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Resumen

Streptococcus pyogenes es un microorganismo exclusivo del ser humano, el cual produce una
variedad de infecciones clasificadas como enfermedades estreptococicas supurativas y no
supurativas. Es considerada como una de las bacterias mas importantes que afectan al ser humano,
ocupando el noveno lugar dentro de las causas infecciosas de muerte a nivel mundial. Actualmente
no se encuentra disponible una vacuna que permita prevenir y evitar la propagacion de este
patogeno. Uno de los inmundgenos mas atractivos para el desarrollo de una vacuna es la region
hipervariable de la proteina M estreptococica, que induce la generacion de anticuerpos protectores
con una gran actividad bactericida, por lo que son esenciales para la eliminacion eficaz de S.
pyogenes. Hemos desarrollado 3 cepas vaccinales que expresan péptidos hipervariable de la
proteina M de 3 tipos prevalentes en la poblacion chilena denominadas como L. lactis-M4, L. lactis-
M9 y L. lactis-M12. Estas cepas vaccinales estan basadas en Lactococcus lactis, un vector
bacteriano de calidad alimentaria que no porta resistencia a antibiéticos. El objetivo de este trabajo,
fue evaluar individualmente la eficacia protectora de las tres vacunas. Para esto, se realizaron
experimentos independientes de inmunizacion y desafio por via intranasal en un modelo de ratones
BALBIc, evaluando la capacidad inmunogénica y protectora de cada una de las vacunas mediante el
andlisis del titulo de anticuerpos, medicion de temperatura y peso corporal, conteo de unidades
formadoras de colonias y determinacién del dafio pulmonar. Los resultados indicaron que las
vacunas L. lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12 son eficaces, ya que protegieron a los ratones
frente al desafio con S. pyogenes: los ratones inmunizados no sufrieron una disminucién de peso ni
temperatura significativos y no mostraron dafio histoldgico en sus pulmones. Ademas los ratones
inmunizados con L. lactis-M9 produjeron anticuerpos especificos anti-M9. Esta es una nueva
aproximacion en el disefio de una vacuna multivalente que puede ser faciimente administrada y
producida a bajo costo en base a los datos epidemiolégicos de la regidn donde pretende ser
aplicada. Los resultados de este trabajo en un futuro permitirdn contribuir de manera efectiva a
solucionar este importante problema de salud publica que afecta a la poblacién de nuestro pais y del
resto del mundo.



Abstract

Streptococcus pyogenes is an exclusive human pathogen, which produces a variety of infections
classified as suppurative and non-suppurative diseases. It is considered one of the most important
bacteria that affect humans, ranking ninth in infectious causes of death worldwide. Currently a
vaccine to prevent and avoid the spread of this pathogen is not available. One of the most attractive
immunogens for developing a vaccine is the hypervariable region of streptococcal M protein, which
induces the generation of protective antibodies with strong bactericidal activity, which is essential for
the efficient clearance of S. pyogenes. We have developed 3 vaccine strains expressing
hypervariable M protein peptides of 3 prevalent types in the chilean population. They are referred to
as L. lactis-M4, L. lactis-M9 and L. lactis -M12. Vaccine strains are based on Lactococcus lactis, a
food-grade bacterial vector which does not bear antibiotic resistances. The aim of this study was to
individually evaluate the protective efficacy of the three vaccines. For this, separate immunization and
challenge experiments were performed intranasally in a BALB/c mice model through evaluating the
immunogenic and protective capacity of each of the vaccines through the antibody titer analysis,
measurement of body weight and temperature, CFU count in oropharyngeal washes and lung
damage. The results indicated that L. lactis-M4, L. lactis-M9 and L. lactis-M12 vaccines are effective
because they protected mice against challenge with S. pyogenes: immunized mice did not suffer a
decrease in body weight or temperature and showed no significant histological damage to their lungs.
Moreover, mice immunized with L. /lactis-M9 produced M9-specific antibodies. This is a new
approach to design a multivalent vaccine that can be easily administered and produced at low cost
based on epidemiological data of the region which is intended to apply. In the future the results of this
work will contribute effectively to address this important public health problem that affects the
population of our country and around the world.
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Introduccion

Streptococcus pyogenes (Estreptococo Grupo A) es una cocacea Gram positiva (0.6 — 2.0
MM de diametro), que normalmente se dispone en pares y cadenas. Es una bacteria no mévil, no
formadora de esporas, catalasa negativa y anaerobia facultativa. Se considera un microorganismo
nutricionalmente fastidioso, por lo que necesita medios de cultivos enriquecidos, principalmente

suplementados con sangre y suero para un desarrollo 6ptimo (1, 2).

Enfermedades causadas por S. pyogenes

Este microorganismo es un patdgeno exclusivo del ser humano (3), transmitido de persona
a persona por diseminacion de gotitas respiratorias, a través de heridas de la piel después del
contacto directo con un individuo infectado, o por medio de fomites contaminados (2, 4). Es
responsable de una variedad de infecciones, que son clasificadas como enfermedades
estreptocdcicas supurativas y no supurativas. Con respecto a las enfermedades supurativas, S.
pyogenes produce infecciones de mediana y alta complejidad que afectan las membranas mucosas,
amigdalas, piel y tejidos profundos. Dentro de estas se encuentran la faringitis, escarlatina,
pioderma, erisipela, celulitis, fascitis necrotizante y sindrome del shock toxico estreptocdcico (2, 4,
5). S. pyogenes es la causa bacteriana mas comun de faringitis, afectando principalmente a nifios (5-
15 afos) (2, 4, 5), con un peak de incidencia durante los primeros 5 afios de edad escolar (4).
Personas de todas las edades son susceptibles a la propagacion del patdégeno bajo condiciones de
hacinamiento, como ocurre en las escuelas e instalaciones militares (4, 5), afectando por igual a
hombres y mujeres (4). Se ha descrito un aumento en el numero de casos principalmente en otofio e
invierno (4, 5). S. pyogenes habitualmente coloniza la garganta de personas asintomaticas, con
tasas de portaciéon faringea que van entre el 15% y 20% en poblacién escolar normal, siendo
considerablemente menor en adultos (4). La fascitis necrotizante es una infeccién de los tejidos
subcutaneos profundos y las fascias, lo que provoca la destruccién de los musculos y tejido adiposo.
Se caracteriza por una rapida y amplia propagacion de necrosis y gangrena de la piel y estructuras
subyacentes, en conjunto con sintomas sistémicos. La toxicidad sistémica, insuficiencia
multiorgénica y muerte son caracteristicas de esta enfermedad. Esta infeccién puede ocurrir en

individuos que presentan algun tipo de lesién leve en la piel, incluso a veces inaparente, o0 en
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pacientes que presentan alguna quemadura o incision operatoria (2, 4). El sindrome del shock téxico
estreptocdcico, se describe como cualquier infeccion estreptocécica asociada con el inicio repentino
de shock e insuficiencia organica. Los pacientes presentan inflamacién de tejidos blandos y dolor en
el sitio de infeccién, acompafado de sintomas inespecificos. Este dolor aumenta a medida que la
enfermedad avanza hasta causar shock e insuficiencia multiorganica, afectando al rifién, pulmones,
higado y corazén (2, 4). Los casos de bacteriemia causados por S. pyogenes son relativamente
raros en la era de los antibioticos, sin embargo, durante la década pasada el reporte de casos ha ido
en aumento, lo que se debe a un cambio en la epidemiologia y en los patrones clinicos de
enfermedad invasora estreptococica. Los individuos que cursan con infecciones localizadas, como
faringitis, pioderma y erisipela, rara vez cursan con bacteriemia. Sin embargo, casi todos los
pacientes con fascitis necrotizante y sindrome del shock toxico estreptococico tienen hemocultivos
positivos, con tasas de mortalidad que van aproximadamente hasta el 40% (2, 4). La fascitis
necrotizante, el sindrome del shock tdxico estreptococico y la bacteriemia son considerados como
enfermedades estreptocdcicas invasoras, las que comparten caracteristicas comunes, como son los
factores predisponentes (que permiten la entrada de este microorganismo hasta los tejidos

subcutaneos profundos y érganos) y los signos de enfermedad, como el shock y falla multiorganica

(5).

Con respecto a las enfermedades no supurativas, las infecciones por S. pyogenes pueden
dar lugar a secuelas post estreptocdcicas, que corresponden a cuadros mediados por
autoinmunidad, que se originan de 1-3 semanas después de haber cursado con un cuadro agudo de
enfermedad estreptocdcica. Estas secuelas corresponden a la fiebre reumatica y a la
glomerulonefritis aguda (6, 7). La fiebre reumatica es frecuente en nifios de 5-15 afios de edad,
ocurriendo solo un 5% de los casos en nifios menores de 5 afios (7), y se encuentra asociada a los
cuadros de faringitis estreptocécica, pero no con aquellos derivados de infecciones cutaneas. Esta
enfermedad se manifiesta con la apariciéon de alteraciones inflamatorias que pueden afectar el
corazén, las articulaciones, el sistema nervioso central, la piel y tejidos subcutaneos. Se pueden
producir lesiones crénicas de las valvulas cardiacas, que al progresar conducen a una insuficiencia
cardiaca grave, incapacidad y muerte muchos afios después de haber cursado con la etapa aguda
de la enfermedad. Se considera como la mayor causa de cardiopatia adquirida en nifios de todo el
mundo, siendo més comun en paises subdesarrollados (2, 5, 7).
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La glomerulonefritis aguda ocurre principalmente en nifios y adultos jovenes, siendo
afectados los hombres dos veces méas que las mujeres, incluso en individuos sobre los 40 afios de
edad (5). Esta patologia se encuentra relacionada con cuadros faringeos y también aquellos que
afectan a la piel. Clinicamente se caracteriza por la inflamacién aguda de los glomérulos renales, lo
que produce edema, hipertension, hematuria y proteinuria. Los pacientes jovenes habitualmente se
recuperan sin complicaciones, pero en los adultos no se ha definido de manera apropiada el
pronostico a largo plazo. Ademas, se han observado perdidas progresivas e irreversibles de la

funcion renal (2, 7).

Morbilidad y mortalidad asociadas a S. pyogenes

Debido a la amplia variedad de patologias que origina S. pyogenes, se considera como una
de las bacterias patégenas méas importantes que afectan al ser humano (4), ocupando el noveno
lugar dentro de las causas infecciosas de muerte a nivel mundial (8). De acuerdo a la Organizacién
Mundial de la Salud, en el afio 2005 se estimé que anualmente se originan alrededor del mundo 616
millones de casos nuevos de faringitis, y que 18,1 millones de personas hasta esa fecha sufrian
alguna enfermedad grave por S. pyogenes, lo que incluye las enfermedades supurativas invasoras y
enfermedades no supurativas. Ademas, se estimdé que 1,78 millones de casos nuevos de
enfermedad grave ocurren cada afio, siendo responsable de 517 mil muertes anualmente. Al
analizar las cifras de casos y muertes, los mas importantes y representativos son: 663 mil casos de
enfermedades invasoras (163 mil muertes), 472 mil casos de glomerulonefritis aguda (5 mil muertes)
y 470 mil casos de fiebre reumatica (233 mil muertes). Si se agrupa la informacion segun el nivel de
desarrollo socioeconémico, se observa que existe una diferencia significativa en la proporcién de
casos en los paises menos desarrollados, llegando a ser en enfermedades como la faringitis,
enfermedades invasoras y glomerulonefritis aguda, entre 8, 21 y 28 veces mayor respectivamente
(8-10).

En los ultimos afios, se han publicado articulos que permiten hacer una aproximacion de la
situacion que se vive en nuestro pais con respecto a las infecciones causadas por S. pyogenes. Un
estudio retrospectivo realizado por Mufioz & cols entre los afios 2002 y 2003 (11), analizb dos

poblaciones pediatricas provenientes de distintos centros, con el objetivo de establecer la tasa de
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deteccion de este patdgeno como agente causal de faringitis. Los resultados obtenidos, indicaron
que la tasa global de deteccion de S. pyogenes fue de un 37%, existiendo una mayor tasa de

positividad (50%) entre los 6 y 10 afios de edad.

Con la finalidad de caracterizar el cuadro epidemiolégico y clinico de la glomerulonefritis
aguda, se realiz6 un estudio prospectivo en un servicio local de salud en Chile entre los afios 1980 y
1999. La incidencia de casos mostré que el periodo entre 1980-1983 fue designado como periodo
endémico, entre 1984-1989 se considerd como periodo epidémico, y entre 1990-1999 se denomind
como periodo tardio, con una tasa por cada 100.000 habitantes de 6,2, 13,2 y 1,7, respectivamente.
La tasa anual disminuyé gradualmente de 13,2 en el periodo epidémico a 0.0 en 1999, tasa que es

similar a la que presentan los paises industrializados (12).

La notificacion de las enfermedades invasoras por S. pyogenes es obligatoria en Chile
(Reglamento sobre Notificacién de Enfermedades Transmisibles de Declaracién Obligatoria DTO. N°
158/04). En base a esto, en el afio 1995 se notificaron 138 casos de enfermedad invasora por S.
pyogenes, con una letalidad global de un 28,2%, siendo los valores mas altos registrados por los
cuadros de shock séptico (60%). Las tasas de enfermedad invasora fluctuaron entre un 0,16 y 2,0
por cada 100.000 habitantes. Entre los afios 1997 y 1998 se observé una disminucion en el numero
de infecciones invasoras, con un promedio de 2,6 casos mensuales. Pero en 1999, solamente
durante el mes de Enero, fueron registrados 22 casos de infeccion severa, alcanzando una tasa de
letalidad del 41%, llegando a completar 86 casos durante el afio. Entre los meses de Enero y Abril
del afio 2000, fueron comunicados 10 casos de enfermedad invasora (13). Datos mas actuales,
indican que en el periodo comprendido entre Enero de 2009 y Junio de 2013 se confirmaron 346
cepas invasoras de S. pyogenes. Los grupos de edad més frecuentes en las cepas confirmadas,
fueron los que corresponden a los rangos etarios de 1-15 afios (38,4%), y de 60 o mas afios
(19,4%). De las cepas confirmadas como agente causal de enfermedad invasora, el 84,7% provenia
de muestras de sangre, siguiendo en frecuencia las muestras de liquido articular (7,3%) y liquido
pleural (4,0%) (14).

Dado que las infecciones causadas por este patégeno deben ser tratadas, la resistencia
antibiotica es un punto importante que debe ser considerado, ya que la terapia antimicrobiana
cumple con los siguientes objetivos:1) prevenir los casos de fiebre reumatica, 2) prevenir las

complicaciones supurativas, 3) mejorar los sintomas y signos clinicos, y 4) rapidamente disminuir la
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infectividad para reducir la transmisién a los miembros de la familia, compafieros de curso o de
trabajo, y otros contactos cercanos, ademas de permitir la rapida incorporacion a las actividades
habituales. La penicilina (antibidtico perteneciente a la clase de los betalactamicos), es la droga de
eleccién en el tratamiento por infecciones estreptococicas, debido a su eficacia, seguridad, espectro

reducido, y su bajo costo (4).

Debido a que existen pacientes que pueden presentar reacciones adversas a los
betalactamicos, son necesarias otras alternativas terapéuticas, por lo que la eritromicina (antibiético
de la clase de los macrélidos) es considerada como el antibiotico de segunda linea en la prevencion
de la fiebre reumatica (15), y la clindamicina (antibiotico de la clase de las lincosamidas) es utilizada
como monoterapia en las infecciones invasoras (10). S. pyogenes sigue siendo totalmente sensible a
la penicilina, a pesar de mas de cinco décadas de exposicion, sin embargo, este microorganismo
desarroll6 rapidamente resistencia contra los macrélidos y lincosamidas (10). De acuerdo al boletin
emitido por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) el afio 2013 (notificacion de las enfermedades
invasoras por S. pyogenes), los resultados de susceptibilidad antimicrobiana indicaron que S.
pyogenes aun es susceptible a la penicilina en un 100% de los casos aislados, y la resistencia
asociada a eritromicina y clindamicina sigue siendo baja (sensibilidad de 93%-99% y 98%-100%
respectivamente) (14). Esto se podria deber a que en Chile en el afio 1999 el Ministerio de Salud
(MINSAL), implementé una medida regulatoria que restringe la venta de antibiéticos, buscando

disminuir el uso indiscriminado de estos (16).

Estos datos indican que las infecciones por S. pyogenes siguen siendo un problema de
salud que afecta constantemente a la poblacion de nuestro pais y al resto del mundo, por lo que el
estudio y vigilancia permanente de la resistencia antibiética en este patégeno es de real importancia,

ya que en un futuro permitira tomar las medidas preventivas en forma oportuna (14).
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Determinantes de virulencia y mecanismos patogénicos de S. pyogenes

Streptococcus pyogenes ha sido objeto de investigacion durante mas de un siglo, pero
dentro de los Ultimos afios gracias a la utilizacion de técnicas de biologia molecular (17), se han
logrado avances significativos en la comprension de los mecanismos involucrados en el desarrollo
de la patogénesis (18). Se han caracterizado un gran numero de determinantes de virulencia, los
que exhiben principalmente una redundancia funcional en los procesos de adhesién, colonizacién,

invasion, y resistencia a la inmunidad innata (18).

Para que S. pyogenes pueda desencadenar algun tipo de enfermedad en el ser humano,
primero debe adherirse a las células del epitelio faringeo o dérmico. Sin mecanismos que
contribuyan al desarrollo de una fuerte adhesion, el microorganismo sera removido por accién de
fuerzas mecanicas y electrostaticas, impidiendo de esta manera la supervivencia del microorganismo
al momento de competir contra algunas poblaciones de la flora normal por los sitios de union. Por lo
tanto, se considera a la adhesion como el paso inicial mas importante en la colonizacion del
hospedero (5, 17). El modelo propuesto que permite comprender este fendmeno, describe un
proceso que es desarrollado en dos etapas. Inicialmente, se establecen interacciones débiles y/o de
largo alcance con la mucosa, permitiendo que ocurra una segunda etapa de adherencia que
involucra multiples eventos de unién, confiriendo una mayor especificidad y avidez por el tejido (5,
18). S. pyogenes expresa en su superficie unos componentes celulares especificos denominados
adhesinas, que son las encargadas de mediar su adhesion, reconociendo y uniéndose a diversos
componentes de la matriz extracelular en los tejidos anfitriones (18, 19), facilitando de esta manera
no sélo la colonizacion, sino también la invasion (19). Estudios realizados en cultivos celulares y
animales de experimentacién, han logrado identificar un numero considerable de adhesinas
involucradas en este proceso, siendo el acido lipoteicoico (LTA), la proteina M, y las proteinas de
union a fibronectina las mas importantes y extensamente estudiadas. Anticuerpos dirigidos contra
LTA dan como resultado un bloqueo en la adhesion, al igual que la adicion de LTA a los cultivos, que
genera una saturacion de su receptor (fibronectina), obteniendo como resultado la inhibicion del
fendmeno. Para poder actuar como adhesina, el LTA debe formar un complejo con la proteina M, lo
que permite su estabilizacion, y orientacion de su porcion lipidica hacia el exterior, estableciendo
interacciones hidrofébicas con sitios de union a acidos grasos presentes en la fibronectina y células
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epiteliales (5, 17, 20). Las proteinas de union a fibronectina permiten que S. pyogenes establezca

contacto con distintos sitios anatémicos, como son el tracto respiratorio y la piel (5, 18).

La proteina M, es uno de los principales factores de virulencia que posee S. pyogenes. Es
codificada por el gen emm, y el estudio del mismo, mediantes técnicas de secuenciacién y
clonamiento, han permitido entender en detalle su estructura y las funciones esenciales que cumple
esta proteina (5). Es una macromolécula fibrilar, compuesta por dos cadenas polipeptidicas de
configuracion a-helicoidal, formadas (desde el extremo N-terminal) por un péptido sefial conservado,
seguido por cuatro bloques de repeticiones (designados con las letras A, B, C y D), y una regi6n de

anclaje a membrana (altamente conservada) presente en el extremo C-terminal (17, 20).
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Figura 1: Modelo estructural propuesto para la proteina M6 de S.pyogenes. La doble cadena alfa-helicoidal se
encuentra anclada a la membrana plasmaética a través de su extremo C-terminal, y se extiende 50 nm sobre la pared
bacteriana, donde se pueden distinguir las regiones de repeticion D, C, B y A. En su extremo N-terminal, la proteina
finaliza una region no-helicoidal que constituye el péptido sefial (17, 21).
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Si se toma como modelo estructural la proteina M6 de S. pyogenes (Figura N° 1), se puede
observar que la porciéon N-terminal se proyecta hacia el medio extracelular (17). Las regiones A, B, C
y D se diferencian entre si por su tamafio y secuencia aminoacidica. La regiéon A se encuentra
formada por 5 repeticiones de 14 aminoacidos, dentro de la cual las 3 repeticiones centrales son
idénticas, y las de los extremos divergen levemente respecto al consenso establecido por las
repeticiones centrales. La secuencia de la region A es hipervariable y la secuenciacion de la misma
permite la genotipificacién de las cepas respecto al tipo emm. Si bien no existe un consenso con
respecto al numero de variantes existentes, algunos estudios indican que podrian existir entre 180 y
250 tipos emm distintos (20, 22, 23). La region B se compone de 4 repeticiones de 25 residuos, que
se disponen de igual manera que la region A. La region C se constituye por 2.5 repeticiones de 42
aminoacidos, que no son similares entre si; y la region D se encuentra formada por 4 repeticiones de
7 residuos, que muestran cierta homologia entre su secuencia (20, 24). Estos segmentos de
repeticion conforman la region central y helicoidal de la proteina M, mientras que en el extremo C-
terminal de la proteina (especificamente dentro de la membrana y pared celular) se encuentra la
region que contiene el dominio de anclaje a membrana (24). Aunque la proteina M no interviene en
la adhesién inicial de S. pyogenes a las células epiteliales de la orofaringe (17), es crucial al
momento de tomar contacto con la piel. De acuerdo a lo publicado por Wang & cols (25), la proteina
M permite que el patdgeno establezca contacto con células HEp-2 en cultivos celulares, a través de
su sitio de uniéon que se encuentra presente en la mitad del extremo N-terminal de la molécula.
Ademas, se adhiere a los queratinocitos presentes en la piel, uniendo especificamente la regién de

repeticion C al receptor CD46 (proteina regulatoria del complemento) (26).

S.pyogenes no es considerado generalmente como un patogeno intracelular, pero los
experimentos realizados durante los Ultimos afios han demostrado que el microorganismo es capaz
de invadir y persistir dentro de las células epiteliales (17, 27), con una capacidad igual o mayor que
algunos patogenos intracelulares clasicos, como Listeria y Salmonella spp (28). Al igual que en el
proceso de adhesion, multiples mecanismos se encuentran involucrados en el proceso de
internalizacion del patogeno en la célula (17). Las proteinas de unién a fibronectina (Sfbl) y aquellas
que poseen una alta afinidad por la fibronectina (proteina M), pueden utilizar las proteinas de la
matriz extracelular como puentes para unirse a las integrinas a5f1 presentes en la superficie de las
celulas del hospedero. Estas interacciones activan vias de sefializacion celular que conducen a una

reorganizacion del citoesqueleto, formando complejos focales que permiten la entrada de las
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bacterias invasoras (5, 18). Otro grupo de proteinas que contribuyen con este proceso, son las
proteinas de unidén a plasminégeno. El plasminégeno unido a la superficie toma contacto con
integrinas a1B1y a1p5, promoviendo la internalizacién por una via similar a la mediada por la unién
a fibronectina (18). Por otro lado, el plasminégeno es convertido en plasmina por accién de la
estreptoquinasa, activando metaloproteasas o colagenasas en la matriz extracelular, que son
cruciales en el proceso de diseminacion (18, 29). Ademas, S. pyogenes se encuentra cubierto por
una capsula de &cido hialurénico, la cual se une al receptor CD44 (glicoproteina de unién a acido
hialurénico) presente en las células epiteliales humanas (5, 17). Esta interaccién induce
reordenamientos en el citoesqueleto que alteran la integridad de las uniones intercelulares,
permitiendo el ingreso de este microorganismo a través del epitelio (17). La cantidad de capsula
producida por la bacteria varia entre distintos aislados, asociandose a una mayor letalidad aquellas
cepas altamente mucosas, mientras que las cepas acapsulares reducen de manera drastica su

virulencia y capacidad de colonizacion (5).

19



S. pyogenes y sus interacciones con el sistema inmune

Como se indicd anteriormente, S. pyogenes posee multiples factores de virulencia que le
confieren proteccion y resistencia frente a distintos componentes de la inmunidad innata (Figura N°
2) (18, 30). Las células fagociticas (neutrdfilos y macrofagos) representan un elemento critico en la
respuesta contra este patdégeno, y su eficacia depende de funciones especializadas como son la
migracion celular dirigida, captaciéon bacteriana, y la produccién de moléculas efectoras con

capacidad bactericida (30).

Los leucocitos circulantes responden a sefiales quimiotacticas para dejar los vasos
sanguineos y migrar hacia el sitio de infeccion. Mientras estos quimioatrayentes incluyen productos
provenientes de la pared celular bacteriana, los estimulos mas fuertes y especificos derivan de las
células del hospedero (30). Las peptidasas SpyCEP y ScpA de S. pyogenes degradan dos de las
moléculas atrayentes mas poderosas, la interleuquina-8 (IL-8) y la anafilotoxina Cba
respectivamente. Esto inhibe el reclutamiento de neutréfilos y permite la supervivencia del
microrganismo al impedir la fagocitosis en el sitio de infeccion (18, 30). Ademas de su capacidad
fagocitica, los neutréfilos pueden capturar y matar microorganismos eficientemente en el espacio
extracelular mediante la secrecion de una matriz compuesta por DNA, histonas, granulos con
proteasas (como elastasa y mieloperoxidasa), y péptidos antimicrobianos, conocida como "trampas
extracelulares de neutrdfilos" (NETSs). Este microorganismo escapa de estas trampas por la accion
de una DNasa llamada estreptodornasa D o Sda1, que degrada las estructuras formadas por la
cromatina (18, 29, 30). La expresidn de la proteina M y la capsula de acido hialurénico aumentan la
supervivencia de S. pyogenes dentro de las trampas al aumentar la resistencia contra los péptidos

antimicrobianos (18, 29).

El sistema del complemento es uno de los principales mecanismos efectores de la
inmunidad innata y humoral. Al ser un sistema capaz de auto-amplificarse de manera eficiente, el
potencial dafio celular hacia el hospedero es mitigado mediante proteinas inhibidoras que regulan su
actividad, dentro de las cuales se encuentran la proteina de unién a C4b (C4BP), factor H (FH) y su
variante FHL-1 (factor H-like protein1). La proteina M impide el ensamblaje de C3 convertasa en la
superficie bacteriana mediante la unién de C4BP a su regién hipervariable, y mediante la unién de

FH/ FHL-1 a su region de repeticion C y/o regién hipervariable. De esta manera, S. pyogenes puede
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evadir la fagocitosis al impedir la opsonizacién y activacién de la via clasica y alternativa del
complemento. El inhibidor estreptococico del complemento (SIC) contribuye en la resistencia a la
fagocitosis al prevenir la formacion del complejo de ataque a membrana, mediante la union e

inhibicion del complejo C5b67 del complemento (18, 30).
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Figura 2: Factores de virulencia expresados por S. pyogenes y mecanismos mediante los cuales frustran la
respuesta inmune innata del hospedero (18).

Una segunda forma efectiva de evitar la opsonizacién y posterior fagocitosis, es frustrar la
funcion efectora de los anticuerpos mediante diversos mecanismos, como son el mimetismo
molecular, proteinas de uniéon a inmunoglobulinas, y enzimas que degradan estas moléculas. La
capsula que posee S. pyogenes, se encuentra compuesta por un homopolimero de acido hialurénico
idéntico al encontrado en la matriz extracelular del hospedero. Este mimetismo eficaz, le proporciona
a la bacteria una capa protectora que evita su reconocimiento como antigeno extrafio (30). Ademas,
la capsula funciona como una barrera fisica que restringe el acceso de los fagocitos a las proteinas
opsonizantes del complemento unidas en la superficie bacteriana (5, 30). Las proteinas Sfbl,
proteina My SibA cambian la orientacién de los anticuerpos sobre la superficie bacteriana al unir su
region Fc, adoptando de esta manera una disposicion no opsonizante "hacia atras" que evita el

reconocimiento y activacion de las células fagociticas a través de sus receptores Fc. Otra via por la
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cual se puede inhibir este fendmeno, es a través de enzimas que degradan IgG, dentro de las cuales
se encuentran SpeB, EndoS, Mac-1/IdeS, y Mac-2 (18, 30).
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Figura 3: Modelo esquematico de la proteina M en el cual se indica la region reconocida por los anticuerpos
opsonizantes (31).

Si bien S. pyogenes posee un comportamiento antifagocitico, el sistema inmune se
sobrepone a este efecto en presencia de anticuerpos opsonizantes especificos contra la region N-
terminal de la proteina M (Figura N° 3). Aunque durante la primera etapa de respuesta inmune se
generan anticuerpos contra otras regiones de la proteina M, estos son no-opsonizantes y no
confieren proteccién ante el patégeno. Por el contrario, una vez que el hospedero es expuesto a
epitopos presentes en el extremo amino-terminal de la proteina M, se genera una respuesta primaria
y la inmunidad a largo plazo es adquirida para el serotipo infectante en una etapa tardia en la

infeccion, donde se producen anticuerpos (IgG e IgA) protectores contra este patogeno (5).

Para dilucidar el mecanismo mediante el cual estos anticuerpos inducen la fagocitosis de S.
pyogenes, Nilsson & cols (31) utilizaron muestras de suero inmune en conjunto con un panel de
anticuerpos monoclonales que bloguean la funcién de receptores Fc y del complemento presentes
en los fagocitos. Los resultados indicaron que a pesar del bloqueo de los receptores Fc CD32, CD16
y CD89 (FcR IgA), S. pyogenes no pudo crecer en muestras de suero inmune, mientras que el
bloqueo de CD11b/CD18 (principal receptor de C3b) si permiti6 el desarrollo del patogeno. Se debe
tomar en cuenta que la inmunoglobulina A no fija complemento, y solo induce la fagocitosis mediante
la activacion de receptores Fc (CD89). Esto indica que la principal funcién de la inmunoglobulina G
es activar la via clasica y alternativa del complemento, ya sea al permitir la deposiciéon de C3b sobre
ellos mismos (actuando como opsoninas), asi como permitir la deposicién sobre la superficie

bacteriana (Figura N° 4).
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Figura 4: Reconocimiento inmune de S. pyogenes. Los anticuerpos tipo especificos generados contra la proteina M
reconocen el microorganismo e inducen la fagocitosis, ya sea al permitir la deposicion de moléculas del complemento o
por activacion mediante receptores Fc (5).

La inmunoglobulina A, cumple su rol protector al bloquear la adherencia de la bacteria en las
superficies mucosas. De esta manera se previene la unién de S. pyogenes a las células epiteliales
de la cavidad orofaringea (Figura N° 5). Aunque la IgG no disminuye la adherencia, si bloquea el
proceso de invasion e internalizacion de los microorganismos. Es asi como la inmunidad protectora
puede prevenir los fendmenos de adhesion, colonizacion, invasion e internalizacion desarrollados

por S. pyogenes en el hospedero (5).

Si bien los mecanismos descritos anteriormente ayudan a comprender como el sistema
inmune del hospedero responde ante la infeccion estreptococica, la respuesta inmunoldgica contra
S. pyogenes no ha sido descrita por completo. Esta falta de entendimiento puede tener
consecuencias clinicas inmediatas, asi como repercusiones en la comprension de los posibles
mecanismos patogénicos (32). Esto se debe principalmente, a que los modelos de experimentacion

utilizados tienen dificultad para adaptarse a este patdgeno por ser exclusivo del ser humano. A pesar

de esto, los modelos murinos han permitido estudiar adecuadamente distintos aspectos de la
infeccion, e interaccion de la bacteria con su hospedero (33). Una gran ventaja, es que estos
modelos de estudio han sido manipulados y modificados genéticamente, lo que permite simular las
distintas presentaciones clinicas de las infecciones en los seres humanos (34).
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Figura 5: Adhesion estreptocécica e inhibicion del fendomeno de adhesion en mucosa por anticuerpos
especificos contra S. pyogenes (5).

Estudios epidemioldgicos muestran que una misma cepa de S. pyogenes puede ser aislada
de diferentes pacientes que presentan infecciones de diversa gravedad. Esto sugiere que existen
factores propios del hospedero que determinan el curso y severidad de la enfermedad. Dentro de los
mas conocidos se encuentran la edad (35) y el estado inmunoldgico (36, 37), pero en los ultimos
afios se ha hecho evidente que el componente genético intrinseco de cada hospedero podria

contribuir en la susceptibilidad frente a este patégeno (27).

Para investigar la influencia que tiene el componente genético, en un estudio realizado por
Medina & cols (38) se inocularon distintas cepas de ratones (BALB/c, DBA/2, CBA/J, y C3H/HeN)
con S. pyogenes y se analizé el curso de la infeccidn. De acuerdo a los tiempos de supervivencia,
las cepas CBA/J y C3H/HeN fueron las més susceptibles, ya que murieron en promedio a los 3 dias,
mientras que DBA/2 y BALB/c mostraron una supervivencia de un 80% y 100% respectivamente,
durante un periodo aproximado de 15 dias. En el periodo determinado entre las 2 y 5 horas
posteriores a la inoculacién, se tomaron muestras de pulmén, que posteriormente fueron sembradas
para determinar el crecimiento bacteriano. Los resultados indicaron, que los ratones BALB/c tuvieron
una mayor capacidad para controlar el desarrollo bacteriano, antes de las 5 horas, mientras que los
ratones C3H/HeN no fueron capaces de controlar este crecimiento, resultando en una progresiva

multiplicacion bacteriana y la muerte. La mayor resistencia a la infeccion por parte de los ratones
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BALBIc, y la evidente susceptibilidad de la cepa C3H/HeN, indicaria que el control de la enfermedad

se encuentra genéticamente determinado.

Posteriormente, Goldmann & cols (39) utilizaron modelos murinos (BALB/c y C3H/HeN),
para caracterizar los mecanismos moleculares esenciales involucrados en la susceptibilidad a la
infeccion por S. pyogenes. Los resultados mostraron, que ambos tipos de raton poseen la capacidad
de reclutar neutréfilos durante la infeccion, pero dado el mayor control por parte de la cepa BALB/c,
el valor para este fue de un 3,4%, y para C3H/HeN fue de un 14%. Por otra parte, se evalu6 la
produccion de citocinas inflamatorias TNF-a, IFN-y, y IL-1a, debido a que la deficiencia o exceso en
su produccién podria contribuir a la susceptibilidad a la infeccién. Los valores de IFN-y y IL-1a fueron
significativamente mas altos en C3H/HeN que en BALB/c, mientras que los valores de TNF-a no
aumentaron en respuesta a la infeccion. Estos aumentos en los niveles de citoquinas en la cepa

C3H/HeN, serian los responsables de la destruccion de tejidos, falla organica y muerte.

La interaccion entre S. pyogenes y el hospedero es compleja, por lo que para entender de
manera adecuada la patogénesis, se requiere la identificaciéon y caracterizacion de los genes del
huésped que regulan la respuesta inmune. En relacion con esto, los estudios a futuro apuntan a
utilizar herramientas de gendmica comparativa, microarreglos, mutagenesis en ratones, y la

identificacién de cascadas de sefalizacion (34).
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Desarrollo de una vacuna contra S. pyogenes

Dado que no existen programas de prevencion y tratamiento que se ejecuten efectivamente
para controlar las infecciones por S. pyogenes, varios investigadores se encuentran trabajando
actualmente en el desarrollo de una vacuna para poder combatir y reducir las altas tasas de

morbilidad y mortalidad producidas por esta bacteria (9, 40).

Anualmente en Estados Unidos, se calcula que los costos asociados al total de casos de
faringitis en la poblacion pediatrica varian entre 224 y 539 millones de ddlares (41, 42). Los expertos
dicen, que si una vacuna tuviera eficacia intermedia, se ahorrarian anualmente con este programa
de vacunacién alrededor de 185 millones de ddlares. Este valor fue calculado con informacion de
1998, por lo que hoy se estaria hablando de un monto mayor (43), y que podria ser mas elevado aun
si consideraramos el 100% de infecciones producidas por S. pyogenes. Si esto se lleva a los paises
menos desarrollados, los costos se elevarian de manera considerable. De acuerdo a la informacion
descrita anteriormente, el numero de casos es mucho mayor en estos paises y principalmente, en
las enfermedades invasoras y no supurativas, donde se encuentra el mayor nimero de muertes (9).
Por esto, el objetivo de desarrollar una vacuna es reducir las cifras en este grupo de enfermedades
(40).

La vacuna ideal debe ser segura, eficaz, practica y econdémica (40). Ademas, el disefio debe
considerar un epitopo que se encuentre presente entre todas las cepas de S. pyogenes, que sea
altamente inmunogénico, y que confiera memoria inmunolégica en ausencia de reaccion cruzada
con los tejidos del hospedero (44). Los posibles candidatos para desarrollar una vacuna contra S.
pyogenes derivan de sus multiples factores de virulencia, dentro de los cuales se encuentran la
proteina M, C5a peptidasa, Spe B, Sfbl y el carbohidrato especifico de Grupo A (40). Dado que la
proteina M es el Unico factor de virulencia ante el cual se generan anticuerpos opsonizantes capaces
de proteger ante la enfermedad, es considerado como el mayor candidato para este proposito. La
desventaja es que como los anticuerpos reconocen la regién hipervariable, la inmunidad adquirida es
especifica para cada proteina M infectante, por lo que no funcionaria contra todos los tipos M de S.
pyogenes, y ademas algunas regiones de su proteina pueden provocar secuelas autoinmunes. Es
por esto que la region conservada de repeticion C de la proteina M podria ser otro candidato que

eliminaria estas problematicas (40). Lamentablemente, los anticuerpos generados contra esta region
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son no-opsonizantes y no protegen eficazmente ante una nueva infeccion en el hospedero humano
(5). Estudios realizados con modelos animales, muestran que vacunas generadas a partir de C5a
peptidasa (45, 46), Sfbl (47), y la regién C de la proteina M (48-50) generan anticuerpos protectores
contra S. pyogenes, pero sus eficacias son cuestionadas ante la falta de evidencia que avale esto en

humanos (44).

A pesar de que la proteina M podria generar algunas complicaciones al ser utilizada como
modelo para el desarrollo de una vacuna, si se toman algunas consideraciones, esta region aun
sigue siendo el candidato preferido para este propdsito. Para esto es necesario analizar la estructura
de la proteina M, y conocer la prevalencia de los distintos tipos de proteina M en la regién donde se
pretende utilizar la vacuna. Como se detallé anteriormente la proteina M posee 4 bloques de
repeticiones, conocidos como A, B, C y D. El tipo especifico de proteina M es determinado por
epitopos ubicados en los primeros 40 a 50 aminoacidos del extremo N-terminal de la region A. Estos
epitopos son los responsables en la generacién de anticuerpos con capacidad bactericida
(protectores), y rara vez generan anticuerpos que pudieran tener reaccién cruzada con el hospedero
(51). Por el contrario, la region B tiene una alta similitud estructural con algunas proteinas humanas
como la miosina y tropomiosina, por lo que es descartada como blanco para una vacuna, ya que los
pacientes podrian cursar con secuelas autoinmunes (5). No obstante, la region de repeticion C debe
ser utilizada con el mismo cuidado que las regiones A y B, ya que también se han identificado
epitopes que podrian desencadenar algun tipo de respuesta autoinmune en el hospedero (Figura N°
6) (5, 40, 52).

En la actualidad, existe una vacuna 26-valente basada en la region N-terminal de la proteina
M. Esta consta de 4 proteinas de fusion, que contienen 6 o 7 fragmentos en tandem derivados de la
region hipervariable de los 26 tipos de proteina M mas prevalentes en Estados Unidos. En su disefio,
se identificaron los epitopos de interés de cada una de las proteinas M que la constituyen y la
secuencia aminoacidica fue analizada para ver si no existia similitud con proteinas humanas (51).
Esta vacuna ya ha superado las pruebas clinicas de tipo 1 (53) y tipo 2 (54), por lo que es
considerada como segura para seguir realizando experimentos en humanos. Esto indicaria que la
region hipervariable puede ser utilizada tomando esta primera precaucion, pero el modelo expuesto
basado en subunidades proteicas tendria un costo muy elevado de produccién. Debido a que la
vacuna para S. pyogenes buscaria llegar a paises con escasos recursos, se debe buscar una

manera de abaratar los costos, y esto se puede lograr utilizando vacunas recombinantes, basadas
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en un microrganismo que exprese una porcion de una proteina. Dicho microorganismo no debe ser
considerado patdgeno y no debe causar dafio a quien le sera administrada, como se ha realizado
con S. gordoni, un comensal de la cavidad oral (40). En el afio 2012, Wozniak & cols (55)
determinaron cuales son los tipos de proteina M més prevalentes en Chile, resultando ser en orden
decreciente los tipos 12, 1, 4, 28, 22, 6, 75, 2, 77, 9, 11, 94, 3, 78, 87, 48, 73, 81 y 89. Esto
resolveria la segunda problematica relacionada con la variabilidad de la regién amino-terminal, ya
que al igual que en el trabajo descrito con la vacuna 26-valente, se pueden seleccionar las proteinas

mas prevalentes en nuestro pais.
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Figura 6: Esquema de la proteina M donde se representan las distintas regiones que poseen epitopes que
podrian tener reaccion cruzada con proteinas humanas. La regién A se encuentra representada en color verde, la
regién B en color amarillo, y la region C en color azul (52).
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En resumen, en Chile las infecciones por Streptococcus pyogenes siguen siendo un
problema de salud importante, pero al no contar con programas de prevencion eficaces, nace la
necesidad (al igual que en el resto del mundo) de intentar desarrollar una vacuna basada en los tipos
de proteina M mas prevalentes en nuestro pais, que permita contribuir a mejorar la salud de nuestra

poblacion de una manera econdmicamente viable.

Esta Tesis se encuentra dentro del marco del proyecto FONDECYT N° 11110036, que lleva
por nombre “Development of a live bacterial vaccine against Streptococcus pyogenes, the causative
agent of pharyngitis and necrotizing fasciitis among others, based on the most prevalent
streptococcal M types in Chile”. Durante el primer afio del proyecto, se logré expresar de manera
individual en un vector no patdgeno (Lactococcus lactis) péptidos de 30-50 aminoacidos
seleccionados a partir de la region hipervariable de los 6 tipos de proteina M mas prevalentes en la
poblacién Chilena, creando un total de 6 cepas vaccinales denominadas como L. lactis-M12, L.
lactis-M1, L. lactis-M4, L. lactis-M28, L. lactis-M2 y L. lactis-M9. El criterio de seleccion incluy6 un
analisis en el que todas aquellas regiones amino-terminales que tuvieran 5 0 mas aminoacidos en

comun con alguna proteina humana fueron excluidas.

El objetivo principal del presente trabajo, fue evaluar la eficacia protectora de las vacunas L.
lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12 en un modelo de ratones BALB/c. EI modelo de
experimentacion elegido corresponde a esta cepa de ratones, debido su capacidad para sobrevivir a
la infeccién por S. pyogenes. Esto permitira evaluar adecuadamente los distintos parametros que
permitiran evaluar la eficacia de la vacuna, dentro de los que se encuentran anticuerpos,
temperatura, peso, unidades formadoras de colonias y dafio pulmonar (38). La inmunizacion fue
realizada a través de la via intranasal, ya que se ha visto que produce altos niveles de anticuerpos
en suero, pero también en saliva, lo que permitiria bloquear la unién del patdgeno a las células

epiteliales, resultando en una primera linea de defensa contra este patogeno (56).
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Hipétesis

"La inmunizacion intranasal de ratones BALB/c con cepas de Lactococcus lactis que expresan
péptidos inmunogeénicos de la proteina M, producen anticuerpos opsonizantes capaces de proteger a

los ratones frente al posterior desafio con Streptococcus pyogenes”
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Objetivos

Obijetivo general:

X/
L X4

Determinar individualmente la eficacia protectora de la vacunas L. lactis-M4, L. lactis-M9, y

L. lactis-M12 en un modelo de ratones BALB/c.

Obijetivos especificos:

X/
L X4

Determinar la capacidad inmunogénica de la vacuna:

Medicion del titulo de anticuerpos de tipo IgG producidos por el ratdn en muestras de suero.

Evaluar la capacidad protectora de la vacuna:

Medicidn de temperatura corporal post-desafio.

Medicidn de peso corporal post-desafio.

Conteo de unidades formadoras de colonias de S. pyogenes en lavados bucales post-

desafio.

Determinacion de dafio pulmonar mediante analisis histopatoldgico.
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Materiales y Métodos

Este proyecto contd con la aprobacion de la Comision de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, y de la Comision de Etica y Bienestar Animal de la Facultad de Medicina de la

Pontificia Universidad Catolica de Chile.

++ Grupos de experimentacion:

Para probar las vacunas L. lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12, se realizaron experimentos
independientes de inmunizacion y desafio. En cada uno de estos experimentos, se formaron 4
grupos distintos, constituidos cada uno de ellos por 3-4 ratones hembras de 6-8 semanas de edad
correspondientes a la cepa BALB/c. Para poder evaluar distintos efectos relacionados a la vacuna,
cada uno de los grupos fue intervenido de manera distinta antes del desafio, y en base a esto se les
colocod un nombre. El primer grupo llevo el nombre de la vacuna administrada (grupo L. lactis-M4,
grupo L. lactis-M9, grupo L. lactis-M12). El segundo grupo, fue denominado como "grupo sano", ya
que estos ratones no fueron inmunizados y tampoco desafiados. El tercer grupo, fue llamado "L.
lactis-WT", ya que los ratones fueron inmunizados con el vector vacio para descartar el potencial rol
protector de L. lactis por si solo. El cuarto y dltimo grupo, fue denominado como "no inmunizado", ya
que estos ratones fueron inmunizados con PBS y posteriormente desafiados para ver el curso

normal de la infeccion.

Durante todo el periodo de experimentacion, los ratones fueron mantenidos en condiciones
adecuadas de temperatura, y para asegurar una calidad adecuada de aire, se colocaron en jaulas
con filtro dentro de un rack contenedor. De esta manera, evitamos que los ratones se enfermaran
con microorganismos que pudieran circular en el aire de la habitacién. Cuando los ratones fueron
inmunizados, desafiados y sacrificados, estos fueron manipulados dentro de un gabinete de

bioseguridad tipo 2.

Los experimentos realizados para L. lactis-M9 y L. lactis-M12 fueron realizados por duplicado,

mientras que L. lactis-M4 solo se analiz6 por uniplicado.
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++ Protocolo de inmunizacion:

El protocolo de inmunizacién abarcd un periodo de 42 dias. El dia 0, los ratones de los grupos L.
lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12 fueron inmunizados por via intranasal con una suspension de
50 L de PBS que contenia 10° UFC de la vacuna correspondiente. De igual manera, al grupo L.
lactis-WT se le administrd una suspension que contenia 10° UFC de L. /actis, y al grupo no
inmunizado se le inoculd 50 uL de PBS esteéril. 14 y 28 dias después de esta primera inmunizacion,
los distintos grupos recibieron inmunizaciones de refuerzo con las mismas dosis anteriormente
descritas. Antes de cada una de las inmunizaciones, los ratones fueron anestesiados mediante la
inyeccion de 100 pL de una solucién de ketamina + xilacina (Solucion Stock Ketamil (Agrovet) 10%;
Xilacina (Centrovet) 2%), calculada segun el peso corporal de los ratones (0,004 mg/g de peso de
xilacina y 0,08 mg/g de peso de ketamina). Esto debido a que si los ratones se encontraban
conscientes, la vacuna podria haber sido deglutida, por lo que la mezcla ketamina + xilacina posee la
capacidad de inhibir el reflejo de deglucion en los ratones, asegurando su entrada exclusiva por la

via respiratoria.

Para evaluar la capacidad inmunogénica de la vacuna, 14 dias después de cada una de las
inmunizaciones (dia 14, 28 y 42) los ratones fueron anestesiados con isoflurano [Furano (Baxter)]
para la obtencién de muestras de sangre a partir de una vena facial superficial. La sangre
recolectada fue incubada durante 1 hora a 37 °C, y posteriormente centrifugada durante 5 minutos a
5000 rpm. El suero fue transferido a un tubo limpio y se almacend a 4 °C hasta su uso. Para medir el
titulo de anticuerpos IgG anti-M4, anti-M9 y anti-M12 especificos, se utiliz la técnica de ELISA. Para
esto se sintetizaron péptidos (Peptide 2,0, Inc, Chantilly, VA) con la misma secuencia aminoacidica
de la region hipervariable que expresaban las cepas L. lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12 (Tabla
N°1).

- Tabla N° 1: Péptidos utilizados para ELISA.

Tipo de Secuencia aminoacidica Tamaiio
proteina M

Ala-Glu-lle-Lys-Lys-Pro-Gin-Ala-Asp-Ser-Ala-Trp-Asn-Trp-Pro-Lys-Glu-Tyr-Asn-Ala-Leu-Leu-Lys-Glu-
Asn-Glu-Glu-Leu-Lys-Val-Glu-Arg-Glu-Lys-Tyr-Leu-Ser-Tyr-Ala-Asp-Asp-Lys-Glu-Lys-Asp-Pro-Gin-
Tyr-Arg-Ala

M9 Glu-Gly-Val-Lys-Lys-Ala-Glu-Glu-Ala-Lys-Leu-Ser-Val-Pro-Lys-Thr-Glu-Tyr-Asp-Lys-Leu-Tyr-Asp-Asp- 46
Tyr-Asp-Lys-Leu-GIn-Glu-Lys-Ser-Ala-Glu-Tyr-Leu-Glu-Arg-lle-Gly-Glu-Leu-Glu-Glu-Arg-Gin

M12 Asp-His-Ser-Asp-Leu-Val-Ala-Glu-Lys-GIn-Arg-Leu-Glu-Asp-Leu-Gly-Gin-Lys-Phe-Glu-Arg-Leu-Lys- 49
Gin-Arg-Ser-Glu-Leu-Tyr-Leu-GIn-GIn-Tyr-Tyr-Asp-Asn-Lys-Ser-Asn-Gly-Tyr-Lys-Gly-Asp-Trp-Tyr-Val-
GIn-GIn
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Las placas de ELISA (greiner bio-one, MICROLON HIGH BINDING) fueron sensibilizadas con 5
ng/uL del péptido sintético especifico para al anticuerpo que se estaba analizando. Para esto, el
péptido fue mezclado con buffer carbonato de sodio-bicarbonato 0,1M pH 9,6, y se agregaron 100 uL
en cada pocillo, para posteriormente ser incubados durante toda la noche a temperatura ambiente.
El exceso de péptido fue removido, y los pocillos fueron lavados 5 veces con PBS-Tween 0,05%.
Para eliminar sefiales inespecificas, los pocillos fueron bloqueados con PBS-BSA 2% e incubados
durante 1 hora a 37 °C. A continuacion, los pocillos fueron lavados 3 veces con PBS, encontrandose
listos para ser utilizados. El suero para ser utilizado, fue diluido inicialmente 1/100 y a partir de esta
se realizaron diluciones seriadas de 1:2. Se cargaron en los pocillos 100 uL de cada una de las
diluciones realizadas, y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Los pocillos fueron lavados 3 veces
con PBS-Tween 0,05%, y se agregaron 100 pL del conjugado (anti-IgG de ratdén conjugado con
peroxidasa de rabano picante; Abcam) incubandose por 1 hora a 37 °C. Los pocillos fueron lavados
3 veces con PBS-Tween 0,05%, y se agregaron 100 L del substrato (Tetramethylbenzidine; Thermo
Scientific), incubandose por 6 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Una vez transcurrido el
tiempo, se agregaron 100 L de la solucién de detencion (H2SO4 2 M) y las placas fueron leidas. El
titulo fue expresado como el reciproco de la dilucion mas alta en la cual fue positivo el ensayo,

considerandose como tal todas aquellas lecturas con absorbancias de = 0,1 a 450 nm (57).

«» Protocolo de desafio:

14 dias después del segundo refuerzo inmunoldgico (dia 42), los grupos de experimentacion fueron
desafiados por via intranasal con una cepa de S. pyogenes que expresaba la proteina M para la cual
fueron vacunados. Los ratones fueron infectados con una dosis de 2 x 108 UFC de S. pyogenes, que
fue administrada en 50 uL de PBS. Al igual que en la inmunizacién, antes de la inoculacion los
ratones fueron anestesiados con ketamina + xilacina. Una vez realizado el desafio, se midi6 la
temperatura y peso corporal, en conjunto con lavados bucales con la finalidad de evaluar la
capacidad protectora de la vacuna. La temperatura corporal fue medida a las 18 horas post-desafio
con ayuda de un termémetro infrarrojo. El peso corporal, fue medido diariamente en una balanza
hasta llegar al sexto dia post-desafio. Lo valores de peso y temperatura fueron medidos en triplicado

para disminuir el porcentaje de error de la medicion. Una vez transcurridas 24, 48 y 72 horas
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posteriores al desafio, los ratones fueron anestesiados con ketamina + xilacina y se realizaron
lavados bucales con 50 pL de PBS estéril, con la finalidad de contar las unidades formadoras de
colonias (UFC) de S. pyogenes. Una vez realizados los lavados bucales, estos fueron sembrados en
placas de agar sangre de cordero al 5% (bioMérieux), las que posteriormente fueron incubadas
durante 18-24 horas en una estufa con atmosfera de 2% de CO>. Las colonias con morfologia
sospechosa fueron identificadas utilizando la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF
(Bruker). Transcurridos los 6 dias post-desafio, los ratones fueron sacrificados mediante la inyeccion
de una dosis letal de ketamina+ xilacina (100-200 uL de una mezcla de 500 pL de ketamina 10% +
125 pL de xilacina 2%). Una vez realizado este procedimiento, se removieron los pulmones de los
ratones y se fijaron en formalina para la posterior preparacion de cortes histoldgicos embebidos en
parafina. Estos cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina, y fueron montados con una resina
hidréfoba. Posteriormente, estos fueron observados y fotografiados (software Infinity Capture,
Version 6.4.0) en una zona que fuera representativa de la muestra. El analisis de estas fotografias
fue realizado de manera independiente por 3-4 observadores distintos, los que asignaron puntajes
ciegamente en base a los siguientes criterios: 0: sin infiltracion celular; 1: infiltracion celular minima;

2: infiltracion celular leve; 3: infiltracion celular moderada; y 4: infiltracidn celular severa (58).

«» Analisis estadisticos:

Los analisis estadisticos fueron realizados mediante analisis de varianza de 1 via (One-way ANOVA)
utilizando el software GraphPad Prism, Versidn 6.01. Los graficos de titulos de anticuerpos, pesos,
temperaturas, unidades formadoras de colonias y dafio pulmonar también fueron creados utilizando

este programa.
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Resultados

1. Titulo de anticuerpos IgG generados por la inmunizacion:

Mediante ELISA, se midi6 la cantidad de anticuerpos anti-M4, anti-M9 y anti-M12 especificos en
muestras de suero obtenidas 14 dias después la primera inmunizacion y 14 dias después de cada

uno de los refuerzos.

Los resultados de los titulos de anticuerpos anti-M4 y anti-M12 no fueron incluidos, lo cual sera

discutido posteriormente.

1.1 Titulo de anticuerpos anti-M9 especificos en suero de ratones inmunizados con L.
lactis-M9, L. lactis-WT y ratones no inmunizados:

El titulo de anticuerpos anti-M9 obtenido 14 dias después de la primera inmunizaciéon no mostrd
diferencia significativa entre los grupos inmunizados con las cepas L. lactis-M9, L. lactis-WT, y los
ratones no inmunizados (P = 0,08). El titulo de anticuerpos obtenido 14 dias después del primer
refuerzo, fue significativo en el grupo L. lactis-M9 al compararlo con el grupo no inmunizado (P =
0,0295), pero no asi con el grupo L. lactis-WT (P = 0,0672). El titulo obtenido 14 dias después del
segundo refuerzo, fue estadisticamente significativo para el grupo L. lactis-M9 al compararlo el grupo
L. lactis-WT (P = 0,0391) y el grupo no inmunizado (P = 0,0299) respectivamente. Esto indica que la
vacuna L. lactis-M9 posee una buena capacidad inmunogénica, ya que genera anticuerpos

especificos contra la proteina M9 después del segundo refuerzo inmunoldgico (Figura N° 7).
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Figura 7: Titulo de anticuerpos anti-M9 medidos en suero proveniente de ratones inmunizados con L. lactis-M9, L
Jactis-WT y no inmunizados. Cada barra representa el promedio (+ la desviacion estandar) del titulo de anticuerpos en
el suero de ratones provenientes de cada grupo, 14 dias después de la primera inmunizacién y 14 dias después del
primer y segundo refuerzo respectivamente. *, P = 0,0299: comparacién mediante ANOVA de una via de los valores
obtenidos después del segundo refuerzo inmunoldgico entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M9 vy los
grupos de ratones no inmunizados y ratones inmunizados con L. lactis-WT.

2. Temperaturay peso corporal de los ratones desafiados con S. pyogenes:

Una vez que los ratones fueron desafiados con la cepa de S. pyogenes que expresaba la proteina
para la cual fueron vacunados, se midi6 la temperatura y peso corporal, ya que en conjunto permiten
evaluar la infeccion y ver si existe un rol protector asociado a la vacuna. Debido a que la temperatura
es un parametro que se restablece rapidamente, la misma fue medida a las 18 horas post-desafio.
Por el contrario, el peso al ser un parametro que vuelve a la normalidad con lentitud, fue medido
durante los 6 dias posteriores al desafio. También se midi6 la temperatura y peso antes del desafio
(dia 0) para asegurar que las variaciones fueran efecto de la intervencién y no por alguna condicion

pre-existente. Debido a que el peso de los ratones es distinto entre todos ellos (a diferencia de la
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temperatura), el peso post-desafio fue expresado como porcentaje con respecto al dia 0, ya que en
este dia ellos tienen el 100% de su peso, y en el caso que desarrollen infeccién por S. pyogenes se
evidenciara una caida en ese parametro, y en la temperatura. De no ser asi, los ratones sanos

deberian mantener o aumentar su peso corporal, y no deberian existir descensos en la temperatura
(59).

2.1 Temperatura corporal en ratones inmunizados con L. Jactis-M4:

Los analisis estadisticos indicaron que a las 18 horas post-desafio se obtuvieron diferencias
significativas en la temperatura de los distintos grupos (P = < 0,0001). Al detallar las comparaciones
multiples, se observo que el grupo L. lactis-M4 no presento diferencia significativa con el grupo sano
(P = 0,4967), pero si con el grupo L. lactis-WT (P = 0,0001) y no inmunizado (P = < 0,0001). Los
valores obtenidos del dia 0 no fueron significativos entre los distintos grupos (P = 0,6243), indicando

que los cambios observados a las 18 horas fueron producto del desafio intranasal con S. pyogenes
(Figura N° 8).
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Figura 8: Temperatura corporal medida a las 18 horas post-desafio (L./actis-M4). Cada barra representa el
promedio (% la desviacién estandar) de la temperatura medida en los distintos grupos. A) Temperatura de los distintos
grupos en el dia 0. NS (No significativo): comparaciéon mediante ANOVA de una via entre los valores provenientes de los
distintos grupos. B) Temperatura de los distintos grupos a las 18 horas post-desafio. ****, P = < 0,0001: comparacion
mediante ANOVA de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M4 y el grupo de
ratones no inmunizados.
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2.2 Temperatura corporal en ratones inmunizados con L. lactis-M9:

Se obtuvieron diferencias significativas en la temperatura de los distintos grupos a las 18 horas post-
desafio (P =0,0001). El grupo L. lactis-M9 no presento diferencia significativa con el grupo sano (P =
> 0,9999), pero si con el grupo L. lactis-WT (P = < 0,0001) y no inmunizado (P = < 0,0001). Los
valores obtenidos del dia 0 no fueron significativos entre los distintos grupos (P = 0,6243), indicando

que los cambios observados a las 18 horas fueron producto del desafio intranasal con S. pyogenes
(FiguraN°9).
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Figura 9: Temperatura corporal medida a las 18 horas post-desafio (L./actis-M9). Cada barra representa el
promedio (% la desviacién estandar) de la temperatura medida en los distintos grupos. A) Temperatura de los distintos
grupos en el dia 0. NS (No significativo): comparacion mediante ANOVA de una via entre los valores provenientes de los
distintos grupos. B) Temperatura de los distintos grupos a las 18 horas post-desafio. ****, P = < 0,0001: comparacion
mediante ANOVA de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M9 y el grupo de
ratones no inmunizados.

2.3 Temperatura corporal en ratones inmunizados con L. lactis-M12:

El promedio de temperatura medido a las 18 horas post-desafio mostr6 diferencias significativas en
los distintos grupos (P = 0,0001). EI grupo L. lactis-M12 no presenté diferencia significativa con el
grupo sano (P = > 0,9999), pero si con el grupo no inmunizado (P = 0,0003). El grupo L. lactis-M12

no presentd diferencia con el grupo L. lactis-WT (P = 0,5033), y este ultimo tampoco present6
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diferencias al ser comparado con el grupo sano (P = 0,0710). Al igual que el grupo L. lactis-M12, el
grupo L. lactis-WT mostré diferencias con el grupo no inmunizado (P = 0,0110). Los valores
obtenidos del dia 0 no fueron significativos entre los distintos grupos (P = 0,6243), indicando que los

cambios observados a las 18 horas fueron producto del desafio intranasal con S. pyogenes (Figura
N°10).
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Figura 10: Temperatura corporal medida a las 18 horas post-desafio (L.lactis-M12). Cada barra representa el
promedio (% la desviacién estandar) de la temperatura medida en los distintos grupos. A) Temperatura de los distintos
grupos en el dia 0. NS (No significativo): comparacion mediante ANOVA de una via entre los valores provenientes de los
distintos grupos. B) Temperatura de los distintos grupos a las 18 horas post-desafio. ***, P = 0,0003: comparacion
mediante ANOVA de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M12 y el grupo de
ratones no inmunizados.

2.4 Peso corporal en ratones inmunizados con L. lactis-M4:

Los pesos obtenidos durante los 6 dias posteriores al desafio indicaron que no existe diferencia
significativa entre el grupo L. lactis-M4 y el grupo sano (P = > 0,9999), y que existe diferencia
significativa entre el grupo L./actis-M4 y el grupo no inmunizado (P = 0,0218). A pesar de que la cepa
L. lactis-WT no expresa la proteina M especifica que lleva la cepa L. lactis-M4, no tuvo diferencias
significativas con el grupo sano (P = 0,0973). Esto pareceria indicar que la cepa L. lactis-WT estaria
cumpliendo un rol protector, pero el valor obtenido al comparar L. lactis-WT con el grupo no

inmunizado, mostré que no hay diferencias significativas entre ellos (P = > 0,9999) (Figura N° 11).
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Figura 11: Peso corporal durante los 6 dias post-desafio (L.lactis-M4). ¥ Grupo Sano, A Grupo L .lJactis-WT, m
Grupo no inmunizado, ® Grupo L. lactis-M4. El dia 0 corresponde al 100% del peso antes del desafio, y desde el dia 1
en adelante corresponde a los pesos post-desafio. *, P = 0,0218: comparaciéon mediante ANOVA de una via del valor
obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M4 y el grupo de ratones no inmunizados.

Si la cepa L. lactis-WT estuviera cumpliendo un rol protector, no debiera existir diferencia alguna con
el grupo sano dentro del periodo post-desafio. Para determinar esto, se analizé dia a dia la variacién
de peso entre los distintos grupos. Este analisis reveld que el grupo L. lactis-M4 se mantuvo sin
diferencias significativas con el grupo sano durante el periodo post-desafio, a diferencia de la cepa L.
lactis-WT, que mostr6 diferencias a las 48 y 72 horas con el grupo sano (P = 0,0012 y P = 0,03
respectivamente). Ademas, la cepa L. lactis-WT no mostré diferencias significativas con el grupo no
inmunizado durante el periodo post-desafio. Los resultados de pesos y temperaturas no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo L. lactis-M4 y el grupo sano en todo el
periodo post-desafio, indicando que la vacuna L. lactis-M4 protege a los ratones inmunizados ante el

desafio intranasal con S. pyogenes (Figura N° 12).
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Figura 12: Peso corporal medido dia a dia una vez realizado el desafio (L./actis-M4). Cada barra representa el
promedio (+ la desviacién estandar) de la temperatura medida en los distintos grupos. A) Peso de los distintos grupos en
el dia 0. NS (No significativo): comparacién mediante ANOVA de una via entre los valores provenientes de los distintos
grupos. B) Peso de los distintos grupos a las 24 horas post-desafio. NS (No significativo): comparacién mediante ANOVA
de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-WT y el grupo de ratones sanos. C)
Peso de los distintos grupos a las 48 horas post-desafio. **, P = 0,0012: comparacion mediante ANOVA de una via del
valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-WT y el grupo de ratones sanos. D) Peso de los
distintos grupos a las 72 horas post-desafio. *, P = 0,03: comparacion mediante ANOVA de una via del valor obtenido
entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-WT y el grupo de ratones sanos.
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2.5 Peso corporal en ratones inmunizados con L. lactis-M9:

La comparacion de los pesos obtenidos durante los 6 dias posteriores al desafio mostré que existe
diferencia significativa entre los distintos grupos analizados (P = 0,0001). No se obtuvieron
diferencias significativas entre el grupo L. lactis-M9 y el grupo sano (P = > 0,9999), pero si al
comparar el grupo L .lactis-M9 con los grupos L. lactis-WT (P = 0,0008) y no inmunizado (P = <
0,0001) (Figura N°13).
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Figura 13: Peso corporal medido durante los 6 dias post-desafio (L.lactis-M9). ¥ Grupo Sano, A Grupo L .lactis-
WT, m Grupo no inmunizado, e Grupo L. lactis-M9. El dia 0 corresponde al 100% del peso antes del desafio, y desde el
dia 1 en adelante corresponde a los pesos post-desafio. ****, P = < 0,0001: comparacién mediante ANOVA de una via
del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M9 y el grupo de ratones no inmunizados.

Los resultados de pesos y temperaturas no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo L. lactis-M9 y el grupo sano en el periodo post-desafio, indicando que la vacuna L.

lactis-M9 protege a los ratones inmunizados ante el desafio intranasal con S. pyogenes.
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2.6 Peso corporal en ratones inmunizados con L. lactis-M12:

Durante los 6 dias posteriores al desafio se pudo observar que existe diferencia significativa entre
los pesos de los distintos grupos analizados (P = 0,0001). No se obtuvieron diferencias significativas
entre el grupo L. lactis-M12 y el grupo sano (P = > 0,9999), pero si al comparar el grupo L ./actis-M12
con los grupos L. factis-WT (P = 0,0357) y no inmunizado (P = < 0,0001) (Figura N° 14).
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Figura 14: Peso corporal medido durante los 6 dias post-desafio (L.lactis-M12). A Grupo Sano, Grupo L ./actis-WT,
m Grupo no inmunizado, e Grupo L. lactis-M12. El dia 0 corresponde al 100% del peso antes del desafio, y desde el dia
1 en adelante corresponde a los pesos post-desafio. ****, P = < 0,0001: comparacion mediante ANOVA de una via del
valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M12 y el grupo de ratones no inmunizados.

Debido a que no existen diferencias significativas entre la cepa L. lactis-WT y la cepa L. lactis-M12
en los analisis de temperatura (18 horas), se podria pensar que confiere proteccion contra el desafio,
pero los analisis de peso no son concordantes con esta hipétesis. Los resultados de pesos y
temperaturas no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo L. lactis-M12 y
el grupo sano en el periodo post-desafio, pero sin entre el grupo L. lactis-M12 y no inmunizado,
indicando que la vacuna L. lactis-M12 protege a los ratones inmunizados ante el desafio intranasal

con S. pyogenes.
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3. Unidades formadoras de colonias (UFC) de S. pyogenes en lavados bucales:

Para determinar el nimero de unidades formadoras de colonias, se observaron las placas en
busqueda de colonias con la morfologia caracteristica desarrollada por S. pyogenes en cultivo, la

cual es de color blanca, con un tamafio de 1 @ 2 mm con grandes zonas de S-hemolisis.

Los resultados de las unidades formadoras de colonias para las vacunas L. lactis-M4 y L. lactis-M12

no fueron incluidos, lo cual sera discutido posteriormente.

3.1 Unidades formadoras de colonias en ratones inmunizados con L. lactis-M9:

Al comparar el numero de UFC obtenido, se pudo determinar que existen diferencias
estadisticamente significativas a las 24 horas post-desafio entre los diferentes grupos de
experimentacion (P = 0,0003). El grupo L. lactis-M9 no presento diferencia significativa con el grupo
sano (P = > 0,9999), pero si con el grupo no inmunizado (P = 0,0005). El grupo L. lactis-M9 no
presentd diferencia con el grupo L. lactis-WT (P = 0,9999), y este ultimo tampoco present6
diferencias al ser comparado con el grupo sano (P = 0,9999). Al igual que el grupo L. lactis-M9, el
grupo L. lactis-WT mostro diferencias con el grupo no inmunizado (P = 0,0007). Los valores de UFC
obtenidas a las 48 horas post-desafio no mostraron diferencias significativas entre los distintos
grupos (P = 0,2722) (Figura N° 15). Los valores de UFC correspondientes a las 72 horas no fueron
analizados, debido a que no se observo desarrollo de colonias sospechosas en ninguno de los

grupos.
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Figura 15: UFC de S. pyogenes en ratones inmunizados con L.Jactis-M9, L. lactis-WT, no inmunizados y sanos.
Cada barra representa el promedio (+ la desviacion estandar) de las UFC contadas desde los lavados bucales de
ratones provenientes de cada grupo a las 24 y 48 horas post-desafio. ****, P = 0,0005: comparacion mediante ANOVA
de una via de los valores obtenidos después de 24 horas post-desafio entre el grupo de ratones no inmunizados y el
grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M9.

4. Daio pulmonar evaluado en ratones desafiados con S. pyogenes:

Para cada grupo experimental, el grado de dafio pulmonar fue evaluado mediante la observacién de
micrografias obtenidas a partir de cortes histolégicos de pulmén. En un corte histolégico normal se
pueden observar un gran numero de alveolos, lo cuales se caracterizan por verse el microscopio
como zonas Opticamente vacias, y por poseer macréfagos residentes en su parénquima. Al
desencadenarse la infeccién, la anatomia normal del alveolo se ve comprometida, por la presencia

de multiples infiltrados de células inmunitarias que migran al sitio de infeccién (60).
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4.1 Daio pulmonar en ratones inmunizados con L. lactis-M4:

Los puntajes asignados indicaron que existen diferencias estadisticamente significativas en el dafio
pulmonar observado entre los distintos grupos (P = 0,0001). El grupo L. lactis-M4 no present6
diferencia significativa con el grupo sano (P = 0,0943), pero si con el grupo L. lactis-WT (P = 0,0398)
y no inmunizado (P = 0,0007) (Figura N° 16). Esto indica que la vacuna L. lactis-M4 posee una
buena capacidad protectora, al prevenir el dafio histopatologico observado en los grupos de ratones

enfermos (Figura N° 17).
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Figura 16: Puntajes de dafio pulmonar en ratones inmunizados con L.lactis-M4. Cada barra representa el promedio
(£ la desviacion estandar) del dafio pulmonar evaluado en los distintos grupos. ***, P = 0,0007: comparacién mediante
ANOVA de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M4 y el grupo de ratones no
inmunizados. 0: sin infiltracion celular; 1: infiltracion celular minima; 2: infiltracion celular leve; 3: infiltracion celular

moderada; y 4: infiltracion celular severa.
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Figura 17: Micrografias de cortes histoldgicos en ratones inmunizados con L.lactis-M4. Los cortes histologicos
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y examinadas con aumento de 100X (A, C, E, G) y 400X (B, D, F, H). Flecha de
color verde: células inmunes propias del parénquima pulmonar. Flecha de color rojo: células inmunes reclutadas
producto de la infeccion. Estrella de color negro: alveolo normal. Estrella de color celeste: alteraciéon de la
arquitectura alveolar. A y B) Grupo Sano. C y D) Grupo L. lactis-M4. E y F) Grupo No inmunizado. G y H) Grupo L. lactis-
WT. En las imagenes A-D se observa la estructura normal de los alveolos. En las imagenes E-H se observa que los
alveolos han perdido su normalidad debido a la gran cantidad de células infiltradas producto de la infeccion causada por
S. pyogenes.
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4.2 Daino pulmonar en ratones inmunizados con L. lactis-M9:

Los puntajes asignados indicaron que existen diferencias estadisticamente significativas en el dafio
pulmonar observado entre los distintos grupos (P = 0,0001). El grupo L. lactis-M9 no presento
diferencia significativa con el grupo sano (P = > 0,9999), pero si con el grupo L. lactis-WT (P =
0,0010) y no inmunizado (P = 0,0001) (Figura N° 18). Esto indica que la vacuna L. lactis-M9 protege
al raton inmunizado del dafio histopatoldgico observado en los grupos de ratones enfermos (Figura
N°19).
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Figura 18: Puntaje de dafio pulmonar en ratones inmunizados con L./actis-M9. Cada barra representa el promedio
(£ la desviacién estandar) del dafio pulmonar evaluado en los distintos grupos. ****, P = < 0,0001: comparacién mediante
ANOVA de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M9 y el grupo de ratones no
inmunizados. 0: sin infiltracion celular; 1: infiltracion celular minima; 2: infiltraciéon celular leve; 3: infiltracion celular
moderada; y 4: infiltracion celular severa.
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Figura 19: Micrografias de cortes histologicos en ratones inmunizados con L./actis-M9. A y B) Grupo Sano, C y D)
Grupo L. lactis-M9, E y F) Grupo No inmunizado, G y H) Grupo L. /actis-WT. Los cortes histolégicos fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y examinadas con aumento de 100X (A, C, E, G) y 400X (B, D, F, H). Flecha de color verde:
células inmunes propias del parénquima pulmonar. Flecha de color rojo: células inmunes reclutadas producto de la
infeccion. Estrella de color negro: alveolo normal. Estrella de color celeste: alteracion de la arquitectura alveolar. A'y
B) Grupo Sano. C y D) Grupo L. /actis-M4. E y F) Grupo No inmunizado. G y H) Grupo L. /actis-WT. En las imagenes A-D
se observa la estructura normal de los alveolos. En las im&genes E-H se observa que los alveolos han perdido su
normalidad debido a la gran cantidad de células infiltradas producto de la infeccién causada por S. pyogenes.
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4.3 Daiio pulmonar en ratones inmunizados con L. lactis-M12:

Los puntajes asignados indicaron que existen diferencias estadisticamente significativas en el dafio
pulmonar observado entre los distintos grupos (P = 0,0001). El grupo L. lactis-M12 no presento
diferencia significativa con el grupo sano (P = 0,9999), pero si con el grupo L. lactis-WT (P = <
0,0001) y no inmunizado (P = < 0,0001) (Figura N° 20). Esto indica que la vacuna L. lactis-M12
protege al ratén inmunizado del dafio histopatoldgico observado en los grupos de ratones enfermos
(Figura N° 21).
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Figura 20: Puntaje de dafo pulmonar en ratones inmunizados con L.lactis-M12. Cada barra representa el promedio
(£ la desviacion estandar) del dafio pulmonar evaluado en los distintos grupos. . ****, P = < 0,0001: comparacion
mediante ANOVA de una via del valor obtenido entre el grupo de ratones inmunizados con L. lactis-M12 y el grupo de
ratones no inmunizados. 0: sin infiltracion celular; 1: infiltracion celular minima; 2: infiltracion celular leve; 3: infiltracién
celular moderada; y 4: infiltracion celular severa.
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Figura 21: Micrografias de cortes histoldgicos en ratones inmunizados con L.lactis-M12. Ay B) Grupo Sano, C y
D) Grupo L. lactis-M12, E y F) Grupo No inmunizado, G y H) Grupo L. lactis-WT. Los cortes histoldgicos fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y examinadas con aumento de 100X (A, C, E, G) y 400X (B, D, F, H). Flecha de color verde:
células inmunes propias del parénquima pulmonar. Flecha de color rojo: células inmunes reclutadas producto de la
infeccion. Estrella de color negro: alveolo normal. Estrella de color celeste: alteracion de la arquitectura alveolar. A'y
B) Grupo Sano. C y D) Grupo L. lactis-M4. E y F) Grupo No inmunizado. G y H) Grupo L. lactis-WT. En las imagenes A-D
se observa la estructura normal de los alveolos. En las im&genes E-H se observa que los alveolos han perdido su
normalidad debido a la gran cantidad de células infiliradas producto de la infeccion causada por S. pyogenes.
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Discusion

Se evalud la eficacia de 3 cepas vaccinales intranasalmente para proteger a ratones BALB/c
ante el desafio contra S. pyogenes. Para esto se determind la capacidad inmunogénica y protectora
de las vacunas L. lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12, mediante el andlisis del titulo de
anticuerpos, medicion de temperatura y peso corporal, conteo de unidades formadoras de colonias

en lavados bucales y determinacion del dafio pulmonar.

El modelo de experimentacion utilizado (ratones BALB/c) permitié evaluar los distintos
parametros indicados en los objetivos de esta tesis debido a su gran capacidad para sobrevivir a la
infeccion por S. pyogenes, ademas de su facil manipulacion para la obtencién de muestras, A pesar
de ser el modelo mas utilizado, existen investigadores que han optado por otros modelos animales,
como son ratas, conejos, y primates no humanos. Estos ultimos al encontrarse mejor relacionados
con los humanos, permiten el desarrollo adecuado de algunas patologias, como la faringitis,
apoyando de esta manera la relevancia clinica del modelo frente a los anteriormente mencionados
(61).

La vacuna L. lactis-M9 fue capaz de generar una respuesta humoral sistémica al ser
administrada por via intranasal. Al igual como ocurre con los modelos de experimentacion, se han
probado otras vias de vacunacion, como es la via intraperitoneal (48), y la via intravenosa (62).
Ademas de las ventajas inmunoldgicas que posee la administracién intranasal (genera inmunidad
sistémica y de mucosas), se agrega una ventaja importante, que corresponde a evitar el dolor
intrinseco generado por las vacunas parenterales. La via intranasal también posee ventajas
técnicas, ya que para su administracion no existe necesidad de utilizar jeringas y contar con personal

especializado, ayudando de esta manera a disminuir los costos asociados (44).

Aunque no se determinaron los niveles de IgA en saliva, en los lavados bucales realizados a
los ratones inmunizados con L. lactis-M9 no se recuperaron UFC de S. pyogenes, lo que podria
indicar que la inmunizacion afecta a los procesos de colonizacion y/o infeccién desencadenados por
S. pyogenes a nivel de mucosa, actuando de esta manera como una primera linea de proteccion (44,
63). Otros estudios realizados en ratones han detectado poca o nula cantidad de IgA, pero a pesar
de esto la proteccion a nivel de mucosa fue satisfactoria. Esto podria deberse a un posible rol
protector de la IgG presente en el suero (44). Las UFC para las vacunas L. lactis-M4 y L. lactis-M12
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no fueron contadas debido a la presencia de contaminacion en las placas, lo cual se puede deber a
un error en la siembra, 0 a la contaminacion con flora normal propia de la cavidad oral de los ratones
(64).

El titulo de anticuerpos IgG obtenido para la vacuna L. lactis-M9 después del segundo
refuerzo inmunoldgico fue similar al obtenido con vacunas multivalentes basadas en proteinas de
fusion purificadas (48). El analisis del titulo de anticuerpos especificos anti-M4 y anti-M12 no pudo
ser determinado, debido a que los resultados obtenidos mostraron ausencia absoluta de sefal al
revelar la reaccion de ELISA. Para descartar un posible error en el procedimiento, los analisis fueron
repetidos, pero los resultados no fueron distintos a los observados anteriormente. Se utilizd como
control positivo el ELISA para anticuerpos anti-M9 el cual funcioné éptimamente. La unica diferencia
entre los ELISA para anti-M4, anti-M9 y anti-M12 es el péptido utilizado. La superficie de las placas
de ELISA utilizadas estan compuestas de poliestireno modificado, el cual presenta grupos carboxilos
e hidroxilos (COOH y OH) que establecen interacciones hidrofilicas con el antigeno, cominmente
conocidas como placas de alta captacién o ‘high binding” (65). Al identificar las regiones
inmunogénicas de cada uno de los péptidos utilizados (Tabla N° 1), se analiz6 la naturaleza de la
secuencia aminoacidica presente en cada una de ellas, con la finalidad de comprender las posibles
interacciones que podria establecer el antigeno con la placa y como esto afectaria la union del
anticuerpo. Esto revel6 que tanto los péptidos M4 y M12 contienen solo una regién inmunogénica,
las cuales presentan un predominio de aminoacidos de tipo polar, acidos y basicos, por lo que las
interacciones establecidas entre estos aminoacidos y la placa altamente hidrofilica (puentes de
hidrogeno y atracciones electroestaticas), resultarian en el enmascaramiento del epitopo, viéndose
reflejado en la ausencia de sefal. Por el contrario, en el caso del péptido M9, el analisis revelo la
presencia de tres regiones inmunogénicas y ademas se observd una menor presencia de
aminoacidos de tipo polar, acidos y basicos en dichas regiones, por lo que las interacciones
establecidas con la placa serian a través de otras regiones distintas a las inmunogénicas, lo cual
dejaria libres estas regiones para que interactien con los anticuerpos. Ademas la presencia de 3
regiones inmunogénicas aumentaria la probabilidad de union del anticuerpo con el antigeno. Se ha
reportado que la ausencia de sefial podria mejorarse adicionando un péptido de captura en el
extremo N-terminal del péptido utilizado, ya que seria esta la region que interaccionaria directamente
con la placa dejando el epitopo libre, lo cual favoreceria el reconocimiento por parte del anticuerpo
(66).
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El anélisis de las micrografias obtenidas para evaluar el dafio pulmonar en el 6° dia post-
desafio, mostré que los grupos inmunizados individualmente con las 3 cepas vaccinales L. lactis-M4,
L. lactis-M9 y L. lactis-M12 exhibieron una apariencia histopatolégica normal similar a la observada
en el grupo sano. Al contrario, la examinacion histologica de los grupos L. lactis-WT y no
inmunizados mostraron multiples areas con infiltracion severa de células polimorfonucleares que
alteraron por completo la arquitectura normal de los alveolos. A pesar de no contar con los titulos de
anticuerpos de tipo IgG para las vacunas L. lactis-M4 y L.lactis-M12, probablemente (al igual que la
vacuna L. lactis-M9) estos serian los responsables de actuar como segunda linea de proteccién al

bloquear el proceso de invasion celular (63).

Al contrario de las cepas vaccinales L. lactis-M4, L. lactis-M9 y L. lactis-M12, la cepa L.
lactis-WT no tuvo un rol protector ante la infeccion, aunque en algunos parametros medidos dentro
de las distintas vacunas evaluadas (temperatura L. lactis-M12 y peso corporal L. lactis-M4), mostrd
diferencias significativas al ser comparado con el grupo de ratones no inmunizados. Esto se podria
deber a una reaccién cruzada, ya que el analisis de arboles filogenéticos basados en secuencias de
ARNr 16S muestran homologias que indican que Lactococcus lactis y Streptococcus pyogenes se
encuentran estrechamente relacionados evolutivamente (67), incluso anteriormente Lactococcus
lactis se encontraba clasificado como Streptococcus lactis (68). Ademas, L. lactis y S. pyogenes al
ser microorganismos Gram positivos comparten patrones moleculares asociados a patdgenos

(PAMPs), como el peptidoglicano y el &cido lipoteicoico (69, 70).

Como se indicd anteriormente, Lactococcus lactis es un microorganismo no patégeno en
humanos, que forma parte de la flora normal de las superficies mucocutaneas, por lo que el riesgo
de infeccion es bajo, lo cual seria ventajoso especialmente en nifios, ancianos y personas
inmunocomprometidas (71, 72). A pesar de esta ultima afirmacion, en los Ultimos afios se han
reportado en la literatura algunos casos puntuales de pacientes con inmunosupresion que han
desarrollado enfermedad originada por L. lactis, pero cuyo origen no proviene de vacunas basadas
en este microorganismo (72-75). Ante esta evidencia, el grado de inmunosupresion de los individuos
que pretenden ser vacunados debe ser evaluado por un especialista, ya que las vacunas vivas
generalmente deberian aplazarse hasta que la funcion inmune haya mejorado, de otra manera estas
no deben ser indicadas (76). La vacuna propuesta esta disefiada para ser administrada a nifios en
edad escolar, ya que corresponde a un periodo critico donde las infecciones por S. pyogenes son
mas frecuentes, como es el caso de la faringitis y secuelas post estreptocdcicas.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en esta Tesis permiten concluir que las vacunas L. lactis-M4, L. lactis-M9 y
L. lactis-M12 son eficaces, ya que protegieron a los ratones frente al desafio con S. pyogenes.
Ademas, proveen una nueva aproximacion en el disefio de una vacuna multivalente que puede ser
producida a bajo costo en base a los datos epidemiolégicos de la regidn donde pretende ser
aplicada, y facilmente administrada. En un futuro, estos resultados permitirian contribuir de manera
efectiva a solucionar este importante problema de salud publica que afecta a la poblacién de nuestro

pais, y del resto del mundo.
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