhibicion 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
titulo antigénico. Las cclulas se lavaron en forma esténl y se resuspendieron al mismo valor de
densidad optica en todos los casos. Con estas suspensiones celulares se formularon las vacunas
para la determinacion de la capacidad protectora, segun 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 estadisticamente
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
capacidad protectora de las células de B. pertussis. El test de potencia empleado es el
recomendado por la OMS!10:121 | 3 potencia celular esta expresada en: UPI/ml

Antiespumante (g/1)

EL (@) 0.00 0.60 1.00

0.00 79102 79402 --

0.75 79+03 79+0.1 79103

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
afirmacion surge de los resultados detallados mas armba y que pueden resumirse como sigue. El
agregado de extracto de levadura al medio SS en una concentracion de 0.75 g/l: 1. evita que el
desarrollo celular se detenga como consecuencia de otros factores indeterminados (aparentemente,
acumulacion de inhibidores), que no sean el agotamiento de algun nutriente. Este aspecto es
fundamental para la determinacion de parametros cinéticos y estequiométricos; 2. el aporte de
macronutrientes es despreciable; 3. no altera la expresion antigénica celular como asi tampoco la
excrecion de antigenos solubles; 4. permite el empleo de antiespumante en concentraciones
suficientes para el control de espuma, sin afectar la produccion de células m de antigenos.
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3.1.b. Ajuste de las condiciones de operacion del biorreactor en funcion de la
demanda de oxigeno de B. pertussis

Por tratarse de un microorganismo aerobio, durante el cultivo de B. pertussis es necesano
un suministro adecuado dc oxigeno que satisfaga los requcrimientos metabolicos relacionados con
la oxidacidn de la fuente dc carbono y energia y su transformacion en células, productos y CO, .

Debido a la baja solubilidad dcl oxigeno en agua (0.182 mmoll) y a que los
microorganismos son capaces de utilizar solamentc oxigeno disuelto, durante el desarrollo celular
este nutriente dcbe ser transferido de forma continua desde la fase gaseosa a la fase liquida.
Cuando se trabaja en pequefia cscala (frascos agitados), el suministro de oxigeno no presenta
grandes inconvenicntes por tratarsc de volumenes chicos. En esta escala la transferencia de
oxigeno, que ocurre a través del area interfacial, aumenta con la velocidad de agitacion orbital
por formacion de un vorticc mas pronunciado.

En una escala de trabajo mayor, con volimenes de cultivo mas grandes, la transferencia de
oxigeno (y la transfcrencia de masa cn general), comienza a ser critica. Por esta razon, los
biorreactores tipo tanquc agitado, que son los mas utilizados en procesos a gran escala, estan
disciiados en funcion de favorecer la transferencia de oxigeno. En estos biorreactores ¢l chorro de
aire estéril ingresa por debajo del agitador y al ser golpeado por las paletas se transforma en
pequeiias burbujas. El primer efecto que se consigue con la agitacion es aumentar el area de
contacto aire-liquido, favoreciendo asi el intercambio gaseoso. La presencia de cortacorrientes en
cstos biorreactores aumenta la turbulencia en ¢l liquido, lo cual mejora el mezclado y aumenta el
tiempo de permanencia de las burbujas dentro del reactor favoreciendo, en ultima instancia, la
transferencia de oxigeno

En términos generales, la transferencia de oxigeno depende de las condiciones de operacion
(tcmperatura, pH, agitacion, aireacion, volumen de liquido, etc.), de la geometria del reactor y de
las caracteristicas fluidodinamicas del liquido. Un biorreactor operado en condiciones definidas
pucde ser caracterizado, en lo que se rcfiere a su capacidad para transferir oxigeno desde la fase
gaseosa a la fase liquida, a través de un parametro denominado "coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno" (K a). Asi, para condiciones de trabajo definidas existe un unico valor
de K a que es constante mientras no cambicn las condiciones de operacion, la geometria del
rcactor o las caractcristicas fluidodinamicas del cultivo.

Entonces bajo condiciones de operacion determinadas, el suministro de oxigeno de un
biorreactor se puede calcular scgin:

dc
E?sza(C*_Cl) cc. 3.1
Donde:
Ka coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno en las condiciones de trabajo
[h1]).
Cc* concentracion saturante de oxigeno disuelto en las condiciones de trabajo [mol/1].

C concentracion de oxigeno disuelto en la fase liquida [mol/l].
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Si no hay consumo de oxigeno la concentracion de oxigeno disuelto (C;) aumenta, hasta
que finalmente C; = C*, llegando entonces al equilibrio en el que se cumple la ley de Henry en
todo el seno del liquido.

Si cn el seno del liquido hay microorganismos que consumen oxigeno, en el momento que
comience la aireacion se establecera un estado transitorio que se definc:

suministro demanda

dcO, " .
dt 1a(C*=C1) 40X ec. 3.2
Donde:
q0, consumo especifico de oxigeno [mol/g.h]
X concentracion de biomasa [g/1]
dcO,/dt vanacion de la concentracion de oxigeno disuelto en el tiempo [mol/1/h]

Este estado transitorio evoluciona hacia un estado estacionario donde el oxigeno
transferido a la fase liquida es simultaneamente consumido por los microorganismos. En el estado
estacionario:

kp a(C*-C))=q0,X ec.3.3

kpa=q0,X/ (C*-Cy) ec. 3.4

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

El maximo consumo especifico de oxigeno de un microorganismo en un medio de cultivo
dado, es el que se verifica en fase exponencial de crecimiento irrestricto. Por esta razon las
muestras para el ensayo respirométrico de B. pertussis se tomaron de cultivos discontinuos en
esta fasc de crecimiento. Las muestras se tomaron en forma estéril y los ensayos respirométricos
se llevaron a cabo segun lo detallado en Matenales y Métodos.

El producto del consumo especifico de oxigeno de estas células (qO,m) por Ila
concentracion maxima de biomasa (Xm) que es posible alcanzar en el medio de cultivo en estudio,
representa la demanda maxima de oxigeno del cultivo. Se determin6 que, ¢l qO,m 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/l. En lo que se refiere a la concentracion de oxigeno disuelto en el
medio de cultivo (C) no hay datos bibliograficos acerca del nivel critico para este
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microorganismo. Por csta razoén se eligid trabajar en un 20% dcl valor de saturacion (C* = 0.182
mmol O,/1, a 36°C), nivel cn el cual generalmente no hay limitacion de crecimiento por oxigeno
para ningun microorganismo. Tcniendo cn cuenta los resultados y consideraciones anteriorcs se
recmplazaron los términos de la ecuacion 3.4 por sus valores correspondientes, y se pudo
establecer que el valor de K a del biorrcactor debia mantenerse alrededor de 100 h-l para
posibilitar un dcsarrollo celular no limitado en oxigeno.

3.2 Estudio de la influencia de la agitacion y aireacion sobre el K a del
tanque agitado a emplearse en el estudio cinético y estequiométrico.

Como ya se menciond, el K;a de un biorreactor depende de muchas variables entre las
cuales se encuentran: geometria del reactor, velocidad de agitacion (N), caudal de aire por unidad

de volumen (F/V), diametro y gcometria del agitador, presencia o ausencia de cortacorrientes, - --

volumen de medio empleado, temperatura, presion, etc. La determinacion del K| a del biorreactor
a emplear en el cultivo de B. pertussis, se llevé a cabo segun lo especificado en Materiales y
Meétodos. Se trabajo en condiciones de agitacion y aireacion vanables modificando de a una
variable por vez (N o F/V), manteniendo los demas parametros que influyen en el K| a, fijos en
los valores a cmplearse en el cultivo.
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Figura 3.3: Influencia de la velocidad de agitacion (a) y el nivel de atreacion (b) en el K a
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 aireacion en profundidad.

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 VVM vy la velocidad de agitacion
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vari6 entre 100 y 800 rpm. La ecuacion cmpirica (p<0.01) que determina la curva de la Figura
3.3 (a) es la siguiente

kpa=25x10"4(N)>?! ec. 3.5

De este estudio se deduce que para obtcner un K, a de 100 h-! deberia seleccionarse, como
condicion de operacion para el estudio de la cinética y estequiometria de crecimiento de B.
pertussis, una velocidad de agitacion (N) de 270 rpm si el nivel de aireacion es de 0.80 I/1 min.

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

kpa=1004 (F/V)"* ec. 3.6

Cabe senalar que, teniendo en cuenta que los agentes antiespumantes disminuyen la
transferencia de O,, todas las determinaciones se llevaron a cabo agregando al biorreactor una
concentracion de 1g/l del antiespumante a utilizar en el cultivo.

3.3. Descripcion 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 operacion para el cultivo de Bordetella pertussis en tanque agitado. Como ya se menciono, esta
escala de trabajo es la apropiada para llevar a cabo la determinacion precisa de los parametros
cinéticos y estequiométricos que caracterizan un crecimiento microbiano.

3.3.a. Estequiometria del crecimiento de B. pertussis

El estudio de la conversion microbiologica de nutnientes en biomasa y demas productos
tiene como objeto establecer la relacion existente entre consumo de sustrato, obtencion de energia,
formacion de nuevo material celular y formacion de producto. Durante el desarrollo celular
existen relaciones fijas entre los rendimientos de biomasa, producto, €l consumo de oxigeno y la
generacion de calor. El conocimiento de estas relaciones resulta indispensable para definir
cualquier estrategia de optimizacion. Minkevich y Eroshin!4® fueron los primeros que
describieron la correspondencia existente entre el consumo de fuente de carbono, de energia, de
nitrogeno y oxigeno, con la formacion de biomasa, diéxido de carbono, otros productos
extracelulares y calor. Estos autores describen el crecimiento microbiano como una ecuacion
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quimica, que tiene la particulandad de scr autocatalitica. Asi, basandosc en la descripcion general
del crecimiento microbiano. sc puede escribir una ccuacidon macroquimica del tipo:

(..) F1€ de carbono + (..) dador de electrones + (..) aceptor de electrones +(..) F1€ de nitrégeno
+()H O+ () CO,+ (L)H +(..) biomasa + (...) dador oxidado + (...) aceptor reducido +
+(..) productos extracelulares = 0

Con el fin de facilitar los balances de materia y de energia (o grado de reduccion), los
productos y reactivos se representan mediante sus "formulas minimas", que son aquellas que
contienen solo un atomo de carbono en su composicion. Asi se dcfinc el C-mol (o Cmol) de un
producto o reactivo como la cantidad del mismo que contiene un atomo gramo de carbono. Por
otra parte, a la fucnte de carbono y encrgia se le asigna el coeficiente estequiométrico 1 (uno),
para que el resto de los coeficientes estequiométricos queden normalizados respecto a este
nutriente. Teniendo cn cuenta cstas consideraciones, el crecimiento de un microorganismo
aerobio, cultivado en un medio dondc la fuente de carbono es también fuente de energia, puede
cscribirse de la siguientc forma:

CH,04 +aNH; +b0, ——2F sy CH, 0N, +YpsCH,O¢N; +Y, CO, + WH,0
sustrato biomasa producto
carbonado
ec. 3.7
Dondc:
a mol de amonio consumido por C-mol de sustrato carbonado consumido
b C-mol de oxigeno consumido por C-mol de sustrato carbonado consumido

Yxss C-mol de biomasa producida por C-mol de sustrato carbonado consumido
Ypis  C-mol de producto extracelular formado por C-mol de sustrato carbonado consumido
Yeoys C-mol de didxido de carbono producido por C-mol de sustrato carbonado consumido

Como en eualquier ecuacion quimica se pueden realizar dos tipos de balances: el balance
de materia (para cada elemento ) y ¢l balance de energia o de grado de reduccion. Entre los
balances de matena de mayor utilidad estan:

1. El balance de carbono:

Yxts ¥ Ypis T Yeo,ls = l ec. 3.8

2. El balance de mtrogeno:

BYxsttypis = a ec. 3.9

El balance de energia o grado de reduccion se realiza teniendo en cucnta el numero de
clectrones que cada compuesto puede transferir al oxigeno. Asi, el grado de reduccion del
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sustrato carbonado, biomasa y productos respectivamente, pueden ser calculados, segiin
Minkevich y Eroshin!#0, como sigue:

Y= 4+m-2d
Yx = 4+p-2n-3g ec. 3.10
Yp = 4 +r-2f-3t ec. 3.10

Donde y es el nimero de clectrones disponibles por C-mol de compuesto. El grado de reduccion
de un compuesto se calcula como la sumatona de los electrones disponibles de los elementos que
lo componen, esto es: carbono = 4, hidrogeno = 1, oxigeno = -2, y nitrogeno = -3. El grado de
reduccion del C, H y O surgen de considerar al H,O y al CO, como estados de referencia . El
grado de reduccion: -3 del nitrogeno surge de considerar, arbitrariamente, al NH, como estado de
referencia. De esta manera, estamos en condiciones de plantear una ecuacion de balance de grado
de reduccion para la ecuacion de crecimiento 3.7:

Ys- 40 =YysYx +YprisYp ec. 3.11
Y Yp 4b

Yais, +Ypris T t =1
Ys. Ys Ys ec.3.12

La formulacion del medio de cultivo empleado en el presente estudio determina que el
sustrato limitante del crecimiento es la fuente de carbono y energia (glutamato). Este aminoacido
es también fuente de nitrogeno. El primer paso en la ruta metaboélica de utilizacion del glutamato
es una desaminacion oxidativa'®. Cabe destacar que, los demas aminoacidos presentes en el
medio de cultivo son micronutrientes que cumplen funciones tales como factores de crecimiento
y/o determinantes del potencial redox. Por esta razon, al plantear la ecuacion 3.7 para representar
el balance estequiométrico del crecimiento de B. pertussis, se considera unicamente al glutamato
como sustrato carbonado. La formula del C-mol de biomasa de Bordetella pertussis fue tomado
de datos bibliograficos. Los unicos productos extracelulares considerados son las proteinas
excretadas al medio de cultivo. Se tuvo en cuenta la composicion media de las proteinas'4! para
calcular su formula minima. Cabe sefialar que, si existiera formacion de otro producto y el mismo
no fuese considerando en el analisis estequiométrico, los balances de masa y energia daran cuenta
de ello.

Asi entonces, reemplazando en la ecuacion 3.7, el crecimiento de Bordetella pertussis se
pucde describir segun la ecuacion siguiente:

microorg.

CH  8000.80No20 +b O3 YxisCH1 800039Ng 20 + ¥ p/sCH1 680034 No 27 +

+ YCOI/SCO2 + yNH,/sNH3 + WHZO
ec. 3.13
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Segun estas formulas minimas. los pesos moleculares correspondientes al C-mol de
sustrato, biomasa, y producto seran, respectivamente: 29.40, 22.84 y 22.90 g/C-mol. Asi como
sus respectivos grados de reduccion seran: 3.6, 4.4y 4.2

El calculo de los coeficientes estequiométricos de la formacion de biomasa y productos se
realiz6 a partir de la determinacion del sustrato consumido, en funcion de la biomasa y los
productos formados durante el cultivo en sistema batch.

El calculo de los coeficientes estequiométrico del O, y CO, se realizo6 a partir del balance
de materia en fase gaseosa. Para la determinacion del coeficiente estequiométrico del O,
consumido se calculo, en primer lugar, la velocidad de consumo de oxigeno (rO, [mmol/L.h]) a lo
largo del crecimiento en batch, como se detalla en Materiales y Métodos. Asi, integrando dichas
velocidades a lo largo del tiempo en el que transcurrié el proceso, y corrigiendo el valor obtenido
en funcion del glutamato total consumido durante el batch, se calcula el consumo global de
oxigeno por carbono mol de fuente de carbono y energia. La determinacion del coeficiente
estequiométrico del CO, producido se calcula de manera simular, integrando los valores de
velocidad de produccion de CO, (rCO, [mmol/1.h]) entre el tiempo inicial y final de proceso, y .
corrigiendo luego segun el glutamato consumido en ese tiempo. En las Figuras 3.4 A y B, se
observa la variacion de ambas velocidades durante el proceso.
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Figura 3.4: Cinética de produccion de CO, (A), y de consumo de O, (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 encontré6 que por cada C-mol de
glutamato metabolizado se consumen 0.58 moles de O,, y se producen 0.25 C-mol de biomasa,
0.024 C-mol de proteina y 0.71 C-mol de CO,,.
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El glutamato cs fuente de carbono y cnergia, pero también es fuente de nitrogeno. Del
balance de masa para cste clemento, ecuacion 3.9, ¢s posible comprobar que solo un 30% del
nitrogeno aportado por el glutamato se fija en la biomasa y proteina extracelular. El 70% restante
se liberaria al medio de cultivo. Esta consideracion se vio confirmada por medidas de amonio en
el sobrenadante de cultivo de fase estacionana dc crecimiento, donde se pudo verificar la
presencia de este cation en una concentracion 30 mM. Por calculos teoricos este valor estaria
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 acumulacion de amonio debera ser motivo de
cstudio a la luz de investigaciones llcvadas a cabo en otras bacterias Gram negativas donde se
pudo comprobar que la presencia de amonio en el espacio extracelular conduce a alteraciones
metabolicas y estructurales en la membrana externa!42:143,

Finalmente, reemplazando en la ecuacién 3.13, el crecimiento de Bordetella pertussis
puedc describirse segun la siguiente ecuacion:

microorg,.

CH, 3000 39N 20 +058 O, 0.25 CH 390 39N 29 +0.02CH, 430034 No o7 +

+071CO, +014 NH; + wH,0

ec.3.14

El glutamato es el sustrato limitante del crecimiento, pero este nutriente es a la vez fuente
de carbono y de energia. Teniendo en cuenta que el grado de reduccion de la biomasa es mayor
que el grado de reduccion del glutamato, es evidente que el crecimiento de Bordetella pertussis en
este medio de cultivo no esta limitado en carbono sino en energial¥. Esto explica los bajos
rendimientos de biomasa y productos extracelulares, frente a la elevada produccion de dioxido de
carbono.

El analisis 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+071+0.02=0.98
ec. 3.15

02532 00232 105820 L 097
A Y R VIR T e

Como se puede ver, tanto el balance de carbono como el de grado de reduccion 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 integramente en la biomasa, ¢l CO,, y las
proteinas cxtracelulares; y que sus electrones son transfendos unicamente al O,, la biomasa y las
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protcinas extracelulares. A partir de estos resultados es posible inferir que, si existiese algun otro
producto (carbonado o no) quc no se csta considerando, su produccion es lo suficientemente baja
como para pasar inadvertida en los balances de materia y energia. Se ha encontrado que durante
el desarrollo cclular, Bordetella pertussis libera lipopolisacarido (LPS) de membrana cxterna al
medio extracelular. Dcbido a que ain no se ha establecido la estructura exacta de este
componente para Bordetella pertussis (la cual ademas varia con las condiciones de cultivo), no
es posible establecer una formula minima y asi incorporarlo a los balances. De todas formas, la
cantidad de LPS libcrado al medio extracelular es insignificante en términos del balance de
carbono y energia.

3.3.b. Cinética del crecimiento de B. pertussis

El objctivo principal de un estudio cinético es describir la velocidad de cambio del
sistema en estudio y por lo tanto, la evolucion de dicho sistema en el tiempo. Asi la
caracterizacion 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 caracterizacion cinética del crecimiento irrestricto de Bordetella pertussis que se detalla
en cste capitulo esta referida exclusivamente al estudio de la velocidad con que transcurre, en un
sistema de cultivo cerrado (sistema de cultivo batch o discontinuo), la conversion microbiologica
de nutrientes en biomasa y demas 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 periodo de latencia, donde no
se verifica crecimiento, cuya extension depende de la edad y tamafio del indculo que se utilice y
de la capacidad de adaptacion del microorganismo al medio de cultivo. La siguiente etapa es la de
crecimiento exponencial, donde la velocidad especifica de crecimiento es maxima 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
desaceleracion, donde la velocidad especifica 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 segun la siguiente ecuacion!¥4:

dX

a0 H X ec. 3.16
Donde:
dx/dt velocidad de acumulacion de biomasa [C-mol/1.h].
v velocidad cspecifica de crecimiento [h!].
X concentracion de biomasa [C-mol/l].

Segtin el modelo cinético de crecimiento microbiano propuesto por Monod!45:
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Mm S
=k . 3.17
¢ +S cc. 3.
Donde:
K, constante dc saturacion aparcnte del sustrato limitante |C-mol/1].
Hm velocidad cspecifica maxima de crecimiento [h-!]).
S concentracion de sustrato limitante [C-mol/l].

Asi, scgun este modclo:

Si $>>K — p es una constante = um (caracteristico de fase exponencial)
Si S = Kg = u disminuye con la disminuciéon de la concentracion del sustrato limitante del
crecimiento (caracteristico de fase de desaceleracion).

Por lo tanto, la integral de la ecuacion 3.16, durante la fase exponencial de crecimicnto da
lugar a la siguiente expresion:

InX=1InXo + tum ec.3.18
Donde:
Xo concentracion inicial de biomasa al tiempo: t = 0 [C-mol/1].
X concentracion de biomasa al tiempo: t [C-mol/l].

El crecimiento microbiano, como ya se ha mencionado, va acompaiiado de consumo de
nutrientes (entre los cuales esta el O,) y formacion de productos asociados al desarrollo celular
(entre los que se encuentra el CO,). Asi, la cinética de consumo y produccion de estas sustancias

en sistema de cultivo batch, se puede describir segin:

d% = q0, X d(:t)z = ¢qCO, X

% =qs X (;—I: =qp X
Donde:
dO,/dt velocidad de consumo de oxigeno [mol/l.h].
dCO,/dt velocidad de formacion de diéxido de carbono [C-mol/1.h].
dS/dt velocidad de consumo de sustrato [C-mol/1.h].
dP/dt velocidad de acumulacion de proteinas [C-mol/h.1].
qo, velocidad especifica de consumo de oxigeno [mol/C-mol.h]
qco, velocidad cspecifica de formacion de didxido de carbono [C-mol/C-mol.h]
qs velocidad especifica de consumo de sustrato [C-mol/C-mol.h]
dp velocidad especifica de produccion de proteinas [C-mol/C-mol.h]

X concentracion de biomasa [C-mol/1].
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Si ¢l crecimicnto microbiano y el consumo de sustrato sc ajustan a la ecuacion 3.17,
entonces las velocidades cspecificas de consumo de nutrientes y formacion de productos,
muestran una dependencia con el sustrato limitante similar a la descripta para la velocidad
especifica de crecimiento; de manera tal que, cn fase exponencial de crecimiento dichas
velocidades especificas son maximas y caracterizan el crecimiento del microorganismo.

La Figura 3.5 muestra la cinética de produccion de células y antigenos de Bordetella
pertussis 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 desaceleracion
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Figura 3.5: Evolucion del oxigeno disuelto y cinética de produccion de células y antigenos
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 matematico descripto y los datos experimentales recogidos en fase
liquida y gaseosa durante periodo exponencial de crecimiento se estimo, por balance de materia
en ambas fases, que B. pertussis en este medio de cultivo desarrolla una velocidad especifica
maxima de crecimiento (um) de 0.073 h™!, una velocidad especifica maxima de consumo de O,
(qO,m) de 0.17 mol O,/C-mol.h, una velocidad especifica maxima de consumo de glutamato
(qgm) de 0.29 C-mol S/C-molh, una velocidad especifica maxima de producciéon de CO,
(qCO,m): 0.21 C-mol CO,/C-mol.h, y una velocidad especifica maxima de liberacion de proteinas
(gpm)de 0.0098 C-mol P/C-mol.
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En lo que se refiere a la produccion de antigenos solubles, en la Figura 3.5 se puede ver
quc la concentracion de los mismos en el medio de cultivo alcanza un maximo al final de la fase
exponencial de crecimiento. Un resultado particularmente intercsante es el aumento de la
produccion especifica de dichos antigenos v la acumulacion de LPS que se verifica durante el
desarrollo celular. Esto podria cxplicarse en términos de reportes bibliograficos!46147 que
proponen como método de excrecion de antigenos la asociacion de los mismos a restos de
membrana externa. De todas formas, a partir de los resultados presentados no es posible realizar
ninguna especulacion al respecto. Sobre este punto y el efecto del entomo sobre la produccion
especifica de antigenos se vuelve en capitulos posteriores.
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DISCUSION

La caracterizacion cinctica y cstequiométrica de un cultivo liquido requiere un muestreo
adecuado y un control cstricto de los paramctros fisicoquimicos del entorno. Tales requisitos solo
pueden cumplirse en una escala de trabajo y tipo de biorreactor adecuados. Por esta razon, en el
presente estudio se empled un biorrcactor tipo tanque agitado, 2.5 | de volumen de trabajo,
equipado con los sensores y controladores necesarios para el control automatico de las variables
fisicoquimicas.

Para llevar a cabo un cultivo en este tipo de biorreactores debieron realizarse algunos
ajustes previos de medio de eultivo y eondiciones de operacion, que arrojaron los siguientes
resultados:

En lo que se refiere al medio de cultivo sc pudo comprobar que el agregado de 0.75 g/l de
extracto de levadura al medio SS evita la aparicion de fase de latencia, posibilita un mejor
aprovechamiento de los nutrientes, y permite el empleo de agentes antiespumantes sin perjuicio de
los rendimientos celulares o antigénicos. Los resultados obtenidos sugieren: a) que la fase de
lateneia que se verifica en el medio SS es un tiempo de adaptacion metabdlica al pasar de un
medio de cultivo rico (ABGs) a un medio sintético (SS). El agregado de extracto de levadura
aportaria los componentes que de otra manera el microorganismo deberia sintetizar, retardandose
asi el crecimiento. En apoyo de esta observacion, se pudo comprobar que después de sucesivos
pasajes por el medio SS la fase de latencia disminuye. b) El efecto observado sobre la
concentracion final de células y antigenos podria estar relacionado con la captura de inhibidores
de crecimiento. Como ya se menciono, B. pertussis libera al medio de cultivo sustancias toxicas
durante su crecimiento. Ha sido sugerido que podria tratarse de ac. grasos que se acumularian
provocando la inhibicion del crecimiento celular. Esta hipotesis se vio en parte confirmada porque
el agregado de sustancias con propiedades complejantes (carbon activado, albumina, etc.) al
medio de cultivo revirtio esta situacion posibilitando un buen desarrollo celular. Teniendo en
cuenta csto, es posible suponer que el aumento observado en los niveles de biomasa cuando se
agrega E.l1. al medio SS, se deba fundamentalmente a las propiedades complejantes que pudieran
tener algunos componentes del extracto de levadura (péptidos, etc.). Ensayos de determinacion de
sustrato limitante de crecimiento (glutamato) en sobrenadante de estacionaria de cultivos llevados
a cabo en SS y SSE demostraron que dicho nutriente solo se consume totalmente en cuando se
agrega E 1. al medio SS, indicando claramente que la causa de la detencion 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 accion directa de algiun componente del E.1. sobre los mecanismos
de excrecion de antigenos, ya que la produccion especifica de los mismos no se modifica por el
agregado de E.1. al medio de cultivo.

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

Es importante destacar que el E.1., agregado al medio SS en una concentracion de 0.75 g/l,
hace una aporte minimo macronutrientes que puede ser considerado despreciable.
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En lo que se refiere al ajuste de las condiciones de opcracion se determiné 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 quicre evitar que el desarrollo celular
se limite por suministro insuficiente de oxigeno. Se estudid la capacidad de transferencia de
oxigeno del biorreactor a utilizar y se definieron las condiciones de agitacion/aireacion en las que
debia llevarse a cabo el cultivo para que el tnico sustrato limitante del crecimiento sea el
glutamato.

El glutamato es a la vez fuente de carbono, energia y nitrogeno. Dado que este aminoacido
tiene un estado de reduccion menor que la biomasa, el desarrollo celular de Bordetella pertussis
en este medio de cultivo resulta, en realidad, limitado en energia. Esto trae como consecuencia
una alta tasa de produccion de dioxido de carbono y NH,, conjuntamente con bajos rendimientos
celulares.

En el sistema de cultivo batch se puso en evidencia una relacion directa entre el
crecimiento exponencial y la excrecion de antigenos de Bordetella pertussis. Se pudo determinar
que la velocidad de acumulacion de biomasa y antigenos en el espacio extracelular presentan
perfiles similares. Esto estaria indicando que la fase de crecimiento exponencial es la mas
apropiada para la produccion de este tipo de antigenos. Por lo tanto, una extension de este
periodo de crecimiento implicaria prolongar la fase de produccion antigénica. Evidentemente, esto
podria lograrse empleando un sistema de cultivo como el continuo, en el cual el microorganismo
se esta duplicando durante todo el tiempo de proceso.

En lo que se refiere a la-produccion de antigenos por unidad de biomasa, se encontré 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 entomo varian permanentemente por lo
que resulta imposible atnibuir el fendmeno observado a algin parametro de cultivo en particular.
Conocer la causa de este aumento en los rendimientos antigénicos implicaria poder manejar la
variable responsable con el fin de optimizar el proceso de produccion de los mismos. Para
estudiar cada vanable 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 (capitulo 5).

Por ultimo, durante el crecimiento se observo también una acumulacion de LPS en el
medio extracelular. Este componente es endotoxico y por lo tanto debe ser eliminado en el
proceso de recuperacion de antigenos del sobrenadante de medio de cultivo con vistas a la
formulacion de vacunas. Por esta razon resulta de suma importancia estudiar si se libera
conjuntamente con los antigenos y si es posible desacoplar ambas excreciones.

La caracterizacion del cultivo de Bordetella pertussis desde el punto de vista cinético y
estequiométrico llevada a cabo en este trabajo, permite la extrapolacion de los resultados
obtenidos a escalas de producciéon mayores y constituye el paso inicial indispensable para la
evaluacion de la influencia de los distintos efectores ambientales sobre la fisiologia de B.
pertussis.
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Como sc ha mencionado antcriormente, Bordetella pertussis produce y libera al medio de
cultivo dos hemaglutininas: FHA v PT. La actividad hemaglutinante cspecifica de FHA cs sicte
veces mayor que la de PT38. FHA es una proteina de tipo filamentosa de 2 nm de diametro y 100
nm de largo. PT, cn cambio. es una protcina de tipo globular de 6 nm de diamctro. Se ha
reportado que la produccion dc estos inmundgenos muestra una gran dependencia de las
condiciones de cultivo!'”. Solamente cn sobrenadantc dc cultivos estaticos se obtienen altos
titulos de actividad hemaglutinante (HA).

En los sistemas agitados se gencran esfuerzos cortantes en el scno del liquido, que estan
directamente relacionados con la cncrgia entregada al sistema. Existen numerosos reportes
bibliograficos que dan cuenta de dafio celular!#814%  inactivacion de enzimas!3® y ruptura de
polimeros!5! en este tipo de sistemas, como consecuencia de dichas fuerzas de corte.

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

En este capitulo 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 antigenos anclados a la membrana celular, entre los
que se encuentran FHA, PT y fimbnas, resultan afectados de alguna forma por las condiciones de
operacion.

Breve reseiia tedrica de la fluidodinamica y esfuerzo de corte en
biorreactores

En esta seccion sc pretende hacer una breve reseiia de los aspectos fundamentales de la
hidrodinamica de un fluido moviéndose segin un patron de flujo laminar o turbulento y de las
interacciones fluido<>solidos suspendidos en el liquido en movimiento. ‘

El movimiento de un liquido Newtoniano dentro de un biorreactor (o cualquier otro sistema
donde un fluido se encuentre contenido y en movimiento) puede ser descripto a través del namero
de Reynolds (Re¢), que es un nimero adimensional que surge de la relacion entre las fuerzas
inerciales y las fuerzas viscosas que se generan en el seno del liquido como consecuencia del
movimiento del fluido. Segin Rushton & Oldshue!S2, el Re de un tanque agitado queda definido
por:

Fuerzas inerciales pND2

Re (biorreactor) = :
Fucrzas viscosas n ec. 4.1

Donde: p es la densidad aparente del cultivo, N es la velocidad del agitador, D es el
diametro del agitador, y n es la viscosidad del cultivo.

Asi, el Re es una medida de las propiedades fisicas 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>103 y cuando esta en régimen de
transicion su 10<R¢<103. Asi, en tcoria, es posible pasar de un tipo de régimen a otro variando
alguno de los paramctros dc los que depende ¢l Re. Cada régimen de flujo posee detcrminada
fluidodinamica quc lo caractcnza, dc la cual depende cl esfuerzo de corte generado cn el seno del
liquido. El csfucrzo cortante y la transfcrencia de masa y calor dentro del biorreactor estan
intimamente rclacionados. Un mczclado mas cficiente generalmente implica un mayor esfuerzo de
corte. Las fuerzas de cizalla que se generan en estas condiciones pueden tener efectos indeseables
sobre los solidos en suspension. Como se mencioné anteriormente, se han reportado dafios de
distinta magnitud sobre matenales biologicos!48:149:150 como consecuencia de dichas fuerzas.

En un sistema de flujo laminar la cantidad de movimiento se transmite de una lamina 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. EI movimiento del liquido 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. Asi el esfuerzo de
corte cn este tipo de régimen se calcula segun:

T=n—
dx ec. 4.2

Donde: T es el csfuerzo de corte, n 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 particula en suspension, y en la rotacion de los mismos. Este tipo de
régimen produce un esfuerzo de corte relativamente bajo en relacion al que se produce en régimen
turbulento.

Para la descripcion del flujo de tipo turbulento se acepta la teoria de turbulencia isotropica
desarrollada por Kolmogoroff!33. 'Isotropia’ significa: estadisticamente independiente de la
direccion. Segin este modelo, en un fluido en régimen turbulento puede distinguirse una
macroescala definida por remolinos de gran tamafio que dependen de las caracteristica del flujo
principal y son anisotropicos. Estos remolinos son inestables, y a diferencia de lo que ocurre en el
flujo laminar, se destruyen transfinendo su energia a remolinos menores y asi sucesivamente
hasta alcanzar la microescala, definida por microrremolinos cuyo tamaiio esta determinado por la
cantidad de energia entregada al sistema. La transferencia de cnergia entre los remolinos de
distinto tamafio se produce en todas las direcciones y de esta manera la informacion direccional se
pierde. De esta forma, el movimiento de los microrremolinos es independiente del movimiento del
fluido en su comjunto y es a lo que se llama: isotropia. A nivel de la microescala es donde la
energia cinética se disipa como calor. Los fenomenos de transporte de masa y energia se
producen fundamentalmente a este nivel, como asi también el esfuerzo cortante. Por esta razén el
régimen turbulento es mas eficiente en el transporte de masa y calor, en relacion al régimen
laminar, puesto que hay infinitos microrremolinos llevando a cabo los fendmenos de transporte en
todas las direcciones. Cuanto mayor es la energia entregada al sistema, menor es ¢l tamafio de la
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microescala, lo cual redunda en un mezclado mas eficiente, pero también en un aumento del
esfuerzo cortante generado en el seno del liquido.

El orden de magnitud de la microescala (A,) propuesta cn el modelo de Kolmogorff puede
estimarse segun la ccuacion:

[ "ipw
E J ec. 4.3

Jdo =

Donde: v es la viscosidad cinematica del cultivo, p se la densidad del cultivo y E esla
potencia media entregada al sistema via el agitador y el aireador, por unidad de volumen.

Las interacciones entre el fluido y las particulas suspendidas en €l, bajo un régimen de
flujo turbulento, depende de los tamarios relativos del microrremolino y la particula. Si el
microrremolino es de mayor tamaiio, entonces la particula queda dentro de €l y no se produce
ningun efecto sobre la misma. En el otro extremo, si la particula es mucho mayor que el
microrremolino, éste 'flotara’ a su alrededor sin afectarla. Por ultimo, si la particula en suspensién
es del orden de magnitud de la microescala entonces podra ser atrapada entre microrremolinos
moviéndose en distintas direcciones. Las diferencias de presion instantaneas, y la energia cinética
concentrada a lo largo de la particula debido al gradiente de velocidad, son lo que causa la
deformacion y ruptura de la misma. También, si la particula es del orden de magnitud de la
microescala se producen colisiones entre particulas y entre las particulas y las superficies solidas.

En régimen de flujo turbulento, el esfuerzo cortante producido es, entonces, directamente
proporcional a la energia disipada en el sistema. En este sentido, el mejor parametro para medir el
esfuerzo de corte en turbulencia es la velocidad maxima de disipacion local de energia (Ep). Este
parametro puede calcularse a partir de la siguiente formula's4:

_osE(2]”
Em=05E T ec. 4.4

Donde D y T son factores geométricos caracteristicos 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 agitacion sobre la HA de sobrenadantes de cultivo se llevo a
cabo en tanques agitados, ya que ¢ste es el tipo de biorreactor que se emplea cominmente 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 oper6o a
distintos niveles de velocidad de agitacién (N) y caudal de aire por unidad de volumen (F/V). Las
velocidades de agitacion y los caudales de aireacion empleados se eligieron de manera tal que en
las cuatro condiciones de operacion se mantuviera el k a en un valor constante de 100 h™! (Tabla
4.1). De esta forma, en todos los casos la poblacion microbiana fue cultivada en las mismas
condiciones de transferencia de oxigeno no limitante del crecimiento.

Previamente debieron llevarse a cabo determinaciones del k;a en distintas condiciones de
operacion 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 agitacion y la aireacion. Se emple6é SSE
como medio de cultivo.

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

Tabla 4.1: Efecto de las condiciones de operacion del tanque agitado sobre la produccion
de biomasa, PT y HA extracelular de B. pertussis.

expt. N* F/ve  R.™.104 P, Agsomax  HAmax PTmax
pm VVM w titulo mg/l
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'l.

»» En todas las condiciones ensayadas la densidad del cultivo fue de 1 kg.m3.y la viscosidad de
1.3x103 N's m2. El cultivo de B. pertussis aun en la maxima concentracion de biomasa tiene un
comportamiento Newtoniano.
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Estos valores maximos se alcanzaron cn las cuatro experiencias ¢n ¢l mismo ticmpo de
proceso: final de fase exponcncial (Figura 4.1)

Como se puede ver, las concentraciones maximas de biomasa y PT fueron similares para
las cuatro condiciones de operacion. Los datos mostrados cn la Tabla 4.1 corresponden a la
media de cuatro determinaciones independientes con triplicados. Los datos se sometieron al
analisis de varianza. Las medias se compararon segun el test de Menor Diferencia Significativa
(<0.05) y los rendimientos de biomasa y PT no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre si. Sin embargo, el titulo maximo de HA fue variando con las condiciones de
cultivo. Cabe esperar que esta variacion se deba a alguna modificacion en FHA extracelular, ya
que la otra hemaglutinina presente (PT) no mostré vanacion. Por otra parte, la actividad
hemaglutinante de PT, como ya se menciond, es considerablemente inferior a la de FHA.
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Figura 4.1: Efecto de las condiciones de operacion del biorreactor en la cinética de
crecimiento, la HA extracelular y la produccion de PT extracclular de B. pertussis. Condiciones
de operacion empleadas: A) N=210, F/V=1.00 VVM; B) N=270, F/V=0.80 VVM; C) N=320,
F/V=0.48 VVM, D) N=450, F/V=0.30 VVM.
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En cxperimentos llevados a cabo cn cscala de frascos agitados, Gorringe y col.116
encontraron que la actividad hemaglutinante del sobrenadante de cultivo de B. pertussis
disminuye con el aumento de la velocidad de agitacion orbital del cultivo. Estos autores
postularon que esto podria ser consecuencia de la formacién de agregados de FHA, sin actividad
hemaglutinante, que aparecerian en la superficie del liquido debido a la hidrofobicidad de la
molécula de FHA. De acuerdo con esta teoria, la pérdida de HA estaria relacionada con el area
interfacial generada en los cultivos agitados. A medida que aumenta el area interfacial,
aumentaria la proporcion de FHA comprometida en la formacion de agregados. Es decir, HA
deberia disminuir a medida que el area interfacial aumentase. Sin embargo, bajo las condiciones
de cultivo empleadas en el presente trabajo, esta relacion 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 agitacion y disminuye el caudal de aire por unmidad de volumen liquido en el reactor,
cabria esperar que el area interfacial disminuya o, a lo sumo, no varie. Segun la teoria postulada
por Gorringe y col., bajo estas condiciones la HA no deberia disminuir, sino aumentar o no
modificarse.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion en los niveles de HA a medida que
aumenta la agitacion y disminuye la aireacion, con lo cual la teoria de la agregacion 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 agregacion o pegado a superficies solidas que contribuyan a
la pérdida de HA, en el ¢squema experimental del presente estudio, no parece ser ésta la causa
principal. Tampoco es posible atribuir la pérdida de HA a la protedlisis de la molécula de FHA
(solo la proteina entera presenta HA) porque no se ha detectado actividad proteolitica en los
sobrenadantes de medio de cultivo de las cuatro condiciones analizadas.

Se intentd establecer si la caida en los titulos hemaglutinantes del sobrenadante se debia a
la ruptura de la molécula de FHA como consecuencia del esfuerzo cortante generado por la
agitacion del cultivo. En primer lugar debio determinarse el tipo de flujo hidrodinamico en las
condiciones de trabajo para saber como evaluar el esfuerzo cortante en cada caso. Por lo cual,
previamente fue necesario definir si el cultivo se comporta como un liquido Newtoniano o No-
Newtoniano. Por medidas de viscosidad frente a esfuerzos de corte crecientes se precisé que el
cultivo de Bordetella pertussis, ain en su maxima concentracion de biomasa, presenta las
caracteristicas de un liquido Newtoniano. El nimero de Reynolds, calculado segun la ecuacion
4.1, demostro que en las cuatro condiciones de operacion el cultivo se mantuvo en régimen de
flujo turbulento. Teniendo en cuenta estos resultados, se puede esperar algin efecto sobre la
molécula de FHA soluble si el tamaiio de los microrremolinos formados ¢n el seno del liquido es
similar al de dicha proteina. Empleando la ecuacion 4.3 se estim6 la magnitud de la microescala
generada en las cuatro condiciones de operacion ensayadas, pudiendo comprobarse que el tamaifio
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 proteina resulte dafiada al entrar en zonas de alta turbulencia donde
seria capturada cntre remolinos moviéndose en distintas direcciones!S!. El gradiente de velocidad,
transformado en energia cinética localizada en un punto, podria romper la cadena proteica de
FHA. Asi, es posible esperar cierto grado de ruptura que serd mayor al aumentar el esfuerzo
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cortante. Es de esperar que el grado de ruptura se ponga de manificsto a través del grado de
pérdida de actividad hemaglutinante va que solo la proteina cntera presenta csta actividad2®.

Como se ha mencionado, el mejor parametro para evaluar el esfuerzo cortante en un
régimen de flujo turbulento cs la velocidad maxima de disipacion local de energia (Ep). En la
ecuacion 4.4, se puede ver que dicho parametro depende de la potencia media entregada al
sistema via el agitador y el aireador, por unidad de volumen (E) y de dos factores geométricos: D
y T. Estos ultimos permanecen constantes en las cuatro condiciones de trabajo testadas; por lo
tanto, el parametro con el que se puede evaluar la variacion del esfuerzo de corte en las distintas
condiciones de trabajo, es directamentc E

La Figura 4.2 muestra la variacion de los niveles maximos de PT y HA alcanzados en cada
condicion, en funcion de E.
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Figura 4.2: Efecto de la potencia disipada en el biorreactor por unidad de volimen sobre
los niveles maximos de produccion de PT y titulo 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 varia
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 disefio la siguiente experiencia: se tomaron muestras de
cultivos estaticos de Bordetella 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 (segun se pudo
verificar por observacion microscopica), con altos titulos de HA (tiempo inicial de incubacién,
Tabla 4.2). Muestras estériles de 2.5 | de sobrenadante asi obtenidas fueron sometidas durante 6
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hs.. a cada una de las condiciones de operacion ensayadas previamente, especificadas en la Tabla
4.1. Se cmpled como control una muestra quc se incubo a 36°C durante 6 hs. sin agitacion. Se
tomaron muestras al principio y al final de cada expenencia en las que se determin¢ la actividad
hemaglutinante. La Tabla 4.2 mucstra los resultados obtcnidos.

Se puede ver que durante la incubacion sin agitacion no hubo caida en los titulos
hemaglutinantes. Sin cmbargo, las mucstras que fueron sometidas a agitacion durante la
incubacion mostraron menor HA al finalizar el periodo de incubacion. Esta pérdida en la HA fue
mas pronunciada al aumentar los niveles de agitacion, 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 cfecto dirccto de las condiciones de operacion sobre la actividad
hemaglutinante del sobrenadante de cultivo, independientemente de la presencia del
microorganismo.

Tabla 4.2: Efecto de las condiciones de operacion del tanque agitado sobre el titulo
hemaglutinante (HA) de sobrenadantes de cultivo de B. pertussis libres de células.

expt. N F/V Titulo HA
pm VVM

tiempo de incubacion

0 (hs)) 6 (hs.)
control 0 0.00 32 32
| 210 1.00 32 32
2 270 0.88 32 8
3 320 0.42 32 4
4 450 0.30 32 |

Finalmente, se emplearon técnicas de SDS-PAGE e inmunodeteccion para analizar los
pesos moleculares y la identidad de los polipéptidos al final de cada tratamiento. El perfil
polipeptidico en geles de poliacrilamida al 12.5%, muestra una parcial desaparicion 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 agitacion en relacion a
aquellas tomadas antes y después de la incubacion estatica. Estas ultimas muestras no revelan
ninguna diferencia entre si cuando se las analiza por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. Con el fin de determinar si esta variacion en los polipéptidos de alto peso
molecular podia ser atribuida a la ruptura de FHA, se transfinieron las proteinas desde el gel de
clectroforesis a una membrana de polivinildifluoruro para analizar dichos polipéptidos por
técnicas de Western Blot empleando anticuerpos monoespecificos contra FHA.
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En la Figura 4.3 sc pucde obscrvar que las mucstras tomadas antcs y después de la
incubacion cstatica (lincas A y B, respectivamente) no revelan diferencia y presentan solo dos
bandas de FHA, ambas dc alto peso molccular. Por ¢l contrario, la mucstra dcl sobrenadantc
somctido a la mayor agitacion no conticnc las bandas corrcspondicntes a los componentcs de
mayor peso molccular de FHA. Conjuntamente con la pérdida de estos componentes, aparccen cn
dicha mucstra polipéptidos de FHA dc peso molccular por debajo de los 97 kDa. No habiéndosc
detectado actividad protcolitica cn ninguna mucstra, la ruptura que sc verifica en la estructura de
la protcina cntcra de FHA con cl aumento de agitacion solo pucde ser atribuida al csfucrzo
cortantc generado cn cl sistcma.

kDa
-205

-116
-97

-66

Figura 4.3: Inmunodctcccion de FHA cn sobrenadantes de cultivo de B. pertussis,
somctidos a los siguicntes tratamientos: linca A) sobrenadante sin ningin tratamicnto, linea B)
sobrenadantc incubado sin agitacion ni aircacion durante 6 hs a 36°C, linca C) sobrcnadante
incubado en tanquc agitado con agitacion y aireacion durante 6 hs. a 36°C, bajo las siguientcs
condiciones: N=450 y F/V=0.3 VVM.

A partir dc cstos resultados, cs posible concluir que la pérdida de HA del sobrenadante cn
cultivos agitados sc¢ debe a la ruptura de la molécula de FHA. Esto cs de particular importancia si
sc ticne en cuenta que solamente los componentes de mayor peso molecular dc FHA son capaces
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de producir respuesta inmunc?2, y por lo tanto solo la molécula "completa" de FHA deberia ser

incluida cn la formulacion de vacunas

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

La fraccion de FHA asociada a células sc cncucntra anclada a la membrana externa de
Bordetella pertussis. Como ya sc ha mencionado, csta protcina ¢s un factor importante durante la
colonizacion bacteriana del tracto respiratorio superior. Estc antigeno csta involucrado, junto con
las fimbrias bactcrianas y otras adhesinas menorcs, cn cl pegado inicial dc la bactcnia a las cilias
del tracto rcspiratorio superior. Por csta razon, los niveles cclulares dec FHA (asi como la
presencia de fimbnas) cn bacterias destinadas a la formulacion dc vacunas resultan de
fundamental importancia cn la cstimulacion de anticucrpos que cviten la colonizacion. Habiendo
dctecrminado el cfecto que ticnen las fucrzas de corte sobre FHA extracclular sc cstudio si cstas
afcctaban cn alguna forma a FHA cclular y demas antigenos. En definitiva, sc intento definir si
las condicioncs dc cntomo, cn lo quc sc refierc al stress hidrodinamico, afectan la
inmunogcnicidad y capacidad protectora de las células cultivadas bajo dichas condiciones. Con
cste fin, sc tomaron mucstras dc fasc exponencial de crecimicnto (24 hs. de cultivo), cultivadas
bajo cada condicion opcracional indicada cn la Tabla 4.3.

Sc detcrmino cn cada mucstra cl titulo hemaglutinante de las c¢lulas y el grado dec adhcsion
a células cucariotas dc la linca celular HeLa 229. Sc cligio csta linca cclular porque presenta un
tipo de receptores cn particular, que determinan que la adhesion de Bordetella pertussis a dichas
células csté mediada fundamentalmente por cl nivel de FHA celular!®.

Figura 4.4: Microscopia dc fluorcscencia. Adhesion de B. pertussis a células HeLa
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Es importante destacar que sélo los componentes de mayor peso molecular de FHA (220 -
210 kDa)!6:1718 son capaces de mediar la adhesion de Bordetella pertussis a globulos rojos y
otras células eucanotas como las HelLa 229.

El ensayo se llevo a cabo segiun lo descrito en Matenales y Métodos. Las bacterias
adheridas a cada célula HelLa fueron visualizadas por microscopia de fluorescencia. La Figura
4.4 es una fotografia tomada de un campo microscopico. En ella se pueden ver cuatro células
HeLa rodeadas por bacterias que se hallan adheridas a las mismas.

Cabe sefialar que las condiciones de ensayo empleadas son las adecuadas!S” para evitar la
excrecion de FHA durante la prueba, de manera tal que en la adhesion solo esté involucrada FHA
anclada a la membrana bactenana. En la Tabla 4.3 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4.3: Efecto de las condiciones de operacion del biorreactor (agitacion y aireacion)
sobre FHA celular y antigenos protectores de B. pertussis.

N° medio de
bacterias
expt. | N° F/v* E adheridas por  HAc Potencia
pm VVM w.I! célula HeLa+  titulo UPV/ml
SD
1 210 1.00 03 94 + 15 64 79+0.2
2 270 0.80 63 97 £ 19 64 79103
3 320 048 11.0 95 + 16 64 79+0.1
4 450 0.30 320 97 +17 64 7.9+0.2

+El K; a se mantuvo en 100 h'!.

Se puede ver que no hay diferencia en los titulos hemaglutinantes celulares (HAc) que
presentan las células provenientes de cada condiciéon, como tampoco es posible establecer
diferencias estadisticamente significativas (a<0.05) en los niveles de adhesion 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 biorreactor.

Para confirmar estos resultados, se analizaron lisados de células praovementes de cada
condicion de cultivo, por técnicas de Western blot, con anticuerpos monoespecificos 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 antigeno 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: Inmunodcteccion de FHA cclular cn células de B. perfussis cultivadas cn
tanquc agitado, bajo las siguicntes condiciones dc operacion: linca A) N=210, F/V=1.00 VVM;
linca B) N=270, F/V=0.80 VVM; linca C) N=320, F/V=0.48 VVM: linca D) N=450, F/V=0.30
VVM

Para completar cstc cstudio, sc¢ determind si otros componcntes involucrados cn la
protcccion conferida por la vacuna de células cnteras sc ven afcctados por cl parametro de
proceso cn cucstion. Tal podria ser ¢l caso de las fimbnas bactcrianas, soportc de aglutinogenos
involucrados cn la respucsta inmunc del huésped, cuya estructura de tipo fibrlar podria scr
afcctada por cl csfucrzo dc cortc.

Sc analizo cl poder protector de las células provenientes de cada condicion de cultivo
(Tabla 4.3). Para tal fin, sc cmplcod cl cnsayo dc potencia cn animales recomendado por la
Organizacion Mundial dc la Salud para la cvaluacion de antigenos protcctores (ver Materiales y
M¢étodos). No sc cncontraron diferencias cstadisticamentce  significativas (a<0.05) cntre las
distintas mucstras (Tabla 4.3). Estos rcsultados indican que cl csfucrzo cortantc quc sc genera cn
un tanque agitado operado cn régimen turbulento, al menos cn los niveles de disipacion de encrgia
cnsayados cn cstc cstudio, no afccta los antigenos cclularcs de Bordetella pertussis.
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DISCUSION

En este capitulo 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 proteina es lo que la hace particularmente
sensible a las fuerzas de corte. La fragmentacion de la estructura proteica de FHA implica la
pérdida de su actividad hemaglutinante pero, mas importante aun, también significa la pérdida de
su capacidad inmunogénica. Asi, la desaparicion de actividad hemaglutinante, verificada en los
sobrenadantes de cultivos llevados a cabo en tanques agitados es un indice de la pérdida de FHA
como antigeno recuperable.

Por otra parte, se encontro que el esfuerzo cortante generado en tanques agitados, no afecta
en forma alguna a los antigenos celulares involucrados en la generacion 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 produccion de células con buen nivel
antigénico, tendiente a la formulacion de una vacuna celular, este parametro de proceso no resulta
critico y, por lo tanto, no sera necesario tenerlo en cuenta como criterio de escalado, ni en la
eleccion del diseiio del biorreactor a emplear.

Por el contrario, si el objetivo es obtener sobrenadantes de cultivo con buenos titulos
antigénicos, el discermimiento del efecto causado por las fuerzas de corte sobre la molécula de
FHA facilita la seleccion de las condiciones de operacion adecuadas para la produccion de este
antigeno extracelular. Mas aun, la incorporacion de la microescala como cnterio de pérdida de
FHA es, en si misma, un avance de particular importancia en el disefio y escalado del proceso de
coproduccion de los dos antigenos mas importantes para la formulacion de vacunas acelulares:
FHA y PT.

Desde el punto de vista de la produccion a gran escala de antigenos solubles para la
formulacion de vacunas, la obtencion de sobrenadantes de cultivo con buenos titulos de ambos
antigenos resulta fundamental. De acuerdo a los resultados obtenidos, la produccion de este tipo
de sobrenadantes solo puede lograrse bajo condiciones de cultivo que garanticen esfuerzos de
corte minimos en el seno del liquido. Asi, el cultivo de Bordetella pertussis con vistas a la
recuperacion de antigenos extracelulares, no deberia llevarse a cabo en los reactores
convencionales de turbina, sino que deberia utilizarse un "reactor de bajo shear". Esto plantea la
necesidad de disefiar un biorreactor adecuado que, ademas de generar un esfuerzo de corte
minimo, brinde condiciones adecuadas para el crecimiento celular y la produccion de antigenos.
En este sentido se ha comenzado la caracterizacion del cultivo de B. pertussis en biorreactores de
tipo Air-lift. En este tipo de reactores la agitacion es neumatica. La ausencia de agitacion
mecanica determina caracteristicas fluidodinamicas muy distintas a las del tanque agitado. La
velocidad de liquido es uniforme en todo el sistema, lo cual determina la ausencia de gradientes de
esfuerzos cortantes y disminuye significativamente su magnitud. Por esta razéon se esta
estudiando si este tipo de biorreactores podria constituir una alternativa para la produccion de
sobrenadantes de cultivo con mejores titulos 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 sistcma de cultivo continuo (capitulos siguientes),
se trabajo con biorrcactores sin cortacorrientes y aircacion en superficie. Estas modificaciones
favorecen la formacion de vortice y conducen a un patron de flujo hidrodinamico diferente, que
conlleva una disminucion significativa del esfuerzo cortante generado en el biorreactor!s2
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Estudios fisiologicos en sistema de cultivo
continuo



Capitulo S: Estudios fisiologicos en sistema de cultivo continuo

Breve resefia teorica del cultivo continuo. ... 71
ReSUItAOS ... 74
5.1 Calculo de parametros cinéticos y cstcquiométricos del crecimicnto de B. pertussis en
MEAI0 S . e, 74
5.2. Efecto de la velocidad especifica de crccimiento sobre ¢l desarrollo celular y expresion
ANEBEIUCA. ...ttt e 79
5.3. Efccto de la tension de oxigeno disuclto en el medio de cultivo sobre la produccion de
Celulas y @ntiENOS. ..........c.iiiiiiii i 85
5.4 Estudio de la respucsta adaptativa de B. pertussis a la baja disponibilidad de nutrientes. ......... 91
5.4 a. Influencia del sustrato limitante del crecimiento sobre las caracteristicas de
membranas cXtema de B. PerfuSSiS. .........cccc.coooviviiiiiiii e 94
5.4.a.1. Comparacion de los perfiles electroforéticos de las proteinas de
MEMDBIana CXLEIMA . ....... .ottt et 94
5.4.a.I1. Comparacion de los perfiles electroforéticos de LPS celular.................... 97
5.4b Influencia del sustrato limitante del crecimiento sobre los parametros
estequiométricos de la produccion de células y antigenos de B. pertussis. ......................... 98
5.5. Otros aspectos relacionados con el estudio de medio de cultivo. ... 102

DIESCUSION ... et 104



Capitulo 5 70

En los cultivos llevados a cabo en sistcmas cerrados eomo el sistema batch, las condiciones
de cultivo cambian pcrmanentemente cn ¢l tiempo sin que pucda ejercerse sobre ellas
practicamente ningun control. De esta manera, el entorno con el que interacciona el
microorganismo se¢ modifica continuamente en cl tiempo. En un sistema de cultivo de cstas
caracteristicas es imposible discernur el efecto que pudiera tener algun parametro de cultivo en
particular sobre el desarrollo celular y la expresion antigénica.

En este sentido, el sistema de cultivo continuo resulta de suma utilidad. En él, ¢l entorno
del microorganismo permancce estable en el tiempo una vez alcanzado ¢l estado estacionario,
esto, sumado a que cada vanable del proceso puede ser modificada independientemente de las
dcmas, posibilita el cstudio 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 patogeno un ambiente que no se modifica en el
tiempo.

En este capitulo se empleo el sistema de cultivo continuo con dos finalidades:

(1) Completar el estudio de caracterizacion cinética y estequiométrica del cultivo de
B. pertussis a través del calculo de parametros que solo es posible determinar con precision en
sistema de cultivo continuo. _

(2) Estudiar la influencia de los principales parametros de cultivo (velocidad
especifica de crecimiento, nivel de oxigeno disuelto y tipo de sustrato limitante del crecimiento),
sobre la fisiologia y expresion antigénica de B. pertussis.

Con relacion a este ultimo punto, hay que seiialar que el estudio del efecto del tipo de
sustrato limitante cn la fisiologia del microorganismo se complica si el medio de cultivo es un
medio complejo como el SSE. Un medio de cultivo quimicamente definido, como ¢l SS sin
agregado de E. 1, es lo indicado en este tipo de estudios. De todas formas, si el cultivo se lleva a
cabo en un sistema abierto como es ¢l cultivo continuo, el agregado de E.l. no deberia ser
nccesario. En primer lugar, porque los inhibidores de crecimiento (si la hipotesis planteada en el
capitulo 3 es valida) se removerian continuamente junto con el cultivo, con lo cual se evitaria la
acumulacion de los mismos y por lo tanto su efecto inhibidor. En segundo lugar, porque el
empleo de reactores con aireacion en superficie para evitar la ruptura de la molécula de FHA
permite supnmir el uso de agentes antiespumantes, ya que este tipo de aireacion evita la
formacion de espuma.

Los estudios en sistcma de cultivo continuo que se detallan en este capitulo, se llevaron a
cabo empleando medio SS sin el agregado de E.l. m antiespumante. El biorreactor utilizado es un
tanque agitado (LH, serie 210) sin cortacorrientes y con aireacion en superficie, con un volumen
de trabajo de 700 ml. Fue posible utilizar aireacion en superficie porque el requerimiento de
oxigeno de este microorganismo es bajo y porque el volumen de trabajo, en este caso, es pequefio.

En todos los casos el crecimiento celular quedé determinado unicamente por la cantidad de
sustrato limitante, no verificandose efecto inhibidor alguno sobre el crecimiento celular.
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Breve reseia teorica del cultivo continuo

Un cultivo continuo (csquema en la Figura 5.1) es un sistcma cultivo en ¢l que se introduce
continuamente mecdio fresco al biorreactor, a una velocidad uniforme. El volumen del cultivo
permancce constante por extraccion, 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 debera quedar uniformemente distribuida en el
cultivo. Esto significa, en la practica, que el tiempo requerido para mezclar un pequeiio volumen
de medio de cultivo sera tambicn pequefio comparado con ¢l tiempo de retencion (t,) calculado
como V/Fa, donde V es el volumen del cultivo y Fa la velocidad volumétrica de flujo del medio de
cultivo.

Fa,X,S

reservorno

Figura 5.1 Esquema de un cultivo operado en continuo

Sr  concentracion del sustrato limitante del crecimiento en el reservorio.
X concentracion de biomasa en ¢l estado estacionario.

S concentracion del sustrato limitante en el estado estacionario.

\Y volumen del cultivo.

Fa  caudal de alimentacién.

Las bases teoricas de la utilizacion del nutriente limitante del crecrmiento, en un cultivo
continuo donde los parametros fisicoquimicos permanecen estables en el tiempo, fueron
desarrolladas por Monod!58, y revisadas por Herbert!5?, Powell16? | Hsu!6! y Tempest!62

Las ecuaciones que descrben el crecimiento microbiano en un quimiostato estan basadas,
fundamentalmente, en dos supuestos (ya mencionados en el capitulo 3).

El primer supuesto es que la velocidad especifica de crecimiento (p) esta relacionada con la
velocidad especifica maxima de crecimiento (um) y la concentracion de sustrato limitante
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remanente en el medio (S), a través de una ecuacion similar a la desarrollada por Michaelis-
Mentcn para la descripcion de la cinética cnzimatica, csto es:

M50
um K +§(t) ec. 5.1

Donde S(t) es la concentracion de sustrato remanente en el medio de cultivo en el momento
t, vy K es la constante de "saturacion aparente” del microorganismo respecto del sustrato
limitante del crecimiento, que se define como la concentracion de sustrato que posibilita el
desarrollo celular a una velocidad especifica de crecimiento que es la mitad de la velocidad
maxima.

El segundo supuesto es que el rendimiento celular en base al sustrato (y,,,) es constante, de
manera que en cualquier momento t, es valida la siguiente ecuacion:

dX(t)/dt = -y, dS@)/dt ec. 5.2

Asi, para un monocultivo en quimiostato, las ecuaciones de balance de materia de acuerdo
con Monod!38 tendrian la siguiente forma:

s _ o X)) SO
o [S; -s@®)] D ee [Ko +50) ec. 5.3
dX(t)  wm X(1) (1)
i K, +50) - D X(t) ec. 54
Esto es:
(ii—)t( = (u-D)X ec. 5.5

donde D = Fa/V, es la velocidad de dilucion del quimiostato, y Sr es la concentracion de sustrato
limitante en el reservorio de alimentacion del quimiostato.
En el equilibrio, o estado estacionario, no hay acumulacion neta de biomasa: dX(t)/dt = 0,
por lo tanto:
1- De la ecuacion 5.4 es posible calcular el valor S, que toma S(t) en el equilibrio:

St) > S=K; D/(um-D) ec. 5.6
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2- De la ccuacion 5.5, se deduce que si dX(t)/dt = O, entonces p = D. Esto quiere
dccir que, en un quimiostato, la vclocidad especifica de crecimicnto queda determinada por la
velocidad de dilucion empleada. Este constituye uno de los aspectos mas importantes y
caracteristicos del cultivo continuo, porque significa poder establecer y controlar la velocidad
especifica de crccimiento del microorganismo a través del caudal de alimentacion y el volumen de
cultivo.

En el equilibrio, o estado estacionario, tampoco hay acumulacion de sustrato en el tiempo,
cntonces: dS(t)/dt = 0, por lo tanto scgun la ccuacion S.3:

X =y (S, -9 ec. 5.7

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

5.1 Calculo de parametros cinéticos y estequiométricos del crecimiento de B.
pertussis en medio SS.

Como ya se menciond, Monod!'S® introdujo el uso de una ecuaciéon empirica (ec. 5.1) para
describir la relacion existente entre la velocidad de crecimiento de un microorganismo y la
concentracion del sustrato limitante.

Sin embargo, este modelo no se ajusta a los valores expenimentales en todos los casos. Se
han propuesto otras ecuaciones para la descripcion del crecimiento microbiano en casos
particulares donde el consumo de sustrato y la velocidad especifica de crecmuento no se
relacionan entre si de acuerdo a la ecuacién 5.1.

Por esta razon, antes de comenzar cualquier estudio fisiologico en sistema de cultivo
continuo se analizd si es posible describir el crecimiento de B. pertussis en términos de la
ecuacion de Monod.

Existen basicamente dos maneras de determinar si es posible aplicar la ecuacion
mencionada a un crecimiento microbiano. Una ellas consiste en determinar la velocidad especifica
de crecimiento que desarrolla el microorganismo frente a concentraciones conocidas (del orden de
K,) de sustrato limitante. La otra forma es, para velocidades especificas de crecimiento
conocidas, determinar la concentracion de sustrato limitante remanente en el medio de cultivo. En
la practica, la forma mas simple y precisa (y la unica recomendable!®3) es la que se menciona en
segundo término. Trabajando en cultivo continuo, se fija la velocidad especifica de crecimiento
del microorganismo a través de la velocidad de dilucién (D), segin se mencion6 anteriormente. Se
opera a distintas velocidades de dilucion y en cada estado estacionario, se determina la
concentracion de sustrato limitante remanente en el sobrenadante de medio de cultivo. De esta
manera es como se estudio si el crecimiento de B. pertussis y el consumo de glutamato se ajustan
al modelo matematico propuesto por Monod.

Se llevaron a cabo cultivos de B. pertussis limitados en glutamato (medio SS). Se empled
el sistema de cultivo continuo operado a distintas velocidades de dilucion (distintas p) y se
determino la concentracion de glutamato remanente en cada estado estacionario. Generalmente el
calculo de K y de um se lleva a cabo linealizando la ecuacion de Monod, las ecuaciones lineales
usadas cominmente!®* son: Lineweaver-Burke (1/S vs. 1/u), Langmuir (S vs. S/u) y Eadie-
Hofstee (WS vs. p). En este tipo de representaciones, los errores cometidos en las
determinaciones experimentales quedan disimulados. El mejor método de analisis es el reportado
por Eisenthal & Cornish-Bowden!6S. Segun este método, si pm = p + K WS, es posible graficar
um vs. K, para cada observacion (i, S;), como una recta de pendiente /S, que intercepta el eje
de las K, en (-S;)y al eje de las pm en ;. La técnica consiste en ubicar, para cada observacion (u;,
S,), el valor de (-S;) en el eje de las abcisas y el de p, en el eje de las ordenadas y trazar luego una
recta entre ambos puntos. Si la relacion entre el crecimiento microbiano y el consumo de sustrato
se puede describir en términos de la ecuacion 5.1, las rectas correspondientes a todas las
observaciones se interceptan en un punto tnico, cuyas coordenadas son (K, pm).
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En la practica, aunquc cl crecimicnto se ajuste al modelo, puede no existir un punto unico
dc intcrscccion debido a crrores experuncntales. En cstos casos la mejor estima de los valores de
K, y wm, se calcula tomando la media para la sene dc intersecciones. Consecuentemente, este
modclo da una mayor informacion accrca de la incertidumbre cn los valores de K y um. Los
errores experimentales quedan en evidencia, a diferencia de los métodos de linealizacion citados
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Figura 5.2: Aplicacion del método de Eisenthal & Comish-Bowden a la determinacion, en
cultivo continuo, de la constantc de saturacion aparente de Monod (kg) y la velocidad especifica
maxima de crecimiento (um) dc B. pertussis cultivada en limitacion de glutamato.

Del analisis de la Figura 5.2, donde se han graficado los valores experimentales de acuerdo
a la representacion propuesta por Eisenthal & Comish-Bowden, se desprende que los datos
experimentales se ajustan al modelo propuesto por Monod. Asi, el consumo de la fuente de
carbono y cnergia en un cultivo de B. pertussis puede describirse en términos de este modelo. Se
puede observar que existe un punto unico de interseccion, lo cual indica que el error experimental
es minimo. Los valores que se¢ obtienen de la interseccion de las cuatro rectas son: K= 10 + 2
UM y um = 0.066 + 0.003h-1. Conocer el valor de pm y K., es de suma utilidad para el modelado
de cultivos microbianos, especialmente cultivos continuos.

Estos parametros dan una idea de la aptitud de B. perrussis para "capturar” glutamato del
entorno. La metabolizacion de dicho nutriente una vez dentro de la célula se pucde describir
segun la ecuacion lineal de consumo de sustrato desarrollada por Pirt!66. De acuerdo con este
autor, el microorganismo destina la fuente de carbono y energia a tres fines fundamentalmente (si
consideramos que los rendimientos de productos extracelulares son despreciables frente a los de
biomasa): crecimiento, obtencion de energia para procesos anabolicos, y mantenimiento celular.
Las dos primeras estan englobadas cn lo que se conoce como rendimiento celular "verdadero”
respecto al sustrato limitante (y',,), y €l término de mantenimiento celular (my) esta relacionado
con el glutamato consumido para proveer la energia necesana para mantener gradientes de
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concentracion, para recambio de material cclular, mowvilidad celular, etc.. En rcalidad, en m
queda incluido todo gasto de fuente de carbono y energia que no esté directamente relacionado
con la formacion ncta de biomasa. Por esta razon este parametro sc¢ convierte cn una medida del
desacople metabolico, y cabe esperar que su valor sea minimo cuando la fuente de carbono y
cnergia cs la limitante del crecimiento celular!é?.

La magnitud del término de mantenimiento celular esta intimamente ligado con las
condicioncs de entorno como la presion osmotica, ¢l pH, la temperatura dc trabajo, etc.. La
cvaluacion de este término es importante, ya que un aumento en el mismo implica una
disminucion del sustrato disponible para el crecimiento y, por lo tanto, una caida en los
rendimientos del proceso.

La ccuaciéon desarrollada por Pirt (1966), y mas tarde modificada por Neijssells8,
presupone que el consumo de sustrato destinado al mantenimiento celular es independiente de la
velocidad especifica de crecimiento (p):

Qs = M/ Yy +mg cc. 5.8

Donde, q, es el consumo especifico de sustrato. En esta ecuacion se asume que no existe un
término de mantenimiento celular que esté asociado a la velocidad especifica de crecimiento. Si
bien para muchos microorganismo se ha comprobado la validez de tal aseveracion, se han
detectado numerosas anomalias a este comportamiento general. Dichas anomalias se han
verificado fundamentalmente eni cultivos cn los que el sustrato limitante del crecimiento no es la
fuente de energia. En este sentido, se han planteado nuevos modelos matematicos'¢’ para la
ecuacion 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 varia de la vclocidad especifica de crecimiento.

Para evaluar la cantidad de glutamato que se deriva para mantenimiento en un cultivo de
B. pertussis limitado en energia (medio SS), se empleo el sistema de cultivo continuo operado a
distintas velocidades de dilucion (D = p) y se determind, en cada estado estacionario, el consumo
especifico de glutamato.

En la Figura 5.3 se muestran los resultados obtenidos
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Figura 5.3. Vaniacion de la velocidad especifica de consumo de glutamato en funcién de la
velocidad especifica de crecimiento de Bordetella pertussis en medio SS. Determinacién del
coeficiente de mantenimiento celular (mg) y el rendimiento 'verdadero' (y'ys), en sistema de
cultivo continuo.

De acuerdo a la ecuacion 5.8, la cantidad de glutamato destinada a energia 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 cclular, estaria incluido (aunque no discriminado) en el
término: Wwy', /s v se reflejaria en la pendiente de la curva qq vs p, mostrando una relacion no
lineal entre ambas velocidades especificas. Los datos experimentales (Figura 5.3) se ajustan a la
ecuacion de una recta con un coeficiente de correlacion 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 especifica 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 ecuacion es:

qs = 0.07 (C-mol /C - mol.h) + 3.03(C - mol / C - mol) x u

Del analisis de esta ecuacion se deduce que, si no se destinase parte del glutamato a
mantenimiento celular, el rendimiento que se obtendria seria de 0.33 + 0.02 C-mol de biomasa
por cada C-mol de glutamato. Este valor constituye el limite tedrico superior del rendimiento de
biomasa en funcion del glutamato consumido.

La existencia del término de mantenimiento celular también disminuye la velocidad
especifica maxima con que es capaz de duplicarse el microorganismo. Para evaluar dicha
disminucién es necesario calcular lo que se conoce como velocidad especifica de mantenimiento
(a), que puede entenderse como una "velocidad de metabolismo endogeno"i$?. Por sus
dimensiones (h™!) es un parametro muy util para comparar energias de mantenimiento,
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independientcmente de las unidades cncrgia y del rendimicnto en ATP de cada sustrato en
particular.
Este parametro (a) se define como:

Mm = p'm-a ec.59

Donde p'm seria la velocidad cspecifica maxima de crecimiento si no hubiera gasto de
glutamato para mantenimicnto celular. El valor de "a" pucde calcularse graficamente!®®. Si se
grafica la velocidad especifica de consumo de sustrato en el estado estacionario (gg) vs. la
velocidad especifica de crecimiento (p), tal como se hizo en la Figura 5.3, la recta termina en el
punto de abcisa: pm experimental (0.066 h°!, segun se vio en la Figura 5.2), que tiene por
ordenada: gsm experimental (0.27 C-mol/C-mol.h). Segun los resultados anteriores, en el caso de
B. pertussis existe un tnico término de consumo de sustrato para mantenimiento celular, que
tiene un valor constante y sc refleja en la ordenada al origen de la recta en cuestion. 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 dara en el punto de ordenada q¢m, el valor de p'm
sobre ¢l eje de las abcisas.

En la Figura 5.4 se graficaron los datos experimentales. A partir de dicha grafica el valor
de p'm se estimé en 0.087 h'!, con lo cual "a" toma un valor de 0.021 h-l.
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Figura 5.4: Determinacion, en cultivo continuo, de la velocidad especifica 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 podria tener en un cultivo a
gran escala. Disminuir cste valor significa detectar posibles factores en las condiciones de cultivo
susceptibles de ser optmiizados. Uno de ellos podria estar relacionado con la acumulacion de
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NH,4* en el espacio extracelular como consecuencia de la utilizacion del glutamato como fuente
de cnergia. Sc ha reportado quc!#? la presencia de cste ion provoca cn algunos microorganismos
la apancion de ciclos futiles lo cual, obviamente, redunda en un aumento del coeficiente de
mantenimiento celular. Por otro lado, la prcsencia de amonio en concentraciones clevadas
produce injurias en la membrana externa de algunos organismos Gram (-)143. La aparicion de
tales lesiones en B. pertussis implicaria, cntrc otras cosas, gasto de energia 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 deberan ser confirmados.

Independientemente de la disminucién que pueda lograrse en el término mg a través del
ajuste de las condiciones de cultivo, es evidente que en un cultivo limitado en energia, en el cual
my es independiente de p, es posible reducir comparativamente la proporcion de sustrato derivado
a manterumiento si se trabaja a altas velocidades especificas de crecimiento.

5.2. Efecto de la velocidad especifica de crecimiento sobre el desarrollo
celular y expresion antigénica.

En el capitulo 3 se mencion6 que en un cultivo batch de B. pertussis, el incremento de
biomasa en fase exponencial es acompaiiado por un aumento en la produccion especifica de
antigenos solubles y una acumulacion de LPS en el medio extracelular. En éste sistema de
cultivo, en el cual las ‘condiciones de entorno varian 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 produccion de PT podria estar asociada al crecimiento microbiano,
pero nada se dice acerca de la liberacion de LPS, n1 como se ven afectados estos productos por
las demas vanables de cultivo.

 En el presente estudio se empled el sistema de cultivo continuo con el fin de estudiar cada
varnable de cultivo por separado y estimar su influencia en el desarrollo celular y expresion
antigénica. En esta seccion se muestran los resultados obtenidos en cultivos de B. pertussis
llevados a cabo en un medio de composicion constante (medio SS) y velocidad especifica de
crecimiento vanable.
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Tabla S.1: Efccto de la velocidad especifica de crccimiento sobre los rendimientos
celulares v la produccion dc toxina pertussis cxtracclular y lipopolisacarido (evaluado como
KDO) liberado al medio de cultivo.

T ys Yrils Yiknols
h! Cmol/Cmol mg/g ug/e
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

significacion: a< 0.05.

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

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 energia (sustrato limitante en el SS), obtenidos en
cada estado estacionario de cultivos conducidos a distintas velocidades especificas de
crecimiento. Los rendimientos de células, PT soluble y LPS extracelular alcanzados en cada
velocidad de dilucion (D = p) (Tabla 5.1), mostraron diferencias estadisticamente significativas.
Se puede observar que estos rendimientos aumentan con la velocidad especifica de crecimiento.
Los rcndimientos especificos extracelulares de PT y LPS (medido como KDO), también
aumentan con p. Se calcularon entonces, las productividades especificas respectivas (qpr Y Gxpo)
y se determind, por cuadrados minimos, la relacion existente entre cada una de ellas y la

velocidad especifica de crecimiento (Figura 5.5 Ay 5.5 B).
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Figura 5.5: Efecto dc la velocidad espccifica de crecimiento de B. pertussis en medio SS,
sobre la velocidad especifica de produccion de PT (A) y LPS (KDO) (B) extracelulares.

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

Qpy =000 +026 p+17.02 12 ec. 5.10

Qxpo =001+ 012 u+ 5285 u? 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 patron de produccion
totalmente asociado al crecimiento (término independiente: cero), la excrecion de LPS presenta,
ademas, un término de produccion no asociado al desarrollo celular. Este resultado esta de
acuerdo con estudios previos!’! donde se encontré que células de B. pertussis que no estaban en
division, liberaban LPS al medio extracelular. Esta fraccion de LPS que se excreta
independientemente del crecimiento explica, en cierta medida, la diferencia encontrada en la
relacion LPS(KDO)/PT en el medio extracelular de cultivos continuos y cultivos batch (Tabla
5.2). El cultivo continuo es un sistema que solo se puede operar si los microorganismos estan
duplicandose permanentemente. En el cultivo batch, en cambio, hay periodos de tiempo en los
cuales las bacterias no estan dividiéndose. En este 1iltmo caso, segun la ec. 5.10 y 5.11, habria
liberacion de LPS pero no de PT, aumentando finalmente la relacion LPS(KDO)/PT global.

Al margen de esto, se cncontré una relacion constante a distintos D, en los niveles de
excrecion de ambos productos extracelulares cuando las células estan en division, lo cual se
refleja en una relacion lineal entre ambas productividades, segun se puede ver en la Figura 5.6.
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Figura 5.6: Rclacion de velocidades cspecificas de produccion de PT y KDO cxtracclular,
cn cultivos dc B. pertussis en medio SS, licvados a cabo cn cultivo continuo a distintas
velocidades de dilucion.

Sc cstudio la posibilidad de que la causa dc la variacion obscrvada cen los nivcles
extracclulares de PT y LPS cn las diferentes velocidades especificas de crecimiento, s¢ debicra a
alguna modificacion dc la membrana cxterna que altcrase la permeabilidad de la misma. Existen
publicaciones al respecto donde se reporta que la velocidad especifica de crecimiento modifica la
composicion y pcrmcabilidad de la membrana cexterna de algunos patogenos, modificando asi la
excrecion de toxinas periplasmicas!?2. Estas modificaciones suclen reflcjarse cn cambios
cuali/cuantitativos de los componcntes de membrana externa: protcinas y/o LPS.

Figura 5.7 SDS-PAGE (12.5%) dc polipéptidos dc membrana externa de células dec B.
pertussis cultivadas cn sistema dc cultivo continuo a distintas velocidades de dilucion: A) D: 0.03
h'', B) D: 0.04 h'!, C) D: 0.05 h'!, D) D: 0.06 h-".
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Figura 5.8: SDS-PAGE (15%) dc LPS dc cclulas de B. perrussis cultivadas cn sistema de
cultivo continuo a distintas velocidades dc dilucion: A) D: 0.03 h'!, B) D: 0.04 !,
C)D: 0.05h!', D) D: 0.06 h!,

El analisis de polipéptidos dc membrana cxtcrna (PME) y de LPS cclular por elcctroforesis
cn condiciones desnaturalizantes no dcja traslucir ninguna diferencia apreciable cn las cubicrtas
cclulares de microorganismos cultivados a distintas velocidades de dilucion (Figuras 5.7 y 5.8).

Estos resultados indican que el incremento observado cn la liberacion de PT y LPS con cl
aumento dc la velocidad cspecifica de crecimiento, podria estar relacionado con algun tipo de
ajuste metabolico mas quc con una alteracion a nivel dc la membrana cxterna.

A difercncia de lo observado en la Figura 5.7, cxisten claras difercncias en los perfiles
polipcptidicos de membrana cxterna (Figura 5.9) dc células de B. pertussis provenicntes dc un
cultivo en medio solido, de un cultivo continuo conducido a velocidad submaxima (p = 0.05 h-l <
pm), v de un cultivo batch cn fase exponencial (um). No es posiblc atribuir estas diferencias a una
causa en particular, ya que las condiciones dc cultivo son difcrentes en muchos aspectos:
velocidad cspecifica de crecimiento, medios de cultivo (ABGs y SS), tipo dc crecimicnto
(restricto e irrestricto), ctc. De todas formas, este resultado es particularmente intercsante dado
que las condiciones de crecimiento in vivo imponen velocidades especificas de crccimicnto
submaximas. Desde este punto dc vista las protcinas diferenciales que aparccen cn la cubierta
celular en condiciones de velocidad especifica de crecimicnto submaxima (cultivo continuo),
pueden tcner importancia desde el punto de vista antigénico!’2. En definitiva, cs posible que la
cxistencia dc protcinas de membrana externa diferenciales, scgun las células de B. pertussis
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provengan dc un cultivo batch o continuo, scialc a cstc ultimo sistcma de cultivo como ¢l mas
adecuado para la produccion de vacunas cclularcs.

Figura 5.9: SDS-PAGE (12.5%) dc polip¢ptidos dc membrana cxterna de células de B.
pertussis provenicntes de : A) medio solido (ABGs), B) medio liquido (SS) cn sistcma de cultivo
continuo, C) medio liquido (SS) cn sistema dc cultivo batch.

Por otro lado, siendo cl cultivo continuo un sistema en el cual hay crecimiento celular
durantc todo cl ticmpo d¢ proceso, parcce ser también ¢l mas adecuado para la produccion de
células y antigenos asociados al crecimiento, tal como PT.

En la Tabla 5.2 sc mucstran las productividades de células y PT cxtracclular, alcanzadas
cn cultivo batch y cn cultivo continuo dc B. pertussis en medio SS. Se pucde observar que, la
concentracion de biomasa obtcnida en cultivo continuo ¢s dos veces mayor. Esto es coherente con
la observacion antcrior, en la que se venifico que en cultivo batch (cn medio SS) el desarrollo
cclular no sc deticne por agotamiento de nutrientcs sino por acumulacion de sustancias toxicas.
Es evidentc que por tratarse de un sistema abierto, cn el cultivo continuo no hay acumulacion de
dichas sustancias lo cual posibilita un adccuado aprovechamiento de los nutricntes. La
concentracion de PT extracelular alcanzada cn cultivo continuo también es aproximadamentc el
doble de la obtemida en cultivo batch, lo cual cstaria indicando que la produccion especifica de
este antigeno no se ve afectada. Pero la productividad volumétrica (P;) de PT extracelular, cn
sistcma dc cultivo continuo, es aproximadamentc sictc veces mayor quc en sistema batch, lo cual
indica a cste sistema de cultivo conducido a altas velocidades de dilucion, como optimo tanto
para la produccion dec células como de PT extracclular. Mas aun tcnicndo en cuenta que la
relacion LPS(KDO)/PT cn el sobrenadante del cultivo continuo es menor que la detectada en
cultivos batch; lo cual favorece el proceso de punificacion de antigenos de sobrenadante.
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Tabla 5.2: Estudio comparativo de la productividad de células y antigenos de B. pertussis
en medio SS, en sistema de cultivo batch y continuo

Sistema de{ X PT KDO KDO/PT
cuitivo g/l mg/l ug/l ug/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

P, CB = C/ (tey) *tiag Htm) CULTIVO BATCH
C: 1.20 mg/l teul: 25 hs. te:6hs.  t: 25 hs

P,CB=0.021 mg/Lh

P.cc=CxD CULTIVO CONTINUO
C: 2.46 mg/l pm: 0.06 h-!

P, CC=0.150 mg/Lh
Donde:
productividad
concentracion de toxina
D:  velocidad de dilucion
to:  tiempo de cultivo
tiag:  tiempo de latencia
tn,:  tiempo muerto
CB: cultivo batch
CC. cultivo continuo

P.:
C:

5.3. Efecto de la tension de oxigeno disuelto en el medio de cultivo sobre la
produccién de células y antigenos.

Ningin microorganismo es indiferente a la presencia de oxigeno. Para algunos es esencial
para la vida, para otros es toxico incluso en pequeiias cantidades, y para casi todos se comporta
como un efector ambiental muy importante en la regulacion metabdlica. El oxigeno es un efector
complejo, cada microorganismo reacciona de forma diferente y algunos incluso, cambian sus
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constituyentes enzimaticos para adaptarse al entorno oxidante o reductor en el que se estan
desarrollando. Siendo B. pertussis un organismo acrobio estricto que infecta las vias respiratorias
superiores, este efector puede tener influencia en la expresion de los factores de virulencia y
demas antigenos del microorganismo. En el cultivo batch (capitulo 3) el oxigeno disuelto se dejo
evolucionar libremente, con lo cual cl nmivel de este nutriente en el medio de cultivo cambio
constantemente a lo largo del ticmpo junto con las demas condiciones.

En esta seccion se empleo el sistema de cultivo continuo para estudiar la influencia de la
tension de oxigeno disuelto sobre el desarrollo celular y la expresion antigénica. Se trabajo en
cuatro nmiveles de oxigeno (Tabla 5.3), mateniéndose invariables las demas 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 dilucion
alta (0.05 h-1) con el fin de obtener buen nivel de antigenos solubles. No se trabajo a velocidad de
dilucion 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,,)
obtenidos en cada condicion de cultivo. Soélo los rendimientos alcanzados en las dos condiciones-
de mayor concentracion de oxigeno disuelto (60 y 90 %), presentan diferencias estadisticamente
significativas entre si y respecto de los rendimientos alcanzados en las demas condiciones de
cultivo especificadas en dicha Tabla. Estos resultados ponen de manifiesto que los niveles altos
de oxigeno en el cultivo van en detrimento de los rendimientos celulares, y que la caida en dichos
rendimientos es mayor cuanto mas alto es el nivel de oxigeno.

En lo que se refiere a la produccion especifica de PT extracelular (Yyy,) cabe seialar que
solo la produccion observada en condiciones de cultivo del 30% de saturacion de oxigeno es
diferente, con un grado de significacion 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 condicion de
cultivo se favorece la produccion especifica de este antigeno extracelular. Lo mismo se verifica
para la produccion especifica de LPS extracelular (medido como KDO).

La actividad hemaglutinante del sobrenadante (HA) desaparece a niveles altos de oxigeno
disuelto. Cabe sefialar que esta pérdida de actividad no se debe a la ruptura de la molécula de
FHA, segun se pudo comprobar por inmunodeteccion.

En lo que se refiere a la concentracion de LPS (medido como KDO) en el sobrenadante de
cultivo, en la Tabla 5.3 se puede ver que su produccion especifica (Yypo,) tiene un perfil de
varniacion con el oxigeno disuelto, similar a la produccion especifica de PT. Este resultado esta de
acuerdo con estudios previos que sugieren una posible liberacion conjunta de ambos
componentes. En apoyo de esta teoria cabe indicar ademas, que los niveles estacionarios de PT y
LPS alcanzados en los distintos cultivos continuos, conducidos a diferentes niveles de oxigeno
disuelto, mantuvieron una relacion 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 dilucion).
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Tabla 5.3. Influencia del nivel de oxigeno disuelto en el medio de cultivo, sobre los
rendimicntos cclularces. antigenicos y cndotoxicos de B. pertussis cultivada en medio SS

PO.d Vs Yorn Yinor HA
% de saturacion de 0O, Cmol/Cmol mg/g ng/g titulo
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
analisis de varianza. Las medias se compararon segun el test de Menor Diferencia
Significativa (LSD), con un grado de significacion: a< 0.05.

Tabla 5.4: Influencia del nivel de oxigeno disuelto en el medio de cultivo en la produccion
de dioxido de carbono y el consumo de oxigeno de B. pertussis en medio SS.

Pozd Yeenix Yorx Yenls Yors
% de saturacion de O, Cmol/Cmol mol/Cmol Cmol/Cmol mol/Cmol
5 327 2.77 0.72 0.61
30 3.36 281 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 cn esta tabla corresponden a la media de 3
determinaciones independientes con duplicados. Los datos fueron sometidos a
analisis de varianza. Las medias se compararon segun el test de Menor Diferencia
Significativa (LSD), con un grado de significacion: a< 0.05.

De los valores medios mostrados en la Tabla 5.4, solo los correspondientes a las dos
condiciones de cultivo de mayor concentraciéon de oxigeno disuelto, presentan diferencias
estadisticamente significativas entre si y respecto a las demas condiciones de cultivo. En estas
condiciones de operacion hay un aumento en la produccion especifica de dioxido de carbono
(Yeoux) Y €n €l consumo especifico de oxigeno (yg,,), que se acentia a medida que aumenta el
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nivel de oxigeno disuclto. También la produccion de didxido de carbono y ¢l consumo de oxigeno
por carbono-mol dc glutamato consumido, aumentan cn cstas condiciones de cultivo.

La composicion protcica y lipidica (fundamentalmentc los ac. grasos insaturados dcl LPS)
dc la membrana cxterna de los microorganismos cs gencralmente scnsible a los niveles de oxigeno
cn ¢l medio extracclular!”. Sc compararon los perfiles clectroforéticos de protcinas de membrana
externa y LPS, cclular y extracclular, de células cultivadas bajo cada uno de los cuatro niveles de
oxigeno disuclto.

Los pcrfiles dc LPS, tanto cclular como cxtracclular, no mostraron diferencias apreciablcs
(Figuras 5.10.1y 5.10.11), .

-~ BB
' . “LPSb

-LPSb

) (1

Figura 5.10: SDS-PAGE (15%) dc LPS dc células (I) y sobrenadante (1) dc B. pertussis
cultivada cn sistema continuo cn distintos niveles de saturacion de oxigeno disuclto: A) 90%, B)
60%, C) 30%, D) 5%

En lo que sc rcficre a la composicion proteica de las células, cl perfil proteico total de
células no muestra ninguna modificacion aprcciable con la variacion de la tension de oxigeno
disuelto (Figura 5.11).
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Figura 5.11: SDS-PAGE (15%) dc polipéptidos totales de células de B. pertussis
cultivadas cn sistcma continuo a distintos niveles de saturacion de oxigeno disuclto: A) 90%, B)
60%, C) 30%, D) 5%

Figura 5.12: SDS-PAGE (15%) dc polipéptidos dc membrana cxterna de células de B.
pertussis cultivadas cn sistema continuo a diferentes niveles de saturacion de oxigeno disuclto: A)
90%, B) 60%, C) 30%, D) 5%

Los componentes protcicos de membrana cxterna, cn cambio, mucstran una banda de
mayor intcnsidad cn la zona dc pcsos molccularcs cercana a los 30 kDa, cn aqucllas cclulas
crecidas cn 30% dc saturacion de oxigeno (Figura 5.12). Esta zona de pesos molcculares no
corrcspondc a ningun antigeno previamente caracterizado (ver Introduccion), pero cs la zona
correspondicnte a los marcadores de virulencia de B. pertussis. Lo que sc ve cn la Figura 5.12 cs
un aumento rclativo de estas protcinas cn las células crecidas en 30 % dc saturacion de oxigeno.



Capitulo 5 920

Se investigd entonces, por inmunodctcceion, la presencia de otro marcador de virulencia:
pertactina (P69), cn membrana externa dc células cultivadas cn las cuatro condiciones.

Como se¢ puede ver en la Figura 5.13, P69 esta prescnte en todas las condiciones
cnsayadas, con lo cual podria esperarsc que las células cultivadas en cualquiera de las cuatro
condicioncs de trabajo se cncucntren en fase virulenta (la sintesis de esta protcina se regula
conjuntamente con los demas factores de virulencia). No obstante, J. Poolman y col.174
encontraron que las proteinas de membrana externa de pesos molecularcs cercanos a los 30 kDa
(en particular las de 32 y 38 kDa) estan directamente involucradas en la respuesta inmune
generada por la vacuna celular de pertussis. Por csta razon, ¢l aumento de intensidad observado
cn bandas de cste peso molecular en ¢l perfil de PME de células cultivadas en niveles del 30% de
saturacion de oxigeno, podria tener importancia desde ¢l punto de vista antigénico y debera ser
motivo de estudio.

kDa

Figura 5.13: Inmunodcteccion de la proteina de 69 kDa de membrana cxterna cn células de
B. pertussis cultivadas en sistcma continuo a distintos nivcles de saturacion de oxigeno disuclto:
A) 90%, B) 60%, C) 30%, D) 5%

Un resultado que debe ser considerado preliminar, pero que es intercsante mencionar, s¢
detalla a continuacion. Cuando s¢ analizo el contenido intracclular de NADH en las células
cultivadas en las cuatro condiciones oxigeno disuelto, se encontrd una concentracion
relativamente mayor de cste metabolito, en aquellas células cultivadas en las condicioncs de
menor PO,d (5%).

Se encontro el mismo resultado en muestras de células provenicntes de quimiostatos
iniciados a partir de cultivos batch indepcndientes, y en muestras de células provenientes de
cultivos continuos donde cada estado estacionario sirvio de punto de partida para el
establecimicnto de la siguiente condicion a ensayar. Con lo cual, las células parccen variar
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efectivamente su contenido de NADH intracelular en respucsta a la vanacion en la concentracion
extracclular de oxigeno.

La toma dc muestra cs critica cuando sc trata de metabolitos intracelulares como este. Si
bien cn todos los casos dichas mucstras sc tomaron segun lo recomendado por Sacnz y Laguna'3s,
estos resultados quizas deberian ser confirmados empleando otras técnicas de toma de mucstra.

Lo que llama la atencion, es que el mecanismo cominmente utilizado por los
microorganismos para cvitar la acumulacion de poder reductor, es la liberacion de productos
intermedios del metabolismo. Los rcsultados cxpuestos muestran que, segun el balance de
carbono, no hubo liberacion de tales productos. Evidentemente podria suceder que las cantidades
producidas fuesen lo suficientemente pequerias frente a las de los demas productos carbonados,
como para pasar inadvertidas en los balances de matena y energia. Esto sugiere la necesidad de
investigar la prescncia de eventuales productos en sobrenadante de cultivo con técnicas de alta
sensibilidad. Una investigacion complementana seria el estudio de los flujos metabodlicos en
condiciones de limitacion de oxigeno, determinando si existe excrecion de intermediarios
metabolicos, y qué efecto produce la limitacion de oxigeno sobre los niveles de NADH
intracelular. Un estudio de este tipo podria significar un importante avance en la comprension de
la poco conocida fisiologia de este microorganismo.

5.4 Estudio de la respuesta adaptativa de B. pertussis a la baja
disponibilidad de nutrientes.

La composicion 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 drasticamente la fisiologia del mismo. Los cambios que se
producen estan gencralmente vinculados con la adaptacion e interaccion 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 nica
limitacion nutricional que ha sido examinada es la baja disponibilidad de hierro. Dicho estudio se
ha restringido a los cambios ocurridos en proteinas y lipopolisacaridos de membrana externa,
como consecuencia de la escasez de hierro libre en el medio de cultivo.

En los ecosistemas de los microorganismos, uno 0 mas nutrientes esenciales se encuentran
en defecto. En el caso particular de los patdgenos, la adaptacion al entorno implica, ademas del
desarrollo de los mecanismos necesarios para cnfrentar la escasez de nutrientes, la expresion de
factores de virulencia y mecanismos de proteccion frente a las defensas del organismo huésped.
Un cuadro de infeccion involucra una primera etapa de adhesion superficial, un crecimicnto lento
en un entomo pobre en nutrientes esenciales, una estructura de membrana externa y fisiologia
general caracteristica de estas condiciones, ademas de la maxima expresion de los factores de
virulencia.

En particular, el entomo natural de B. pertussis esta constituido por secreciones de la
mucosa del tracto respiratorio superior. En este medio, como en lo demas fluidos corporales de
los mamiferos, la mayor parte del hierro no esta libre sino que esta asociado a una proteina de
alta afinidad (en este caso, lactofernna). La baja disponibilidad de hierro libre (~ 10712 uM175) en



Capitulo 5 92

células y espacio extracelular se conoce como inmunidad nutricional!’® y constituye una defensa
generalizada en los organismos huésped. Ante esta situacion, la poscsion 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 cl cstablecimicnto dc una bacteria infecciosa.

Los microorganismos patogenos han desarrollado mecanismos de captura de hierro!”?. Los
genes involucrados en estos mecanismos cstan generalmente regulados por la disponibilidad de
este nutriente. En muchas bactcnias, estos mecanismos estan basados en la sintesis y secrecion de
pcqueiios compuestos (de peso molecular menor a los 1.000 Da) llamados sideroforos, que tienen
alta afinidad por el hierro!’8. Se han descripto mas de 200 tipos de sideroforos que en su gran
mayoria son hidroxamatos o catecol-fenolatos. Estos compuestos son capaces de extraer el hierro
de proteinas tales como la lactoferrina o transferrina y formar fermisideroforos. Los cuales a su
vez, son reconocidos por proteinas de membrana externa, cuya sintesis también es inducida por la
falta de hierro, intemalizados y despojados de dicho cation. Algunas bacterias no secretan
sideroforos!’® pero poseen proteinas de membrana externa, cuya sintesis se reprime en presencia
de altas concentraciones de hierro, capaces de unir directamente transfernna o lactoferrina.

‘Rehead y col.18 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 sideroforos, sugiriendo que B. pertussis obtendria el hierro a través de una
interaccion directa con la transferrina, lactoferrina, etc. Tiempo después, otros autores!81.182
encontraron (empleando técnicas mas sensibles) que, si en el medio de cultivo hay transferrina o
lactoferrina, B. pertussis produce y excreta sideroforos (quimicamente hidroxamatos). También
encontraron que en estas condiciones sc induce la sintesis de una proteina de membrana externa
de 27 kDa, capaz de unir directamente transferrina y lactoferrina in vitro. Se encontrd que este
posible receptor, unico para ambas proteinas, tiene mayor afinidad por lactoferrina!®3. Este
resultado es coherente con ¢l 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 proteinas de membrana externa que se inducen en presencia de
altas concentraciones de hierro (P1F)183.184,

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 concentracion de hierro libre. No hay estudios referentes al desarrollo celular ni a la
excrecion de antigenos en estas condiciones de cultivo. Esto ultimo es particularmente interesante,
ya que la produccion y excrecion de una gran vaniedad de proteinas extracelulares bacterianas,
incluyendo toxinas, es regulada por los niveles de hierro presentes en el entorno del
microorganismo!85. Por ultimo, tampoco hay estudios comparativos del efecto de esta limitacion
en relacion a otros sustratos limitantes.

Si bien B. pertussis crece en condiciones de baja disponibilidad de hierro in vivo, razén por
la cual el estudio de esta condicion de cultivo es importante, esto no significa que este nutnente
sea necesariamente el nico sustrato que se encuentra en baja disporubilidad. El fosforo 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 fisiologicos.
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Los microorganismos cucntan con sistemas de transporte especificos de fosfatos!86 (las
fuentes de fosforo organicas son muy poco comunes). No se sabe nada acerca de la adaptacion
fenotipica de estos "carriers” en condiciones de limitacion de P, como asi también, es poco lo que
se conoce acerca de la forma en que la asimilacion inicial de fosfato, que procede via la
fosforilacion del ADP, se vc afectada por dicha limitacion.

Del estudio de los cambios producidos en la composicion quimica de la célula microbiana
en respuesta a la falta de P, se sabe que la célula utiliza el poco P disponible para la sintesis de
aquellos compuestos fosforados esenciales para la vida. Asi la sintesis de acidos nucleicos se
prioriza frente a las demas estructuras celulares en las que la presencia de P no es de vital
importancia. Generalmente la composicion de la cubierta celular, en particular la fraccion
fosfolipidica de las membranas, varia notablemente ya que es reemplazada por componentes no
fosforados86. Otro mecanismo de adaptacion observado frecuentemente en estas condiciones de
cultivo es la represion de ciertas proteinas periplasmicas y la induccion de la sintesis de otras
generalmente relacionadas, directa o indirectamente, con la captura y metabolizacion del fosforo.

En el caso de B. pertussis las posibles modificaciones a nivel de membrana externa y
proteinas periplasmicas son particularmente interesantes ya que los antigenos mas importantes
son, precisamente, proteinas de localizacion periplasmica.

La respuesta de B. pertussis a la baja disponibilidad de azufre en el entomo también
presenta un interés especial, pues se ha encontrado que el grado de disponibilidad de este
nutriente afecta de forma directa los mecanismos de regulacion de la ‘virulencia en otros
organismos Gram(-)!87-

El empleo dcl quimiostato permite estudiar la respuesta fisiologica del imcroorganismo
frente a entomos con deficiencias nutricionales, en condiciones de cultivo donde cualquier otro
parametro, como la velocidad especifica de crecimiento, el pH, etc., se mantiene invariable y en
niveles prefijados. De esta forma se puede atnbuir inequivocamente cualquier efecto observado,
al cambio de sustrato limitante del crecimiento. En atencion a los resultados obtenidos en estudios
previos (punto 5.3 y 5.4) todos los ensayos se llevaron a cabo a una velocidad de dilucion alta (D:
0.05 h"1) y en un nivel de PO,d del 30%. Las restricciones nutricionales investigadas aqui se
refieren a la baja disponibilidad de fuente de hierro, fosforo, azufre (a través la deficiencia en
cistina) y prolina. La discusion se ha limitado a la respuesta observada en cada estado
estacionaro y se la ha comparado con los resultados encontrados en limitacion por carbono y
energia (sustrato limitante del medio formulado por Stainer Scholte y recomendado para la
produccion de vacunas), con el fin de considerar la reformulacion del medio de cultivo en funcion
de la expresion antigénica.

La composicion de los medios de cultivo utilizados para limitar el crecimiento de B.
pertussis en cada uno de los nutrientes indicados anteriormente, se detalla en Materiales y
Meétodos.

En lo que se refiere a la limitacion de hierro hay que seiialar que, antes de emplear la
concentracion de hierro libre indicada en Matenales y Métodos, se llevaron a cabo varios cultivos
continuos preliminares. Se trabajé con medio SS sin agregado de hierro, de acuerdo a un reporte
previo de Gorringe y col.18! 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 demas drogas que componen el medio de cultivo. En el presente trabajo, en el que se empleo el
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sistema de cultivo continuo, el medio SS formulado sin SO,Fe no posibilitd el desarrollo
microbiano. La razon de csta aparente discrepancia entrc lo reportado por Gorringe y lo
observado en este trabajo esta 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
transficren a un medio liquido 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 ¢l medio solido queda en el medio liquido durante todo el
proceso. B. pertussis es capaz de utilizar ¢l grupo hem como fuente de hierro?82, y esto es lo que
le permute crecer. Esta observacion esta respaldada por los resultados obtenidos por Redhead y
Hill'84 que encontraron que si las células se lavan antes de comenzar el cultivo batch en medio SS
sin hierro, B. pertussis no crece.

Por ultimo, en lo que se refiere a la limitacion de azufre hay que aclarar que se ha
reportado!%S que B. pertussis es capaz de incorporar azufre unicamente a través de cistina. En
principio, en el medio SS habria otras dos fuentes de azufre: el glutation reducido y el SO,~. La
cantidad de S aportada por el SO, es muy pequefia, ademas B. pertussis no es capaz de usar
esta fuente de azufre. En lo que se refiere al glutation, su funcion como agente reductor .
conjuntamente con el acido ascorbico, resulta indispensable para la remocion de productos
toxicos que se forman como consecuencia de la reduccion del oxigeno molecular. B. pertussis
posec una catalasa y una superoxido dismutasa, metaloenzimas dependientes de glutation y ac.
ascorbico, responsables de la remocion de dichos productos toxicos. La conservacion de la
estructura del glutation como tal, es imprescindible para la vida de esta bacteria. De cualquier
forma aunque los reportes bibliograficos sefialan a la cistina como unica fuente de S presente en
el medio SS, es imposible asegurar que el glutation no sufra degradacion alguna. Cabe destacar,
sin 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 caracteristicas
de membranas externa de B. pertussis.

5.4.a.l. Comparacion de los perfiles electroforéticos de las proteinas de membrana
externa

En la Figura 5.14 sc pueden ver los perfiles de PME de células cultivadas en limitacion de
carbono y energia (SS) y de células cultivadas en limitacion de hierro (SS-Fe).
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Figura 5.14. SDS-PAGE (16%) dc polip¢ptidos dc membrana cxterna de células dc B.
pertussis cultivadas cn quimiostato cn condiciones dc baja disponibilidad dc: linca A) fuente de
carbono y cnergia (glutamato) y linca B) fucnte dc hicrro.

En la Figura 5.14 sc pucdc ver que cl perfil dc PME dc cclulas cultivadas cn SS-Fc dificre
bastantc del de células cultivadas cn medio SS. Vanas de las bandas protcicas diferenciales que
sc obscrvan cn limitacion dc hicrro cn la Figura 5.14, coinciden con bandas difcrenciales
rcportadas cn trabajos (mencionados antcriormente) donde la baja disponibilidad dc hierro en cl
mcdio dc cultivo de B. pertussis sc logro mediante cl agregado de protcinas complcjantes de dicho
nutriente, como transferrina, lactoferrina, ovotransferrina, ctc.. Asi, Redhecad y col. ™ reportaron
cl cnsanchamicento dc una banda protcica dc 77 kDa cn membrana cxterna de B. pertussis
cultivada cn hmitacion dc hicrro. Estos autorcs demostraron quc la protcina responsable del
cnsanchamicnto de la banda de 77 kDa poscia capacidad inmunogénica. Pensaron que podria
tratarsc dc ovotransferrina (presente cn ¢l medio dc cultivo utilizado por cllos) quc habria
permanccido unida a la membrana cxterna dc la bacteria. Sin embargo, cn la Figura 5.14 (linca
B) aparcce cl cnsanchamicnto dc una banda proteica de cstc pcso molccular. Sicndo ¢sta una
clectroforesis de PME dc células quc no han cstado cn contacto con ovotransferrina, cabe suponer
quc la falta dc hicrro inducc cn B. pertussis, la sintcsis de una proteina antigénica dc cstc peso
molccular.

Por otra parte, Gorringe y col'8! rcportaron que cn baja disponibilidad de hierro libre
aparccc una banda protcica dec aproximadamentc 74 kDa, y sugiricron quc podria tratarsc dc un
rcceptor dc sideroforos. En la Figura 5.14 aparcce una banda de cstc peso molecular en los PME
dc cclulas cultivadas cn limitacion dc hicrro. Sc investigd la presencia de sideroforos cn
sobrenadantes de cultivo de B. pertussis llevados a cabo cn medio SS-Fe, segun lo descripto cn
Matcrialcs y Métodos. La confirmacion de la presencia de sideroforos cn dichos sobrenadantcs
demostro que la produccion de estos componcentes cn B. pertussis csta inducida por la falta de
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hierro, sin importar si dicha dcficiencia esta dada por baja concentracion de hierro en ¢l medio de
cultivo o porque dicho elemento se encuentre complejado.

Asimismo, Menozzi, y col'® rcportaron la induccion de la sintesis de una proteina de 27
kDa en membrana cxterna de B. pertussis en condiciones de baja disponibilidad de hierro en el
medio de cultivo (hierro complejado con transferrina o lactoferrina). Indicaron que ésta proteina
podria ser el receptor de membrana externa de transferrina y lactoferrina, pues encontraron que
era capaz de unirse a ambas proteinas in vifro. 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 podria estar indicando que este receptor, si es que lo es, seria inducido en
condiciones de baja disponibilidad de hierro aunque no haya transferrina m lactoferrina en el
medio de cultivo. Otra posibilidad es que sea, en realidad, una proteina con afinidad por el hierro
y por esta razon se comporte como un receptor de transferrina y lactoferrina. Existen reportes que
indican que ésta proteina de 27 kDa es retenida en columnas cromatograficas de hierro
inmovilizado. A la luz de estos resultados hay que sefialar que, si en realidad se tratase de un
receptor de transferrina/lactoferrina y no de una proteina con alta afinidad por el Fe, seria un
receptor muy atipico. 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 ultimo, otras bandas diferenciales que han sido reportadas82:180 y se pueden ver en la
Figura 5.14 , son las siguientes: A

-En exceso de hierro, limitacion de carbono y energia, aparecen proteinas
diferenciales inducidas por la alta concentracién de hierro (PIF), cuyos pesos moleculares son :
24 y 18 kDa. Estas proteinas se cree que podrian estar involucradas en el almacenamiento de
hierro.

-En limitacion de hierro se atentia una banda de 28 kDa.

En la Figura 5.15 se puede observar el perfil de polipéptidos de membrana externa de
células cultivadas en limitacion de carbono y energia (SS), células cultivadas en limitacion de
azufre (SS-S), y células cultivadas en limitacion de fosforo (SS-P).

Se observan diferencias a lo largo de todo el perfil electroforético entre los PME de las
células cultivadas en limitacion de cistina y aquellas cultivadas con cistina en exceso (crecimiento
limitado en otro nutriente, como es el caso de células cultivadas en SS o en SS-P). En particular,
en las células 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 limitacion de cistina, se
acentiia y agranda una banda proteica de aproximadamente 58 kDa, mientras que se atenian
algunas bandas correspondientes a la zona de pesos moleculares cercanos a los 30 kDa..

Las proteinas diferenciales que aparecen en los PME de células cultivadas en SS-S podrian
estar vinculadas con mecanismos de alta afinidad inducidos por la escasez de cistina en el
entorno, tal como se ha descripto en otras bacterias!®8, o simplemente ser consecuencia de la baja
disponibilidad de aminoacidos azufrados. Lo mas interesante es que las diferencias se encuentran
en la zona de los marcadores de virulencia de membrana externa. Segin Roberts y col 32 las
proteinas 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 atenuacién o desaparicion de estas
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bandas protcicas cn ¢l perfil de PME dc B. pertussis indica la reversion de la bacteria a fasc
avirulenta. Dc csta forma, cl perfil polipeptidico de la Figura 5.15 podria estar indicando quc en
cstas condicioncs dc cultivo la virulencia del microorganismo disminuye. Algo asi sc encontrd cn
Neisseria gonorrhoeae, donde la limitacion del crecimiento por deprivacion de cistina provoca la
reversion a fasc avirulental®?.

En lo quc sc refierc al cfecto de la baja disponibilidad de fosforo sobrc los PME de B.
pertussis, cn la Figura 5.15 sc pucde obscrvar que cn cstas condiciones de cultivo la diferencia
mas significativa, respecto a los PME de células cultivadas en exceso de P (medios: SS-S y SS),
cs la decsaparicion dc una banda protcica dc aproximadamente 55 kDa. Los polipéptidos
marcadorcs dc virulencia, disminuidos o ausentcs ecn PME dc células cultivadas en limitacion de
cistina, no solo cstan presentcs ecn PME de células cultivadas en limitacion de fosforo, sino que
estan acentuados incluso respecto a las células provenientes del SS (medio rico cn fosforo).

{1 kDa
-94

Figura 5.15: SDS-PAGE (14%) dc polipéptidos de membrana cxterna de células de B.
pertussis cultivadas cn sistcma continuo cn condicioncs dc limitacion de: linca A) glutamato,
linea B) cistina, linca C) fosforo.

5.4.a.11. Comparacion de los perfiles electroforéticos de L.PS celular

Decl analisis por SDS-PAGE de los LPS celulares, provenientes de células cultivadas en
limitacion dc distintos nutricntes (Figura 5.16), cs posiblc cstablecer quc la naturaleza del
sustrato limitante dcl crecimicnto no ticne ningun cfecto, visible a través dc cstc método de
analisis, sobrc ¢l LPS cclular.

En cstc sentido sc ha reportado'®? que cn condiciones de limitacion de hierro sc produce
una altcracion cn la fraccion LPS,, del LPS dc B. pertussis. En cl reportc mencionado sc sugicre
que la falta de hicrro podria provocar una fosforilacion dcficientc en cstc componente dcl LPS,
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alterando su movilidad clectroforética. En las condiciones expcrimentales en las que se llevo a
cabo el prescnte estudio no se observo tal alteracion. La discrepancia entre los resultados
mostrados cn este trabajo y los reportados en el articulo citado podria debersc a diferencias cn las
condiciones clectroforéticas empleadas, o en las condiciones de cultivo del microorganismo. En
rclacion a esto ultimo hay que destacar que los datos bibliograficos se reficren al LPS de células
cultivadas en un medio de cultivo donde el hierro csta unido a lactoferrina o transferrina. Se ha
visto que, tanto la transferrina como la lactoferrina cn bajo porcentaje dc saturacion tiene efectos
bactericidas en microorganismos Gram(-)13% pues capturan los cationes estabilizantes de la
membrana externa (Ca*? y Mg*2) alterando la composicion y permeabilidad de la misma. Es
posiblc que la presencia de estas protcinas en ¢l medio de cultivo haya contribuido en la
modificacion dc la movilidad electroforética del LPS de B. pertussis observada por cstos autores.
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-LPSb
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Figura 5.16. SDS-PAGE (15%) de LPS de células de B. pertussis cultivadas en
quimiostato cn condicioncs de baja disponibilidad de: linea A) fucnte de carbono y encrgia
(glutamato), linca B) hierro, linea C) cistina, linca D) fosforo.

5.4.b Influencia del sustrato limitante del crecimiento sobre los parametros
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