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Produccion y purificacion parcial de la hemolisina principal
(Neumolisina) deStreptococcus pneumoniae
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RESUMEN

Se investigo la capacidad para producir la neumolisina de 36 cepas cub&b@epdecoccus pneumoniaBe determind que

94,44 % de las cepas son productoras de la enzima. Una de las cepas mejor productora fue cultivada en mayor escala y la
neumolisina presente en el sobrenadante fue parcialmente purificada a través de una cromatografia de intercambio iénico en
columna mono-Q. Este método permitié la recuperacion de la enzima con un incremento de 4,39 veces en el grado de pureza y
un rendimiento de 100 %.

Descriptores DeCS HEMOLISINAS/aislamiento & purificacion; STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE/metabolismo.

El Streptococcus pneumoniagroduce una Segun estudios realizados p@nclerski y Mollby,

hemolisina intracelular perteneciente a la familia de IasIa maqur!a de ,Iats cepaclis & pr;)(:unjdonla@rcl)(lllul;:ent .
hemolisinas tiol-dependientes, cominmente denominadepmeeudr;%t'zgﬁe)r/nelsei gg?nstjc?gsosirﬁn:eg deen ?Jri?ilcgéiecl’)gno
neumolisina. Esta constituye la citolisina principal de P P P )

. : Las preparaciones de neumolisina producidas de esta
S. pneumoniag es conocida como uno de sus factores

. : ) . . forma pueden ser utilizadas como antigeno en sistemas
de virulencia y considerada por muchos investigadores

. o L . . _inmunoenzimaticos (ELISA) u otros métodos serol6-
como candidato antigénico para las técnicas serologlcaaicos para el diagnostico de infecciones causadas

empleadas en el diagnostico de este microorgafismo 5 nneumoniaeSin embargo, los primeros intentos
(Kanclerski K. Streptococcus pneumoniaaemolysin - 41 tilizarla como sustrato antigénico condujeron a
[Pneumolysin]: production, purification and use as mgiodos poco sensibles y de baja reproducibifidad.
antigen for diagnosis of pneumococcal pneumonia.  pyrante los Gltimos afios, gracias al desarrollo de
Reproprint Aktiebolag. Stockholm 1987). métodos serolégicos mas sensibles, renacen las

Al igual que otras citolisinas tiol-dependientes, la espectativas de emplear la neumolisina en el diagndstico
neumolisina es una molécula antigénica e inducede las infecciones neumocdcicas y es también
respuesta de anticuerpos en animales inmuniZé®®s.  considerada como un elemento a ser incluido en una
conoce también que los pacientes con infecciones pokacuna para humanos. El desarrollo de un conjugado
neumococo desarrollan anticuerpos para la neumolisinaneumolisina-polisacarido, a partir de tipos seleccionados
por esta razon, disponer de un método sensible que permitde neumococo, podria ayudar a solucionar los problemas
la determinacion de estos anticuerpos, constituiria unade la pobre inmunogenicidad de las vacunas hasta ahora
valiosa herramienta en el laboratorio clinico. ensayadas.
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El objetivo del presente estudio fue investigar cémo (formacién de botén), las placas se colocaron a 4 °C
se comportaba la produccion de neumolisina en cepas ddurante la noche. Los titulos fueron definidos como el
S. pneumoniaeirculantes en Cuba, para seleccionar las reciproco de la mayor dilucién de los sobrenadantes capaz
mejores productoras y utilizarlas en la estandarizacion dede producir lisis de 50 % de los eritrocitos. Esto fue
un método para su obtencién y purificacion en el determinado con la transferencia de 150 mL de los
laboratorio. sobrenadantes a nuevas placas de microtitulacion y se

procedio a la lectura de la absorbancia a 540 nm en un
lector microELISA.

METODOS Como control positivo se incluy6 en el sistema una
suspensiéon de eritrocitos de carnero a 1 %, lisados

CEPAS DESTREPTOCOCCUS PNEUMONIAE artificialmente con cloruro de amonio a 0,83 %, y como

ESTUDIADAS blanco del sistema se utilizé caldo de cerebro corazony

diluciones dobles seriadas de éstéueifertris-salina.

Tomando en consideracion el alto porcentaje de cepas
de neumococo productoras de neumolisina (99 %) )
reportado en la literatufase realizé un estimado del OBTENCION DE LANEUMOLISINA
namero de cepas que se debian estudiar para conocer
coémo se comportaba este caracter entre las cepas cubanas. Se selecciono una de las cepas estudiadas, por la
Con 95 % de confiabilidad se definié que el grupo de alta produccion de la enzima, para la obtencion de la
estudio debia estar conformado por no menos de 26 cepageumolisina en mayor escala.

Procedentes de la coleccidon del laboratorio de La cepa fue cultivada en 200 mL de caldo de cerebro
infecciones respiratorias agudas bacterianas (IRAB) delcorazon suplementado con 1 g/L de glucosa (pH =7,4) e
IPK fueron estudiadas 36 cepasSdeneumoniaaisladas  incubada a 37 °C durante 8 h con agitacion constante. El
en el periodo comprendido entre 1992-1997. Casi todasultivo fue utilizado para inocular 4 L del mismo medioy
provenian de liquido cefalorraquideo (LCR) (29 cepas) yla incubacion se llevé a cabo en iguales condiciones
en solo algunos casos de exudado 6tico (1 cepa), oculadurante 18 h.

(1 cepa) y nasofaringeo (1 cepa); ademas: 2 cepas aisladas Las células fueron descartadas por centrifugacion
de liquido pleural, una de hemocultivo y una obtenida aa 4 900 rpnx 35 min y el sobrenadante fue pasado a
partir de esputo. través de un filtro millipore 0,&um para remover los
detritos celulares que pudieran quedar y a continuacion
fue concentrado hasta un volumen final de 60 mL (Amicon,
ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA XM 50); se esterilizé por filtracion (filtro millipore Oy2n)
y se le determind el titulo de la actividad hemolitica.

Todas las cepas fueron primero cultivadas en agar
sangre de carnero a 5 % (Difco) por 24 h a 37 °C y i
subcultivadas en 6 mL de caldo cerebro corazén (Difco), PURIFICACION PARCIAL DE LANEUMOLISINA
aigual temperatura durante 18 h sin agitacion. Las células
fueron removidas por centrifugacion a 4 000 ppir min Para la purificacion parcial de la neumolisina se
y los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C hast@mplearon 2 procedimientos cromatograficos diferentes,

su descongelacion, para determinar en ellos la presenci€ USO €l sistema de cromatografia liquida rapida de alta
de actividad hemolitica. Esta fue titulada con e] resolucion (FPLC). Como primera alternativa se utilizé el

método recomendado paracobsy otro$ para la
purificacién de la suolisina, hemolisina principal de
Streptococcus suig analoga de la neumolisina. Fue
' aplicado 1 mL del sobrenadante concentrado y filtrado, a
sobrenadantes, con un volumen final de 150 mL, fueron ) P

reparad | d liesti de microtitulacid una columna de gel filtracion Hiload Superdex 200 16/60
preparadas en piacas de poliestireno de microtitu ac'on(Pharmacia) con un flujo lineal de 3 cm/hy fue eluido con

enbuffertris-salina 10 mM (pH = 7,4). Igual volumen de buffersalina fosfato 40 mM (pH = 7,2) con 0,5 M de NaCL.

una suspension de eritrocitos de carnero a 2 % (lavados  gq ¢glectaron fracciones de 2 mL a las que se aplico
3 veces corbufferfosfato salina [PBS]) ebuffertris- | ensayo descrito con anterioridad para la comprobacion
salina 10 mM (pH = 7,4) fue afiadido a todos los pocillos. ye |5 actividad hemolitica. En este caso, como blanco del

Cada placa fue sellada e incubada por 2 h a 37 °Cy con &listema, se utiliz6 el propibufferde elucién empleado en
objetivo de que los eritrocitos no lisados sedimentaran|g cromatografia.

procedimiento descrito pdacobsy otros? con algunas
modificaciones.
Diluciones dobles seriadas de cada uno de los
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Se ensay6 ademas una cromatografia de intercambi@8,33 %); 2 cepas lo hicieron hasta la dilucién 1/32; y
ionico, se aplicaron 2 mL del extracto crudo concentradootras 2 cepas hasta la dilucion 1/16. Titulos de actividad
y filtrado a una columna mono Q HR16/10 (Pharmacia), hemolitica menores fueron observados en las 27 cepas
equilibrada cobuffertris-HCI 0,05 M (pH=7,5)conun restantes. En 1 cepa se detectd actividad sélo en el
flujo lineal de 150 cm/h. Las proteinas adsorbidas a lasobrenadante sin diluir (tabla).
columna fueron eluidas con un gradiente lineal de
0-0,5 M de NaCl, concentradas por ultrafiltracion (Amicon,

XM 50) hasta 5 mL y se determiné la presencia de actividadTABLA. Relacion entre titulo de la actividad hemolitica, serotipo/
biolégica, mediante el ensayo descrito. serogrupo y tipo de muestra de procedencia de la cepa

Se llevaron a cabo los calculos de actividad espe-

cifica, rendlmlento.y gr&.lgo de pureza, como parémetros Cepa Ngl)LrJgt':sgdaeiiia Sesrgrgc:tlifgl (actividllc}urlfémolitica)
de control de la purificacion, con el empleo de las formulas
recomendadas para este objefivo. 1 LCR 14 128
2 LCR 19 128
3 LCR 19 128
DETERMINACIONES REALIZADAS A LA ;‘ tgg 19 gg
NEUMOLISINA PURIFICADA 5 Exudado 6tico 3 16
. ., ., . 7 Liquido pleural 34 16
Determinacion de la concentracién de proteinas: 8 LCR 14 8
la concentracion de proteinas fue cuantificada por el 9 LCR : 8
método de Lowry y otros, con el uso de albumina de 10 LCR 14 8
suero bovino como estandér. 11 Liquido pleural 11 8
Inhibicién de la actividad hemoliticalLa 15 tgg 14 88
especificidad de la actividad hemolitica fue verificada 7, LOR i 8
mediante la inactivacion con colesterol y por oxidacion g Hemocultivo . 8
con HO,, en aquella fraccion que mostro actividad una 16 LCR 23 4
vez concluido el proceso de purificacibfiPara eso 17 LCR 6B 4
0,5 mL dedicha fraccion fueron tratados conub de 18 LCR - 4
H,0,a10 %y otros 0,5 mL fueron sometidos a la accion ;g EX“dﬁ‘é%OC“'ar 819': 44
de 10uL de colesterol a 5 % (en etanol 10 %). Ambos 5, LCR i 4
tratamientos se llevaron a cabo por 10 min atemperatura ;5 gyydado nasofaringeo 29 4
de laboratorio y se procedié de nuevo a la determinacion 23 LCR 19 4
de la actividad hemolitica. Se incluyé como coniaffer 24 LCR 14 4
tris-salina al que se anadig®] y colesterol para descartar 25 LCR 8 2
los efectos de ambos reactivos sobre los eritrocitos. 26 LCR - 2
Lareversibilidad de ambos tratamientos fue probada 2; tgi i4 ;
después de la adicion de un excesB-deercaptoetanol 29 LCR 14 5
(hasta una concentracién final de 2 %) e incubaciéna 3q LCR 19F 2
20 °C durante 10 min, tras la cual otra vez fue titulada 31 LCR - 2
la actividad hemolitica. 32 LCR - 2
Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia 33 LCR 19 2
de duodesilsulfato de sodio (SDS-PAGEY: procedi6 gg tgg ig P“rg
segun el método de Laemriflen presencia de SDS tanto 36 LOR . 0

en el gel concentrador como en el gel separador. La
muestra fue resuspendida en igual volumerbuter * Serotipo/serogrupo ain no determinado en el laboratorio.
muestra y fue calentada a 100 °C durante 10 min. SeEl titulo fue definido como el reciproco de la mayor dilucion
aplicaron 10-20 mL de las muestras y se incluyé en el geldonde se observo lisis de 50 % de los eritrocitos.

un patron de peso molecular (PM) (Sigma 14-66 KDa). La

corrida se efectud a voltaje constante, durante casi 2 h.

Las cepas 1, 2 y 3 resultaron ser las mayores pro-
ductoras de la enzima (titulo: 128), asi como las cepas
4y 5 (titulo: 32) (tabla). Todas tenian en comun el provenir
de LCR. La cepa 1 fue escogida para la produccion de la

Todas, excepto 2 (5,56 %) de las 36 cepas estudiadagnzima en el laboratorio, y el sobrenadante del cultivo,
fueron capaces de lisar los eritrocitos de carnero en etlespués de concentrado y filtrado, fue considerado como
ensayo utilizado para titular la actividad hemolitica. el extracto crudo de neumolisina. Este mostr6 capacidad
Lisaron los eritrocitos hasta la dilucion 1/128, 3 cepas para lisar los eritrocitos hasta la dilucion 1/32.

RESULTADOS
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Como consecuencia de la cromatografia en columnaotras proteinas consideradas en este estudio como
de gel filtracion Superdex 200 se colectaron 50 fraccionescontaminantes, que inicialmente quedaron adheridas
de 2 mL cada una. A partir de la fraccion 10 y hasta la 40a la matriz pero fueron desprendidas al aumentar la
se produjo un pico de proteinas (fig. 1) donde se concentrduerza iénica.
toda la actividad hemolitica (titulo 32).
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_| Fig. 2. Perfil de la elusion de la neumolisina, obtenido en la
cromatografia de intercambio iénico mediante una columna
Mono Q HR16/10 y un gradiente lineal de 0-0,5 M de NacCl.
10
d El SDS-PAGE no ofreci6 resultados claros (datos no
e mostrados). No se observo para las muestras el bandeo
0123456 10 36 38 40 caracteristico en este tipo de electroforesis, pero si para
Fraccién No. el patrén de PM utilizado. Por esta razén, las muestras

fueron aplicadas con reduccidsercaptoetanol) y sin
Fig. 1£ Perf{il ge elulsié_q de Iia mleumolisina, gbtenido con la reduccion. Se sometieron a la electroforesis el extracto
glomatografia de Sxclueon moecuar ?;HS:p;;)eéoiog,:T/lydgon crudo y el pico 1 después de haber sido dializado contra
NaCl. PBS. A pesar de todas las variantes ensayadas fue

imposible obtener resultados positivos, por lo que algin

i ) . elemento, aun no identificado, pudo influir para modificar

~ Elresultado de la cromatografia de intercambio ge 51guna forma a la neumolisina, durante el proceso
ionico, utilizada como segunda alternativa en la gequido para su obtencién y parcial purificacion, sin que
purificacion parcial de la neumolisina, puede obser- gg afectara por eso su actividad bioldgica.
varse en el cromatograma de la figura 2. En éste se  para corroborar entonces, que la actividad detectada
definen 3 ptos de proteinas: el pico 1 se correspondeen el pico 1 era por causa de la neumolisina se llevaron a
con la neumolisina, como se pudo corroborar por lacabo los tratamientos con colesterol yOHdetallados
determinacion de la actividad hemolitica (titulo de previamente. Como consecuencia de la incubacién con
actividad hemolitica: 32); y los picos 2 y 3 se produjeron colesterol la actividad biolégica de la enzima se vié
al aplicar el gradiente lineal de 0-0,5 M de NaCl y no inhibida del todo, y la oxidacion con®, condujo a una
mostraron actividad hemolitica. En estos picos eluyerondisminucion notable de la actividad, se observa lisis de



164

los eritrocitos solo hasta la dilucion 1/4. La actividad la purificaciéon de la suolisina, mediante el uso de una
biologica fue restaurada después de la incubacion corcolumna empaquetada de Superosa 12 con un rango de
-mercaptoetanol en ambos tratamientos. El titulo para elexclusién molecular menor de 300 KDa. En el caso de este
primer caso retorno a su valor inicial (titulo: 32) y para el estudio se lograron condiciones similares con una
segundo, se incremento solo hasta un titulo: 8. columna HiLoad Superdex 200, cuyo rango de exclusion
oscilaba entre 30y 250 KDa.
Para los efectos de la neumolisina, proteina de PM
DISCUSION de 54 KDa, la seleccién de esta matriz es aplicable, sin
embargo, los resultados no se correspondieron con los

Un antigeno exclusivo y comun para casi todas lasreportados por estos autores, pues se obtuvo sélo un
cepas dé&. pneumonigecapaz de inducir una respuesta pico entre las fracciones 10 y 40 donde se concentraba
de produccion de anticuerpos, significa una mejor opciontoda la actividad hemolitica. Por la poca resolucion lograda
para el diagnoéstico. La neumolisina constituye el con esta columna, esto debe responder a que todas las
candidato antigénico para este propoésito, pues se h@roteinas contaminantes que acomparian al material de
demostrado que es producida en 99 % de los aislamientomiterés estan comprendidas dentro del rango de exclusion,
clinicos de este microorganisrhno. por esa razén se decidio utilizar un método alternativo de

Los resultados resumidos en la tabla reflejan quepurificacion.

94,4 % de las cepas cubanas estudiadas son productoras El uso de la cromatografia de intercambio i6nico
de la neumolisina, cifra inferior a la reportada por permitié unincremento de 4,39 veces en el grado de pureza
Kanclerskiy Mollby.> Sin embargo, resulta imposible de la enzimay condujo a su recuperacién con una actividad
hacer una comparacion al respecto, pues a diferencia despecifica de # 10? UH/mL (UH: unidades hemoliticas).
estos autores, so6lo se trabajo con una muestra pequefige consideré que el empleo de este Gnico método de
pues el objetivo fundamental era detectar las cepasurificacion no permitié la recuperaciéon de la enzima
capaces de una mayor produccion de la enzima. totalmente pura, no obstante, si garantiza la eliminacion

Las cepas estudiadas procedian en la mayoria dele un gran nimero de contaminantes.

LCR porque este tipo de aislamiento es el que Para llegar a recuperar la neumolisina con un alto
fundamentalmente llega al laboratorio, esto nos impidegrado de pureza seria necesario aplicar al producto
hacer un analisis sobre cémo se comporta la producciérobtenido a través de la cromatografia de intercambio
de neumolisina entre cepas aisladas de diferentes tiponico, un método mas especifico como la cromatografia
de muestras. Segun puede observarse en la tabla, las cepas Tiopropil Sepharose descrita ganclerskiy Mollby,®

con mayores titulos de actividad hemolitica fueron o una cromatografia de inmunoafinidad.
aisladas a partir de LCR, pero nétese también que titulos  Los resultados obtenidos por medio de los trata-
< 4 fueron desarrollados por cepas de este mismo origenpientos a los que se sometid el picol corroboran su
e incluso la cepa no productora de actividad hemoliticaidentidad con la neumolisina, y estan en total correspon-
fue recuperada de este tipo de muestra. dencia con lo reportado por otros autores, quienes hacen

Los 3 aislamientos que se revelaron como mayoresreferencia a que la accion citolitica de la neumolisina puede
productores de la enzima, pertenecian a 2 de losser reversiblemente inactivada por la incubacién con
serogrupos mas frecuentes aislados en Cuba (cepal: pequefias cantidades de colesterol, o por la oxidacion
grupo l4gcepas 2y 3: serogrupo I9Estudios previos  suave con perédxido de hidrogendambién reportan
sobre este tema sefalan que la capacidad de produccidstos autores que el efecto del colesterol no siempre puede
de la neumolisina no estéa correlacionada con el tipo deser revertido por la reduccién ddmercaptoetanol. Asi
polisacarido capsulat®Se seleccion6 la cepa 1 por su sucedid en este caso, pues la actividad hemolitica fue
magnifico crecimiento en las condiciones fijadas para elrestaurada, pero no del todo, para la muestra de la enzima
preindculo. gue fue incubada con colesterol.

Son varios los métodos de purificacion reportados Se debe considerar que el haber estandarizado una
en la literatura para la obtencion de preparaciones demetodologia para la producciény purificacién parcial de
neumolisina, pero casi todos conducen a una bajda neumolisina permitira, a largo plazo, el desarrollo de
actividad biolégica y a un pobre rendimiefté® El otros métodos para el diagndéstico serolégico de
método de la cromatografia en gel filtracion utilizado en infecciones producidas pSt pneumoniaen los cuales
este trabajo habia sido reportadojawobsy otros para  |a neumolisina constituya el sustrato antigénico.



SUMMARY 7.

The capacity of 36 Cuban strains $freptococcus pneumoniae
to produce pneumolysin was studied, and 94.4 % of them were

determined to be producers of that enzime. One of the best8.

producers was cultured at a great scale and the pneumolysin found
in the supernatan was partially purified through an ion-exchange
chromatography in mono-Q column. This method made it possible

to recover the enzime whose purity level increased by 4.39 with 9.

100 % output.

10.
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