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El lipopolisacarido (LPS) de Vibrio cholerae O1, a diferencia de la mayoria de las bacterias gramnegativas, no es reactivo en el
ensayo del KDO, un método ampliamente utilizado para la cuantificacion de LPS. Este LPS puede ser cuantificado por peso seco
cuando se trata del antigeno en estado puro, pero cuando se necesita cuantificarlo, por ejemplo en un proteoliposoma, se requieren
métodos de hidrdlisis fuerte para que la molécula de KDO se exponga y sea reactiva en el ensayo antes mencionado. En este trabajo
describimos un método rapido, sencillo y reproducible que nos permite cuantificar el LPS en un proteoliposoma obtenido a partir de
la superficie externa de V. cholerae O1, El Tor Ogawa, mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-LPS Ogawa en Western

blot y la posterior evaluacion del perfil reactivo en un densitometro, utilizando LPS Ogawa purificado y cuantificado por peso seco
como patrén de referencia. Este método puede ser aplicado a cualquier otra preparacion que contenga LPS y que no pueda ser

evaluada por KDO.
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Introduccion

El colera es una de las infecciones entéricas que mas drasticamente
ha incidido en la salud de la poblaciéon mundial (1, 2) y continua
siendo un serio problema en muchos paises del mundo (3). El
agente causal de esta enfermedad es Vibrio cholerae, de los
serogrupos O1 y O139. El serogrupo O1 se divide en dos biotipos
fundamentales: Clasico y El Tor, este ultimo es el mas ampliamente
distribuido a nivel mundial y el principal responsable de la actual
pandemia de la enfermedad (3).

En la actualidad se trabaja intensamente para obtener una vacuna
efectiva de administracion oral contra el cdlera. Existen dos
principales variantes de vacunas: las obtenidas mediante cepas
vivas atenuadas genéticamente y las obtenidas mediante una
combinacion de cepas inactivadas por métodos fisicos o quimicos.
Con cada variante se han logrado obtener preparados vacunales
seguros, inmunogénicos y eficaces, ejemplo: Orochol™, Berna
Biotech, Switzerland (4, 5) y Dukoral™, licenciada por SBL
Vaccine, Sweden (6, 7), que han sido licenciados en algunos paises
y son principalmente utilizados por viajeros desde paises
industrializados a areas endémicas (8).

Existen otros candidatos vacunales en desarrollo: la cepa atenuada
638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa, desarrollada en el Instituto
Finlay en Cuba (9, 10), la cual fue capaz de conferir proteccion
contra la cepa salvaje 3008 V. cholerae O1, El Tor Ogawa en un
reto experimental en humanos (11) y recientemente fue evaluada en
ensayos de fase I-II en Mozambique (en vias de publicacion).
También en Cuba se ha desarrollado una cepa inactivada formulada
en tabletas (12), la cual se encuentra en ensayos preclinicos y
proximamente sera evaluada en voluntarios. La cepa atenuada Pert
15 (13), lista para ser evaluada en ensayos de fase II (8). Una
vacuna inyectable antigeno O-conjugada (14), en desarrollo
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preclinico en el Instituto Pasteur (8) y una vacuna de DNA desnudo
de administracién intramuscular, que se encuentra en desarrollo
preclinico en Malasia (8).

En el Instituto Finlay en Cuba, también estamos trabajando en la
obtencion de un candidato a vacuna por subunidades, como una
variante alternativa para proteger contra cdlera pero en una
formulacion combinada contra enfermedades entéricas. Se ha
trabajado en la purificacion parcial y caracterizacion preliminar de
extractos de proteinas de membrana externa-lipopolisacarido
(PME-LPS) obtenidos a partir de la superficie externa de V.
cholerae O1, utilizando diferentes detergentes (15), con el objetivo
de seleccionar un proteoliposoma que posteriormente
transformado en un cocleato para hacer factible su uso por via oral
en humanos. El cocleato, seria la plataforma de inclusion de otros
antigenos no relacionados, que pudieran ser obtenidos a partir de
Shigella, Salmonella, E. coli, Rotavirus o Helicobacter pilori, etc).

sera

Para caracterizar un proteoliposoma, entre otras cosas, se hace
necesario determinar su contenido de LPS. La determinacioén de
KDO  (keto—3-deoxy-d-manose-octulosonico acid) ha sido
ampliamente utilizada para la cuantificacion de LPS (16), pero este
método no es aconsejable para la cuantificacion del LPS de
V. cholerae, debido a que en su estructura nativa, la molécula de
KDO se encuentra muy interna y no es reactiva, por tanto se hace
necesario aplicar métodos de hidrolisis fuertes que destruyan la
molécula y permitan la exposicién del KDO (17). Otro método para
la cuantificacion del LPS en extractos de membrana externa, es el
uso del ensayo del Limulus Amebocytes Lised (LAL) (15, 18), pero
este ensayo es costoso y consideramos que pudiera subestimar el
contenido de LPS en un proteoliposoma, pues las moléculas de LPS
que quedan atrapadas en el interior de la estructura del
proteoliposoma no son reactivas. El mismo fenémeno ocurriria si
intentamos cuantificar el LPS de un proteoliposoma mediante un
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ELISA de inhibicion utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
LPS.

En este trabajo describimos un método de cuantificacion del LPS
en un proteoliposoma, que es menos costoso que el LAL, es
sencillo, rapido y reproducible y consideramos que ofrece un
resultado mas exacto que aquel que ofrece el ensayo del LAL y el
ELISA de inhibicion. Este método puede ser aplicado para otras
preparaciones similares de otros microorganismos, cuyos LPS no
sean reactivos por el método del KDO o cuyas determinaciones
sean interferidas por otros componentes estructurales o tampones.

Materiales y Métodos
Cepa y condiciones de cultivo

La cepa C7258, V. cholerae O1 El Tor Ogawa (19), fue cultivada
en medio Caldo-Triptona-Soya (TSB), durante 8 h a 37 °C a 200
rpm de agitacion rotacional.

Purificacion del LPS de V. cholerae O1

Se procedi6 basicamente segin el método descrito por Westphal y
colaboradores en 1965 (20). La biomasa celular, obtenida como
resultado de la centrifugacion del cultivo a 17 700 x g durante 1 h a
4 °C, se resuspendio6 en agua a 60 mg/mL. Posteriormente se afiadio
igual volumen de fenol al 90% y se incub6 durante 30 min a 68 °C.
Luego esta mezcla se enfrio en bafio de agua con hielo y se colocd
a 4 °C durante toda la noche hasta la formacion de fases, se colectd
la fase superior o acuosa, se centrifugd a 33 300 x g durante
30 min, el sobrenadante se dializé contra abundante agua destilada
y se ultracentrifugd repetidas veces a 65 000 x g durante 5 h a 4 °C.
Los sedimentos obtenidos como resultado de cada
ultracentrifugacion, se resuspendieron en agua y se sometieron a
tratamiento con Dnasa y Rnasa (Sigma) (0,1 mg/ 20 mL, en
agitacion y a 37 °C durante 2 h) y posteriormente con Pronasa
(Sigma) (0,2 mg/ 20 mL, a temperatura ambiente durante 48 h). La
muestra tratada se coloco durante 10 min a 100 °C, se centrifugé a
33 300 x g durante 15 min y el sobrenadante se volvid a
ultracentrifugar repetidas veces bajo las mismas condiciones antes
descritas. Finalmente el sedimento obtenido se resuspendidé en
agua, se rotd, evapord y se coloco en camara de secado al vacio
hasta la sequedad para su cuantificacion por peso. En esta
preparacion se evaluo la ausencia de proteinas, utilizando el método
de Lowry (21) y el SDS-PAGE (15% de acrilamida) (22) seguido
de una tincion con plata (23). La ausencia de acidos nucleicos como
contaminantes fue evaluada mediante un barrido espectrofoto-
métrico desde 200 a 300 nm.

Obtencion del proteoliposoma

Se utilizé el método descrito por Pérez y colaboradores (15). Las
células fueron resuspendidas en soluciéon tampén 30 mM Tris-2
mM EDTA ph 8.5 y se afiadid6 Sodio Duodecyl Sulfato (SDS)
preparado al 15% de 0,7%.
Posteriormente, se efectud una centrifugacion a 17 700 x g durante
20 min a 4 °C, el sedimento se desechd y el sobrenadante se
sometio a una ultracentrifugacion a 65 000 x g durante 8 h a 4 °C.
El sedimento obtenido se resuspendi6 en la solucién tampoén antes

hasta concentraciéon final
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descrita, se filtro a través de filtros sartorius Minisart-plus de 0,45 y
0,2 pm, respectivamente y se le denomind crudo de
proteoliposoma, el cual posteriormente fue aplicado en columna
cromatografica XK16/100, empaquetada con sephacryl S- 1000 y
eluida con solucién tampén 30 mM Tris - 2 mM EDTA - 0,5% de
SDS ph 8.5. La elusion se realizé a 0,4 mL/min. y fue registrada a
0,5 como maximo del rango de absorbancia. Las fracciones
obtenidas fueron almacenadas a 4 °C para su posterior evaluacion.

Cuantificacion del LPS en el crudo de proteoliposoma y
fracciones

El proteoliposoma total y sus fracciones, asi como diferentes
diluciones del LPS purificado, fueron aplicados en gel de
poliacrylamida (12,5%) en presencia de SDS (SDS-PAGE (22).
Posterior al desarrollo de la electroforesis, los antigenos fueron
transferidos desde el gel (gel 1) a un papel de nitrocelulosa de
0,45 pm (Sartorius AG W-3400, Goettingen. Germany). Como
control y ajuste de la transferencia (realizada en un Multiphor II,
Pharmacia, a 20V, 300mA y durante 2 h a temperatura ambiente) se
colocd otro gel de poliacrylamida (gel 2) detras del papel de
nitrocelulosa. Al concluir la transferencia, los geles 1 y 2, se
sometieron a tincion con plata (23), para comprobar que los
antigenos habian sido totalmente transferidos al papel de
nitrocelulosa, el cual fue sometido a un immunoblot, siguiendo el
procedimiento descrito por Burnette (24). Brevemente, el papel de
nitrocelulosa se colocd en leche descremada al 3% y luegode 1 h a
37 °C en agitacion, se procedio a realizar tres pasos de lavado con
PBS-tween 20 al 0,5%, a continuacion se afadid un anticuerpo
monoclonal  anti-LPS  Ogawa (2B4G5, 10pug/mL) (25),
suministrado por el Departamento de Anticuerpos Monoclonales
del Instituto Finlay de C. de La Habana, Cuba, y se incubd durante
toda la noche a 4 °C, luego se procedidé nuevamente a los pasos de
lavado --como fue descrito antes-- y se afiadiéo un conjugado anti-
IgG raton-peroxidasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) y
diaminobenzidina como sustrato. El perfil reactivo obtenido fue
finalmente evaluado por densitometria, en un Gene Genius
Bioimaging System, Pharmacia y calculado el contenido de LPS en
cada preparacion.

Resultados y Discusion

El LPS de V. cholerae O1, como el de la mayoria de las bacterias
gramnegativas, es la molécula mas abundante en la superficie de la
célula, formando parte de la barrera protectora frente a agentes
hidrofobicos y detergentes. La estructura quimica del LPS consta
de tres regiones quimicamente definidas: el lipido A, el nucleo y el
antigeno O. El lipido A forma parte de la bicapa lipidica de la
membrana externa y el nicleo se une al lipido A a través de la
molécula conocida como KDO. La regiéon méas externa es el
antigeno O el cual se une al nucleo (26).

Investigaciones iniciales no detectaron la presencia de KDO en el
nucleo del LPS de V. cholerae. Esto puede ser explicado debido a
que hoy se conoce que el KDO se libera del LPS, solamente bajo
condiciones de hidrolisis fuertes (17) lo que no ocurre asi con el
KDO de muchas otras especies como Salmonella, E. coli, Shigella,
Pseudomona, etc.
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El LPS de V. cholerae es el antigeno responsable de la mayor parte
de la respuesta inmune protectora contra la bacteria, aunque
también se ha encontrado respuesta inmune protectora contra otros
componentes, como Proteinas de Membrana Externa (PME) y
fimbrias (27, 28).

Por tanto, si se disefia una preparacion antigénica (proteoliposoma),
para inducir respuesta inmune contra colera, el LPS debe ser
inevitablemente  incluido. En estudio previo (15),
caracterizamos diferentes extractos de membrana externa con el

un

objetivo de seleccionar un candidato vacunal atendiendo a su
capacidad para generar una elevada respuesta vibriocida. Durante el
proceso de caracterizacion nos enfrentamos a una dificultad
préctica: la cuantificacién del LPS en cada preparacion. Como el
LPS de V. cholerae no puede ser cuantificado por el método del
KDO, diferentes autores han utilizado el peso seco (15) o el ensayo
del LAL (15, 29, 30). Cuando se trata del antigeno en estado puro,
la cuantificacion por peso seco es una variante aceptada,
dependiendo de la sensibilidad de los métodos utilizados para
evaluar la pureza y para realizar la pesada. Sin embargo, cuando el
LPS parte de preparacion  multiantigénica
(proteoliposoma), el peso seco no es eficaz y por tanto se requiere
de la alternativa, el ensayo del LAL, que es un ensayo descrito para
evaluar unidades endotoxicas, pero puede ser utilizado para
cuantificar LPS en una preparacion dada, siempre y cuando se

forma una

P2

P1

Figura 1: Cromatografia en columna XK16/100, empaquetada con sephacryl S
1000 y eluida con solucion tampén 30 mM Tris - 2 mM EDTA — 0,5% de SDS
ph 8.5. La elusion se realiz6 a 0,4 mL/min. y fue registrada a 0,5 como maximo
del rango de absorbancia. Ve/Vt P1: 0,34 (tamafio estimado de 150-200 nm),

En la Figura 1 se observan los resultados obtenidos cuando el proteoliposoma total fue
aplicado en una columna cromatografica empaquetada con Sephacryl S-1000 y eluida con
30 mM Tris-2mM EDTA-0,5% de SDS pH 8.5. Se observaron dos fracciones
cromatograficas totalmente resueltas: P1 y P2, cuyos tamafios moleculares fueron
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utilice el antigeno puro y cuantificado como referencia. El LAL,
puede ser un ensayo mas o menos exacto en los resultados que
ofrece, dependiendo del tipo de preparacion, es costoso y no
disponible en todos los laboratorios.

En un proteoliposoma, el LPS generalmente se distribuye tanto en
la superficie como en el interior de la estructura. El LPS en la
superficie puede ser detectado sin problemas en ensayos como el
LAL o el ELISA de inhibicion utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-LPS, pero estos métodos no son eficaces para detectar el LPS
que se distribuye hacia el interior de la estructura, por tanto se
convierten en métodos que ofrecen resultados inexactos. E1 SDS-
PAGE seguido de una tincién con plata especifica para LPS y
posteriormente el andlisis en el densitdmetro, pudiera ser un
método eficaz, pero en la practica ocurre con mucha frecuencia que
este método de tincion revela, ademas del LPS, determinadas
glicoproteinas presentes en la muestra, las cuales hacen la lectura
del densitometro inespecifica para LPS. Sin embargo, si un
proteoliposoma se somete a un SDS-PAGE en condiciones
reductoras, conjuntamente con diferentes concentraciones del LPS
purificado como referencia, seguido de un Western blot con un
anticuerpo monoclonal especifico para el LPS y posteriormente se
evalia el perfil reactivo en el densitometro, entonces la
determinacion realizada seria mucho mas exacta.

estimados segin la relacion de
volimenes de elusion (Ve) y el volumen
total (Vt) de la columna. El Ve/Vt del P1
fue 0,34 y se le estim6 un tamafio
molecular de 150-200 nm, mientras que el
Ve/Vt del P2 fue 0,69 y se estimé un
tamafio de 50-80 nm, tomando como

referencia los estudios de caracterizacion

sus

realizados con el  proteoliposoma
componente de la vacuna antimeningo-

cocica (VA-MENGOG-BC™) (31).

La Figura 2 muestra el perfil reactivo
especifico para el LPS, resultante del
Western  blot
monoclonal anti-LPS Ogawa. Este perfil

con un anticuerpo
reactivo fue analizado en un densitometro

y calculado el contenido de cada banda

correspondiente al LPS del proteo-
liposoma y fracciones, utilizando el LPS
purificado como curva patron de

calibracion. La Tabla 1 muestra los
resultados obtenidos. Cuando se empled el
ensayo del LAL para la determinacion
del de LPS
proteoliposoma total (15), los resultados

contenido en el
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obtenidos indicaron una proporcion proteinas: LPS equivalente a
4.61:1, es decir segun este ensayo, el proteoliposoma total obtenido
con SDS preparado al 15% contenia aproximadamente un 20% de
LPS. En cambio se puede observar que los resultados obtenidos
utilizando el método Western blot-densitometria, indican que en
esa preparacion el contenido de LPS es de aproximadamente el

30%, lo cual confirma que efectivamente, existe determinada
cantidad de LPS en el proteoliposoma, que no es detectada con el
ensayo del LAL y si con el método propuesto, por tanto es mas
exacto, ademas es sencillo, no es costoso y puede realizarse en
cualquier laboratorio de bioquimica.
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Figura 2. Perfil reactivo en Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-LPS Ogawa (2B4GS5).

Lineas 1, 2, 3 y 4: LPS Ogawa (3, 2, 1 y 0,5 pg respectivamente), Linea 5: PL total (2,5 pg de proteinas),

Linea 6: P1 (5 ng de proteinas) y Linea 7: P2 (5 pg de proteinas).

Tabla 1. Resultados de la cuantificacién de LPS por densitometria.

Lineas Muestra % LPS Relacion Prot/LPS
. LPScalc (ng)
Aplicada

1 LPS (3 ng)

2 LPS (2 ng) Curva de Calibracion

3 LPS (1 pg)

4 LPS (0,5 pg)

5 PL total (2,5 ug) 0,71 28,4 3,52

6 P1 (5 png) 2,34 46,8 2,13

7 P2 (5 pg) 1,28 25,26 3,90

Finalmente, consideramos que el método propuesto puede ser
aplicado para otras preparaciones similares de otros
microorganismos, cuyos LPS no sean reactivos por el método del
KDO o cuyas determinaciones sean interferidas por otros
componentes estructurales o tampones.
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properties of conjugates composed of the detoxified

Lipopolysaccharide quantification in a proteoliposome obtained from external surface of Vibrio
cholerae O1

Abstract

Unlike most of the Gram-negative bacteria, Vibrio cholerae O1 lipopolysacharide (LPS), does not react in KDO assay, a widely used method
for the quantification of these molecules. Vibrio cholerae O1 LPS can be quantified by dry weight when it is in pure state, but when it is part
of a more complex structure as proteoliposomes, other methods such as strong hydrolysis are required for exposition of KDO molecule. In
this paper, a rapid, simple and reproducible method for the quantification of LPS in a proteoliposome obtained from the external surface of
Vibrio cholerae O1 El Tor Ogawa is described. The method consists in a Western blot assay using an anti- Ogawa LPS monoclonal antibody
followed by the evaluation of the reactive profile by densitometry using a dry weight purified and quantified Ogawa LPS as reference pattern.
This method can be applied to any other preparation containing LPS in which KDO method is not applicable.

Keywords: Vibrio cholerae 01, LPS, Immunoblot, densitometry.
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