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RESUMEN

Introduccion: el toxoide pertlsico es una proteina muy utilizada en las vacunas acelulares contra
la tosferina. Desarrollar un protocolo para su purificacién con pocos pasos y con parametros de
purificacion adecuados, es muy importante para su caracterizacion quimica y la valoracion de los
efectos adversos que puede provocar al inocular principalmente a ratones. Los protocolos de
purificacion descritos en la literatura cientifica involucran varios pasos de purificacion y bajos
rendimientos.

Objetivo: desarrollar un protocolo de purificacion del toxoide pertlsico que garantice un grado de
pureza alto y un rendimiento de mas de 80% a partir de cultivos de un mutante de B. pertussis
obtenido en el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC).

Métodos: para purificar el toxoide se usd una columna de intercambio catidénico Fractogel EMD

SO3 y se eluyd incrementando el pH y la concentracion salina por pasos hasta obtener los
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resultados esperados. La determinacion de proteinas totales se realizé mediante el micrométodo
linealizado de Bradfor!® usando como patron albimina de suero bovina (BSA).

Resultados: se obtuvo 3,28 mg de toxoide por cada litro de cultivo con un rendimiento de 86,7%
y un grado de pureza de 96,7%.

Conclusiones: el procedimiento de purificacién descrito permite obtener el toxoide pertusico con
un rendimiento mayor que el 80% y alto grado de pureza, lo que garantiza la calidad requerida

para su caracterizacién bioquimica e inmunoldgica.

Palabras clave: Vacunas acelulares, protocolo de purificacion, parametros de purificacion,

Bordetella pertussis.

ABSTRACT

Introduction: pertussis toxoid is a widely used in acellular vaccines against pertussis protein.
Develop a protocol for purification with few steps and with parameters suitable purification is very
important for chemical characterization and assessment of adverse effects that can lead to
inoculate mainly mice. Purification protocols described in scientific literature involve several
purification steps and low yields.

Objective: to develop a protocol for purification of pertussis toxoid to ensure a high degree of
purity and a yield of over 80% from cultures of a mutant of B. pertussis obtained at the National
Center for Scientific Research (CNIC).

Methods: for purifying the toxoid cation a Fractogel EMD SO-3 cationic interchange column was
used by increasing the pH and salt concentration to obtain the expected results. The total protein
determination was performed using linearized macromethod of Bradforl0 using as bovine serum
albumin standard (BSA).

Results: 3.28 mg toxoid was obtained per liter of culture with a yield higher than 86.7% and a
purity of 96.7%.

Conclusions: the purification process described allows for the pertussis toxoid with a higher yield
than 80% and high purity, ensuring the quality required for biochemical and immunological

characterization.

Keywords: acellular vaccines, purification protocol parameters purification, Bordetella pertussis.
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INTRODUCCION

La tosferina o pertussis es una enfermedad respiratoria aguda y altamente contagiosa, causada
por la bacteria Gram negativa Bordetella pertussist. Este microorganismo patégeno coloniza el
tracto respiratorio superior del ser humano y se transmite por via aérea. Esta enfermedad afecta
fundamentalmente nifos de grupos sociales de bajo poder adquisitivo y recién nacidos sin

anticuerpos antipertussis maternos.

Aungue la Organizacién Mundial de la salud (OMS) recomienda la inmunizaciéon de los nifos para
la prevencion y evitar la diseminacion de la enfermedad?, este objetivo alin no se ha alcanzado. Si
bien la vacuna tradicional de células inactivadas confiere un alto grado de proteccién, la induccién
de efectos adversos en Europa y Asia genera cierto rechazo a la vacunacion?, lo cual incrementa la
incidencia de la enfermedad y hace necesario la implementacién de nuevas vacunas mejor
definidas en su composicién. Los efectos adversos de la inmunizacion con vacunas de células

completas varian desde un simple catarro hasta dafios neuroldgicos permanentes o la muerte3,

Estas vacunas son desplazadas en muchos paises por variantes acelulares menos reactogénicas y
mas eficaces, compuestas solo por algunas proteinas bacterianas. Un componente importante de
este tipo de vacunas es el toxoide pertussico (PT), derivado de una proteina que cumple el
principal rol en la patogénesis de la tosferina y se cree que es el principal antigeno protector de B.
pertussis*. PT es una proteina con actividad ADP-ribosiltransferasa y es una exotoxina compuesta
por cinco subunidades desighadas S1, S2, S3, S4 y S5, respectivamente. La subunidad S1 de la
toxina constituye la subunidad activa cataliticamente y es activada mediante la reducciéon de

puentes disulfuro.

Dentro de los efectos bioldgicos atribuidos a PT se encuentra la sensibilizacién a la histamina y el
aumento de la secrecion de insulina. Un método que se utiliza para eliminar estos efectos
adversos de las vacunas acelulares lo constituye la detoxificacién de PT mediante mutagénesis
dirigida®, para producir un toxoide con actividad téxica atenuada. Algunos de los efectos adversos
provocados por PT son desconocidos, por lo que es muy importante su caracterizacién tanto fisica
como quimica para entender la patogénesis de la bacteria y para modificar la vacuna de forma tal
que se tenga un preparado vacunal sin riesgos para la salud. Para este propdsito es necesario

aislarla del sobrenadante del cultivo.

Se describen muchos procedimientos de purificacion de PT los cuales se caracterizan por multiples

pasos y bajo rendimiento 7-°, por lo cual se planted como problema. éCoémo obtener el toxoide
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pertusico con parametros de purificacion de mas de 80% de rendimiento simplificando el proceso?

Teniendo en cuenta estos antecedentes el siguiente trabajo tuvo como objetivo:

Desarrollar un protocolo de purificaciéon del toxoide pertlUsico que garantice un rendimiento de
mas de 80% a partir de cultivos de un mutante de B. pertussis obtenido en el Centro Nacional de

Investigaciones Cientificas (CNIC).

METODOS

Microorganismo

Se trabajo con la cepa bacteriana de B. pertussis LPA 0311, mutante obtenido en el Departamento
de Biologia Molecular del CNIC. La mutacién consistio en la sustitucién del codén de Arg 9 a Lys y

Glu 129 a Gly, en la subunidad S1, la cual fue reportada previamente®.
Crecimiento del microorganismo

Se dispersd 10 L de la suspensién de la cepa LPA-0311, con asa de siembra sobre la superficie
de una placa de agar de charcoal. Se incubd la placa a 35°C, en camara hiumeda durante 48-72
horas. La biomasa crecida se inoculé en 10 ml de SS, se le determiné la densidad optica a una
longitud de onda de 600 nm en un Biofotometro 6131 (Eppendorf). A partir de un cultivo, se
inoculd en SS con estreptomicina (Str, 100 ug/mL) para alcanzar una densidad éptica a 600 nm

de 0,1 o mayor. Cada cultivo se incubd a 35°C durante 24 h.
Purificacion de proteinas por cromatografia de intercambio catidonico

Se partié de un cultivo de Bordetella pertussis en caldo SS (de 24 h) el cual presentaba una
densidad optica mayor de 1,0. Se centrifugd 20 minutos a 3 500 rpm en una centrifuga marca
(Mlwk70dL). Se separo el sobrenadante y se esterilizd a través de un filtro (Nalgene) de 0,2 ym
de poro con presién negativa. Seguidamente se midié el pH al filtrado y se ajusté a pH 6 con HCL
diluido, previo a la aplicaciéon a la matriz catidénica Fractogel EMD SOs - . Esta matriz habia sido
equilibrada anteriormente con solucion tamponada de fosfato de sodio 50mM, pH 6. La muestra se
aplic6 mediante el uso de una bomba peristaltica (Pump P-1, Pharmacia) a un flujo de 2,0

mL/min. El perfil cromatografico fue seguido por el registro de la absorbancia a 280 nm

Detector: Single Path, Monitor UV-1, en un procesador de datos C-R4A (Cromatopac Shimadzu).

Las proteinas no enlazadas al gel se removieron con tampoén de equilibrio hasta que la sefial de
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absorbancia llegd a la linea base de partida. La elusidon del toxoide se llevd a cabo incrementando
el pH y la concentracion salina por pasos hasta obtener los resultados esperados. Se aplico a la
columna el buffer fosfato de sodio a una concentracion de 100 mM a pH 7,0 y después se aplicé el
mismo buffer 100 mM a pH 7,6 y se realiz6 un lavado de la columna con soluciéon tamponada
fosfato de sodio 100 mM, pH 7,6 adicionando NaCl 500 mM para regenerar la columna. De las
fracciones colectadas en cada etapa cromatografica se extrajo 1 ml para analizar el perfil proteico
en una electroforesis en condiciones desnaturalizantes y 1,3 ml para determinar la concentracién

de proteinas totales y especificas.

Determinacién de la concentracién de proteinas totales

La determinacion de proteinas totales se realizd mediante el micrométodo linealizado de Bradfort®

usando como patrén albumina de suero bovina (BSA).

Determinacion del perfil proteico

La corrida electroforética se realizd en condiciones desnaturalizantes usando geles al 12% de
poliacrilamida (SDS-PAGE), preparados segin Laemmlil! en presencia de tampdn de corrida Tris-
glicina. Las proteinas disueltas en buffer fosfato-salino (PBS) y buffer de muestra se
desnaturalizaron por 10 minutos en agua de ebullicién y se aplicaron al gel. Los geles fueron
revelados con azul Coomassie. El patron de peso molecular empleado fue el de Bio-red (catalogo

No.161-0363) y se corrid en las mismas condiciones de las muestras.

Determinacion de proteinas especificas mediante ELISA

La determinacion cuantitativa del toxoide pertusico se determind en una placa de polietileno de
96 pocillos (Nunc), la cual se recubridé durante 2 h a 35°C con 100 pL/ pozo de fetuina (Sigma,
coédigo F2379) a una concentracién de 0,04 mg/ml, disuelta en carbonato de sodio 0,1 M a pH 9,4.
Tras retirar la solucion remanente, se adicionaron 150 plL/pozo de leche descremada al 2% en
PBS y se incubd durante 1 h a 35°C. Luego de tres lavados con 250 uL de PBS-T, en una cantidad
de 100 pL/pozo. Se realizaron diluciones seriadazas a partir de una dilucién, media de una
solucion de referencia de PT (NIBSC, cédigo 90/518), ajustada a una concentracion inicial de 5

Mg/mL.

Luego de tres lavados, se afiadieron 100 pL/pozo del anticuerpo policlonal de carnero anti PT
(NIBS, cddigo 97/572) a una disolucion de 1/10 000, seguido de una incubacién a 35°C durante 1

h. Las placas se lavaron nuevamente con PBS-T tres veces y se incubaron 1 h a 35°C, en
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presencia 100 pL /pozo de conjugado anti-IgG de carnero-peroxidasa (sigma, cdédigo A-9452),
diluido 1/10 000 en PBS-T.

Después de tres lavados con PBS-T se afadieron 100 uyL de 3’3’5’5’ tetramethylbenzidina a una
concentracién de 0,16 mg/mL y perdoxido de hidrégeno 0,006% en disolucion tampdn sustrato
(acetato de sodio 0,11 M a pH 5,5). Después de 10 min de reaccién, se adicionaron 100 ulL/pozo
de acido sulfurico 2,5 M y seguidamente se determind la D.O 450 nm. Se consideré que una
muestra contenia toxoide si su D.O promedio fue mayor o igual al doble del valor promedio de la
D.O obtenida para el blanco. La concentracién del toxoide se determind por la interpolacion de la

D.O en los valores de la curva estandarizada.

Determinacién del PT mediante western blotting

Las proteinas precipitadas previamente se corrieron en un SDS-PAGE junto con un patréon de peso
molecular (Bio-Rad catalogo No. 161-0363). Se aplicd 5 yL/pozo de soluciéon de verde malaquita
antes de parar la corrida y se dejo correr hasta el gel separador. Luego las proteinas se
transfirieron durante 1 h a una membrana de nitrocelulosa, eliminando toda la parte del gel

concentrador u otra zona que no sea de interés.

La transferencia se realizé en una minicdmara (Bio-Rad) con buffer de transferencia durante 1h a
100 V, 350 mA. La membrana con las bandas transferidas se incubd con solucién rojo Punceau 10
min y se lavd tres veces con H20 Tween 20 al 0,05% (v/v) en PBS. Posteriormente se incub6 30

min en solucion de bloqueo usando leche descremada al 5% en PBS-T y se lavd nuevamente.

Finalmente la membrana con el anticuerpo anti-PT 97/572 NIBSC (1/1000) se incubd con
agitacion durante una hora, seguido de una hora con el conjugado anti carnero, unido a
peroxidasa (Sigma, 9452) diluido 1/4000. Entre los diferentes pasos se realizaron lavados
sucesivos con H20 Tween 20. Se revelé con una solucion de revelado con diaminobenzidina (DAB)

(5mg de DAB, 40mL de solucion tamponada sustrato y 40 uL de H202) en la oscuridad.

RESULTADOS

El cromatograma obtenido durante la corrida cromatografica muestra las diferentes fracciones
colectadas segun los picos obtenidos. Purificacidon del toxoide pertUsico por cromatografia de
intercambio i6nico. Panel A: Cromatograma de purificacién con la matriz Fractogel EMD SOs. La

identidad de cada fraccion colectada se muestra en el cromatograma. Figura 3: Identificacién por
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western-blotting con anticuerpo anti-PT 97/572 NIBSC (1/1000) del toxoide pertlsico. La
aplicacion de las muestras en el gel es igual que en el SDS-PAGE (fig. 1).
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Fig. 1. Cromatograma obtenido durante la corrida cromatogréfica

Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en gel de archilamida al
12%. Carril 1: patréon de pesos moleculares (PM 10-225 kDa), carriles 2-7 cultivo aplicado a la
matriz: F1, fraccidn no enlazada colectada durante la aplicacion: F2, lavado-1: F3, lavado -1a: F4,

lavado-2: F5, lavado 2a y F6, elusion (fig. 2).

En el perfil proteico de cada una de las fracciones colectadas (fig. 2) se observd que el toxoide
eluyd con buffer fosfato 100 mM a pH 7,6, con un pico bien definido que al ser aplicado a SDS-
PAGE se perciben todas la bandas caracteristicas de todas las subunidades del toxoide. Estas
bandas tienen una migracién electroforética entre 11-26 kDa, la cual se corresponde con la talla
reportada previamente para cada una de ellas. Estas bandas no aparecen en el resto de las
fracciones colectadas y no se observa bandas contaminantes lo que evidencia un gran rendimiento

con un gran porcentaje de pureza.
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Fig. 2. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

Todas las fracciones se analizaron por Western blot (fig. 3) y la reaccién antigeno y anticuerpo

solo tuvo lugar en la fraccion de elusidén este resultado permite corroborar lo anteriormente dicho.

Fig. 3. Identificacion por western-blotting con anticuerpo anti-PT

En el resumen del proceso de purificacion del toxoide se evalud la eficiencia del protocolo
mediante los parametros de control de la purificacion (tabla I). Se valoré el rendimiento y el grado

de pureza, calculados segun indica a continuacion:
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Rendimiento (%) = mg el toxoide obtenido en la elusidon / mg del toxoide en el sobrenadante.

Grado de pureza = mg del toxoide / mg proteinas totales obtenidas el la etapa. La actividad

especifica no se determind por tratarse de un toxoide carente de toxicidad.

Tabla I. Resumen del proceso de purificacién del toxoide pertusico para un litro de cultivo

; Rendimiento
Paso Proteina total (mg) | Toxoide (mg) | Pureza o
(0]
Sobrenadante del cultivo filtrado 45,8 3,78 0,073
Elucién 3,39 3,28 0,967 86,7

Fuente: datos de los autores

DISCUSION

Varias son las matrices cromatograficas empleadas anteriormente en la purificacién de esta
proteina por otros autores. Entre ellas se encuentran matrices de intercambio idnico, hidrofdbicas
y de afinidad. En la gran mayoria de los protocolos de purificacion descritos se usa la combinacién
de dos o mas matrices para obtener la proteina con el grado de pureza requerido. Para la
purificacion del toxoide se traté de reproducir estos protocolos pero no se obtuvieron los
resultados esperados y en muchas ocasiones alejados de los resultados reportados por los
autores. Conociendo de antemano que la cromatografia de intercambio idnico es una técnica muy
robusta, eficiente y altamente usada en la purificacion de proteinas se decidié usar la matriz

cationica Fractogel EMD SO3,

Los resultados indican que con un solo paso cromatografico pueden obtenerse cantidades
suficiente del toxoide con elevado grado de pureza y rendimiento (tabla I). Se obtuvo un
rendimiento de 86,7% superior al 75% reportado por Sekura y cols® y al 85% vy al reportado por

Sato y cols®. La pureza obtenida (96,7%) fue similar al 98% reportada por Sato y cols®.

Este resultado es muy importante porque demuestra que nuestro protocolo representa un ahorro
de recursos y tiempo considerable, obteniéndose parametros de purificacion similares, alcanzando
algunos de estos parametros valores superiores, a los parametros de purificaciéon reportados por

otros investigadores que utilizan varias matrices para la purificacion de PT.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un procedimiento que permite purificar de forma rapida, sencilla y reproducible el
toxoide pertuUsico. El procedimiento de purificacion descrito permite obtener el toxoide pertusico
con un rendimiento de 86% y un grado de pureza de 96,7%, lo que garantiza la calidad requerida

para su caracterizacién bioquimica e inmunoldgica.
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