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RESUMEN. La toxina dermonecrdtica TD es un factor de virulencia de Bordetella pertussis, su actividad biolégica
estimula una cascada bioquimica que ocasiona lesiones necréticas y la muerte a animales de laboratorio. Este factor
no esta implicado en la generacién de inmunidad protectora anti-pertisica. En cambio, cepas mutantes del gen dnt
son mas seguras para formular vacunas vivas atenuadas y en el caso de las vacunas celulares y acelulares es
mandatorio determinar la toxicidad residual debida a DNT en el ingrediente activo y la preparacién antigénica final.
En este trabajo, se establecid el modelo del ratén lactante para la evaluacion de la actividad de la TD en B. pertussis.
El extracto celular de B. pertussis se obtuvo mediante ultrasonicacion de la suspension celular. Mediante la
determinacion del contenido de proteinas en los extractos se demostr6 que el método de ruptura empleado produjo
niveles de ruptura equivalentes entre diferentes cepas. La inoculacion de ratones OF1 por via intradérmica con el
extracto de cepas de genotipo dnt salvaje produjo lesiones necréticas caracteristicas y la muerte a las 24 h. En
cambio, ratones similares inoculados con lisados celulares que contenian la TD inactivada por calor o con extractos
de mutantes del gen dnt se mantuvieron vivos y sin lesiones necrdticas. EI biomodelo del raton lactante pudiera ser
empleado, bajo las condiciones sefialadas, para la deteccion de la TD en extractos celulares de Bordetella pertussis.

ABSTRACT. The dermonecrotic toxin (DNT) is a virulence factor of Bordetella pertussis, its biological activity
stimulates a biochemical cascade which results in necrotic lesions and death of laboratory animals. This factor is not
involved in the generation of anti-pertussis protective immunity. However, dnt gene mutant strains are safer, just to
formulate live attenuated vaccines and in the case of cellular and acellular vaccines, it is mandatory to determine
residual toxicity due to DNT in the active ingredient and final antigen preparation. In this paper, the authors
established the infant mouse model for the evaluation of DNT activity in B. pertussis. Cell extracts of B. pertussis
was obtained after ultrasonication of cell suspensions. By determining the protein content of extracts, it was
demonstrated that the method used to lyse cells yielded equivalent levels of rupture in the different strains.
Intradermal inoculation of OF1 mice of extracts from wild type dnt genotype strains produced necrotic lesions and
death at 24 h. In contrast, inoculation with heat inactivated cell lysates or extracts from dnt gene mutant strains
produced no deaths and did not show necrotic lesions. The infant mouse biomodel might be employed, by using this
protocol for the detection of DNT in cellular extracts of B. pertussis.

INTRODUCCION

La tosferina, causada por el agente etiologico Bordetella pertussis, es una enfermedad
del tracto respiratorio marcadamente infecciosa en seres humanos, principalmente en
lactantes que no han completado el esquema de vacunacién.! Varios son los factores de
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virulencia implicados en la inmunidad antiperttsica; de ellos, el principal antigeno
generador de inmunidad protectora es la toxina pertusica (PT). Entre otros, la
hemaglutinina filamentosa (FHA), la proteina de membrana externa pertactina (PRN),
y las fimbrias de tipo 2 y 3 (FIM2 y FIM3) también desempefian un papel importante en
la inmunidad protectora.® El toxoide perttsico solo o mezclado con uno o més de los
antigenos mencionados, constituye la materia prima fundamental de las vacunas
acelulares antitosferina formuladas en la actualidad.®

La TD es una endotoxina termolébil® y un factor de virulencia de B. pertussis® que tiene
propiedades bioldgicas similares en las diferentes especies del género Bordetella. Esta
toxina no ha sido implicada en la inmunidad protectora anti-pertdsica.’

Es un polipéptido Gnico de 140 kDa® perteneciente a la familia de las proteinas
inductoras de dermonecrosis. Contienen un dominio N-terminal de union al receptor
celular y un dominio C-terminal que le confiere la actividad bioquimica especifica,’
transglutaminasa, la cual desamina o poliamina residuos especificos de glutamina de
proteinas pertenecientes a la familia GTPasas Rho, rindiendo GTPasas
constitutivamente activa, lo cual media varios efectos de la TD en las células dianas.? La
administracién endovenosa de TD es letal para el ratén.>®

El nombre toxina dermonecrotica se debe a las lesiones caracteristicas que provoca tras
inyectarla en la piel de animales de laboratorio como el conejo, el ratén o el cobayo. *°
Una dosis minima de 0,40 pg produce una reaccién intradérmica detectable.**

Entre los efectos farmacoldgicos que se producen como consecuencia de dicha actividad
se encuentra la inflamacion, la vasoconstriccion y las lesiones alrededor de las areas de
colonizacién de la bacteria.™* En lineas celulares fibroblésticas, la TD causa inhibicién
de la actividad de la fosfatasa alcalina y la expresion de colageno de tipo | y ademas,
estimula la sintesis de proteinas y ADN en ausencia de la division celular, todo lo cual
se traduce en una polinucleacion. Se ha demostrado que la actividad dermonecrotizante
in vitro de cepas del género Bordetella se incrementa después de la ruptura bacteriana.*?
Mufioz et al. encontraron que después de la lisis celular la mayor parte de la actividad
téxica pasa la fraccion soluble del lisado.*® También, asociado a la actividad bioquimica
de esta toxina, se ha descrito su efecto adyuvante de la respuesta inmune mucosal.**
Todas estas caracteristicas hacen de esta toxina una proteina atractiva para su estudio e
inactivacion, con lo cual cobran importancia los métodos para su deteccion.

La industria biofarmaceltica cubana ha iniciado el desarrollo de una nueva vacuna
acelular contra la tosferina. Se persigue, como en reportes previos, reducir la toxicidad
respecto a la vacuna celular actual,™ lograr una inmunidad de igual o mayor duracién,”
integrar a la vacunacion grupos susceptibles de adultos y nifios mayores de siete afios
que por la reactogenicidad y toxicidad de las células completas inactivadas no se les
administra refuerzo con la vacuna actual de células completas.’® La supresién de genes
codificantes de toxinas como la TD evitaria la potencial contaminacion de la
preparacion farmaceutica, lo que representa una fuente de valor agregado para la cepa y
el proceso de produccién.” El objetivo de este trabajo consistié en detectar de modo
preliminar, en el modelo del ratén lactante, la actividad demonecrotizante intracelular
de cepas de B. pertussis'’ con genotipo TD salvaje y con genotipo TD mutante.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y medios de cultivo utilizados

Se emplearon cepas de Bordetella pertussis tipo salvaje y genéticamente modificadas
(Tabla 1) que poseian diferentes genotipos en cuanto a la expresién de TD. La cepa
Bpl165 es una de las tres cepas de produccion certificadas por el Centro Estatal de



Control de los Medicamentos, Equipos y Dispositivos para la fabricacién de la vacuna
celular cubana.’® Las restantes cepas son microorganismos genéticamente modificados
obtenidos en el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas.

Tabla 1. Cepas de B. pertussis, caracteristicas y origen.

Cepas de B. pertussis Caracteristicas Fuente

Bpl165 Tipo salvaje, serotipo 2 CIGB?

Bp165 Strt-4 Mutante espontaneo St de B165 Celso Pérez"
Clond1 Mutante de supresion de la DNT Lourdes Proenza”
Clon d7 Mutante de supresion de la DNT Lourdes Proenza”

#Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Cuba.
PCentro Nacional de Investigaciones Cientificas, Cuba.

Bordetella pertussis se cultivd en placa sobre agar de charcoal (Oxoid, Reino Unido)
complementado con 10 % de sangre ovina desfibrinada. Una alicuota de 10 pL del
banco de trabajo congelado de cada cepa de Bordetella pertussis con el equivalente a
10* unidades formadoras de colonias (UFC/mL) se esparci6 sobre la superficie de agar
de charcoal de una placa y se incub6 durante 120 h a 35 °C. La biomasa se coseché en
10 mL de caldo casaminoacidos (casaminoacidos 1 % y NaCl 0,9 %) y se inoculd el
caldo Stainer Scholte (SS)* a 0,1 unidades de densidad dptica (600 nm) inicial. El
cultivo se incub6 en zaranda orbital provista de termostato a 35 °C, con agitacion de 200
ciclos/min, durante 24 h. Cuando fue necesario se usé suplemento de kanamicina (Kn) a
50 pg/mL y estreptomicina (Str) a 100 pg/mL.

Obtencidn de extractos celulares de cepas de B. pertussis

El cultivo de Bordetella pertussis en caldo SS se ajustd espectrofotométricamente
(Biofotometro Eppendord, Alemania) a una densidad Optica de 1,0; Se emple6 un rayo
de luz con una longitud de onda de 600 nm. El contenido de 10 mL de cultivo se
sedimentd en una centrifuga Janetzki, modelo K24, durante 5 min a 13 000 x g, a una
temperatura de 2 a 10 °C. El sedimento se congel6 a — 20 °C hasta su uso. Para obtener
el lisado, la biomasa se resuspendié en el volumen original del cultivo y el extracto
celular se obtuvo mediante ruptura por sonicacion (sonicador MSE) en bafio de agua
helada mediante tres ciclos de 50 s de sonicado por 1 min de reposo en hielo y luego,
tres ciclos de 30 s de sonicado por 1 min de reposo en hielo, similar a reportes previos.**
El lisado celular se centrifugé (Minispin, Eppendorf) durante 5 min a 14 000 x g y el
sobrenadante se congel6 a — 20 °C hasta su uso.

Para la inactivacion por calor de la actividad dermonecrotizante,?® las muestras fueron
calentadas a 90 °C durante 90 min en un bafio seco. Una suspension celular sin sonicar
se usdé como control y fue preservada a 4 °C para evitar la ruptura celular por
congelacion.

Evaluacion de la actividad dermonecrética de la DNT en el modelo del ratén
lactante

Modelo animal. Se utilizaron ratones machos, OF1 lactantes, de cuatro dias de nacidos,
procedentes del Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, La
Habana, Cuba. Estos animales fueron mantenidos durante todo el experimento junto a
sus madres en condiciones de temperatura y humedad controladas, incluyendo ciclos de
luz-oscuridad de 12 h, con alimentacién y agua ad libitum. Todo el experimento fue
realizado teniendo en cuenta los codigos éticos establecidos para la experimentacion en
animales de laboratorio.?!



Disefio experimental. La actividad bioldgica dermonecrotizante de cada extracto se
midi6 en el modelo del ratén lactante.?>** Los animales se asignaron aleatoriamente a
uno de siete grupos, a razon de cuatro animales por grupo; un grupo control con
disolucién salina fisiolégica, dos grupos con los extractos celulares de B. pertussis
Bp165 y Bp165 str-4 respectivamente. Otros dos grupos que recibieron los extractos de
estas dos cepas inactivadas térmicamente Bp165 (-) y Bp165 str*-4 (-) y dos grupos con
los extractos celulares de los mutantes dnt d1 y d7. En un experimento independiente se
inocularon muestras del extracto de la cepa Bp165 str-4 diluidas en PBS, dos, cinco y
diez veces, a razon de un animal por dilucién, con el objetivo de detectar el
comportamiento de la actividad dermonecrotizante respecto a la dilucion del extracto.

Determinacién de la actividad biologica de la toxina dermonecrotizante. Los
animales fueron inyectados por via intradérmica con 0,1 mL del extracto celular de B.
pertussis o disolucion salina fisiolégica en la zona dorsal entre el cuello y el lomo.?* A
las 24 y 48 h despues de la inyeccion, se registro la sobrevivencia del animal y la
presencia 0 no de lesiobn hemorragica necrética y su didmetro longitudinal (d). Las
lesiones se clasificaron acorde con una escala previamente reportada, ** lesién no
detectable o de grado 0; lesidn leve, d < 0,5 cm, lesion moderada, 5 <d < 1,0 cm; lesion
severa, d > 1,0 cm acompafiada de muerte del animal.

Determinacion de proteinas totales en los lisados celulares. Se realizé en alicuotas de
los extractos mediante el micrométodo de Bradford.”® Se evaluaron los extractos
celulares de las cepas Bpl65, Bp165 str™-4 y d1. Se determiné la concentracion de
proteina total por triplicado a cada muestra y se obtuvo el valor promedio. Los
resultados se expresaron como la media * error estandar de la concentracion de
proteinas en cada extracto.

Analisis estadisticos. Para evaluar la significacion estadistica de los resultados
obtenidos por micrométodo de Bradford para las diferentes cepas evaluadas, se utilizo el
paquete estadistico STATISTICA 6.0, mediante la prueba de ANOVA factorial simple
para la comparacion de todos los grupos. El nivel de probabilidad utilizado para sefialar
la significacion estadistica fue de p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de los extractos celulares obtenidos mediante sonicacion

Las suspensiones de células bacterianas, de las diferentes cepas de B. pertussis
utilizadas en el estudio, se sometieron a ciclos de sonicacion para la liberacion al medio
de extraccion de la TD. Se obtuvo la fraccion soluble y la homogeneidad de la ruptura
celular entre grupos se verifico a partir de la cantidad de proteinas totales presentes en la
fraccion soluble del lisado celular, la cual fue similar en los extractos de d1 (68,24 +
4,7) y de Bp165 Str™-4 [(64,93 + 8,2) ug]. Las proteinas totales en el lisado de la cepa
Bp165 [(91,77 + 9,8) ug] resultaron ligeramente superiores, pero la diferencia no
alcanzd significacion estadistica. Estudios previos han demostrado que la actividad de la
TD se incrementa después de la ruptura celular, **y se obtiene entre un intervalo de 73 a
80 % de la actividad en la fraccion soluble y solo de un 3 a un 6 % en la fraccion de
membrana. Se concluye que el método de disrupcién empleado es adecuado, ya que
genera extractos celulares equivalentes entre cepas diferentes de B. pertussis en cuanto



al contenido proteico de la fraccion soluble, que es el material de partida para la
deteccion de la maxima actividad dermonecrotizante.

Evaluacion de la actividad dermonecrotizante en el extracto celular de cepas de B.
pertussis.

La actividad biologica dermonecrotizante se identificO por induccion de lesiones
visibles en la piel tras inyectar el extracto celular de B. pertussis por via intradérmica.
(Figuras 1 y 2) La instauracion del dafio se pudo apreciar por efectos farmacoldgicos
como baja temperatura, letargo, aislamiento y sobrevivencia, del animal en caso de
lesiones severas. (Tabla 2) Las lesiones observadas se caracterizaron por el
enrojecimiento en la zona de aplicacion, las cuales evolucionaron a lesiones necréticas
de color oscuro, tipicas de dermonecrosis a 24 h y muy similares a las observadas
previamente por otros autores,>”? y fueron visibles transcurridas dos horas a partir de
la inyeccion. La ocurrencia de este tipo de lesiones se ha atribuido a la induccion de
vasoconstriccion en la region de la inyeccion® (Figuras 1y 2).

Fig. 1. Imagenes de lesiones tipo obtenidas en la implementacién del modelo de raton
lactante para la evaluacion de actividad dermonecrotizante. Las lesiones se
clasificaron acorde con una escala previamente reportada.!’ A) Lisado celular de la
cepa d7, lesién no detectable de grado 0. B) Lisado celular de la cepa Bordetella
pertussis Bp165 strR -4 lesion severa, d > 1,0 cm acomparniada de muerte del animal.

Fig. 2. Imagenes de lesiones tipo producidas por la inyeccion intradérmica del lisado
celular de la cepa Bp165 str” -4 a diferentes concentraciones. A) Dilucién 1 : 2; B)
Dilucion 1 : 5 C) Dilucion 1 : 10. Todas las lesiones fueron severas, d > 1,0 cm.

En el grupo tratado con disolucion salina fisiologica no se detect6 actividad bioldgica
dermonecrotizante, ni se observaron lesiones y hubo un 100 % de sobrevivencia a las 48
h. (Tabla 2) En los grupos que recibieron los extractos celulares de las cepas Bpl65 y
Bp165 Str-4 se detectaron lesiones necréticas caracterizadas de severas, con diametros
entre (1,92 £ 0,16) cm y (1,63 + 0,27) cm, respectivamente y la muerte de todos los
animales a las 24 h en ambos grupos, caracteristico de la presencia de actividad TD en



estos extractos celulares. Este resultado indirectamente da una medida y aporta
evidencia, aun no publicada, acerca de los niveles de expresion de la TD en la cepa
Bp165, que es la de partida de los clones recombinantes en el programa biotecnoldgico
cubano actual. En los grupos tratados con los extractos celulares inactivados
térmicamente, Bp165 (-) y Bp165 StrR-4 (-), su inyeccién no indujo lesiones detectables
y 100 % de sobrevivencia de los animales de ambos grupos a las 48 h. Estos resultados
estan en concordancia con la termosensibilidad descrita para la toxina dermonecrotica.

Tabla 2. Actividad TD del extracto celular de cepas de B. pertussis en el modelo del
raton lactante, en cuanto a tipo de lesion provocada y sobrevivencia animal.

Grupos Sobrevivencia Cantidad de animales con lesion del total (n/N)
y caracteristicas
24 h 48 h n/N Grado Diametro promedio
(cm)
disolucion -
salina 4/4 4/4 0/4 0
Bp165 str -4 0/4 - 4/4 LS 1,63 +0,27
1:2 0/1 - 1/1 LS 1,51
1.5 1/1 0/1 1/1 LS 1,47
1:10 1/1 0/1 1/1 LS 1,53
Bpl165stri-4 (-) 4/4 4/4 0/4 0 —
Bpl165 0/4 - 4/4 LS 1,92 +0,16
Bpl65 (-) 4/4 4/4 0/4 0 -
di 4/4 4/4 0/4 0 -
d7 4/4 4/4 0/4 0 -

La actividad biol6gica dermonecrotizante de cada cepa se midié en el modelo del rat6n
lactante. Se incluye ademas resultados de un experimento independiente donde se
evalué muestras del extracto de la cepa Bp165 str-4 diluidas en PBS, dos, cinco y diez
veces, a razén de un animal por dilucién. Se aplicé 0,1 ml del extracto celular sonicado
de las cepas o disolucion salina fisioldgica en la zona dorsal entre el cuello y el lomo de
forma intradérmica a los animales. A las 24 h y 48 h después de la inyeccion se registro
la sobrevivencia del animal y la presencia 0 no de lesion hemorragica necrética y su
diametro longitudinal. Las lesiones se clasificaron acorde con una escala previamente
reportada: '’ lesién no detectable o de grado O; lesion leve, d < 0,5 cm; lesién
moderada, 5 <d < 1,0 cm; lesion severa, d > 1,0 cm acompanada de muerte del animal.

Los grupos tratados con los extractos celulares de los clones d1 y d7 respectivamente, se
comportaron de forma similar al grupo tratado con disolucion salina y los grupos
tratados con los extractos celulares inactivados térmicamente, Bp165 (-) y Bp165 Str*-4
(-), lesion no detectable y 100 % de sobrevivencia de los animales a las 48 h. Los
extractos se obtuvieron de cultivos de 24 h en caldo SS, lo que coincidié con el
momento de maxima acumulacién de la TD*. Lo anterior, sumado a que d1 y d7 son
descendientes de Bpl165 por inactivacion insercional especifica del gen dnt, confirma
que la actividad dermonecrética detectada en Bpl65 y Bpl65 Str-4 proviene
especificamente de la TD presente en el extracto. Si bien este método tiene el
inconveniente de usar animales de laboratorio, constituye la via principal para evaluar la
actividad de la toxina dermonecrética de Bordetella debido a lo ilustrativo que resulta la
observacion de una lesion y a la sensibilidad de deteccion que le imparte al método la
cascada de amplificacién bioguimica que induce la accién de la toxina.



Los ratones inoculados con el extracto de la cepa Bp165 StrR-4 diluido a diferentes
concentraciones, 1 : 2, 1 : 5y 1 : 10, presentaron lesiones dermonecroticas
indistinguibles de las observadas en el extracto no diluido Bp165 Str*-4. (Tabla 2, Fig.
2), lo que indico que el extracto diluido hasta 10 veces contiene una cantidad de TD que
satura el efecto dermonecrético detectable. Ello se corresponde con los resultados de
Cowell y cols. (1979), quienes demostraron que la preparacion de un lisado de B.
pertussis 114 cultivada por 24 h contiene 20 x 10* unidades de actividad TD por
mililitro. * De igual forma, el extracto diluido a la mitad de la concentracién también
tuvo efecto letal en el raton antes de las 24 h. En cambio, a las diluciones 1 : 5y 1: 10
el efecto letal fue detectable después de las 24 h y antes de las 48 h. Estos resultados
concuerdan con reportes previos en los que el extracto de una suspension de 0,1
unidades de densidad éptica a 600 nm causaba lesiones grado 4+ en el ratén lactante.™
Ello sugiere que al diluir el extracto y reducir la dosis, el efecto letal tiene una cinética
mas lenta. Se ha reportado que dosis subletales de TD permiten la sobrevivencia del
animal por al menos tres semanas aun en presencia de la lesién necrética.'* En los
experimentos de estandarizacion y validacion de este modelo, sera necesario
incrementar la N y ajustar el disefio para realizar estos analisis.

Por lo antes expuesto, este método podria ser empleado para la determinacion de la
actividad dermonecrética de la TD en el extracto celular sin diluir de cepas de B.
pertussis. Los resultados obtenidos para los controles positivos y negativos indicados
arriba permiten inferir que este modelo es valido para evaluar clones recombinantes de
Bordetella pertussis con el objetivo de determinar mutaciones de supresion del gen dnt,
siempre que se contraste con los resultados de su cepa progenitora salvaje. El
establecimiento de un modelo murino para deteccion de la actividad biologica
dermonecrotizante es un complemento para la caracterizacion de mutantes de supresion
de TD.

CONCLUSIONES

La implementacion del modelo del ratdn lactante para la evaluacion de actividad TD es
un método muy ilustrativo, con gran sensibilidad de deteccién. Las cepas salvajes
evaluadas, Bp165 y Bpl65 stri-4, que expresan TD, causaron lesiones necréticas
severas y muerte de los animales, dando una medida de los niveles de expresion de TD
de ambas cepas. Las cepas salvajes inactivadas térmicamente y las cepas mutantes d1 y
d7 no causaron lesiones ni muerte en los animales evaluados en esos grupos. La
utilizacion del modelo del raton lactante, en las condiciones de obtencion de los
extractos celulares de las cepas de Bordetella, podria emplearse en la determinacién de
la actividad TD, en la caracterizacion de cepas recombinantes de B. pertussis.
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