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ABREVIATURAS:
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PnepNAc: 2-Acetoamido-2,6-didesoxi-L-talosa
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Psp: Proteinas de la superficie

S. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae

Sugp: 2-acetamido-2,6-didesoxi-D- xilohexos-4-ulosa
TSB: Caldo triptico de soja

UndPP: Undecaprenil pirofosfato

Wzy: polimerasa de la via Wzy dependiente



RESUMEN

Streptococcus pneumoniae es responsable de un nimero importante de casos de meningitis,
neumonia, otitis media y otras enfermedades infecciosas a nivel mundial. La permanente

aparicion de cepas resistentes a antibidticos constituye un factor critico en estas infecciones.

El serotipo 1 de S. pneumoniae constituye uno de los de mayor incidencia en nuestro pais. Las
células de S. pneumoniae se hallan rodeadas de una gruesa capsula polisacaridica, que representa

el principal determinante antigénico.

Es posible lograr el desarrollo de inmunidad por vacunacién con estos polisacaridos por lo que es
de vital importancia que los mismos sean producidos en medios de cultivo definidos que

permitan disminuir la complejidad de los procesos de aislamiento y purificacion de los antigenos.

En esta tesis se abord6 en primer lugar el crecimiento de una cepa de S. pneumoniae (serotipo
1), en un medio sintético desarrollado en el laboratorio, comparado con el crecimiento del
microorganismo en un medio complejo de uso comercial. Se logro la utilizacién de un medio
quimicamente definido mejorando los rendimientos de produccion de CPS 1 comparado con un

medio de cultivo tradicional.

En una segunda etapa, se trabajé en la purificacion del polisacarido capsular (CPS 1) mediante
Cromatografia de Intercambio l6nico. Se logré purificar y caracterizar en forma preliminar el

polisacarido capsular (CPS1) mediante técnicas quimicas, bioguimicas y espectroscépicas.



INTRODUCCION

1.1 S. pneumoniae: Generalidades

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram-positiva, microaerdfila, que forma
parte de la poblacion microbiana que coloniza la nasofaringe. Esta bacteria puede evadir el
sistema inmune a través de una combinacion de factores de virulencia tanto secretados como
expresados en superficie que le permiten provocar infecciones invasivas como neumonia y
meningitis o localizadas en las mucosas como otitis media y sinusitis. La neumonia representa el
19% de todas las muertes en nifios menores de 5 afios, siendo el neumococo la principal causa.
Las poblaciones mas susceptibles de padecer enfermedad neumocdccica son los nifios menores
de 5 afios, los ancianos e individuos inmunocomprometidos.

S. pneumoniae es una bacteria Gram positiva encapsulada ovoide, de longitud 0.2 a 0.7 um, o-
hemolitica, pertenece a la familia streptococcaceae, género streptococcus, especie S.
pneumoniae. Microscopicamente son diplococos lanceolados, frecuentemente agrupados en
cadenas cortas. Macroscopicamente se presentan en colonias circulares brillantes a-hemoliticas.
Las cepas virulentas de la bacteria producen una gruesa capsula polisacaridica que constituye el

principal determinante antigénico (Figura. 1).

Figura 1: Micrografia de Streptococcus pneumoniae.

Los adultos y nifios mayores de 5 afios son capaces de desarrollar inmunidad contra estos
antigenos, ya sea por una infeccion previa, o por vacunacion. La inmunidad desarrollada de esta
forma confiere proteccion contra infecciones posteriores (Koskela, 1987). A pesar que se

considera que S. pneumoniae era rutinariamente susceptible a la penicilina y otros agentes



antimicrobianos, la aparicion de cepas resistentes y multiresistentes en todo el mundo, ha
dificultado el tratamiento de enfermedades en las cuales esta bacteria es el agente etioldgico
(Klungman, 1990; Breiman, 1994; Hortal, 2001)

La capsula de S.pneumoniae ademas de actuar como antigeno y poseer propiedades
antifagociticas, permite su clasificacion en un gran numero de diferentes tipos inmunoldgicos
que se diferencian por sus polisacaridos capsulares. Se han identificado alrededor de 90
diferentes serotipos, los que se designan segun el orden en que han sido descritos del 1 al 90,
segun el sistema americano (Henrichsen, 1995) y de acuerdo a sus similitudes antigénicas, segun
el sistema danés (Lund, 1963).

Esta gran cantidad de serotipos constituye uno de los escollos principales en el desarrollo de una
vacuna efectiva contra S. pneumoniae. Sin embargo, para una region determinada, es posible
disefiar vacunas dirigidas Gnicamente contra los serotipos prevalentes y lograr una cobertura
amplia y efectiva en un alto porcentaje de casos (OPS, 1992). Asi los serotipos de S. pneumoniae
que revisten mayor interés para el desarrollo de una vacuna para Hispanoameérica y el Caribe son
los tipos 1, 5, 6B, 14, 19A y 23F, que representan mas del 70% de los serotipos prevalentes en

nifios menores de 5 afios (OPS, 1992).

En Uruguay, la incidencia de neumococcias sistémicas en nifios menores de 5 afios entre
1994 y 1996 producidas por cepas resistentes a la penicilina aument6 del 29% al 40% vy los 7
serotipos predominantes son 14,5, 1, 6B, 3, 7F y 19A en ese orden. (Hortal 1997, 2001).

La patogenicidad de este microorganismo esta dada por un conjunto de factores presentes en el
neumococo entero, con participacion al inicio de la infeccion neumocdccica, que impiden
principalmente la fagocitosis via inhibicion de la activacion del complemento y proteinas
localizadas en la pared celular (PspA y proteina de unién al factor H) (Jedrzejas et al., 1993). El
polisacarido capsular (CPS) constituye la capa méas externa de la célula bacteriana y su principal
factor de virulencia ya que confiere proteccion contra la respuesta inmune.

Por otro lado existen los factores que actlan en la desintegracién y la lisis del neumococo
(autolisina) activando el complemento y potenciando la inflamacion (peptidoglicano,

polisacarido de la pared celular y pneumolisina) (Mitchell et al., 1991; Briles et al., 1998).



S. pneumoniae infecta exclusivamente al hombre, siendo la nasofaringe su nicho ecolégico ya
gue no existe otro reservorio en la naturaleza. La via de transmision del neumococo es aérea, a
través de gotitas de saliva de portadores o de enfermos. Es un organismo sensible al calor, al frio
y a la desecacion, por lo tanto la transmision requiere de un contacto estrecho de persona a

persona (Moxon et al., 1986).

1.2 Morfologia y Estructura

La estructura basica de la pared celular estd formada por una o varias capas de peptidoglicano,
situadas alrededor de la membrana plasmatica a la cual se le unen los polisacaridos de la pared
(PSP), proteinas y el polisacarido capsular (CPS). Los peptidoglicanos estan compuestos por
disacéaridos, unidades alternantes y repetitivas de N-acetil-glucosamina y acido N-
acetilmuramico, unidas por enlaces N-glucosidico B-1,4 (Beveridge et al., 1981)

Existen dos etapas en la biosintesis del peptidoglicano, la primera consiste en el ensamblaje de la
unidad disacarido-péptido via una serie de precursores UDP o intermediarios lipidicos que .da
lugar a la formacion del intermediario lipidico final el cual lleva la unidad disacarido péptido
completa y es transferida por un mecanismo hasta hoy desconocido a través del medio
hidrofdbico de la membrana hacia los sitios localizados externamente para la incorporacion de la
unidad biosintética en el peptidoglicano creciente. La segunda etapa de la sintesis del
peptidoglicano consiste en la polimerizacion de ésta unidad en la superficie externa de la
membrana citoplasmatica y la unién del nuevo material con la pared celular preexistente. Existen
dos tipos principales de actividades enzimaticas unidas a la membrana que estan involucradas en
la biosintesis: las glicotransferasas (Heinjenoort 2001) que catalizan la formacion de las cadenas
lineales de glicanos y las transpeptidasas que catalizan la formacion de los puentes peptidicos.
Las cadenas de glucanos formadas por los carbohidratos estdn entrecruzadas por péptidos
formando una malla tridimensional (Figura 2) (Garcia Bustos et al., 1987).

Los enlaces glucosidicos que conectan los carbohidratos en las cadenas de glicanos son muy
fuertes, pero estas cadenas por si mismas no podrian proporcionar rigidez en todas las
direcciones. La resistencia total de la estructura de los peptidoglicanos se obtiene cuando las
cadenas se unen por medio de los enlaces peptidicos cruzados. Estos entrecruzamientos se
presentan de manera caracteristica y son especificos tanto del serotipo como del género

bacteriano y la pared posee mayor rigidez cuanto mas completo sea este entrecruzamiento.



A diferencia de las bacterias Gram-negativas, las Gram-positivas no tienen definido claramente
un espacio periplasmico. Sin embargo, numerosas moléculas estan asociadas con la capa de
peptidoglicano, creando adyacente a la pared celular de estos microorganismos un espacio
periplasmico integrado (Beveridge, 1995). Existen numerosas (macro) moléculas covalentemente
unidas al peptidoglicano y otras (macro) moléculas que sobresalen a través del mismo. Ejemplos
de estos son los acidos teicoicos o polisacaridos de la pared (PSP) y la capsula, los cuales estan
directamente unidos al peptidoglicano (Tomasz, 1981; Sorensen et al., 1990).

Los acidos teicoicos se localizan a lo largo de la pared celular y aquellos que se encuentran
anclados a los lipidos de la membrana plasméatica por uniones covalentes, dan lugar a la
formacion de acidos lipoteicoicos, que protruyen a través de la pared celular. Los neumococos
poseen ademas proteinas unidas a residuos de colina asociados a las estructuras de los acidos
(lipo)teicoicos; las mismas utilizan un dominio de union a colina, para unirse a las células
bacterianas. Los acidos (lipo)teicoicos en su conjunto forman una gran extension de
polisacéridos cargados negativamente unidos a la membrana plasmatica de la bacteria por
enlaces covalentes (Tortora., et al. 2007). Finalmente también hay proteinas unidas directamente
a la bicapa lipidica de la membrana citoplasmatica.

Todos estos componentes forman una estructura multilaminar, como un “exoesqueleto”,

entrelazandose entre si, proporcionando rigidez y soporte estructural (Figura 2).
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Figura 2: Estructura de la pared celular bacteriana. Adaptado de Mathews, VVan Hold and Ahern
2002. NAM: acido N-Acetil muramico, NAG: N-acetilglucosamina.



1.3 La capsulay los polisacaridos capsulares

La cépsula constituye una estructura superficial compuesta por un polimero de alto peso
molecular (CPS), de aspecto viscoso conformado por unidades repetitivas de oligosacaridos, que

se extiende aproximadamente de 200 a 400 nm desde la pared celular (Alonso et al., 1995).

El CPS esta conectado al neumococo mediante una union covalente al peptidoglicano de la pared
celular, con excepcion del serotipo 3, donde la capsula no se encuentra unida a la pared celular

sino anclada a la membrana celular mediante un residuo de fosfatidilglicerol (Cartee et al., 2005)

La virulencia y la invasividad del neumococo varian de acuerdo con los serotipos y dependen de
la composicion quimica y de la cantidad de CPS producido. Esto esta relacionado con la
supervivencia bacteriana y la capacidad de producir enfermedad invasiva. Las cepas
encapsuladas son 10° veces méas virulentas que las no encapsuladas. (Watson et al., 1990). El
polisacarido capsular (CPS) fue descrito como el primer antigeno no proteico, inductor de
anticuerpos en humanos (Jones, 2005) y se encuentra en forma soluble en los liquidos corporales
de los pacientes infectados y en cantidades importantes actua neutralizando los anticuerpos

anticapsulares haciéndolos inaccesibles a los gérmenes invasores.

La mayoria de los neumococos presentan un mecanismo denominado variacion de fase, segun el
cual la bacteria expresa mas o menos material capsular, situacién que se puede demostrar
facilmente por la morfologia opaca de las colonias en cultivos en medios sélidos. Mediante este
cambio el microorganismo se adapta al medio en las distintas etapas de la infeccion (Weiser et
al., 1994; Kim et al., 1998). Varias capsulas son altamente polares e hidrofilicas, e interfieren en
la interaccion del fagocito con la bacteria. La ingestién y destruccion de la bacteria por los
fagocitos del hospedero, requiere que el microorganismo esté cubierto por anticuerpos o

complemento para la opsonizacion.

Los estudios de la estructura quimica de este antigeno revelan que la mayoria de los tipos
poseen una capsula cargada negativamente (excepto los serotipos 7 y 14 que son neutros) y
poseen componentes acidos como el acido glucurénico (en los tipos 1, 2, 3,5, 8, 9A y 9V) o
fosfato en enlaces fosfodiéster (en los tipos 6A, 6B, 11A, 15F, 19F, 19A y 23F). En la Figura 3

se muestra las estructuras de las unidades repetitivas de las cepas prevalentes en nuestra region.

10



CEPA 1:
—»3)-AAT-a-D-Galp-(1—4)-a-D-GalpA-(1—3)-a-D-GalpA-(1—
CEPA 5:

—s 4)-B-D-Glcp-(1 —4)-a-L-FucpNAc-(1—3)-p-D-Sugp-(1 —
3

1
1

a-L-PnepNAc-(1—2)-B-D-GlcpA

CEPA 14:

—6)-B-D-GlcpNAc-(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp-(1—
4

1
1

B-D-Galp

Figura 3. Estructuras de las unidades repetitivas de los polisacaridos bacterianos de las
cepas de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes en el Cono Sur. Sugp: 2-Acetamido-2,6-
didesoxi-D-xilohexos-4-ulosa; PnepNAc: 2-Acetamido-2,6-didesoxi-L-talosa (pneumosamina).

Los monosacéridos mas frecuentemente encontrados en CPSs son: D-glucosa, D-galactosa, L-
ramnosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-manosamina, N-acetil-
D-fucosamina, D-ribosa, Acido-D-glucurénico. Existen ademas otros azlicares que son menos
frencuentes tales como: L-fucosa, D-ribosa, Acido D-galacturonico, Acido-N-acetil-D-
manosaminuronico, N-acetil-D-neumosamina y 2-acetamido-4-amino 2,6-dideoxi-D-xilo-hexos-
4-ulosa. Todos los azlcares, excepto la D-ribosa y en algunos casos la D-galactosa, se

encuentran siempre en la forma pirandsica.
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1.4 Métodos de observacion de la capsula

Su observacion mediante microscopia dptica es posible mediante un procedimiento denominado
tincidn negativa, que permite tefiir la capsula contrastandola a la célula y el medio externo.

La tincién se realiza mezclando una suspension de neumococos con suero de conejo
antineumococo, y luego agregando una gota de tinta china, produciéndose un fendmeno de
hinchamiento (Quellung) de la cépsula que permite su visualizacion en contraste con el fondo
oscuro de la tinta china.

Se puede también utilizar la microscopia electronica, para lo cual hay que recurrir a la
estabilizacion previa de la estructura capsular (para evitar su contraccion ulterior) por medio de
anticuerpos anticapsulares o de lectinas. Tras esta operacion, se procede a la tincion por una
ferritina cationica (por. ej. el rojo de rutenio), con afinidad hacia polianiones (Madigan et al.,
1997)

1.5 Biosintesis de la capsula

La capsula se sintetiza de manera rapida durante la fase logaritmica del crecimiento bacteriano.
En S.pneumoniae, la biosintesis y exportacion ocurre a traves de dos vias conocidas como la via

sintasa y la via Wzy-dependiente.

La via sintasa dependiente es la via mas simple pero se ha observado unicamente en los serotipos
3y 37 (Arrecuebieta et al., 1994, 1995). Consiste en una Unica proteina integral de membrana, la
cual podria ser responsable tanto de la adicion de los aztcares como de la extrusion del polimero
naciente a través de la membrana celular formando un poro en la membrana a través del cual la

cadena polisacaridica puede ir potruyendo a medida que es sintetizada.

La via Wzy-dependiente ha sido identificada en 88 serotipos de S. pneumoniae y los genes
correspondientes a esta via estan ubicados en el mismo locus del cromosoma (cps), entre los
genes dexB y aliA (Lopez et al., 2004). Los loci son complejos y comprenden desde 10 hasta
mas de 20 genes, sugiriendo un mecanismo biosintético mas elaborado. La region del
cromosoma donde estd ubicados los genes que codifican las enzimas que participan en la

biosintesis de la capsula esta organizada como casettes, con regiones de genes que codifican
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funciones requeridas para la produccién de una estructura capsular especifica, limitadas por otras

regiones de genes comunes a la capsulas de todos los serotipos (Arrecubieta, 1994).

Se ha propuesto que el paso inicial de la via Wzy.dependiente consiste en la transferencia de un
residuo de monosacarido y su unién a través de un enlace pirofosfato a un transportador lipidico,
el alcohol undecaprenil pirofosfato (UndPP). En los serotipos que contienen glucosa, éste paso es
llevado a cabo por una glucosa-1-fosfato transferasa denominada CPsE/WchaA (Kolkman,
1996); estas enzimas se encuentran asociadas a la membrana facilitando la interaccién con el
lipido transportador. Los monosacaridos componentes de la unidad repetitiva son unidos por
distintas transferasas y el oligosacarido translocado a través de la membrana celular por la

enzima Wzx flipasa.

En algin punto durante la polimerizacion la cdpsula es unida covalentemente a la pared celular
(Sorensen et al, 1990) pero no se conoce en detalle cuando ni como ocurre. Algunos autores
proponen que un complejo proteico seria el encargado de la translocacion del CPS maduro y de
su union a la pared celular, mientras otros proponen la accién de una ligasa. Mecanismos
similares ocurren en la sintesis de las capsulas de otras bacterias streptococcicas, estafilocdccicas

y muchas gram negativas.
1.6 Polisacarido capsular del serotipo 1

El serotipo 1 de S.pneumoniae es uno de los de mayor prevalencia en nuestro pais. Si bien se han
descrito mas 90 serotipos diferentes de S. pneumoniae, la experiencia clinica acumulada en
nuestra regién muestra que son pocos los serotipos con mayor impacto clinico y es asi como el
serotipo 1, 5y 14 son responsables del 80% o mas de las infecciones neumocdccicas invasivas
en nuestra region (Hortal et al., 2001). La distribucion geogréafica y por grupo etario de estos
serotipos también tiene variaciones; se ha observado que el serotipo 1 se encuentra entre los mas

frecuentes en regiones del mundo con menor desarrollo socioeconémico.

Todas las vacunas existentes contra S.pneumoniae incluyen este serotipo cuya capsula esta
constituida por un polisacarido formado por unidades repetitivas de 2-Acetamido-2,6-didesoxi-
D-xilohexos-4-ulosa y dos residuos de acido galacturonico. EI CPS 1 es un polisacarido de
naturaleza zwitterionica, debido a la presencia simultanea en sus unidades repetitivas de grupos

amino que le confieren cargas positivas y de grupos carboxilato o fosfato que le proveen de
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cargas negativas a pH fisiologicos. Se ha reportado recientemente que algunos polisacaridos
capsulares bacterianos zwitteriénicos pueden ser procesados por el sistema inmune por una via
diferente a la conocida para la mayoria de otros antigenos bacterianos generando una respuesta
T-dependiente (Cobb et al, 2004,2005).

El laboratorio de Carbohidratos y Glicoconjugados cuenta con experiencia en la produccién de
CPS de S. pneumoniae serotipo 14 y ha desarrollado metodos de purificacion mediante

cromatografia de intercambio i6nico, empleando como fase estacionaria DEAE-Sepharose.

La posibilidad de obtener, purificar y caracterizar un polisacarido con las caracteristicas

indicadas y de vital importancia en nuestra region se fijo como objetivo del presente trabajo.

—

—3)-AAT-0-D-Galp-(1—4)-a-D-GalpA-(1—3)-a-D-GalpA-(1—
Figura 4: Estructura del polisacarido capsular de Streptococcus pneumoniae serotipo 1.
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OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de esta tesis es la obtencion del polisacarido capsular serotipo 1 producido

por Streptococcus pneumoniae en cantidad y pureza adecuadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1 — Comparacion de la produccién de Streptococcus pneumoniae serotipo 1 entre dos medios de
cultivos, en los cuales se evalGan los rendimientos del proceso de produccidn y pureza.

2- Obtencién y purificacién del polisacarido capsular serotipo 1 (CPS1) de Streptococcus

pneumoniae.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

DEAE Sepharose obtenida de Pharmacia Biotechnology (Uppsala, Sweden). La cepa 2741
Serotipo 1 de Streptococcus pneumoniae obtenida de The National Centre for Streptococcus
pneunomiae (Alberta, Canada).

Bovin serum albumin (BSA), carbazol fueron obtenidos de Sigma (St.Louis, MO, USA). El kit
de reactivos de acido bicinconinico fue obtenido de Pierce Chemical Company (Rockford, IL,
USA). Sangre ovina obtenida del Instituto de Higiene (Facultad Medicina, UDELAR). Agar
base, Bioquim Ltda, (Montevideo, Uruguay)

2.2 Medios de cultivo

Agar base 15¢/1
Sangre ovina 5%

Medio liquido comercial de cultivo: Se utilizd el medio TSB (Caldo Triptico de soya)

Composicién (g/L):

THIPEONA. ..ot 17.0
Peptona de SOYa.......c.vviniii i 3.0
Cloruro de SOI0. .....uneieie e 5.0
FOStato di-POtASICO. ... vttt e 2.5
GIUCOSA. .ot 2.5

Preparacion: Se disolvié 30 g del producto TSB y 5 g de extracto de levadura en 1 L de agua
destilada. Se esteriliz en autoclave a 121 °C durante 20 min.

Medio Sintético Quimicamente Definido (MS): Medio desarrollado en el Departamento
Biotecnoldgico del Instituto de Higiene. EI mismo estd compuesto por fuentes de nitrégeno
(amino &cidos), sales, vitaminas, carbohidratos y factores de crecimiento que contemplan las

necesidades de un medio para el crecimiento del Streptococcus pneumoniae.
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2.3 Cultivo de la bacteria

La cepa de S. pneumoniae congelada se inoculd sobre placas de agar sangre que fueron
incubadas a 37° C, en atmdsfera de 5 % de CO2 durante 18 hs. Una vez comprobada la pureza
del cultivo (tincion de Gram), se prepararon cultivos intermedios en los medios de cultivo
descritos, durante 4 horas hasta alcanzar una DO de aproximadamente 1.0, con los cuales se
sembraron matraces de 1 L incubando hasta 24 horas tomando muestras cada 3 horas (Esquema
1).

\ Congelado
|

Cultivoa 37°C, 5% CO,, 12 hs.

Pureza por
tincion Gram
i Cutivo 3 37°C, 5%

| C0,, 18 hs
\) Alicoutas cada 3 hs
“— "

!

Inactivacion y centrifugacion

9000rpm, 20 min

Cultivo a37°C, 5% C0,, 12 hs.

Pureza por
tincion Gram

Cultivo a37°C, 5%
C0,, 18 hs
Ahcoutas cada3hs

!

Inactivacion y centrifugacion

9000rpm, 20 min

Pellet Sobrenadante Pellet Sobrenadante
Descarte Concentrar Descarte Concentrar
Concentracion por cartucho Concentracion por cartucho
1/10 del vol. Inicial. 1/10 del vol. Inicial.
Producto final Producto final

Esquema 1. Disefio experimental para el cultivo de S. pneumoniae.

Se determind la DO a un A = 600 nm. Por definicion en la literatura se describe que a un A = 600

nm se utiliza como estandar de trabajo para cultivos microbianos, donde la absorcién de luz dada
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por componentes como proteinas, ADN, pigmentos y otros es minima, produciendo menor
interferencia al momento de medir la dispersién de la luz en funcion del crecimiento del cultivo.
También se determinaron otros parametros como el pH, el contenido de glucosa y el titulo de
latex en cada muestra. El pH fue mantenido en 7.2. Finalmente los cultivos fueron inactivados

con azida de sodio al 0,1%.
2.4 Purificacion del CPS 1

2.4.1 Precipitacién alcohdlica parcial

Para la obtencion del polisacarido capsular, los cultivos inactivados fueron centrifugados a 9000
rpm durante 20 min, el sobrenadante se concentrdé a un 1/10 de su volumen inicial mediante
ultrafiltracion por cartucho de fibra hueca y luego se dializé contra agua destilada durante 24
horas. Finalmente se liofilizé para proceder a la etapa de purificaciéon de acuerdo al Esquema 2.
Brevemente: Se resuspendié el producto liofilizado en agua destilada, se ajusto el pH a 5,4
agregando acetato de sodio hasta 2 % y se agrego etanol hasta una concentracion del 20 %.
Luego de un reposo a 4°C durante una hora, se centrifugd a 8000 rpm durante una hora y se
agregd nuevamente acetato de sodio hasta 5 % ajustando el pH a 5,8 con acido acético. Se
agrego etanol hasta una concentracion del 60 %, se agitd media hora, se ajusto el pH entre 6,6 y
6,8 y se dejo reposar durante toda la noche a 4° C. Posteriormente se centrifugé a 8000 rpm
durante una hora y el precipitado conteniendo el polisacarido se suspendi6 en una solucion de
acetato de sodio 0,3 M pH 6,8.
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Medio concentrado

Precipitacion alcoholica |

1) NaAc. 2%

2) pH a 5,4 HAc

3) EtOH 20 %

4) Reposar 1 hs

4) Centrifugar 60 min 8000 rpm

—

precipitado < > Sobrenadante

Precipitacion alcohdlica Il

1) NaAc5%

2) pH5,8HAC

3) EtOH 60 %

4) Agitar 30 min

5) Reposartoda la noche a 4°C
6) Centrifugar 60 min, 8000rpm

Sobrenadante < T Precipitado
1) Resuspender
2) Liofilizar

Esquema 2. Precipitaciones alcoholicas para la obtencion de CPS 1.
2.4.2 Purificacion del CPS 1 por Cromatografia de Intercambio Ionico.

El polisacérido impuro obtenido en la etapa anterior, dializado y liofilizado (50 mg) se retoma en
1 ml de buffer fosfato 0.01 pH 8.0 y se aplica a una columna de DEAE Sepharose (25 cm x 2.0
cm) previamente equilibrada en el mismo buffer. La elucidon del producto se realiz6 con un

gradiente de NaCl de 0 a 1 M y se colectaron fracciones de 7 ml con un total de 28 ml/Hs.

Las fracciones fueron analizadas empleando un reactivo de latex especifico y se determiné
concentracion de proteinas y carbohidratos. Las fracciones positivas en la reaccion de latex y de
carbohidratos fueron juntadas, dializadas 24 horas contra agua destilada, liofilizadas e

intercambiadas por D,O para su analisis por *H-NMR.

2.5 Métodos Quimicos y Espectroscopicos de Analisis del CPS 1
2.5.1 Determinacion de &cidos uronicos

La determinacion de acidos urdnicos en los sobrenadantes de cultivo se realizd por el método

descrito por Tylor et al., 1992. Brevemente se prepard una solucién de borato de sodio 0,9 g en
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acido sulfurico concentrado (10 ml) a 0° C (A) y otra solucidn conteniendo 100 mg de carbazol
en 100 ml de etanol absoluto (B). Se realizo una curva de calibracion con acido glucuronico. Se
incubaron 250 ul de las muestras con 1.5 ml del reactivo A, calentando a 100° C durante 10
minutos, se dejo enfriar y se agregdé 50 ul del reactivo B, calentando nuevamente a 100° C
durante 15 minutos. Se dejé enfriar y se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 525 nm

contra un blanco.
2.5.2 Determinacion de Azucares por la técnica de Fenol-Sulfurico
Analisis cualitativo

Se toman alicuotas de 10 ul a cada fraccion purificada por cromatografia de intercambio i6nico,
se agregan 250 pl de una solucién de fenol 0,5%(p/v), se agita durante 1 minuto y se agregan
750 pl de acido sulfarico concentrado. Posteriormente se calienta la muestra en tubo cerrado a
120° C en un bafio de aceite. La presencia de carbohidratos se observa por el desarrollo de color

naranja, comparando con una muestra control (Cuesta et al., 2003)

2.5.3 Determinacion de proteina soluble

Se realiz6 mediante una modificacion del método del acido bicinconinico (BCA) descrito por
Smith et al., 1987. Brevemente se realiz6 una curva de calibracién con BSA. Se incubaron
alicuotas de 50 pl de la muestra con 200 ul de reactivo BCA durante 30 minutos a 37° C. Se leyd

la absorbancia a A 560 nm.
2.5.4 Técnica de Latex

El contenido de CPSlen la muestra a analizar se determind en forma semi-cuantitativa mediante
el empleo de un reactivo latex policlonal especifico (Battistoni et al., 1998). Para ello, se mezcl6
en una placa para test de latex 40 pl de diluyente (PBS-BSA 0.1%) y 40 ul de la muestra a
analizar realizandose a partir de ésta diluciones seriadas al medio. A cada pocillo se le agregaron
30 pl de latex, se mezclo y agito con agitacion orbital (100 rpm) durante 3 minutos. Se detuvo la
reaccion y se observo bajo lampara la formacién de aglutinacion. El titulo se define como el

inverso de la mayor dilucion capaz de causar aglutinacion visible en las condiciones descritas.
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2.5.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

Los espectros de *H NMR fueron obtenidos a 400 y 100 MHz en un equipo Brucker Avance

DPX 400. Los resultados fueron expresados en ppm respecto a TSP (64 0.00) y acetona (6¢
31.00) utilizando D,O como solvente a 70° C y 30° C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para la obtencion del CPS 1 se partieron dos medios diferentes TSB y MS, uno comercial y otro
quimicamente definido disefiado para que cumpla con las exigencias de un medio de cultivo,
pero con componentes conocidos, comparado con un medio complejo utilizado rutinariamente
para el cultivo del microorganismo.

Los resultados que se presentan muestran una diferencia en la cantidad y calidad del producto
obtenido.

En la Figura 5 se observa el resultado de los ensayos de cultivo de S. pneumoniae con el medio
quimicamente definido (MS). Como se puede observar, con el medio sintético desarrollado se
obtuvieron valores de DO a A = 600 nm mayores que en los obtenidos en TSB, los cuales son
directamente proporcionales al crecimiento bacteriano. Se observo también una reduccion de la
fase lag, demostrando un gran potencial para optimizar la produccién de estos antigenos y
optimizar el tiempo de fermentacién mediante ciclos mas cortos de produccion, es decir se

obtiene mas producto en un menor periodo de tiempo.

1,0 - - 1,4
05 /—\ b -1,2
g /\ a i 1YO /é\
S 0,6 §
3 L 08 @
o) [a)]
o )
8 0,4 - 0,6 8
o 5
g 0,4 g
8 0,2 — §
6 -0.2 O
0,0 L 0.0
T T T T ///I/ T T
0 5 23 24
Tiempo (hs)

Figura 5. Crecimiento de S. penumoniae : a) TSB; b) MS
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En las Figura 6 a y b se puede observar el consumo de glucosa durante el crecimiento de S.
pneumoniae en ambos cultivos. En la Figura 6 a se muestra el crecimiento de S. pneumoniae en
TSB con una fase lag extendida hasta aproximadamente 5 horas y un consumo de glucosa
coincidente con el inicio de la fase logaritmica. Por otro lado en la Figura 6 b el consumo de
glucosa en el medio MS es inmediata, menor a las 5 horas, y la fase lag mas corta, siendo un
beneficio para el cultivo de S. pneumoniae en el medio de cultivo sintético desarrollado.
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] - 25
0.8

] /\ L 2,0
0.6

] 15
0.4
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0,0

T T T T T 7 A T T 0,0
0 3 6 23 24
Time (h)
b
1,4
] L 2,5
1,2 1 /_\
—~ 1‘0_ j
E -20 2
Q 1 @©
3 o084 | &
Q ] S
€ o6 =
g s
S 44l 3
g v L 10
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/L
T T T 74 T T
0 5 23 24
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Figura 6. Crecimiento de S.pneumoniae y consumo de glucosa en a: TSB; b: MS
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3.1 Determinacién de pH en los cultivos de S. pneumoniae

En la Figura 7 a 'y b se observa el comportamiento del pH en el cultivo de ambos medios. La
variacion es similar en ambos medios durante el tiempo de cultivo comenzando con un pH de 7.2
hasta su descenso a aproximadamente 5.5 luego de 24 horas, coincidente con la acidificacion del
cultivo a medida que avanza el crecimiento del microorganismo y coincidente con lo reportado

en la literatura respecto a la variacion de pH optimo durante el crecimiento del microorganismo
(paper).
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Figura 7. pH en el cultivo de S.pneumoniae: a: TSB; b: MS
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El contenido de CPS 1 en los medios de cultivo utilizados fue estimado empleando un reactivo
de latex especifico confirmando asi su identidad. En la Figura 8 a, se muestra el titulo de
agregacion de latex igual a 2500, durante la fase exponencial del crecimiento del
microorganismo en TSB. Se tomaron alicuotas cada 3 horas. Se observa un aumento en la fase
exponencial del crecimiento que alcanza un maximo a las 6 horas pero que no se mantuvo
constante en el tiempo, las diferencias en la reaccion de agregacion de latex podria deberse a
posibles interferencias de los componentes del medio de cultivo con el latex y/o al error

inherente del método utilizado.

1,0 4 - 6000

0.8 - - 5000
€
c L 4000
o
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B’ 0,4 1 ke
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o L 1000
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0 3 6 9 21 24 27
Tiempo (hs)

Figura 8 a. Crecimiento de S.pneumoniae en TSB y determinacién de CPS 1 obtenida por técnica de
latex.

Por otro lado en la Figura 8 b se muestra el titulo de latex durante la fase exponencial del
crecimiento obtenidas en el medio sintético. En éste caso se pudo observar un aumento de CPS 1
concordante con el aumento de la biomasa (equivalente a nimero de células), medido a través de
la densidad optica (DO) a A = 600 nm. Ademds se alcanzo un maximo en la produccion de
antigeno a las 6 horas, manteniéndose constante hasta las 24 horas de cultivo. Este valor es 4

veces superior comparado con el titulo obtenido para el medio TSB.
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Figura 8 b. Crecimiento de S.pneumoniae en medio sintético y determinacién de CPS 1 obtenida por
técnica de latex.

Se determiné contenido de acidos urdnicos Yy proteinas en las alicuotas colectadas cada 3 horas.
Luego de 24 horas los productos obtenidos en TSB y en MS contenian 73 uM y 149 uM de
acido uronicos respectivamente. Destacando que el contenido de acidos urénicos en el MS es el
doble que en el TSB.

El contenido de proteinas fue de 0.35 mg/ml y 0,2 mg/ml respectivamente, muestra que el cultivo
en MS disminuye el contenido de proteinas comparado con el medio TSB, debido al contenido
desconocido de los componentes del medio comercial.

Para proseguir con la purificacion del polisacarido capsular se opt6 por continuar trabajando con
el producto obtenido en el cultivo en medio sintético, dada la diferencia en biomasa obtenida en
medio sintético, la identidad obtenida por titulo de latex y pureza determinada por contenido de

proteinas.
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3.2 Purificacion del CPS1

Para la purificacion del CPS 1 se utiliz6 una columna de intercambio idnico de DEAE-Sepharose
mediante elucion por gradiente de NaCl de 0 a 1 M. La concentracion de carbohidratos en cada
fraccion fue determinada de forma cualitativa mediante la técnica de fenol-sulfarico en cada
fraccion colectada del gradiente. Esto confirmd la presencia de carbohidratos en el material
eluido mediante el gradiente de NaCl correspondiente a la concentracion 0,5 M, lo cual indica
que dichos carbohidratos poseen carga negativa en las condiciones de analisis. Al analizar las
fracciones conteniendo carbohidratos mediante el reactivo de latex especifico para el CPS 1 se
encontrd que algunas fracciones presentaban altos titulos (Figura 9). Se observo también que las
fracciones positivas para contenido de carbohidratos y reactivo de latex no presentaron una
cantidad significativa de proteinas (0,08 mg/ml). Este resultado sugiere que las proteinas fueron
removidas mayoritariamente en las etapas previas de purificacion, durante las precipitaciones

alcohdlicas parciales y/o que las proteinas eluyen al final del gradiente.

20000
15000

10000

1 1tulo de Latex

5000

123 456 7 8 91011121314 15 16 17 18 19 20
Fraccion

Figura 9. Concentracion de CPS 1 obtenida mediante un reactivo de latex especifico para CPS 1 en las
fracciones de cromatografia de intercambio i6nico eluidas con gradiente de NacCl.
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3.3 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los productos obtenidos fueron analizados mediante NMR. En la Figura 10 a se observa el
espectro de *H-NMR del CPS1 crecido en medio sintético y purificado por cromatografia de

intercambio idnico.

La espectroscopia de Resonancia Magnético Nuclear es una técnica valiosa para la
caracterizacion de la estructura quimica de complejos polisacéridos bacterianos y para la
confirmacion de su identidad. La estructura quimica de éstos polisacéaridos y el alto peso
molecular conducen a espectros variables de NMR, en particular el polisacarido de
S.pneumoniae serotipo 1 nativo, muestra un espectro que no se resuelve bien, con picos amplios
que complican el uso de la técnica para su caracterizacion estructural (Corné et al., 2002).
Generalmente el uso de temperaturas elevadas (70° C u 80 °C) mejora notoriamente la
resolucion de los picos de estos polisacaridos proporcionando una mejora en los espectros que se
obtienen pero no siempre es asi y a veces es necesario realizar modificaciones quimicas en la

molécula que produzca cambios significativos en el espectro que se obtiene.

jc.11039.1.fid
Jackeline CPS1 (700C)
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Figura 10 a '"H-NMR del CPS 1
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De acuerdo con la literatura el polisacarido CPS1 estad compuesto por una unidad repetitiva
trisacaridica de 2-Acetamido-2,6-didesoxi-D-xilohexos-4-ulosa y dos residuos de 4cido

galacturonico.

Las sefiales reportadas correspondientes a los protones anoméricos se encuentran en & 5,92, o
5.04 y & 5.15 (Linberg et al., 1979). La mayoria de las sefiales presentes en el espectro obtenido
parecen coincidir en el desplazamiento quimico e integracion. Las sefiales donde no coinciden
las multiplicidades por ejemplo en el pico a 6 2.21 que deberia ser un doblete y se ve un
singulete puede deberse a la poca cantidad de muestra que se encuentra.

Por otro lado en la Figura 10 b se compara el espectro de CPS 1 obtenido con el reportado en la
literatura (Corné et al., 2002).
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Figura 10 b 'H-NMR del CPS 1nativo a 60° C comparado con CPS 1 nativo a 70 °C

El espectro de CPS 1 nativo reportado por los autores muestra picos amplios y no totalmente

resueltos, mientras que el producto obtenido en este trabajo posee picos mejor resueltos con
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desplazamientos quimicos similares si bien no exactamente coincidentes, lo que podria
explicarse por las diferentes temperaturas utilizadas 60° C y 70° C respectivamente, concordante
con la literatura. Otras sefiales diagnostico presentes son las de los grupos metilo entre 1.3y 2.2
ppm, de acuerdo a lo reportado por Corné y colaboradores.

El espectro bidimensional Figura 10 c, aporté muy poca informacion, debido a la poca cantidad
de polisacéarido obtenido. El alto peso molecular del polisacarido podria ser un impedimento para
el anélisis del mismo por NMR (Corné et al., 2002), ya que no se realizaron modificaciones

quimicas sobre el producto que permitan una elucidacion estructural completa.
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Figura 10 c Espectro Bidemensional (Cosy) de CPS 1
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CONCLUSIONES

En las ultimas décadas se han utilizado polisacaridos bacterianos para el desarrollo de vacunas
que se encuentran disponibles en el mercado y que incluyen un nimero limitado de polisacaridos
correspondientes a los serotipos prevalentes. La produccion y obtencion de polisacaridos
capsulares serotipo especificos bien definidos es esencial para diagnostico, preparacion de
vacunas asi como en investigacion y desarrollo. En particular, en la produccion de vacunas se
debe realizar con un nivel de calidad que permita la obtencion de productos que cumplan con las
normas preestablecidas en forma consistente en todas las etapas, garantizando la eficacia e

inocuidad del producto final.

En el presente trabajo se reportan resultados positivos para el cultivo de S.pneumoniae serotipo 1
y produccién de antigeno capsular en un medio quimicamente definido (MS), el cual fue
evaluado frente a un medio de cultivo de uso comercial como el TSB. Se reporta el
comportamiento del crecimiento del S.pneumoniae en el tiempo, resaltando un aumento de
biomasa celular, una disminucion de proteinas denotando la pureza del producto obtenido en el
medio quimicamente definido. Por otro lado se pudo constatar la presencia del antigeno

caracteristico de la cepa a traves del contenido de residuos de acidos uronicos.

Los resultados indican que el método de produccion propuesto es una forma eficiente de

produccion de éste antigeno en condiciones controladas.

Se logr6 aislar, purificar y caracterizar en forma preliminar el polisacarido capsular de S.
pneumoniae serotipo 1 confirmando su identidad por técnicas inmunoquimicas (latex) y

espectroscopicas.

Los resultados obtenidos por Resonancia Magnética Nuclear indican que el polisacarido
obtenido posee una estructura similar a la reportada en la bibliografia para el polisacarido
capsular de S. pneumoniae serotipo 1. Para obtener su caracterizacion estructural definitiva el
polisacarido debe producirse en lotes de mayor volumen, que permitan la obtencidén de
cantidades suficientes para realizar modificaciones quimicas que permitan el analisis por NMR y

su elucidacion estructural completa.
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