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V. RESUMEN

Streptococcus pneumoniae o neumococo como se llama habitualmente
es el agente causal de mayor importancia de neumonia neumocécica adquirida
en la comunidad a nivel mundial, esta estimado que, uno a dos millones de
adultos y al menos un millébn de nifios mueren por infecciones neumococicas
cada ano. A diferencia de otros Streptococos, el neumococo posee una capsula
polisacaridica con propiedades antigénicas y con capacidad para evadir los
mecanismos de respuesta del hospedero lo cual dificulta su eliminacion.

Actualmente la vacuna antineumocdcica polisacaridica 23-valente,
compuesta por 23 polisacaridos capsulares de 23 serotipos de las cepas
mayormente aisladas, es administrada en algunos paises y su uso esta
indicado para mayores de 2 afios y grupos de adultos con riesgo de adquirir una
enfermedad neumocécica, esta vacuna induce respuesta inmunoldgica T-
independiente; por lo cual su eficacia es limitada en nifios menores de 2 afnos y
adultos mayores de 65 afos, no induce inmunidad de recuerdo, y solo confiere
respuesta inmunoldgica contra los 23 serotipos contenidos en la vacuna. Para
resolver este problema se elabordé la vacuna antineumocdcica polisacarida
conjugada 7-valente y se introdujo al mercado en el afio 2000. La vacuna
conjugada heptavalente esta compuesta de polisacaridos de 7 serotipos

neumococicos de mayor importancia clinica, conjugada con la proteina CRM;27,



que actua como transportador y activador de la respuesta inmunoldgica de los
linfocitos T-dependientes; por lo tanto es efectiva en nifilos menores de 2 afios y
en adultos mayores de 65 afios, asi, como en pacientes esplenectomizados
inmunosuprimidos o inmunocomprometidos, sin embargo, la inmunidad esta
limitada a los 7 serotipos incluidos en la vacuna.

Por consiguiente la necesidad de la elaboracion de una vacuna de mayor
efectividad y seguridad ante el neumococo, se encuentra latente.

En el presenta trabajo se propone a la neumolisina, una proteina
neumococica citolitica, con propiedades inmunologicas, capaz de desarrollar
respuesta en células T-dependientes, memoria de recuerdo, asi como conferir
proteccion contra la infeccion neumocoécica de todos los serotipos de
importancia clinica productores de neumolisina, como base para la elaboracién

de una vacuna contra Streptococcus Pneumoniae.
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6. GENERALIDADES

Streptococcus pneumoniae, o el neumococo, como se llama habitualmente,
continia siendo una causa fundamental de mortalidad y morbilidad entre
personas de todas las edades. Es la causa mas comun de neumonia adquirida
en la comunidad y una importante causa de oftitis media, meningitis y
septicemia. La neumonia neumocdcica es el prototipo clasico a partir del cual
han evolucionado los conceptos actuales sobre la patogenia de la neumonia.’-

Se estima que se producen alrededor de 500.000 casos de esta enfermedad
cada afio en los Estados Unidos. La incidencia es mas alta en ciertos
subgrupos, en los que se incluyen los nifos menores de 5 afios de edad, los
adultos mayores de 65, la raza negra y los estadounidenses nativos. El motivo
de esta distribucidon no se conoce, pero la pobreza y la salud debilitada son
factores de riesgo. Asi mismo ciertas enfermedades predisponen a las
infecciones neumocdcicas, entre ellas la anemia de células falciformes, la
enfermedad de Hodking, el mieloma multiple, la infeccién por HIV y la ausencia
de bazo por cualquier motivo. El alcoholismo también es un factor de riesgo
importante.?

Las infecciones neumocdcicas son claramente estacionales, con la mayor

incidencia durante el invierno y los primeros meses de la primavera. Gran parte
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de los casos son esporadicos, pero se producen epidemias, en particular en
instituciones residenciales, los cuarteles militares y los campos de trabajo,
donde las personas estan alojadas en condiciones de hacinamiento.?

Se cree que el reservorio de S. pneumoniae es el ser humano que aloja al
microorganismo y no los animales o los objetos en el medio ambiente. La
transmision ocurre de forma directa de persona a persona.?

La colonizacién por los neumococos tipicamente ocurre en la nasofaringe. El
resultado puede ser: a) la depuracion de los microorganismos, b) la persistencia
asintomatica durante varios meses (el estado de portador) o c) la progresién a
una enfermedad.?

El resultado de la colonizacién esta determinado por la virulencia intrinseca
de la cepa colonizadora y por la eficiencia de los mecanismos de defensa del
huésped. Algunos serotipos de S. pneumoniae son mas virulentos que otros,
algunos causan una enfermedad severa, mientras que otros por lo general se
aislan de la nasofaringe de personas asintomaticas. El intervalo entre la
colonizacion y el comienzo de la enfermedad es variable, pero existen ciertas
evidencias en cuanto a que es mas probable que la enfermedad ocurra poco
tiempo después de la colonizacion.?

La transmision se lleva a cabo a partir de una persona enferma, o mas
habitualmente de un portador asintomatico, ocurre por medio de las gotitas de
las secreciones respiratorias que continlan siendo transportadas por el aire

hasta una distancia de unos pocos metros, el portador asintomatico tiene un
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proceso dinamico en el cual se adquieren los neumococos, son transportados
por periodos de semanas 0 meses, y luego desaparecen siendo un proceso
asintomatico que no produce enfermedad, los microorganismos infecciosos
también pueden ser transportados en las manos contaminadas con
secreciones. La transmision se produce con rapidez y facilmente en las familias
y en las instituciones cerradas dado que hay muchos mas portadores sanos que
personas enfermas, la mayoria de los eslabones de la cadena de transmisién
de una persona a otra son invisibles.?

La importancia actual de esta bacteria radica en el incremento de
enfermedad causada por los mecanismos de multiresistencia a antibiéticos.

Las causas de esta resistencia corresponden al uso imprudente de
antibioticos, principalmente penicilinas y cefalosporinas de tercera generacién
(véase apéndice 12.1).* Estos mecanismos de resistencia a antibidticos son
mas frecuentes en nifios portadores que en adultos portadores, la resistencia a
antibioticos contra S. pneumoniae esta usualmente asociada con un numero
limitado de serotipos y estos serotipos son frecuentemente causa de
infecciones invasivas pediatricas.®

Los serogrupos mas comunes mundialmente son: 6, 14, 19 y 23, pero otros
serogrupos semejantes son 1, 5 y 8 los cuales contribuyen bastante a la
enfermedad neumocécica invasiva en nifos jévenes de ciudades en desarrollo.

Aproximadamente el 90% de los aislamientos mas frecuentes pertenecen a 23
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serogrupos o serotipos los cuales estan incluidos en la vacuna antineumocdcica
23-valente (VN 23-v).®

La VN 23-v produce una buena respuesta inmune en mas del 80% de los
adultos jovenes sanos. El principal inconveniente es que produce una nula
respuesta inmunogena en los ninos menores de 2 afnos, una produccion escasa
de anticuerpos y no genera memoria inmunogénica. En pacientes
inmunodeprimidos, enfermos cronicos y en mayores de 65 afios presenta una
respuesta disminuida.®

El desarrollo de nuevas vacunas propone la utilizacion de proteinas de
superficie externa como la PspA y PspC, adhesinas de superficie neumocadcica
tal es la PsaA y factores de virulencia como la neumolisina o autolisina LytA, en
busca de potentes inmundgenos que confieran proteccion contra varios

neumococos.®
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7. ANTECEDENTES

En el ano 1881, el francés Luis Pasteur y el Norteamericano Carl Stember
descubrieron de forma independiente en aislamientos orofaringeos el germen
que 5 afos mas tarde seria reconocido como el agente causal predominante de
neumonia.’

En 1886 Fraenkel le confirié el nombre de Pneumococcus al demostrarse
que era la causa mas frecuente de neumonia lobar.’

Posteriormente Fred Neufeld (1869-1945) realiz6 una remarcable
contribucién, al identificar las caracteristicas que diferencian a los heumococos
de otras bacterias.®

En 1900 fué descrita la prueba de solubilidad en bilis y en 1902 la reaccién
de Quellung.?

En 1911 J. Morgenroth y R. Levy, reportaron el efecto protector en raton de
etilhidrocupreina (optoquina) un derivado de la quinina.®

Simultaneamente en 1913, el tratamiento de la neumonia neumocécica tipo
1 con antisuero equino especifico tipo 1 fue iniciado en el Instituto Rockefeller,
la reduccién de mortalidad en un modelo de infeccién presentado en raton fue
de aproximadamente 50%.8

En 1920, y gracias a la morfologia que adopta en la tincion Gram, paso a

llamarse Diplococcus pneumoniae.®
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A principios de la década de 1920 Frederick Griffith (1877-1941) se intereso
en definir las condiciones bajo las cuales variantes encapsuladas de S.
pneumoniae tipo 2 podria recuperar la encapsulacion y virulencia in vivo.
Usando modelos animales, observo que la inoculacion simultanea a ratones con
la bacteria no virulenta viva (fenotipo rugoso), y el fenotipo virulento muerto
(fenotipo liso), el resultado es el aislamiento del fenotipo liso en el raton ya sin
vida. La sustancia responsable de este inesperado mecanismo fenotipico fué
denominada “principio transformador.®”

Mas tarde en la década de 1930, la sulfapiridina, una sulfonamida probé su
éxito moderado para el tratamiento de la neumonia neumocécica.®

En 1931 por Neufeld y R. Etinger-Tulczynska fué introducida la reaccion de
Quellung como el método preferido para tipificacion de S. pneumoniae.®

Interesantemente, el neumococo juega un papel importante en el desarrollo
de la inmunologia, cuando Alphonse R. Dochez (1882-1964) y Oswald T. Avery
(1877-1955) reportaron que la sustancia soluble especifica del neumococo son
los polisacaridos con propiedades antigénicas similares a las descritas
previamente, exclusivas de las proteinas.®

En 1940 Streptococcus pneumoniae fué el mas peligroso asesino de
humanos, causé mas problemas de salud que la enfermedad cardiovascular y

el cancer juntos.
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En 1944 Avery, McLeod y McCarty, usaron el mayor factor de virulencia de
los neumococos (los polisacaridos capsulares) proveniente de un fenotipo
marcado, el cual demostré que los genes provienen del DNA.2

A principios de 1950, el uso generalizado de la penicilina, el descubrimiento
de drogas contra la tuberculosis, y después el desarrollo y uso general de una
vacuna contra la polio tuvieron efectos remarcables en las actitudes de
cientificos y clinicos hacia las infecciones. Stanley Falkow ilustr6 mejor esta
situacion, el recordd que, en 1960’s algunas influencias cientificas le sugirieron
que el estudio de los microorganismos fueron una pérdida de tiempo.®

En 1963 se aisld la primera cepa con susceptibilidad disminuida a penicilina,
y posteriormente se incremento la resistencia microbiana a antibiéticos.®

La resistencia a penicilina en neumococos esta basada en un complejo
mutacional, via que envuelve multiples alteraciones en algunas proteinas
blanco de las penicilinas, las PBPs.?

Fué en 1974 cuando gracias a los avances para la identificacion microbiana,
se incluyé en el género Streptococcus y se le otorgd el nombre actual,
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae).®

Conclusiones sobre la resistencia microbiana, junto con la persistencia de
morbilidad y mortalidad asociada con las infecciones neumocadcicas, influyeron
en la introduccion de un programa de vacunacion el cual usé una vacuna
antineumocaécica polisacarida probada en los primeros afios de 1960’s. Basada

sobre la eficacia total de una formula tetradecavalente, que incluia los 14 tipos
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capsulares de mas importancia en las infecciones en 1977 y fué posible la
prevencion del 78.5% de las infecciones originadas de los tipos incluidos en la
vacuna, no obstante, esta vacuna tuvo poca distribucion.®

En 1983, la formulacion de la vacuna fué expandida a 23 serotipos
capsulares, la vacuna mas compleja administrada en humanos.® La eficacia de
esta vacuna en nifios menores de 2 afios fué nula y en personas mayores de 65
afnos presentaba titulos muy bajos de proteccion; por lo tanto, las indicaciones
para el uso de la vacuna fueron muy especificas, como el uso en enfermedad
renal cronica, esplenectomizados, pacientes inmunocomprometidos, VIH, todos
mayores de 5 afios.®

La necesidad de generar una mayor seguridad inmunogeénica siguio el
modelo de otras vacunas (la vacuna conjugada para Haemophilus influenza),
para la elaboracion de una vacuna conjugada la cual contendria 7 serotipos
neumocdécicos conjugados con un toxoide tetanico o diftérico, para que de esta
manera se pueda generar respuesta inmunolégica de los linfocitos T-
dependientes, asi, como memoria inmunoldgica en linfocitos B.°

En el 2000 se introdujo al mercado estadounidense la vacuna
antineumocdcica polisacarida conjugada 7-valente. Esta vacuna concede
inmunogenicidad contra los 7 serotipos capsulares incluidos, sin embargo no
protege contra los serotipos no incluidos. Por lo tanto, el hombre se ve en la
necesidad de desarrollar nuevas vacunas con potencial profilactico para los

demas serotipos, proponiendo la utilizacién de proteinas comunes en S.
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pneumoniae, una de las toxinas propuestas y de las mas estudiadas

actualmente es la neumolisina.’®
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo General

Corroborar que la neumolisina es una opcidn prometedora para la

elaboraciéon de una nueva vacuna contra S. pneumoniae.

8.2 Obijetivos Especificos

» Dar a conocer las propiedades inmunogénicas de la neumolisina contra

la patogenicidad de la infeccion por Streptococcus pneumoniae.

* Realizar una comparacion breve sobre la efectividad de las vacunas

actuales y estudios recientes de la neumolisina como base para la

elaboracién de una vacuna.

20



9. INTRODUCCION

9.1 Caracteristicas Microbiologicas de Streptococcus

pneumoniae

El neumococo es un coco Gram positivo encapsulado. Es un patégeno
exclusivamente humano, las células miden 0.5 a 1.2um de diametro, tienen
forma oval o lanceolada y se disponen en parejas o cadenas cortas (ver fig. 1).
La morfologia de las colonias varia. Las cepas encapsuladas forman en general
colonias grandes (1 a 3mm. sobre agar sangre; mas pequefas en agar
chocolate o sangre calentado), redondas mucoides y no pigmentadas. Las
cepas no encapsuladas son mas pequefas y aparecen planas. Todas las
colonias experimentan autolisis al envejecer (la porcion central de la colonia se
disuelve, lo que produce un aspecto umbilicado).™

Otra caracteristica de neumococo es la produccion de un halo de a-
hemodlisis cuando se incuba en agar sangre en condiciones aerébicas debido a
la produccion de perdxido de hidrégeno. Una incubacion anaerobia en el mismo

medio produce B- hemdlisis debido a la accion de la neumolisina.’"
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Fig.1. Micrografia electrénica de Streptococcus Pneumoniae."
Morfologia del neumococo, cadenas cortas o en diplos, forma oval
lanceolada.

22



El organismo tiene necesidades nutricionales delicadas y solo es capaz de
crecer en medios enriquecidos y suplementados con productos hematologicos.
S. pneumoniae fermenta varios hidratos de carbono, y el metabolito principal es
el acido lactico. Esta especie crece poco en medios con concentraciones altas
de glucosa, debido a que el acido lactico alcanza con rapidez niveles toxicos.
Como todos los estreptococos, S. pneumoniae carece de catalasa. A menos
que se proporcione una fuente exdégena de catalasa, el cumulo de peréxido de
hidrogeno producido mediante la oxidacion de electrones durante la respiracion
bacteriana, inhibira su crecimiento.’"

Se caracteriza por ser productor de neumolisina, ser un patdgeno
extracelular, y que se puede encontrar colonizando la nasofaringe en el ser
humano.™

S. pneumoniae es sensible a la optoquina y en presencia de bilis o sales
biliares se produce una destruccion o lisis bacteriana; estas caracteristicas
fenotipicas son la base para la identificacion de especie. La susceptibilidad a
optoquina se debe determinar sembrando un inéculo denso en placa de agar
sangre de cordero y colocando en la superficie un disco impregnado con 5ug de
optoquina; si después de 18hrs. de incubacién de la cepa a 37°C se observa un
halo de inhibicién de crecimiento (dependiendo del disco comercial), y ademas
se solubiliza en presencia de sales biliares a una concentracién de 10%, esta

cepa se define como S pneumoniae.™ El tamario del halo de inhibicion de esta
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bacteria permite determinar con mayor precision la susceptibilidad que presenta

el neumococo frente a la penicilina.™
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9.2. Factores de Virulencia

La virulencia de Streptococcus Pneumoniae esta principalmente atribuida
a los polisacaridos capsulares y proteinas como la neumolisina.’

Sin embargo, Yuste Lobo en sus trabajos, puntualiza que este
microorganismo tiene la capacidad de ser virulento por muchos otros factores

los cuales son presentados en la tabla 1."
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Tabla 1. Principales factores de virulencia de Streptococcus pneumoniae.

FACTOR DE

VIRULENCIA
Capsula

Pared celular

Neumolisina

PspA
Componente del

complemento de union al

factor H

LytA

Neuraminidasa®
Permeasas

Peroxido de Hidrogeno
Proteasa IgA1

MECANISMO PROPUESTO

Falta de la ruta alternativa del complemento
Resistencia a la fagocitosis
Deposicion de componentes del complemento inactivos para la opsonizacion

Nula o baja inmunogenicidad de algunos serotipos
Efecto inflamatorio

« Activacion de la ruta alternativa del complemento con resultado de
produccién de anafilotoxinas

* Aumento de la permeabilidad vascular, degranulaciéon de mastocitos y
activacion de células polimorfonucleares.

« Aumento de la produccion de IL-1, efecto citopatico en el endotelio.

Mediador en el ataque a células endoteliales.
Efecto citolitico a altas concentraciones

Efecto citotdxico a bajas concentraciones
e Destruccion del epitelio e inhibicién del movimiento ciliar

« Inhibicién de la actividad bactericida de las células polimorfonucleares.
® Inhibicién de la proliferacion de linfocitos

« Inhibicién de la sintesis de anticuerpos
Activacién del complemento
Aumento de monocitos y produccion de IL-18 y TNF-a

Unidn al fragmento Fc de los anticuerpos
Inhibicién de la activacién del complemento®
Inhibicién de la activaciéon del complemento

Inhibicidn de la fagocitosis

Liberacién de la neumolisina y productos de la pared celular
Exposicion de receptores para los neumococos?

Aumentan la adhesion

Dafio pulmonar®

Contrarresta los mecanismos de defensa de las mucosas®

La mayoria de estos procesos se han observado solo in Vitro

IL, Interleucina; TNF, Factor de Necrosis Tumoral

2 Estos mecanismos han sido sugeridos pero no demostrados

® Este mecanismo de virulencia ha sido demostrado sélo en neuraminidasas virales."
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9.2.1 Capsula Polisacaridica

Las caracteristicas estructurales de Streptococcus pneumoniae son
similares a las del resto de los estreptococos; la excepcion importante es su
capsula, compuesta de polisacaridos complejos de elevado peso molecular y
con actividad antigénica, que envuelve completamente las células
neumococicas, la presencia de la capsula polisacaridica se puede observar
mejor al microscopio éptico como lo indica la fig. 2 o al microscopio electronico
como se muestra en la fig. 3.

Los Caps-PS son las bases para la clasificacion y serotipificacion de la
bacteria. S. pneumoniae puede subdividirse en mas de 90 serotipos diferentes
en base a sus polisacaridos capsulares.™

Los Caps-PS son polimeros de gran longitud de unidades repetidas
lineales o ramificadas constituidas por 2 (serotipos 3, 37) a 8 (serotipos 17A)
monosacaridos. Los distintos tipos de neumococo difieren significativamente en
su virulencia. De los 90 serotipos conocidos actualmente, s6lo un limitado
numero de 20 serotipos causan la mayoria (90%) de las enfermedades."

Se ha sugerido que dependiendo de cdmo se depositen los componentes
de la cascada del complemento en los Caps-PS, los serotipos de neumococo

van a variar en su inmunogenicidad y resistencia a la fagocitosis."
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Fig. 2. Imagen al microscopio 6ptico de células de S. pneumoniae tefiidas con
tinta china.’®

La observacion en fresco de la capsula polisacaridica del neumococo es
dificil, ya que su indice de refraccion es similar al del medio. Para poder
visualizarla con el microscopio Optico se recurre a una tincibn negativa por
medio de nigrosina o tinta china (técnica de Burri). Al ser una estructura muy
hidratada (90%) de agua, su observacion con las técnicas habituales de
microscopia electrénica de transmision y de barrido revela una notable
contraccién de su estructura. Ademas los colorantes habituales tienen poca
afinidad hacia ella.’®
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Fig. 3. Imagen de la capsula de S. pneumoniae al microscopio electronico.

En microscopia electrénica, hay que recurrir a la estabilizacion previa de
la estructura capsular (para evitar su contraccién ulterior) por medio de
anticuerpos anticapsulares o de lectinas.
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En datos obtenidos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los
serogrupos mas comunes mundialmente son 6, 14, 19 y 23, pero otros
serogrupos como el 1, 5 y 8 tienen gran contribucién en la enfermedad
neumocdcica invasiva en niflos pequefios en ciudades en desarrollo.® Si se
observa la gréafica de la fig. 4, con relacion a la prevalencia en Latinoamerica se
puede percibir la presencia de varios de los serogrupos mencionados."

La distribucidn de serotipos causantes de enfermedades varia entre
region geografica, edad y enfermedad dentro de las regiones.
Aproximadamente el 90% de los aislamientos encontrados mas frecuentemente
pertenecen a 23 serogrupos o serotipos y estan incluidos en la vacuna
antineumocacica 23-valente.®

Los Caps-PS desarrollan anticuerpos especificos los cuales son
importantes en la defensa del hospedero contra S. pneumoniae, ya que los
anticuerpos anti-polisacaridos capsulares proveen proteccion al hospedero

contra la invasividad e infeccion neumocdcica.®
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Figura 4. Grafica de serotipos capsulares de Streptococus pneumoniae
mas comunes en nifios menores de 5 afios en Latinoamérica."
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La principal funcién atribuida a la capsula polisacaridica de
Streptococcus pneumoniae es la de su capacidad para eludir la accién
fagocitaria de los macréfagos en ausencia de anticuerpos especificos.' Inhibe
también la activacion del complemento por la via alterna y degrada el fragmento
C3b unido a la superficie bacteriana, por medio de proteinas especificas. La
capsula es polianionica y modula el paso de moléculas y aniones al interior de
la bacteria, la adherencia a superficies biolégicas e inorganicas, asi como la
formacién de biopeliculas y microcolonias.

Cuando S. neumoniae crece en la superficie de un medio de cultivo
solido, la capsula da lugar a colonias con una apariencia brillante y lisa. Estas
células reciben el nombre de formas “S” (del inglés smooth). Sin embargo,
después de cultivos prolongados en medios artificiales, algunas células pierden
esta capacidad de formar capsula, y la superficie de sus colonias aparece
rugosa “R” (del inglés, rough). Con la pérdida de la capsula la bacteria también

pierde su virulencia.
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9.2.2 Pared Celular

La pared celular es una estructura rigida que rodea la membrana
citoplasmatica.” El componente principal de la pared celular de S. pneumoniae
es el peptidoglicano, constituido por largas cadenas de polisacarido unidas por
enlaces peptidicos. EI componente del polisacarido consiste en unidades
alternas de los azucares NAG y NAM, con TAs anclados a través de enlaces
fosfodiester. La pared celular esta también constituida por LTAs, quimicamente
idénticos a los acidos teicoicos pero anclados a la membrana celular mediante
un grupo acilo graso C- terminal (esferas en rojo en la fig. 5). Los TAs (esferas
naranjas) y LTAs son carbohidratos fosfatados ricos en colina. Este es un
elemento esencial en la biologia de S. pneumoniae ya que la colina se adhiere
especificamente a los receptores de unién a la colina, situados en todas las
células humanas. Las CBP estan unidas a los Tas o LTAs de la pared celular
via dominios de unién de la colina (diagrama de cintas en rojo)."®

Todas las CBPs comparten un dominio de union a la colina C-terminal
comun mientras que los N-terminales de las CBPs son distintos, indicando que
sus funciones son distintas. La familia de CBPs incluye terminales tan
importantes de la virulencia como el antigeno de proteccion PspA, localizado en
la pared celular del neumococo, las autolisinas LytA, B y C y la adhesina CbpA.

El antigeno neumocécico de superficie PsaA esta situado debajo de la capa de
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peptidoglicano y esta unido a la membrana celular. Las PBPs estan situadas en
el espacio periplasmico, interactuando con el peptidoglicano y muestran una
unica hélice transmembranal N-terminal (en azul). La Hyl estd unida al
peptidoglicano por un motivo LPXTG."®

El neumococo posee la capacidad de causar dafio mediante una fuerte
respuesta inflamatoria provocada por los componentes de su pared celular,

dada por un exceso de concentracion mayor a 100,000 particulas/mL."
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Figura 5. Esquema de la pared bacteriana de S. pneumoniae '
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9.2.3 Proteinas

Aparte de la capsula polisacaridica, las proteinas también juegan un
papel importante en la patogénesis de Streptococcus pneumoniae,
particularmente la neumolisina, que es una endolisina toxica, las proteinas de
superficie como la PspA, neuraminidasas, hialuronidasa, y enzimas liticas,
capaces de desarrollar mecanismos que afecten al huésped, como inducir
inflamacion, lisis, e inhibir mecanismos de defensa, como LytB, LytC, Pce o
PspA, que son proteinas ancladas a la superficie del neumococo mediante el
reconocimiento de restos de colina pertenecientes a los acidos teicoicos de la
pared celular del neumococo.?' En la fig 6 se muestra la ubicacion de algunas

proteinas mencionadas.
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Figura 6. Diagrama esquematico de los principales factores de virulencia
en S. pneumoniae y su localizacién en la pared bacteriana. '

El diagrama anterior muestra la neumolisina ubicada dentro de la pared
celular y a la autolisina LytA mediadora de la liberacién de neumolisina, ademas
de otras proteinas que influyen como factores de virulencia en la invasividad del
S. pneumoniae.
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9.2.4 Proteinas Intracelulares

Una de las proteinas producidas por S. pneumoniae mas estudiadas es
la neumolisina (PLY) que es una hemolisina intracelular perteneciente a la
familia de las hemolisinas tiol-dependientes, la cual se destaca por ser la
citolisina principal del neumococo, es conocida como un factor de virulencia y
hasta ahora considerada por muchos investigadores como candidato antigénico
para las técnicas seroldégicas empleadas en el diagndstico de este
microorganismo.?

Por ser una hemolisina tiol-dependiente, PLY es una molécula antigénica
y tiene la propiedad de inducir respuesta inmune en animales inmunizados, es
un hecho que también pacientes infectados por neumococo desarrollan
anticuerpos para esta proteina.?

La neumolisina es producida por la mayoria de las cepas de
Streptococus pneumoniae (principalmente las de importancia clinica), y puede
ser obtenida en el laboratorio clinico mediante técnicas o métodos simples de
purificacion; por lo tanto, es considerada por varias investigaciones en la
elaboracion de un conjugado neumolisina-polisacarido para el desarrollo de una
vacuna para humanos. #

Es una proteina toxica de 53-kDa la cual consiste en 471 aminoacidos y

es predominantemente monomérica en solucidn, citolitica de union al colesterol.
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A altos niveles PLY lisa todas las membranas celulares que contienen
colesterol, en contraste con otras citolisinas esta se encuentra dentro del
citoplasma y es liberada durante la lisis de la bacteria por la accién de la
autolisina LytA. Esta comprobado que PLY contribuye a la enfermedad mortal y
que mutantes del gen PLY revelan virulencia reducida en ratones después de
una exposicion pulmonar. 2

Esta compuesta de monémeros solubles que se incorporan al colesterol
de las membranas celulares formando estructuras oligoméricas en forma de
anillo, para generar un pre-poro el cual perfora la membrana para producir
poros muy grandes que provocaran la lisis celular.?

Posee propiedades citotoxicas y pro-inflamatorias, ambas son
secundarias a la formacién del poro. Los efectos citotdéxicos de la neumolisina
tienen lugar en el epitelio respiratorio ciliado, células del epitelio alveolar y
células del endotelio pulmonar son los puntos principales del mecanismo por el
cual la toxina promueve la colonizacion de las vias respiratorias por el
neumococo Y la enfermedad invasiva (para comprender el mecanismo véase la
fig.7). PLY es un potente inhibidor del frecuente golpe ciliar del epitelio
respiratorio ciliado humano, actividad que favorece la colonizaciéon vy
diseminacién microbiana. En el caso de las células del epitelio alveolar y células
del endotelio pulmonar, la toxina destruye los limites de los capilares alveolares,
produciendo inundaciéon alveolar, la cual no unicamente provee nutrientes a la

bacteria sino que también favorece la diseminacion extrapulmonar del
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neumococo. La muerte de las células epiteliales y endoteliales resultan de la
apoptosis y la necrosis, mecanismos consecuencia de la destruccion de la
membrana plasmatica mediada por la neumolisina.?

A concentraciones sub-citoliticas PLY aumenta la actividad pro-
inflamatoria de neutréfilos, macréfagos y monocitos; interacciones que en lugar
de contribuir a la erradicacion del neumococo, pueden favorecer la persistencia
y diseminacién microbiana a consecuencia del dafio epitelial mediado por la
inflamacion.?

Recientemente fue identificado un mecanismo adicional por el cual PLY
puede exacerbar la destruccion epitelial mediada por la inflamacién. Este
mecanismo envuelve mediante la neumolisina, el aumento de la inactivacion
oxidativa del inhibidor a-1 proteasa, por quimoatrayentes activados de
neutrofilos humanos, este a su vez conduce a una actividad no controlada de
elastasa una toxina epitelial potente derivada de neutrdéfilos, mientras se oxida
el inhibidor a-1 proteasa que de por si posee propiedades pro-inflamatorias que
pueden intensificar la cascada inflamatoria. Por lo tanto es posible que la
enfermedad neumocdcica este acompafada por multiples picos de ataque en el
epitelio respiratorio mediada por PLY y otras citotoxinas, semejantes al peroxido
de hidrégeno. Actuando en concierto con cantidades excesivas de elastasa
derivado fagocitico y oxidantes reactivos generados durante la orquestada de la
neumolisina, respuesta inflamatoria sobre-exuberante, estos eventos son

sumarizados en la figura 7. %°
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Figura 7. Representacién esquematica de la citotoxicidad y mecanismos
pro inflamatorios por los cuales la neumolisina contribuye a la patogénesis de la
neumonia, y destruye el epitelio respiratorio, resultando en la diseminacion

extrapulmonar del neumococo.?
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9.2.5 Enzimas Hidroliticas

La bacteria Gram positiva esta rodeada por una capa de peptidoglicano
(el glicano esta compuesto por cadenas de repetidas unidades de N-
acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico ligado por uniones peptidicas) la
cual le da su forma especial, por la que la célula bacteriana se expande, este
rigido saculo se adapta continuamente. La reestructuracion requiere la accidn
de las mureinas hidrolasas, las cuales son enzimas enddgenas capaces de
degradar al peptidoglicano por clavado covalente unido a la pared celular.?®

Las hidrolasas de la pared celular (CWH) o enzimas liticas han sido
encontradas en todas las bacterias eucaridticas estudiadas hasta ahora, y se
considera que juegan un rol mas importante en la biologia de la bacteria,
incluyendo la expansion, division y separacion de células hermanas.?

Las CWH de la pared celular son cruciales en la quimioterapia
microbiana, son responsables de los efectos irreversibles causados por los
antibioticos B-lactamicos. En base a su unidon especifica las enzimas liticas son
clasificadas como: glicosidasas (lisozimas o muramidasas y glucosaminidasas),
endopeptidasas y amidasas (ver figura 8)%

Amidasa LytA es la proteina hidrolitica mayoritaria respecto a otras
proteinas encontradas en el neumococo. Presenta 6 repeticiones de 20-23

aminoacidos secuenciados que forman el CBM. Tiene accién en la separacién

42



de las células hijas en el proceso de division celular, provoca lisis en fase
estacionaria o inducida por antibioticos B-lactamicos y algunos detergentes.
Actua hidrolizando el enlace amida entre la cadena glicanica y el péptido,
especificamente entre el grupo D-lactilo del NAM y el grupo amino de la L-
alanina. Su actividad litica da lugar a la destruccién de la pared celular del
neumococo permitiendo la liberacion de neumolisina.?’

Glucosamidasa LytB es otra proteina de unidon a la colina murein
hidrolasa no litica de Streptococcus pneumoniae su CBM contiene 18
repeticiones y se ubica en los polos de la superficie bacteriana, esta
comprometido en la separacion de células hijas al final de la divisidon celular.
Hidroliza el enlace B1 — 4 entre la glucosamina y el NAM.?’

Lisozima LytC también conocida como muramidasa, se localiza adherida
a la pared celular neumocécica. Su CBM consiste en 11 repeticiones que al
igual que LytB contiene 17 a 23 aminoacidos con variabilidad secuencial. Su
maximo activo se presenta a 30°C promoviendo la lisis bacteriana, por lo tanto
el desempefio de LytC da lugar en las vias superiores del tracto respiratorio.
Esta involucrada en areas especificas de la envuelta celular. Su efecto
hidrolitico se da en el enlace B — 4 entre el NAM y la glucosamina de la cadena
glicanica liberando grupos reductores de acido N-acetilmuramico.?

Pce: enzima encargada de hidrolizar los residuos de fosforilcolina de los
acidos teicoicos y lipoteicoicos adheridos a la pared celular de Streptococcus

pneumoniae. Su patogenicidad radica en la union especifica a los receptores
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del factor de activacion plaquetario humano y sirve como anclaje para las

proteinas de unién a la colina.?”
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Figura 8. Estructura de las hidrolasas de la pared celular amidasa LytA,

numero de aminoacidos
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> CWHs

glucosamidasa LytB, lisozima LytC, y dos proteinas de union a la colina (PspA 'y
PspC).%

Los dominios contienen el centro activo de las enzimas y son
presentados en verde (amidasa), amarillo (lisozima), rosa (glucosamidasa), o
violeta (fosforilcolina esterasa). También se representan los dominios de PspA
y PspC.
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9.2.6 Proteinas de Superficie

La proteina de superficie, es de gran relevancia en portadores de
Streptococcus pneumoniae, como en la enfermedad invasiva, su gen se
encuentra presente en la mayoria de los aislamientos de importancia clinica. Se
cataloga como un factor de virulencia por interferir en la accién del
complemento en la eliminacion del neumococo.?

Existen tres familias de PspA. Se encuentran presentes en todos los
serotipos y son altamente inmunogénicas. Con capacidad para producir
anticuerpos con reaccion cruzada entre ellos, ademas de una proteccidon
especifica.?

La PspA inhibe la activacion del complemento y reduce la efectividad del
mecanismo de iniciacion del complemento mediado por receptores. Y puede
actuar impidiendo la deposicién de C3b en la superficie celular o puede inhibir la
formacion de la via alternativa reversa C3. PspA se une a lactoferrina y por lo
tanto puede estar involucrada en la adhesion de la bacteria a las células de la
nasofaringe.*

La proteina de superficie C, tiene varias actividades las cuales pueden
ser importantes en el proceso de la enfermedad incluyendo la unién al
componente C3 del complemento. Algunas formas de PspC pueden también

unir al factor H proteina control del complemento, simular la produccion de IL-8
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de la célula epitelial pulmonar y por lo tanto puede estar implicada en la

adquisicion de la inmunidad celular y quimiotaxis.*
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9.3 Patogénesis

9.3.1 Colonizacién y Adherencia

Unicamente el neumococo un patégeno humano, coloniza la nasofaringe
y es capaz de propagarse entre los humanos por gotitas de saliva en aerosol.
La enfermedad neumocécica invasiva resulta de la propagacion del neumococo
de la nasofaringe a los pulmones, torrente sanguineo y sistema nervioso
central.*'

La adhesiéon incrementa la invasion microbiana y esta mediada por las
proteinas bacterianas, CbpA y ChoP que se encuentran sobre la pared celular.
La CbpA se une al plgR en las células epiteliales, mientras que ChoP se une al
PAFr en las células epiteliales y endoteliales. En general el neumococo es un
invasor de baja eficiencia con el variante de 0.2% del inéculo de las células
invasoras, sin embargo la invasion es un paso critico en el desarrollo de la
enfermedad neumocécica invasiva, y es el mecanismo por el cual la bacteria

entra al sistema nervioso central.®'
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9.3.2 Inflamacién e Invasion

La habilidad del neumococo para causar inflamacion no es accidental, es
un requerimiento para su supervivencia. El proceso de inflamaciéon es un
mecanismo protectivo que es normalmente empleado por el hospedero para
destruir, diluir o delimitar agentes infectantes.*

La pared celular neumocécica, la neumolisina y el peroxido de hidrogeno
son las principales determinantes de virulencia que regulan la inflamacion y la
citotoxicidad observada en los pulmones.*

Debido a que el neumococo es encapsulado, la fagocitosis es limitada
hasta que se presentan suficientes anticuerpos especificos capsulares, antes
de eso, la gruesa capa de peptidoglicano de la pared celular protege a las
bacterias de la destruccion mediada por el complemento.*’

La inflamacion es un requisito para la activacion de la bacteria.
Mediadores proinflamatorios como el complemento activado (complemento
activado de la proteina C3a, Cb5a), TNFa, IL-1, y MIP-2 contribuyen a la
afluencia de neutréfilos PMNs y macrofagos que son las células efectoras en
las defensas del huésped contra la neumonia neumocécica. No es
sorprendente que la excesiva inflamacién sea perjudicial. Individuos mayores de
65 afos han demostrado experimentar niveles altos de citocinas pro-

inflamatorias en sangre y tejido, la inflamacion asociada a la edad puede ser

49



resultado de el padecimiento de enfermedades crénicas, como la obesidad,
diabetes, el proceso de envejecimiento en si mismo, un efecto secundario de la
senescencia celular y un aumento de la produccién de especies reactivas de
oxigeno.*’

La enfermedad neumocdcica es caracterizada por una intensa respuesta
inflamatoria que, en los pulmones, resulta en la consolidacion de los alveolos
infectados y el I6bulo afectado. Infecta el tejido de los pulmones, progresa a
través de las etapas de congestion durante las cuales los capilares y las células
epiteliales son inflamadas, liquido, eritrocitos y neutréfilos se acumulan en los
alveolos y una red de fibrina se desarrolla, (hepatizacion roja), posteriormente el
oscurecimiento de los pulmones (hepatizacion gris) debido a que los leucocitos
entran en la lesion las bacterias son engullidas por los neutrofilos y
macrofagos.®

Después de varios dias de infeccion la resolucion continua de
anticuerpos capsulares especificos, el aporte de opsonizacion eficiente vy

mediadores inflamatorios, se disipan.®’
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9.4 Mecanismos de Defensa

9.4.1 Fagocitosis

En la mayoria de los casos los polimorfonucleares (PMN) y los
macrofagos cumplen sus funciones, fagocitan de forma directa o espontanea.
Sin embargo algunos microorganismos solo son fagocitados adecuadamente,
cuando moléculas de inmunoglobulinas, o factores derivados del complemento
sirven de union entre el microorganismo y la célula fagocitaria. Un ejemplo de
este mecanismo es el presentado por Streptococcus pneumoniae ya que no es
fagocitado sin la presencia de anticuerpos o complemento.

En la figura 9, se muestra el mecanismo de activacion del C3; donde la
via es activada por hidrdlisis espontanea de C3 a C3b en la fase fluida. La
deposicion del C3b sobre el blanco conduce a la formacién de C3bBb, también
conocida como C3 convertasa. La funcion de la C3b convertasa es la de
incrementar la deposicion de C3b sobre la superficie blanco activada,
resultando en la opsonizacion y fagocitosis del patégeno por macréfagos y

neutrofilos.*
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Fig.9. Activacion de la via alternativa del complemento en respuesta a un
patdgeno.*
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Ademas de los anticuerpos y los factores del complemento que actuan
como opsoninas existen otros anticuerpos y factores del complemento, por

ejemplo: las citoquinas son otras moléculas que modulan la respuesta

fagocitaria, el IFNy es un potente activador de los macrofagos, el tupsina un

tetrapéptido (THR-LIS-TUR-ARG), originado en la region constante Il de la IgG,
por accion de la tupsinasa una enzima producida en el bazo, que es uno de los
estimuladores mas potentes de la fagocitosis, la tupsinasa actua neutralizando
las cargas electronegativas responsables del efecto antifagocitario de algunos
microorganismos. Por consiguiente los pacientes esplenetomizados estan
predispuestos a la aparicion ulterior de enfermedades infecciosas serias como

septicemia por neumococo.*
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9.4.2 Respuesta Humoral alos Antigenos Neumocodcicos

La inmunidad adaptativa extracelular de la bacteria, propia de
Streptococcus pneumoniae, es principalmente conferida por anticuerpos.®
Anticuerpos especificos para polisacaridos bacterianos y antigenos proteinicos
estan presentes en la proteccion del hospedero contra la infeccion por formas
letales de S. pneumoniae. Anticuerpos de unién a la colina pueden activar la via
clasica del complemento principal (inmunoglobulinas M e IgG) o la via
alternativa (IgA). Consecuencia de la unién del anticuerpo y el C3b al Fc y
receptores C3b, respectivamente expresados en células fagociticas (neutrofilos
y macrofagos) resultando en la opzonofagocitosis y rapida destruccion de la
bacteria ingerida.**

La generacidon asociada de otros fragmentos del complemento puede
mediar indirectamente la proteccion por aumento de otros aspectos de la
respuesta innata, asi como de la inmunidad adaptativa. Distintos isotipos de
inmunoglobulinas (Ig) poseen superposicién y funciones uUnicas de efecto en
particular sobre las bases de la region expresada Fc. Los isotipos de las Ig
expresadas pueden determinar la habilidad relativa a activar el complemento
por unién a distintos receptores Fc sobre multiples tipos celulares.*

Muchos de los conocimientos actuales de la regulacidon comparativa de la

respuesta antipolisacaridos y antiproteinas proviene de estudios que usan
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purificados de polisacaridos solubles y proteinas. Estos estudios revelan que la
respuesta antipolisacarida en contraste para aquellas proteinas, es mas rapida,
falla al inducir reacciones de centro germinales (con algunas excepciones),
presenta poca generacion de memoria o0 maduracion de afinidad y tiene mas
restringidos los perfiles de isotipos 1g.3*

Las proteinas en distinto contraste a los polisacaridos son procesadas
enzimaticamente dentro de los endosomas para generar en la superficie el
MHC clase |l péptidos complejos sobre la superficie de antigenos de
impedimento celular (APCs) para la presentacion de células T CD4. En cambio
los polisacaridos no tienen la capacidad de recurrir al reconocimiento de las
células de ayuda T CD4, las cuales tienen la habilidad para inducir la respuesta

de memoria clasica.**
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9.4.3 Predisposicion Genética

El riesgo genético para la neumonia severa es usualmente subestimado
en la practica clinica, pero este es probablemente el mayor factor en mortalidad
inesperada en pacientes jovenes previamente sanos y en la variabilidad en la
presentacion clinica en pacientes con un estado inicial similar y la misma cepa
de infeccion.®

Brevemente cuando el huésped reconoce la presencia de antigenos
extrafios a través del reconocimiento especifico a antigenos, se inicia una
reaccion pro-inflamatoria, a fin de erradicar la cepa de infeccién. Al mismo
tiempo, es ordenada una reaccion anti-inflamatoria para contrarrestar los
posibles efectos nocivos de los mediadores pro-inflamatorios. Un desbalance
entre estas dos reacciones conduce a una respuesta deficiente a la infeccion.
Asi una respuesta pro-inflamatoria excesiva o una deficiente respuesta anti-
inflamatoria puede dar lugar a un shock séptico o al dafo de o6rganos
secundarios, e inversamente una reaccion deficiente pro-inflamatoria o una
reaccion anti-inflamatoria mayor puede provocar una infeccion persistente.*

Las principales citoquinas pro-inflamatorias identificadas como
importantes son producidas por las Th1 como son: el TNF- q, linfotoxina a, IL-1,

2, 6, 8, 12 e interferon a mientras que los principales mediadores anti-
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inflamatorios en aparecer son producidos por las Th2 y son los siguientes: IL-4,
IL-10 e IL-1 receptor antagonista (IL-1ra).*®

Polimorfismos genéticos en cualquiera de las citoquinas mencionadas,
asi, como en las proteinas solubles, como la MBL (proteina que se une a la
superficie de los microorganismos y provoca la activacién del complemento y

opsonizacién), en los receptores que provocan endocitosis, (como los

receptores para FcRy receptores que se unen a la region Fc de las IgG y son

esenciales para la defensa contra microorganismos encapsulados), y en los
receptores que provocan sefales intracelulares como los receptores de afinidad
a membranas, son factores de predisposicién genética para la adquisicion de

una enfermedad neumocodcica.?’
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9.5 Importancia Clinica de Streptococcus Pneumoniae

Las enfermedades infecciosas constituyen el motivo de consulta
pediatrica mas habitual en el entorno extrahospitalario con porcentajes de
alrededor del 45-65% de todas las consultas. Siendo las infecciones
respiratorias las mas frecuentes con un valor de 68.7%.3®

La importancia clinica de Streptocccus pneumoniae radica en los altos
indices de morbilidad y mortalidad que a pesar de los afos y del empleo de
estrategias de inmunizacion mediante la administracidon de vacunas se siguen
presentando.*

El neumococo es la principal causa de neumonia adquirida en la
comunidad, asi, como una importante causa de otitis media, meningitis y
septicemia. Esta estimado que uno a dos millones de adultos y alrededor de un
millén de nifios, principalmente en paises en desarrollo, mueren por infecciones
neumocaécicas cada afio.* Segun reportes de la OPS, 550.000 nifios menores
de cinco afios fallecieron en el afio de 1999 en Latinoamérica, de los cuales
72.000 correspondian a infecciones respiratorias agudas.*

La neumonia mata a mas nifos menores de cinco afos que cualquier

otra enfermedad en todas las regiones del mundo. De 9 millones de muertes de
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nifos estimadas en el 2007, alrededor del 20% 6 1.8 millones se debieron a
neumonia.*’

En la fig. 10. Se encuentran graficadas las estadisticas porcentuales de
distribucion global de las principales causas de muerte en nifios menores de 5
afnos, presentando a la neumonia como el asesino mayor con alrededor de un
19% de todas las muertes. La grafica no incluye las muertes durante las
primeras cuatro semanas de vida, si estas muertes fueran incluidas en todos los
valores estimados, la neumonia tendria un indice de mortalidad de 29% por ano
(véase tabla 2).*

Asi como los serotipos neumocaocicos varian dependiendo de la region,
los indices de enfermedad neumocécica también varian por regién geografica.
Presentando mayor incidencia en paises en desarrollo, como Africa

Subsahariana y el sur de Asia.*?
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Figura 10. Grafica de distribucion mundial de la mortalidad por causas
especificas en nifios menores de 5 afios, UNICEF 2008.4"4?
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Tabla 2. Porcentaje de muertes por neumonia en menores de 5 afnos por

region, UNICEF 2004.%?

Regién % Total de muertes de menores de 5 afios
Neumonia Infecciones neonatales severas
(principalmente neumonia y sepsis)
Sur de Asia 21 13
Africa Subsahariana 21 7
Medio Oriente y Norte de 15 11
Africa
Asia Oriental y Pacifico 15 9
América Latinay Caribe 14 8
Europa Central y oriental/ 13 8
Comunidad de Estados
Independientes
Paises en Desarrollo 20 9
Mundo Industrializado 2 3
Mundo 19 10
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9.6 Sueroterapia

En las primeras terapias de inmunizacién contra la infeccion
neumococica se emplearon sueros con anticuerpos policlonales, obtenidos a
partir de la inoculacién de un animal con el antigeno. Generalmente se utilizaba
el suero obtenido de la inmunizacion de conejos, los cuales consistian en una
mezcla de anticuerpos producidos por diferentes clones de linfocitos B, por lo
que se denominaban anticuerpos policlonales ya que reconocen el antigeno
pero con distinta especificidad y afinidad.*

El empleo de especies animales como conejo y caballo para producir
sueros con anticuerpos policlonales se basaba en la siguiente técnica: El primer
paso era la inoculacion del animal mediante la inyeccion del antigeno para
provocar la produccion de inmunoglobulinas, posteriormente, se llevaba a cabo
la extraccion y el aislamiento de los anticuerpos del suero.*

A principios del siglo XX se corroboré que la sueroterapia no era lo
suficientemente efectiva contra el neumococo, ya que su mecanismo de accion
estaba dado por la neutralizacion de toxinas, en comparacion con otros
mecanismos como el empleo de la reaccion de anticuerpos bactericidas con
actividad fagocitica, la estimulaciéon de la activacion del complemento y otros

mecanismos inmunoldgicos.*
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Su eficacia estd centrada en el uso adecuado del suero, la dosis, la
especificidad del suero contra el microorganismo y el tiempo de inicio de la
infeccion.*

Ademas de la reducida eficacia de la sueroterapia, la administracion de
un suero heterdlogo podria desarrollar reacciones toxicas de consideracion

clinica.*
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9.7 Prevencion de la Infeccion Producida por Streptococcus

pneumoniae

De acuerdo con la alta incidencia en morbilidad y mortalidad presentada por
infecciones de las vias respiratorias en nifios menores de 5 anos en 1993, La
Subdireccion General de Medicina Preventiva y la Secretaria de Servicios de
Salud con apoyo de otras instituciones, en el afo 1994 en atencion primaria de
la salud, formularon la Norma oficial mexicana NOM-024-SSA2-1994, para la
prevencion y control de las infecciones respiratorias agudas, en pro de su efecto
se dividié en medidas de prevenciéon y medidas de control.*

En las medidas de control de IRA se enfoca principalmente en la educacion
de la poblacién para la salud y promocioén de la participacion social. En cuanto a
las medidas de control, estan comprendidos la identificacién del caso, el
diagndstico, manejo y el tratamiento oportuno de IRA.*

Dicha norma fue cancelada el 5 de octubre del 2000 por el Comité
Consultivo Nacional de Normalizacion de Prevencién y Control de
Enfermedades, y en su lugar se aplicd la Norma Oficial Mexicana NOM-031-
SSA2-1999, para la atencién de la salud del nifio.*°

La NOM-031-SSA2-1999, tiene por objetivo el establecimiento de los

requisitos a seguir para asegurar la atencion integrada, el control, eliminacion y
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erradicacion de las enfermedades evitables por vacunacién, dentro de las
cuales se incluyen las IRA.*

El empleo de vacunas contra el neumococo se lleva a cabo desde 1983 con
la introduccion de la vacuna antineumocdcica polisacaridica 23 valente, su uso
esta recomendado en personas entre 2 a 64 afos de edad, con alto riesgo de
presentar la enfermedad y en todas las personas mayores de 65 afios, puede
ayudar a prevenir la enfermedad invasiva, neumonias graves, otitis serotipo-
especificas y reducir el estado de portador.*®

Actualmente se recomienda la inmunizacion en nifios de 2 meses, con
refuerzo a los 4 y 12 meses de vida con la vacuna polisacaridica
antineumocadcica conjugada 7-valente (PREVENAR).*°

La vacunacién contra el neumococo es un método de prevencion exitoso,
sin embargo la ignorancia de la sociedad sobre las perspectivas de la
enfermedad, mantiene inminente la existencia de personas reacias a la
vacunacion por desconocimiento del tema.*

En el 2007 la OMS y UNICEF crearon el Plan de accion mundial para la
prevencion y el control de la neumonia (GAPP) con la finalidad de acelerar el
control de la neumonia en el contexto de intervenciones integradas en pro de la
supervivencia infantil,>’ y en su ultima actualizacion en el 2009, se plantea

vacunar a 130 millones de nifios en 42 paises para el 2015.%
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9.7.1 Vacunas Constituidas por Polisacaridos Capsulares

Desde 1977 se desarroll6 una vacuna compuesta de 14 polisacaridos
con fines preventivos ante la enfermedad neumocdcica, presentando una
eficacia de 60 a 70% en términos de reduccion de episodios de bacteremia
neumocdcica, sin embargo, la informacién sobre la respuesta de anticuerpos
fue limitada y no existian estudios de correlacién clinica o microbiolégica con los
datos inmunoldgicos.®

En el ano de 1983 se introdujo en el mercado estadounidense la vacuna
antineumocdcica polisacaridica 23-valente, compuesta de los polisacaridos
capsulares de los 23 serotipos de streptococcus pneumoniae aislados mas
frecuentemente en pacientes con enfermedad neumocdcica; siendo los
siguientes: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19A, 19F, 20, 22F, 23F Y 33F.* contiene 25ug para cada serotipo y otros
componentes como fenol (< 1,25mg), solucién tamponada: cloruro sadico,
fosfato disddico, fosfato monosddico, y agua para inyectables (hasta 0.5mL). Se
recomienda su uso a partir de los 2 afos de edad en sujetos de alto riesgo;
pacientes inmunocompetentes con enfermedad crénica, pacientes
inmunocomprometidos, pacientes con infeccién por VIH y adultos mayores de
65 afos, para la prevencidon de neumonias neumocdcicas y de infecciones

sistémicas neumocécicas producidas por serotipos incluidos en la vacuna.*®
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Induce una respuesta inmune tipo especifica para cada uno de los serotipos
incluidos en ella, con aumento en los titulos de anticuerpos en las primeras 2 a
3 semanas después de la inmunizacion, en mas del 80 % de los adultos sanos,
La vacuna neumocotcica se puede administrar junto con otras vacunas sin
alterar la efectividad de ninguna.®® Actlia promoviendo la opsonizacion,
fagocitosis y la muerte del microorganismo por leucocitos y otras células
fagociticas. La eficacia es de 56 a 81% en enfermedad invasiva, la produccion
de anticuerpos declina de 5 a 10 afios después de la vacunacion y decrece mas
rapidamente en algunos grupos que en otros, por lo que se recomienda la
revacunacion, tiene una respuesta nula en menores de 2 afios® y presenta una
respuesta inmune disminuida en ancianos con variaciones estimadas entre el
48 al 81%, debido a que no produce inmunidad de recuerdo por ser inductora

de respuesta inmune de los linfocitos T- independientes.®
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9.7.2 Vacunas Conjugadas

Desde 1929, Avery y colaboradores demostraron que la union covalente
de polisacaridos capsulares a una proteina aumenta la inmunogenicidad de los
polisacaridos. Las proteinas que han demostrado ser buenas companias
inmunocompetentes son: la proteina de H. influenzae tipo b, el toxoide tetanico,
toxoide diftérico y la proteina de membrana exterior del meningococo del grupo
B_59

A diferencia de las vacunas con polisacaridos puros, en la vacuna
conjugada, la proteina actua como un interruptor que induce una respuesta
timo-dependiente, lo que conlleva a la induccién de células B de memoria, una
respuesta mejorada a la célula y a una mayor respuesta inmunoldgica en
infantes debida a la maduracion progresiva del sistema inmunolégico humano.
Conjugar variantes de vacunas con 4 a 11 serotipos 0 mas, con una proteina
transportista variable, ha confirmado ser efectiva en nifios menores de 2 afios.*
Sin embargo la limitante se encuentra en la diversidad de serotipos causantes
de enfermedad y en la distribucion geografica, siendo imposible incluir todos los
serotipos en una sola vacuna.®

En el afo 2000 fue licenciada la vacuna antineumocdcica polisacaridica
conjugada 7-Valente, en la que se incluyen los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C,

19F y 23F, conjugada individualmente con la proteina transportadora CRMg7,
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su efectividad en la prevenciéon de enfermedad meumocdcica invasiva es de
98% para cada uno de los serotipos incluidos.®’

El primer pais en adoptar esta vacuna fue Estados Unidos de América y
con la inclusion en su calendario de inmunizaciones sistémicas ha logrado una
reduccion de 39% en la taza de hospitalizacién global por neumonia en
menores de 2 anos, y en concreto una reduccién de hasta 65% de la
hospitalizacion por neumonia neumocodcica, asi como una disminucién de
hospitalizaciones por neumonia en todas las edades.®’

La PCV-7v, también reduce la colonizacion nasofaringea debido a la
produccion de inmunidad de grupo, de esta manera, proporciona una
disminucion en el nimero de portadores.®

No obstante aunque la introduccion de la PCV-7v ha disminuido en gran
parte los indices de enfermedad neumocdcica, se considera que es necesaria
una extension del nimero de serotipos incluidos en la vacuna.®

Una extensiéon de la PCV-7v es la vacuna compuesta por los serotipos 1,
4, 5, 6B, 9B, 14, 18C, 19F y 23F. Conocida como PCV-9v esta vacuna esta
conjugada con la proteina CRM;g7, en un estudio llevado a cabo por el Dr. Ron
Dagan demostrd una eficacia en portadores, sobretodo en menores de 3 afios,
produciendo una reduccion de 46% de portadores en los serotipos incluidos.®?

La PCV-9v ha sido probada en Gambia y el Sur de Africa, al contener los
serotipos adicionales 1 y 5 esta vacuna puede cubrir el 66% de los aislamientos

de enfermedad invasiva en los nifios y 55% en adultos.®
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La vacuna 9-valente ofrece proteccion significativa frente a la neumonia;
sin embargo la eficacia es similar a la obtenida mediante la inmunizacién con la
7-valente, ademas de que no ha sido licenciada para su uso.®

Los laboartorios Sanofi-Pasteur desarrollaron la vacuna antineumocdcica
conjugada 11-valente, tratando de ampliar la diversidad polisacaridica de la 7-
valente, dicha vacuna contiene los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14 18C, 19F
y 23F, conjugada con un toxoide tétanos-difteria, fue probada en nifios menores
de 2 afnos en una provincia en Filipinas; se administraron 3 dosis de la vacuna y
como resultado se obtuvo una reduccion del 22.9% en el indice de neumonias
adquiridas en la comunidad, la reduccién observada fue similar a la resultante
en otras vacunas conjugadas, por lo tanto no tiene un porcentaje significativo en

la prevencion de la neumonia adquirida en la comunidad.®®
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9.7.3 Nuevas vacunas a base de Neumolisina

La nemolisina al ser una proteina producida por la mayoria de los
neumococos ha sido considerada por varios investigadores como un potente
candidato antigénico, induce respuesta inmune de los linfocitos T-
dependientes, lo que conlleva a generar inmunidad de las células B, al igual que
otras proteinas de uso en vacunas conjugadas, confiere inmunidad de recuerdo
y puede ser utilizada en la inmunizacidon de infantes, su caracteristica tiol-
dependiente la identifica como inductora de anticuerpos en animales
inmunizados, asi como inductora de anticuerpos antineumolisina en pacientes
previamente expuestos a la infeccidon neumocadcica.?

En el desarrollo de vacunas puede ser utilizada como proteina
inmunizante o como un conjugado transportador en una vacuna polisacaridica.?

El uso de la neumolisina como base en la elaboracién de una vacuna es
una estrategia prometedora frente a las enfermedades neumocécicas agudas,
ya que activa la via del complemento, aumenta la produccion de anticuerpos
IgG e IgA, como conjugado es una proteina estable, neutraliza la formacion del
poro en las células del huésped, referente a la unién neumolisina-colesterol, lo
que disminuye la diseminacion bacteriana y el dafio epitelial.®

En un estudio perteneciente a una patente Europea se describe a la

neumolisina como una proteina transportadora inmunogénica util para el
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desarrollo de una vacuna conjugada, avalada por estudios de inmunizacion en
ratones y cobayos, los cuales han demostrado una mayor supervivencia frente
a la infeccion neumocdcica inducida.®®

La preparacién de la vacuna se fundamenta en la conjugacion de
neumolisina recombinante obtenida mediante la manipulacion genética de E.
coli como productora de la toxina, seguida de métodos de purificacién, sin
destoxificacidon previa, y su posterior conjugacién con derivados polisacaridos
capsulares de S. pneumoniae (véase apéndice 12.2).%¢

La vacuna consiste en la inclusion de 2 serotipos de polisacaridos
neumococicos oxidados conjugados individualmente con la neumolisina
recombinante, los conjugados se diluyen en PBS estéril (pH 7.0) que contiene
un 0.01% de timerosal, de manera que una dosis de 0.2 mL. Contiene 1 0 5 ug
del polisacarido, y un agregado de fosfato de aluminio (ALPO,) como
adyuvante.5

Produce anticuerpos tanto frente a los polisacaridos como a la
neumolisina recombinante. Los conjugados inducen anticuerpos frente a la
neumolisina que son capaces de neutralizar las actividades hemoliticas y
citotoxicas de la toxina sin el requisito de un espaciador o un enlazante, la
neumolisina conserva su estructura mientras se vuelve no tdxica.®®

Ademas de conferir inmunidad en nifios menores de 2 afios como

proteina transportadora para polisacaridos, es capaz de desarrollar inmunidad
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por si misma. Puede conferir proteccion mediante una sola dosis, o puede

requerir la administracién de varias dosis de refuerzo.®®
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10. CONCLUSIONES

El desarrollo de una vacuna a base de neumolisina seria considerado
como el desarrollo de una “vacuna ideal.”

La neumolisina al ser producida por la mayoria de los serotipos de
Streptococcus pneumoniae de mayor importancia clinica, podria conferir
proteccion contra estos serotipos ofreciendo una gran ventaja en efectividad
con respecto a la vacuna neumocécica conjugada 7-valente la cual solo
confiere inmunidad contra los siete serotipos incluidos en la vacuna.

Por ser una proteina activadora de la respuesta inmune de los linfocitos
T-dependientes se considera una proteina que generara respuesta
inmunoldgica en niflos menores de 2 anos, siendo asi de mayor eficacia
respecto a la vacuna polisacaridica 23-valente.

Ademas de conferir respuesta inmune en nifilos menores de 2 afos, la
neumolisina es productora de inmunidad de recuerdo, generando asi proteccion
en adultos mayores.

La elaboracién de una vacuna a base de neumolisina es factible, pues se
puede obtener mediante técnicas de laboratorio como filtracion y purificacién
simple.

El uso de la nueva vacuna a base de neumolisina podria resultar en la
inmunizacién mundial contra los serotipos de mayor importancia clinica, ya que

la distribucion serotipica varia de regidn en region y comparando que es
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producida por la mayoria de estas cepas, podria ser empleada en cualquier
poblacién, generalizando edades y regién geografica.

Ya existe informacion acerca de métodos de elaboracion de una vacuna
a base de neumolisina, sin embargo se encuentran bajo patentes y es dificil
acceder a ella.

Aun falta por hacer, es necesario exhortar a las autoridades de salud
para que realicen una investigacién sobre la relacion costo-beneficio y asi,

poder promover la elaboracion y produccion de la nueva vacuna.
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12. APENDICE

12.1 Tratamiento Antibiotico

En 1941, se inicid la administracion de penicilina en pacientes con
enfermedades bacterianas, los betalactamicos son los antibiéticos mayormente

prescritos tanto en la atencién primaria como clinica.

12.1.1 B-Lactamicos

Se clasifican por la presencia de un anillo betalactamico en su estructura,
esta familia da origen a diversos grupos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemas e inhibidores de las betalactamasas.

Las penicilinas son un grupo de antibidticos que contienen un anillo
betalactamico y un anillo de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico,

esta estructura deriva de la condensacién de una molécula de valina y una de
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cisteina para dar lugar a un doble anillo. Ademas de la posicion variante 6 del
anillo betalactamico la cual define sus propiedades.

Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las
penicilinas, su estructura basica esta constituida por el nucleo cefem, que
consiste en la union de un anillo dihidrotiacinico y un anillo betalactamico,
modificaciones en las cadenas laterales origina diversas cefalosporinas.

Las carbapenemas consisten en un anillo betalactamico fusionado con
uno pirrolidinico compartiendo un nitrégeno. Son los antibiéticos de mas amplio
espectro y actividad, debido a que modificaciones en las cadenas laterales, asi
como su posicion espacial, condiciona una mayor afinidad por las proteinas
fijadoras de penicilina diana, incremento de la potencia, del espectro
antibacteriano y de la resistencia a las betalactamasas.

Los monobactamicos son derivados del acido 3-aminomonobactamico,
posee una estructura betalactamica sencilla con una estructura monociclica en

la que el anillo betalactamico no esta fusionado a otro secundario.
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12.1.2

Estructuras
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12.1.3 Mecanismos de Accion

Los betalactamicos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la
pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico, la destruccion
de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la inhibicion
de la ultima etapa de la sintesis del peptidoglucano

Las enzimas transpeptidasas y carboxipeptidasas ubicadas entre la
membrana plasmatica y la pared celular, fijan a las penicilinas y otros
betalactamicos. Los betalactamicos actuan activando una autolisina bacteriana
enddégena que destruye el peptidoglicano la lisis se produce con
concentraciones que superan entre 4 y 10 veces la concentracion minima

inhibitoria (CIM).
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12.1.4 Mecanismos de Resistencia

Las bacterias son capaces de desarrollar resistencia a los antibiéticos
betalactamicos por varios mecanismos, que en ocasiones se asocian. Puede
ser cromosomico, plasmidico o por transposones, la resistencia cromosomica
aparece por mutacién, mientras que los plasmidos y los transposones pueden
ser autotransferibles entre bacterias. Los mecanismos implicados podrian ser:
alteraciéon de la permeabilidad, modificacién de las dianas, produccion de

enzimas o expresion de bombas de eliminacion activa.

94



12.2 Método de obtencion de neumolisina recombinante

CULTIIVO EN FASE MEDIA LOGARITMICA DELSCS1 DE E. coli RECOMBINANTE

Y
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