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RESUMEN

Streptococcus agalactiae (SGB) es una bacteria Gram positiva anaerébiadtédiva
capaz de colonizar el tracto genitourinario de 6nalun 40% de mujeres sexualmente
activas. En la mayoria de los casos la infeccidnasie patdgeno es asintomatica pero en

neonatos puede originar sepsis, meningitis y neiamon

A partir del aflo 1990 el CDCCénter for Disease Control and Prevention) ha
implementado una serie de protocolos de preverdiidgidos a mujeres embarazadas los
cuales constan de pruebas microbiolégicas reabzamtdre las 35 y 37 semanas de
gestacion y la aplicacion de antibioticos intrapam mujeres colonizadas. A pesar de que
medidas han tenido un alto impacto en la disminudié la incidencia de la infeccién por
SGB este patdgeno persiste como el Unico y masdnte aislado desde la sangre o del
fluido cerebroespinal de infantes menores de 3 sn@sedad y de mujeres con infecciones

intraparto en Estados Unidos y en otros paisesiridlizados.

Numerosos estudios realizados a neonatos sanatosal® madres colonizadas con
SGB indican que estos tienen niveles superioresadicuerpos IgG transferidos
transplacentalmente que aquellos que desarrolleranfeccion. Basado en este hecho
actualmente se trabaja arduamente en el desatillma vacuna capaz proteger a mujeres

embarazadas y sus infantes.

En la actualidad, vacunas en base a polisacar@lgagados estan en Fase clinica lll,
con el inconveniente de que la vacuna ensayadasseofipo dependiente y solamente
inducird una respuesta inmune protectora contrgéostipos incluidos en su formulacion

(3 de 10 serotipos).

Vacunas en base a proteinas conservadas de SGRusnean en estudio, una de
ellas es la proteina SIBUfface Immunogenic Protein), con la cual se trabaja en la Seccion
de Biotecnologia del ISPCH.

En este estudio se evaluara la respuesta inmutecio@ de un prototipo de vacuna
en base a la proteina recombinante SIP de SGBjand parametros inmunoldgicos que

permitan demostrar la induccion de inmunidad ptotacen modelo ratén.



I. INTRODUCCION

Sreptococcus agalactiae, 0 estreptococo del grupo B, es un diplocéaam (+),
capsulado, anaerébico facultatifphemolitico en agar sangre de cordero, caracterizad
por la presencia del antigeno polisacérido B de Lanceéglth pared celular (Lancefield y
Hare, 1935; Fry, 1938; Kasper y Baker, 1979).

SGB fue descrito en primer lugar por Nocard y Mel# (1887) como la causa de
mastitis bovina contagiosa. Posteriormente, Laalefy Hare (1935) lo aislaron desde
hisopados vaginales. En los afios 70s surge compat&jeno mas frecuente en el periodo
neonatal temprano y a partir de los 80s se le mmnomo el principal agente causante de
sepsis neonatal y meningitis en paises desarrglig¢aliola y cols., 1999; Fluegge y cols.,
2006; Neto, 2008).

En humanos, SGB es considerado oportunista, (Ruop@14) ya que puede actuar
como un organismo comensal o como patogeno (Mgn€earcia-Arenzana, 2007). Se ha
estimado que en paises desarrollados entre un 20 40% de mujeres sanas estan
colonizadas asintomaticamente por este microorgemien el tracto gastroinestinal y/o
genitourinario (Chen y cols, 2013). Sin embargo, jemas embarazadas, adultos
inmunocomprometidos y ancianos son consideradogagoh de alto riesgo para el
desarrollo de la enfermedad invasiva por SGB (LarBy Heath, 2013).

En los aislados humanos de SGB se encontr6 que egfmesan un polisacarido
capsular, el cual es considerado el principal facte virulencia ya que ayuda al
microorganismo a evadir los mecanismos de defesisaodpedero. La composicion de los
polisacaridos capsulares determinan 10 serotip@&Gk&e(la, Ib, II, 1, IV, V, VI, VII, VIII
y IX) cada uno es antigénicamente y estructuralenénico (Le Doare y Heath, 2013). A
pesar de que Baker y cols. (1973) demostrarontog@s los serotipos son capaces de
causar infeccion neonatal, los aislados del tip@dtan significativamente incrementados
entre los infantes con meningitis por SGB. Un dstgtbbal de aislados invasivos mostré
qgue el serotipo 1l fue el mas frecuentemente ifieatio en todas las regiones (48,9%),
seguido con los serotipos la (22,9%), V (9,1%)(74%) y Il (6,2%) (Le Doare y Heath,



2013). En Chile, se ha determinado que los seawtig, II, 1l se presentan con mayor
frecuencia, siendo el serotipo Il el aislado mascdentemente en pacientes que

desarrollaron cuadros invasivos (Rojo y cols., 2@&8etin ISPCH, 2012).

1-  Grupos de riesgo y enfermedades producidas por SGB

En la tabla N°1 se enlistan los principales grupesriesgo para el desarrollo de
infeccion por SGB y las principales manifestaciocl@scas.

a) Mujeres embarazadas

Entre un 25 y un 35% de las mujeres embarazadasostadoras de SGB en el tracto
genital bajo o gastrointestinal. En estos cas@nhfarmedad se presenta tipicamente como
una infeccién del tracto genital, placenta, o dmlosamniético o como bacteriemia de
fuente genitourinaria o desconocida. En teoria ie§¢gcion no produce muerte maternal,

pero en un 60 % de ellas produce abortos esporg@nemierte fetal (Chen y cols., 2013).

Cerca del 50% de las mujeres colonizadas transmékenmicroorganismo
verticalmente al tracto gastrointestinal o respmniatalto de los neonatos, muchos de los
cuales permanecen sanos y 1 al 2% desarrolladareedfiad de inicio temprano (Edwards y
cols. 2011).

b) Neonatos

Dos sindromes clinicos diferentes se identificameelos neonatos de acuerdo a la
edad de presentacion; Enfermedad de inicio tempia@®, por sus siglas en inglEarly
Onset Disease) y en Enfermedad de inicio tardio (LOD, por sugas en inglésate Onset
Disease) (Dermer y cols., 2004).

EOD se define como una infeccion que se presentaseprimeros 6 dias de vida y
gue da cuenta de aproximadamente un 60 a un 70 taddse las enfermedades por SGB.
Los serotipos la, I, Il y V son responsables demayor parte de EOD. La portacion
maternal de SGB en el tracto gastrointestinal y eéntracto genitourinario es un
prerrequisito para EOD, donde la transmisién selyre verticalmente durante o justo

antes del parto y es favorecida por complicaciaies$étricas (Whidbey y cols., 2013). La
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enfermedad puede ocurrir rapidamente; los signossmentes en el parto o en 12 horas
en el 90% de los casos y la presentacion es tipicgnton neumonia o sepsis (Le Doare y
cols, 2013).

En contraste, LOD se presenta entre los 7 y 98 d& neonato, es causada
principalmente por el serotipo Ill de SGB y es adda perinatalmente, nocosomialmente,
a través de la leche materna o por el contact@mtras personas. En la mayoria de los casos
se presenta con meningitis. (Le Doare y Heath, 013

c) Adultos

En adultos, la incidencia anual de la enfermedeadsiva por SGB es de30 por cada
100.000 y ha aumentado gradualmente. Pacientestdia®y enfermos de cancer, cirrosis,

infectados con VIH y personas mayores de 65 aftaa especialmente en riesgo.

Comunmente SGB en adultos se presenta como infedeida piel o tejido blando,
bacteriemia sin foco, neumonia y osteomielitisd8mes clinicos serios como meningitis
y endocarditis son raros, pero estan asociados wun considerable mortalidad vy
morbilidad (Randis y cols., 2014). Actualmente, existe una estrategia para prevenir la
enfermedad por SGB en adultos mayores, paciermasmiocomprometidos y en adultos no

embarazadas (Puopolo, 2014).

TABLA N°1
Resumen de los principales grupos afectados porilaecciéon por SGB, manifestaciones
clinicas y sus frecuencias

Poblacién Manifestaciones

EOD neonatal (<7 dias de edad) Bacteremia sin foco (83%), neumonia (9%), meniaditdo)

Bacteremia sin foco (65%), meningitis (27%), céilsil{3%),

LOD neonatal/ (7 a 90 dias de edad) neumonia (3%)

Bacteremia sin foco (58%), meningitis (19%), neufaon

Nifios / ( desde 90 dias de edad a 14 afios) (7%), artritis (5%), peritonitis (4%)

Bacteremia sin foco (48%), celulitis (22%), neunaoni
Adultos / (>15 afios) (11%), osteomielitis (9%), artritis (9%), peritdait(3%),
abscesos (3%)

Endometritis o corioamnionitis con muerte fetal 450
Mujeres embarazadas bacteriemia sin foco (31%), endometritis sin mudetal
(8%), corioamnionitis sin muerte fetal (4%), neuri@of2%0)

* Modificada de Chen y cols., 2013.



2-  Epidemiologia

En Chile, se ha descrito que la infeccion por S@&Bta entre 2 a 4 neonatos por cada

1000 recién nacidos, con una letalidad cercan&%l (Guzman y cols., 2001).

En el afio 2010 la incidencia de EOD en EE.UU fu®,@& por 1000 nacidos vivos.
Esto representa mas del 80% de reduccidon de ldeincia de EOD desde los afios 90
cuando se implementd un screening antenatal y cosoede profilaxis antibidtica para
todas las portadoras de SGB. La incidencia de L§&MDembargo, permanece sin cambio
(0,26 por cada 1000 nacidos vivos) (Melin y Efstn@t2013).

En Chile, al igual que en muchos otros paises rmedmplementado metodologias
de pesquisa y de profilaxis en todos los centrossaed donde acuden mujeres
embarazadas, debido a los costos que esto signi®ica lo tanto, no se dispone de

informacion del real impacto de SGB a nivel mundial

3- Factores de riesgo

El tracto gastrointestinal es el principal reseivale SGB vy la fuente de colonizacion
vaginal en mujeres. Una inadecuada higiene localganas practicas sexuales pueden
incrementar el riesgo de colonizacion vaginal. ©tactores de riesgo asociados con la
colonizacion maternal incluyen etnicidad (mujeresrdza negra), el uso de tampones u
otros dispositivos intrauterinos, ausencia de lztdos en la flora gastrointestinal y pre-
término del parto. La bacteriuria de SGB duranteembarazo estd asociado con una
abundante colonizacion, el principal factor degéepara la transmision perinatal. Mujeres
con bacteriuria demuestran una gran incidenciaraledgsticos adversos: aborto, restriccion
del crecimiento intrauterino, pre-término del padorioamnionitis y ruptura prematura de
membranas (Le Doare y Heath, 2013). Segun Heatblsy (2004) infantes nacidos de
mujeres colonizadas tienen un incremento del riedgo29 veces de padecer EOD,

comparado con infantes nacidos de mujeres no @aldas.

Se ha demostrado que el principal factor de riggga el desarrollo de EOD y LOD
son las bajas concentraciones de anticuerpos ralsrlgG anti polisacaridos capsulares
de SGB (Baker, 2013). Mujeres colonizadas con S@®8 djeron a luz a infantes sanos
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tienen concentraciones de IgG dirigidas contraspoliridos capsulares significativamente
mayores que mujeres cuyos infantes desarrollarfatdiones (LOD y EOD) (Baker y
Kasper., 1976; Baker y cols., 1977).

A diferencia de EOD, LOD tipicamente no es precadfbr complicaciones
obstétricas. Muy recientemente se ha esclarecidabprincipal factor de riesgo para LOD
es la extrema prematuridad (Baker, 2013). Estesatordel riesgo se debe probablemente
por un descenso de la transmision transplacentantieuerpos protectores maternales
(Cheny cols., 2013).

4-  Patogénesis de SGB

SGB comunmente reside como un organismo comensall teacto genital maternal

y/o gastrointestinal bajo, pero puede convertirseie patdgeno invasivo capaz de causar
enfermedad invasiva severa (Kadioglu y cols., 20B88)Xesarrollo de la enfermedad por
SGB refleja la capacidad de la bacteria de colomkzapitelio vaginal, la penetracion de las
barreras epiteliales y placentarias, la resisteadias mecanismos de defenskedrence)

del sistema inmune, permitiendo su sobrevivenci&lelorrente sanguineo y en caso de
meningitis, la habilidad de penetrar la barrera &teencefalica (Maisey y cols., 2009)
(Figura 1). Para sobrepasar estos obstaculos, 8@Barla expresion de diversos factores

de virulencia.

En primera instancia, es necesaria la colonizanidcosal asintomatica del tracto
urogenital maternal. SGB establece interacciondsageafinidad entre el cido lipoteitoico
de la pared celular y células de la mucosa vagimaleracciones de alta afinidad mediadas
por proteinas hidrofébicas de la superficie. Dicimhsracciones involucran a proteinas de
la matriz extracelular, tales como, fibrinogendyrdinectina y laminina. La proteina C5a
peptidasa ademas de su capacidad de interferelaaclutamiento de neutroéfilos hacia los
sitios de infeccibn mediante la inactivacion deinponente C5a del complemento tiene

motivos de adhesion de alta afinidad a fibronegtBeckmann, 2002).

Luego de la adherencia y colonizacion de SGB, ehat® se expone un gran inéculo
debido una abundante colonizacion genital o pentaada de SGB en el fluido amnidtico



estéril a través de una ruptura de membrana prattang oculta. Para EOD se sabe que la
bacteremia se produce por la inhalacion de fluidaiético infectado y/o secreciones hacia
los pulmones donde se inician los mecanismos disién. SGB puede secretar toxinas o
emplear factores de virulencia de la superficieulael para promover su entrada y
sobrevivencia en células del huésped ftaemolisina/citolisina es una toxina formadora
de poros asociada a la superficie de SGB capasatecElulas epiteliales de los pulmones
y células endoteliales, afectando su rol de barfdizet, 1996; Gibson y cols., 1999).
Dicha toxina ademas induce la liberacion de IL-8 potente quimioatrayente de
neutrofilos (Doran, 2002; Randis y cols, 2014).

Una vez que SGB penetra las barreras celulareg dl torrente sanguineo se activa
una amplia respuesta inmune para combatir la ilfecen la cual células fagociticas, tales
como, neutrofilos y macréfagos juegan un rol crutia accion de estas células depende de
la opsonizacion por anticuerpos especificos y potofes del complemento, los cuales se
encuentran disminuidos en neonatos. El potencialS@®8 para producir infecciones
invasivas depende en gran parte de factores déeemia que le permiten a la bacteria
evadir la opsonofagocitosis 0 neutralizar la adtd bactericida de neutrofilos y
macrofagos. Los polisacaridos capsulares ricoscitio &ialico de SGB son cruciales en
esta etapa, ya que ayudan a evadir la fagocitdsistexferir con la deposicion del
componente C3 del complemento (Marques, 1992). n@ue&SGB burla las barreras

epiteliales y la respuesta inmune del huéspedstablece la bacteremia.

Para producir meningitis, SGB debe penetrar laebainematoencefalica, la cual esta
compuesta de células endoteliales microvasculasgsecmlizadas en mantener la
homeostasis del sistema nervioso central y en immtdpoaso de toxinas y microbios
circulantes en la sangre. Los mecanismos moleculque regulan la disrupcion de la
barrera hematoencefalica por bacterias y la pemétran el sistema nervioso central no

estan descritos.



FIGURA 1.

Ciclo de vida de SGB como patdgeno neonatal: AGB reside en estado comensal en el
tracto genital o gastrointestinal de mujeres enzaatas. B) SGB puede infiltrarseen el
compartimiento intrauterindC) Neonatos aspiran SGB en el Gtero o en el canphde.d) SGB
invade los pulmones del neona#).SGB entra en el torrente sanguineo causando s€pS&B
penetra la barrera hematoencefélica produciendoingiés. (Simbologia:e SGB en estado
comensalp SGB en estado invasivo)

*Modificada de Rajagopal, 2010.
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5- Medidas preventivas para el manejo de las infeccies por SGB
a) Screeningy profilaxis

Actualmente, mujeres embarazadas de 35 a 37 semargEstacion se someten a un
screening de rutina que consiste en cultivos microbiolégisagiinales y rectales. Las
mujeres colonizadas con SGB reciben profilaxis @mnpicilina, penicilina u otros
antibioticos para disminuir el riesgo de transmmisiértical, segun guias establecidas por la
CDC. Esta terapia también se aplica a pacientescgoiplicaciones obstétricas (Shrag y
Verani, 2013).



En Estados Unidos, la implementacion de guiascgening y profilaxis permitio la
disminucion de mas de un 80% de EOD entre los 4866 y 2010. Sin embargo, estas
medidas no produjeron una disminucion en la in@den cambios en la severidad de las

presentaciones clinicas de LOD durante el mismiogeiSteinhoff, 2013).

A pesar de que la implementacion de medidascigening y profilaxis ha tenido un
positivo impacto en la disminucién de las enferndedaproducidas por la infecciéon con
SGB existen limitaciones inherentes a esta metgéml&e ha descrito, que la colonizacién
con SGB en el tracto genitourinario puede ser i@, intermitente o persistente lo que
produce una gran cantidad de falsos negativos. Adgefos partos precipitados impiden
una profilaxis adecuada antes del parto. Finalmemi estrategia de prevencion basada en
antibioticos es vulnerable a la resistencia antiohbiana y a la produccion de shocks

anafilacticos en mujeres alérgicas (Schrag, 2013).
b) Vacunas

Actualmente, el desarrollo de una vacuna es ladopgue mas promete para la
prevencién de la infeccion por SGB en neonatospsiéms potenciales efectos adversos de
la profilaxis con antibiéticos intraparto y a qusteemedida no es 100% efectiva (Burns y
Plumbs, 2013)

El uso de vacunas en mujeres embarazadas ha dadwstdltiples beneficios para
la madre y para el recién nacido, incluyendo el entm de peso al nacer de infantes
nacidos de mujeres inmunizadas (Steinhoff, 2018 [©s avances en vacunaciones que
han controlado el riesgo para Influenza del tipy kenfermedades meningocdécica y
neumocacica en nifios, la principal causa de meisrgn pacientes pediatricos en EEUU
es SGB (Mufioz y Ferrieri, 2013). Una vacuna paraB S&Iministrada a mujeres
embarazadas podria tener el potencial de preweniofbilidad de infecciones por SGB en
madres con riesgo de prematuridad, evitar abonwsuntarios y muerte fetal, asi como
también proteger al infante de EOD y LOD a trav@$adadquisicion pasiva de anticuerpos
(Madhi y cols., 2013).

Novartis Vaccines and Diagnostics ha desarrollado una vacuna que contiene

conjugados de polisacaridos capsulares de losimasota, Ib y Ill. Esta vacuna ha



demostrado ser segura e inmunogénica en mujerearapaldas y no embarazadas y provee
anticuerpos anticapsulares a los infantes nacidasiugeres inmunizadas (Rappuoli y cols.,
2011).

A pesar de que los polisacéridos capsulares de SfBBconsiderados el principal
factor de virulencia, las vacunas basadas en estagturas tienen la limitante de que no
pueden ser aplicadas universalmente, porque saftepen proteccién contra los serotipos
para los cuales fueron disefladas y no presentastecpion cruzada (Puopolo, 2014).
Ademas, vacunas basadas en polisacaridos fuerapaoes de generar respuestas inmunes
mucosales significativas (Kotloff y cols., 1996; rier y cols., 2001). Una respuesta
inmune mucosal es critica para eliminar completaenkencolonizacion maternal y prevenir

gue la infeccion se transmita verticalmente a liesidurante el parto.

Debido a las limitantes de las vacunas basadasl&agaridos capsulares se estan
investigando otros factores de virulencia con gélo de dilucidar nuevos antecedentes
de la patogénesis de SGB y como posibles blancagé&eticos (Edwards y Gonik, 2013).
Recientemente se han descrito 3 variantes de pastélamentosas que son expuestas en la
superficie celular que constituyen estructuras pipio El pili de SGB esta compuesto por 3
componentes que se encuentran solos 0 en combinagcitodos los serotipos (Margarit y
cols., 2009). Epili se presume que es un importante factor de viridgngue juega un rol
clave en la adherencia de SGB a las células egddelidel hospedero y promueve la

migracion trans-epitelial.

Componentes de la pared celular, como por ejenagldipoproteinas ancladas en la
membrana citoplasmatica y el acido lipoteitoicoethesadenan respuestas inflamatorias en
el huésped que pueden inducir sepsis al activarélagas del sistema inmune mediante la
activacion del receptor tiptoll 2 (TLR2) (Melin y Efstratiou., 2013; Henneke y cols.,
2014)

Otros antigenos proteicos presentes en la sumerfiei SGB son considerados
mejores candidatos para el desarrollo de una vagangque son altamente conservadas y
no son especificas de un serotipo. Anticuerpogidos contra estas proteinas pueden
interferir con los factores de virulencia de SGBgukos ejemplos son: (1) La Cbha
peptidasa que inactiva el componente Cba del congil®, un importante
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guimioatrayente de neutrdfilos; (2) La protein®,3b cual es compartida por todos los
aislados de SGB y ha mostrado una potente respiunestaoldgica en modelos animales
(Brodeur y cols., 2000).

6- Proteina SIP

Un screening de inmunoblot para proteinas comunes de las cep&8&B identifico a
SIP &urface inmnogenic protein) como un agente potencial para generar inmunoigiewic

contra los 10 serotipos (Brodeur y cols, 2000).

SIP es una proteina de aproximadamente 53 kD castgpymr 434 residuos de
aminoacidos (Figura 2) codificados por un marccer@bi de 1305 nucleétidos. Se ha
establecido que el gen que codifica para esta mlalégip) se encuentra altamente
conservado en todos los serotipos de SGB (Brodealsy 2000).

FIGURA 2

Secuencia de aminoacidos de la proteina SIEn el cuadro se muestra la secuencia completa de
aminoacidos de la proteina SIP desde su extrensoriftal hasta su extremo C-terminal. En verde
se destacan los 25 aminoacidos correspondientpgpdido sefial y en rosado se destacan los
aminoacidos que componen el LysM (Fuente: www.aniprg)

10 20 30 40 50
VKVNKKVIET STVAASEESY BASVQAQETDT TWIARTVSEV  KADLVKQDNK
60 70 80 90 100

IRRE DK
110 120 130 140 150
SHTATSMKI E  TPATNAAGQT TATVDLKTNQ VSVADQKVSL NTI SEGMTPE
160 170 180 190 200
AATTI VSPMK  TYSSAPALKS KEVLAQEQAV SQAAANEQVS PAPVKSI TSE
210 220 230 240 250
VPAAKEEVKP TQTSVSQSTT VSPASVAAET PAPVAKVAPV RTVAAPRVAS
260 270 280 290 300
VKWTPKVET GASPEHVSAP AVPVTTTSPA TDSKLQATEV KSVPVAQKAP
310 320 330 340 350
TATPVAQPAS TTNAVAAHPE NAGLQPHVAA YKEKVASTYG VNEFSTYRAG
360 370 380 390 400
DPGDHGKGLA VDFI VGTNQA LGNKVAQYST  QNVAANNI SY VI WOQKFYSN
410 420 430
TNSI YGPANT WNAMPDRGGY TANHYDHVHV ~ SFNK
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En el extremo N-terminal SIP contiene un péptidtatde 25 aminoécidos el cual es
escindido en la proteina madura. Esto indica qte @®teina es exportada fuera de la
célula, donde puede asociarse con la pared cefidata bacteria y ser accesible a
anticuerpos especificos (Brodeur y cols., 2000uRip cols, 2001). Un andlisis silico
(PSI-BLAST) realizado por Vidova y cols. (2009) icdl la presencia de un motivo Lisina
(LysM) constituido por 45 aminoacidos aproximadateeal cual esta presente también en
una amplia variedad de enzimas involucradas eretgadacién de la pared celular de
bacterias. Este motivo tiene una estructura seciandal tipo “beta-alfa-alfa-beta” donde
las 2 hélices alfa se ubican juntas a un costadendeestructura “hoja beta antiparalela”
(Figura 3) (Rost y cols., 2004; Bennett-Lovsey ¥s502008; Vidova y cols., 2009). El
anclaje de varias proteinas a la pared celulamdtehas gram positivas ocurre a través del
LysM, el cual se une con gran afinidad a peptideglo. Proteinas que contienen el LysM
pueden distribuirse aleatoriamente en la superfelelar o pueden localizarse en regiones
especificas como el septo (Scott y Barret, 2006).

FIGURA 3

Estructura tridimensional de un LysM: La figura representa la estructura tridimensiatealun
LysM deE. cali. (Fuente: Protein Data Bartittp://www.rcsb.org/pdb/home/home)do
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Existe numerosa evidencia que apoya el uso deokzipa SIP como una eficiente
vacuna para la infeccion con SGB: (1) Brodeur kg.c2000) inmunizaron ratones CD-1
con la proteina SIP recombinante purificada y motama fuerte respuesta inmune humoral
con anticuerpos reactivos contra la proteina St®mbéinante y contra la proteina SIP
nativa de todas las cepas de SGB; (2) Rioux y ¢@B01) establecieron que SIP es
considerablemente propenso a iniciar reaccion irnpatectora contra infeccion letal con
SGB de todos los serotipos, (3) Manning y colsO@(Evidenciaron la transferencia de
anticuerpos desde ratonas prefiadas a sus fet@sgstps anticuerpos especificos persisten
por al menos 43 dias y (4) estudios en humanos stesinon que naturalmente se producen
anticuerpos anti-SIP en madres colonizadas.

7- Inmunizacién mucosal

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMSQ)sal de agujas Yy jeringas es el
método de mas usado para la administracion intremarsy subcutanea de vacunas. A
pesar de ser un procedimiento de rutina se hamnitlesoa serie de limitaciones: fobia y
estrés en niflos y adultos; dafios tisulares entiel &8 puncién y contagio con VIH y
hepatitis B debido a la reutilizacion del matefiditragotri, 2005). Otra de las limitantes
de las vacunas administradas por via parentergiesoélo se ha observado induccién de
inmunidad a nivel sistémico y una débil respuestival mucosal, especificamente en la
secrecion de inmunoglobulina A (IgA), lo que laséanenos efectivas contra infecciones
en las superficies mucosas (Kumar y cols., 201énds estas el principal portal de entrada

de patégenos al organismo (Holmgre@zaerkinsky 2005).

Los tractos reproductivo, respiratorio y gastrastiteal al estar en contacto
permanente con el medio ambiente estan constanters@puestos a microorganismos,
tales como, virus, bacterias, hongos y parasiteseBta razon, el sistema inmune mucosal
cuenta con mecanismos innatos y adaptativos efipad@s que contemplan el 80% de los

inmunocitos del organismo para la proteccion confiecciones.
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Una vacuna administrada directamente en una saigerfiucosa podria conferir
inmunidad celular y humoral local, en otras memasamucosales y eventualmente inducir

inmunidad sistémica (Kozlowsky y cols.,1997; Holergy Czerkinsky 2005).
a) Inmunizacion oral

Diversos estudios evidenciaron una respuesta infnumeral en intestino, glandulas
salivales y mamarias, y en secreciones vaginal@srainizar animales oralmente (Cui y
cols., 1991; Srinivasan, 1995). Por esta razonydeunacion oral surge como una
prometedora alternativa para la prevencion delagpatde enfermedades de transmisién

sexual.

El potencial de la inmunizacién oral ha sido exéemsnte evaluado y demostrado en
modelos animales. En humanos solo se han aprobadonas orales basadas en

microoganismos vivos atenuados para polio, tifadlgra (Hickey y cols., 2010).

A pesar de las multiples ventajas que ofrece laummacion oral (Tabla 2), este
método continda siendo un gran desafio para la smad cientifica, principalmente por el
limitado conocimiento que se dispone de la inmuhid& las mucosas y por la incapacidad
de determinar la cantidad de antigeno que ingreseganismo, luego de la exposicion al
ambiente acido y rico en enzimas proteoliticas tdetto gastrointestinal (Lavelle y
O’Hagan, 2006; Silin y cols., 2007).

TABLA 2

Resumen de las principales ventajas de la inmuniziga oral

Ventaja Referencia
Libre de agujas, util para programas de inmunizaniésivos Hickey y cols., 2010
No requiere la purificacion extensiva del antigeno Neutra y Kozlowski, 2006
Bajo costo de produccion y facil administracion linSy cols., 2007
No requiere de dispositivos complejos Mitragotri, 2005
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8-  Evaluacion de respuesta inmune de un prototipo deacuna

Uno de los principales objetivos del desarrol uha vacuna es generar una
respuesta inmune protectora capaz de impedir etagmn con un microorganismo
infeccioso. Para ello es necesaria la accién otgdasde multiples componentes del

sistema inmune innato y adaptativo:
a) Andlisis de la produccion de anticuerpos por los Infocitos B

Una importante caracteristica de la respuesta iemmncosal adaptativa es la
produccién local y sistémica de IgA. La sintestssIgA es considerado el mecanismo
humoral de defensa predominante en las superfioigsosas (Holmgren Zzerkinsky
2005) y su principal rol es prevenir el contacteecio entre patégenos y las superficies

mucosas, proceso llamado ‘exclusion inmune’.

La sintesis local de 1gG también puede ocurrir gidds mucosales luego de la
administracion de un antigeno o vacuna en supesfitiucosas (Kozlowski y cols., 1997).
La IgG es susceptible a la degradacion proteolisteembargo, se ha encontrado que la
IgG producida localmente o la proveniente del syawede neutralizar patégenos que

entran en la mucosa y previenen su diseminaciéénsica (Neutra y Kozlowski, 2006).

Los niveles de IgG e IgA especificos contra ungamid en suero y en secreciones

mucosales pueden ser cuantificados mediante lacééda ELISA.
b) Métodos para estudiar las respuestas de los Linfdos T

Los linfocitos T virgenes permanecen en oOrganofatiocos secundarios, donde
pueden entrar en contacto con antigenos para setiwa diferenciarse en linfocitos T
efectores de la inmunidad celular (CD4+ y CD8+)s linfocitos T CD4+ pueden a su vez
diferenciarse en subpoblaciones de linfocited, TTv2 y Tu17 con diferentes funciones
efectoras segun sefales procedentes del receptus liigfocitos T, citoquinas y factores de
transcripcion. Se induce la expresion del factotraescripcion T-bet en linfocitos T CD4+
virgenes cuando reconocen al antigeno y son exguestINF¥, diferenciandose en
linfocitos Tw1 cuya principal funcion es estimular la funciércrabicida de los fagocitos
(microorganismos intracelulares). La diferenciacianlinfocitos H2 se produce en

respuesta a sefales provenientes del receptarfdeitos T, la citoquina IL-4 y los factores
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de transcripcion GATA-3 y STAT-6 y su funcion efaet se relaciona con patdgenos
extracelulares. Los linfocitosHI7 dependen del factor de transcripcion RDR/ son
particularmente eficaces contra infecciones poighsry bacterias extracelulares mediante
el reclutamiento de neutrofilos por IL-17.

Tras la inmunizacién con un antigeno, se puedaa@xpoblaciones policlonales de
linfocitos T a partir de la sangre y de los Orgaliticos periféricos. La inmunizacion
permite multiplicar el niamero de linfocitos esped$ frente al antigeno, los cuales
posteriormente pueden reestimularseitro.

Mediante citometria de flujo es posible analizarfestotipo de poblaciones de
linfocitos T efectores (cooperadores y citotoxicgsgsentes en el bazo de animales
inmunizados segun la presencia de las moléculas, @DB8! y CD8. Por otra parte,
mediante CBA es posible cuantificar citoquinas edmas relacionadas con las
subpoblacionesHl, Th2 y T417 de los linfocitos TCD4+ en sobrenadantes devogltde
esplenocitos reestimulados (Tabla 3). Dicha inf@idgra puede contrastarse con la
evaluaciéon de los niveles de expresion de los festde transcripcion T-bet y GATA-3
mediante q-PCR.

TABLA 3

Principales citoquinas asociadas a las subpoblacies Tu1, Tw2 y Tu17 de los linfocitos TCD4+

Citoquina Principal funcién Subpoblacion
T CD4+
IL-2 Factor de crecimiento, superviver y diferenciacio de Treg
linfocitos T
IL-4 Diferenciacion de linfocitos T CD¢a Tu2 Th2
IL-6 Estimula la produccion de neutrofi y estimula e Th2
crecimiento de linfocitos B
IFN-~¥ Activacién de macréfagos y diferenciacion de liitos T Tul
CD4+ahl
TNF Estimula la atraccion de neutréfilos y monocitdesasitios Thl
de infeccién
IL-17A Induce reacciones inflamatorias ricas en neutrs Thl7
IL-10 Inhibidor de macro6fagos y células dendrit Thl
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c) Evaluacién de infiltracion de células del sistemanmune hacia el foco de
infeccion

El tracto genital femenino, a pesar de ser el patea entrada de infecciones
sexualmente transmitidas es un tejido restrictimmpda migracién de células del sistema
inmune (Shin e Iwasaki, 2012).

Idealmente, el prototipo de vacuna contra SGB dsbe capaz de inducir la
infiltracidon hacia el tracto genitourinario de déki fagociticas capaces de identificar,
ingerir y destruir al microorganismo.

Mediante citometria de flujo de células del tragémitouterino es posible evaluar la
infiltracién de linfocitos T (CD3, CD4 y CD8), céas dendriticas (CD11c y CD86) y
polimorfonucleares (CD11b y Ly-6G).
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[I.HIPOTESIS

En modelo murino, la vacuna oral en base a la p@temunoldgica de superficie
(SIP) tiene un efecto protector contra la colorimadeStreptococcus agal actiae en el tracto
genitourinario y en el sistema nervioso central.
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lll. OBJETIVOS

1-  Objetivo general

Evaluar la respuesta inmune protectora contra lan@acién de Streptococcus
agalactiae del tracto genitourinario en ratones vacunadodmarae con la proteina
inmunoldégica de superficie (SIP)

2- Objetivos especificos

a) Expresar y purificar la proteina SIP recombinante.

b) Desarrollar un modelo de infeccidon de SGB reprdalacen tracto genitourinario de
ratones C57BL/6

c) Evaluar la respuesta inmune protectora de la cdaion por SGB del tracto

genitourinario de ratones vacunados oralmenteapndteina SIP

d) Estudiar la interaccion de SGB y la barrera henmateiglica humana
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IV. MATERIALES Y METODOS

1- Obtencion de la proteina SIP recombinante

a) Expresién y purificacion de la proteina SIP

Se inoculd una colonia de bacteri& coli BL21 Codon Plus previamente
transformadas con el plasmido pET21a-sip en unan&rlenmeyer con 100 ml de medio
Luria Bertani (LB) suplementado con Ampicilina (1Q@/ml), Cloranfenicol (34 pg/ml),
Estreptomicina (75 pg/ml) y Glucosa (40%%). Se incubé toda la nocloen agitacion de
220 rpm a 37°C.

Al siguiente dia, se tomaron 2 alicuotas de 5 sa jnocularon en matraces Erlenmeyer
de 2 L conteniendo 500 ml de medio LB suplementaoGlucosa al 40%vy se incubaron
con agitacion de 220 rpm a 37°C hastaséolde 0,5. La expresion de la proteina SIP
recombinante (rSIP) se indujo con IPTG (Invitrogamha concentracion de 0,8 mM durante
2 horas con agitacion de 220 rpm a 37°C. Luegoestifugd los cultivos inducidos a 6000

X gy 4°C durante 10 min.

Por cada gramo de sedimento bacteriano se adi8ionidde tampdn Nativo 1X (0,5
M NaCl, 50 mM NaHPQ, pH 8,0) y se resuspendio. Se adiciono 8 mg deifiga (Sigma-
aldrich) y se incub6 en hielo 30 min. Se sonicdta iatensidad en 5 ciclos de 10 seg. en
hielo, se adicion6 80 pg de DNAsa (Invitrogen) yirsgubo 15 min en hielo. Luego, se

centrifugdé a 3000 g por 15 min y se recuperd el sobrenadante.

Se cargdé 8 ml de sobrenadante del lisado bacteeanana columna con resina
ProBond quelante de Niquel de Invitrogen, previdmempacada y lavada con tampon
nativo 1X. Se incubo6 40 min. agitando suavemerge havo 3 veces con 8 ml de buffer de
lavado (Buffer nativo 1X, 20 mM Imidazol). La prata rSIP se eluy6é con 10 ml de buffer
de elusién (Buffer nativo 1X, 250 mM de Imidazdlas fracciones colectadas fueron
analizadas mediante SDS-PAGE de 12,5%, dializademndo una membrana microporosa
(modelo Spectra/P8iSpectrumlabs) toda la noca&°C y concentradas con polietilenglicol

(Sigma).
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La cantidad de proteina total purificada se detedmiediante el método de Bradford
(Bradford, 1976).

b) Identificacion de la proteina rSIP

i) Western Blot

Se cargd una alicuota de la proteina rSIP (40 ugfigada y concentrada en un gel de
poliacrilamida de 12,5%, se corrié a 200 V dura®®emin y luego se transfirid6 a una
membrana de nitrocelulosa. La membrana fue bloguesth la nocheon PBS-BSA 5% a
4°C, lavada 3 veces con PBS-Tween 0,05%, 3 veeceRPB81X e incubada durante 1 hr. a
temperatura ambiente con un suero policlonal desjooanti-rSIP (suero obtenido en la
Seccién de Biotecnologia del ISPCH) en una diludé&00 en PBS-BSA1%. Se lavo
nuevamente la membrana con PBS-Tween 0,05% y RBSwubo con anticuerpo anti-IgG
de conejo conjugado a la enzima fosfatasa alcéigana) en una dilucion 1:1000 en PBS-
BSA1% 1 hr. a temperatura ambiente. Finalmentdaw® la membrana con PBS-Tween
0,05% y PBS y se reveld en oscuridad con el sospaia fosfatasa alcalina B.C.I.P/N.B.T
(Calbiochem).

ii) Espectrometria de Masas

Se carg6 3 alicuotas de la proteina rSIP (40 pgfigada y concentrada en un gel de
poliacrilamida de 12,5%, se corrié a 200 V dur&ttenin y se tifid con Azul de Coomassie.
Se extrajo cuidadosamente las bandas de 53 kDiagdamente evitando la contaminacion
con colageno y se analizo en el Laboratorio de &speetria de Masas de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universita@hile mediante el procedimiento

descrito a continuacion:

Las bandas tefiidas mediante azul de coomassieasena3 veces con agua nanopura
durante 30 min a temperatura ambiente, luego @dtinazul de coomassie se removio
mediante la utilizacion de bicarbonato de amoni@ 201 preparado en acetonitrilo 50% v/v
durante 30 min a 37°C. A continuacion las ban@aseubaron con ditiotreitol 10 mM
preparado en bicarbonato de amonio 200 mM durahtail a 37°C. Luego se alquilaron

con yodoacetamida 55 mM preparada en bicarbonatond@io 200 mM durante 30 min a
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37°C (en oscuridad). Las bandas se deshidrataroaaatonitrilo y se secaron a temperatura
ambiente durante 10 min y luego se colocaron elo.hdecada banda se agregquB de
tampaon de protedlisis bicarbonato de amonio 50 ra@éiéaitrilo 10% v/v que contenia 0.042
ug/uL de tripsina (Promega Corp., WI-USA) y se incubdeelo durante 45 min. Luego, se
adicioné tampodn de protedlisis (sin tripsina) delmde sumergir completamente cada banda
y se incubd durante toda la noche a 37°C. Se reemgpelos proteolizados (sobrenadantes)
y sobre las bandas se realizaron dos extracciameaadetonitrilo 60% v/v y acido férmico
0.1% v/v y una extraccion con acetonitrilo. Losrepladantes y extractos de cada muestra
se combinaron y se llevaron a sequedad a temparatubiente en SpeedVac (Savant
Instruments Inc., NY-USA). Las muestras se resudipeon en 12.L de acido formico 0.1%

viv'y metanol 3% v/v.

Para la obtencion de espectros se mezglb de cada muestra conul de la matriz
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (preparada a una conceiira de 10 mg/mL en
acetonitrilo 50%v/v y &cido férmico 0.1% v/v) enauplaca porta muestra micro scout
(Bruker Daltonics Inc., MA-USA).

La adquisicion de espectros de masas se realiad equipo MALDI-TOF Microflex
(Bruker Daltonics Inc., MA-USA) en modo ion posigiwediante deteccion por reflexion.
Previo a la obtencion de los espectros se reahaccalibracion del equipo con un estandar
externo correspondiente a una mezcla de péptidosagas 1000-3000 Da. Para el control

del espectrometro se utilizo el programa flexCdr&ro (Bruker Daltonik GmbH, Alemania).

Los espectros finales corresponden a la suma dertilos de 30 impactos de laser
(450 impactos de laser en total) aplicados en afites puntos tomados al azar de cada
muestra depositada en la placa porta muestra.

Para el andlisis de los espectros se utilizé ejramoa mMass version 5.5.0 [Strohalm et
al., 2008; Strohalm et al., 2010; Niedermeyer l&itm, 2012]. Para la deteccion de la
sefiales m/z monoisotopicas se utilizd el algorit®LDI-TOF Peptides utilizando los
parametros por defecto. Luego se realiz6 una eaiifan interna utilizando la opcién In-Gel
(Trypsin) — MALDI Pos Mo. Las sefales detectadastiearon para la identificacion de las
muestras a través de la herramienta Mascot PMFMass) considerando las siguientes

restricciones: base de datos, NCBI; enzima de ¢lisig tripsina; pérdida de cortes, 1;
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modificacion fija, carbamidometilacion (alquilaciG@on yodoacetamida); modificacion
variable, oxidacién de metionina; masa, monoisctjpiolerancia de masa, 0.1-0.3 Da. Se

realizaron busquedas sin restriccion por taxond@ilantries) y restringidas a Firmicutes.

2- Desarrollo de un modelo de infeccion intravaginal gr SGB en ratones
C57BL/6

a) Adaptaciéon de una cepa de SGB Il al modelo animal

Un aislado nacional de SGB de serotipo Il provetdede un cuadro invasivo,
gentilmente facilitado por la Seccion de Microbgilndel ISPCH fue crecido en medio Todd
Hewitt estéril suplementado con Acido NalidixicastaaORQoo de 0,6. Una alicuota de 1ml
del cultivo se centrifugé a 10.000 rpm durante 1lmgise resuspendio en 1ml de Gelatina
(Sigma-aldrich) al 5%/v. Se inoculdé 100 pL de esta suspension en el tgestourinario
de 6 ratones hembra C57BL/6 de 6 a 8 semanas d@exlaenientes del Bioterio del ISPCH.
Los animales fueron mantenidos con suministro da ggomidaab libitum durante 16 dias,
luego fueron anestesiados con Ketamina y Xilacinaaadosis de 100 mg/Kg y 50 mg/Kg,
respectivamente y se les introdujo una torula dgnato de Calcio en el tracto genitourinario
la cual fue sometida a analisis microbiolégifenémodlisis, test de CAMP, siembra en agar

granada y cuantificacion de Unidades Formadora3aiienias (UFC)).

La cepa de SGB lll recuperada e identificada fuspaklada y crecida en las
condiciones anteriormente descritas y se realird phsaje en el tracto genitouterino de
ratones hembra C57BL/6. Transcurridos 16 dias, dioisnales fueron anestesiados y
muestreados como se describié previamente. La respgerada, fue sometida a analisis
microbiologico, subtipificacion molecular medianddLST (Jones y cols., 2003) y

secuenciacion del rRNA 16S en un analizador ABISNRB10 de Applied Byosistems.
b) Modelo de infeccidn intravaginal

En este modelo se utilizaron 10 ratones hembra805de 6 a 8 semanas de edad,
los cuales fueron distribuidos en 3 grupos expertailes: Control cero, control gelatina e
infectados con SGB (Tabla 4) (Figura 4). Los ang@sdlieron tratados con gentamicina a
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una dosis de 100 mg/Kg durante 5 dias, con eldidigminuir la flora comensal vaginal y
recibieron una dosis de 0,1 mg dg3Estradiol el cuarto dia del modelo para sincronéta
ciclo estral en estro. El quinto dia del modelos lanimales fueron inoculados
intravaginalmente con 100 pL de Gelatina pAéo con 18 UFC de SGB IIl adaptada al
modelo animal en Gelatina al 53. Los dias 8, 10, 12, 15, 17 y 19 se tomaron mued&as
torulado vaginal de los animales y se realizé aigtnicrobiolégico f-hemodlisis, test de
CAMP, siembra en agar granada y cuantificacion BE)JDurante los 19 dias que duro el
modelo, los animales fueron pesados diariamergdgssealizo un andlisis conductual segun
parametros establecidos por CONICYT (2009). Eld#fiadia que finalizé el modelo, se
extrajo sangre desde el seno retroorbital paraetarhinacion de anticuerpos mediante
ELISA.

Los procedimientos descritos anteriormente queluavan el uso de animales de

experimentacion estan aprobados por el CICUAL 8§BIAH.
TABLA 4

Distribucion de animales pertenecientes al modelo ed infeccion intravaginal, inéculo

intravaginal y tratamiento farmacolégico administrado.

Grupo n Inéculo intravaginal Tratamiento Sincronizacion
antibiotico de celo
Control cero 1 - - -
Control Gelatina 3 100puL gelatina 100 mg/Kg 0,1rig-éstradiol
Infectados SGB 6 £0 UFC SGB en 100mg/Kg 0,1 mg 1fF-estradiol
100puL gelatina
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FIGURA 4

Esquema de procedimientos realizados a los animalpsrtenecientes al modelo de infeccion
intravaginal.
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3- Evaluacién de la respuesta inmune protectora de leolonizacién por SGB
del tracto genitourinario de ratones vacunados orahente con la proteina
rSIP

a) Modelo de inmunizacion

El modelo de inmunizacién aplicado fue modificago\asquez y cols., 2014. Este
modelo se compone de 30 ratones hembra de la &l de 6 a 8 semanas de edad, los
cuales fueron aleatoriamente distribuidos en 6 agugxperimentales de 5 individuos cada
uno (Tabla 5). Los dias 1, 3, 5, 19 y 26 los am@md&lieron mantenidos 5 horas en ayuno y
se les suministrdoosters de 100 pL de una vacuna administrada via oral anéglila
utilizacion de una sonda orogastrica. Desde eR@lihasta el dia 33 los animales recibieron
una dosis diaria de gentamicina de 100 mg/kg ydasés de 0,1 mg de f#Estradiol el dia
32 del modelo. El dia 33 se in6culo®10FC de SGB en gelatina al 10% en el tracto
genitourinario de todos los animales, a excepcélosl que componen los grupos 11y VII.

Este modelo finalizé el dia 38; dia en el cual doémales fueron anestesiados y

eutanasiados por dislocacion cervical; obteniendestnas de hisopado vaginal, de sangre

bazo y fecas para la evaluacion inmunoldgica.
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TABLA 5
Detalle de grupos, formulacion - dosis y tratamiemts aplicados a los animales del modelo de

inmunizacion oral

Grupo Nombre Formulacién Boosters Desafio . Evaluaglo_n
con SGB inmunolégica
I Sin inmunizar - - v v
1] Basal - v
Il PBS PBS 1x v v v
\% SIP 10 pg/raton v v v
\% ALUM 200 pg/raton v v v
10 pg/raton de SIP + 200 pg/raton
VI SIP+ALUM de ALUM v v v

b) Evaluacion inmunoldgica

i) Preparacion del suero

El primer y el Ultimo dia del modelo los animalesrbn anestesiados con Ketamina
(100mg/Kg) / Xilacina (50mg/Kg) y se les introdwjo capilar en el seno retroorbital para la
obtencion de muestras de sangre, las cuales firstobadas en un bafio termorregulado a
37°C durante 30 minutos. Se separo el plasma graefagd a 4000 rpm durante 8 min. a

4°C y el suero obtenido se almacend a -20°C pgpasterior analisis mediante ELISA.
i)  ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG anti-rSP en suero

Los deteccion de anticuerpos 1gG séricos se llegab® mediante ELISA indirecto.
Para ello se activo una placa Nunc de 96 pocilboslgig de la proteina rSIP por pocillo en
un volumen de 100uL toda la noche a 4°C. Luegtawela placa 3 veces con PBS-Tween
0,05% y 2 veces con PBS1X y se bloqueo durantdorgaa 37°C con PSS-BSA3%. Sé lavo
nuevamente la placa y se agrego las muestras de poietriplicado en diluciones 1/100,
1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 y 1/3200 en PBS-BSA&%cuales se incubaron 1 hr. a 37°C.
Luego de otro ciclo de lavado, se agregd el ampmueanti-lgG de ratdon conjugado a
Fosfatasa alcalina en una dilucion 1:1000 en PB&1B&Y se incubo durante 1hr. a 37°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavé écaly se agrego 200 pL de buffer sustrato
p-Nitrofenilfosfato (Sigma) a una concentracion da3tng/ml disuelto en buffer 1M de
dietanolamina con 0,5mM de MgG/ se incubd 30 min. en oscuridad. La reaccioreseveo
con 50uL de NaOH 3My se ley6 absorbancia a 405ntkeator de placas de ELISA Spectro
Star Nano (BMG Labtech).
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iii) ELISA para la deteccidén de anticuerpos IgA anti-BIP en suero

Los deteccidn de anticuerpos IgA séricos se llewale mediante ELISA indicrecto.
Para ello se activé una placa Nunc de 96 pocilbmslgig de la proteina rSIP por pocillo en
un volumen de 100uL toda la nochd®C. Luego, se lavé la placa 3 veces con PBSiTwee
0,05% y 2 veces con PBS1X y se bloque6 durantdaorsaa 37°C con PSS-BSA3%. Sé lavo
nuevamente la placa y se agrego las muestras de goetriplicado en diluciones 1/50,
1/100, 1/200, 1/400, 1/800 y 1/1600 en PBS-BSAX¥ cuales se incubaron 1 hr. a 37°C.
Luego de otro ciclo de lavado, se agrego el ampmuanti-IgA de raton conjugado a fosfatasa
alcalina en una dilucion 1:1000 en PBS-BSA1% y mseubhd durante lhr. a 37°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavé écaly se agrego 200 pL de buffer sustrato
p-Nitrofenilfosfato (Sigma) a una concentraciéon da3tng/ml disuelto en buffer 1M de
dietanolamina con 0,5mM de MgG/ se incubd 30 min. en oscuridad. La reaccioreseveo
con 50uL de NaOH 3M y se ley6 absorbancia a 405nteator de placas de ELISA Spectro
Star Nano (BMG Labtech).

iv)  Extraccion de tracto genitourinario

Se extrajo asépticamente el tracto genitouterindodeanimales pertenecientes al
modelo de inmunizacion y se depositaron en pacasltieo de 6 pocillos con medio RPMI
1640 suplementado con Bicarbonato de Sodio, HEPE&icilina/Estreptomicina,
aminoacidos no esenciales, suero fetal bo\irRdercaptoetanol y Piruvato. Usando tijeras
quirurgicas se cort6 el tejido en pequefios fragosede 1x1 mm, se agregé Colagenasa
(MPBIO) y se incub6 en shacker a 37°C y 750 rprauher2 hrs. Transcurrido el tiempo de
incubacion se paso los fragmentos digeridos pditttmpara células@ell Srainer) (Falcon)
de 45uM vy se centrifugd a 1800 rpm durante 5 mimpellet celular se lavé con 30 ml de
PBS-FBS y se centrifugd a 1800 rpm por 5 min. eaite, las células fueron resuspendidas
en medio RPMI 1640 suplementado y contadas en eadeaneubauer con Azul de Tripan
(Strober, 2001).

v)  Extraccion de bazo

Se extrajo asépticamente el bazo de los animaleteneeientes al modelo

inmunizacion y se depositaron en placas de cullizd pocillos con medio RPMI 1640
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suplementado frio. Los érganos fueron perfundidms jeringas de tuberculina de 1 ml y
macerados con portaobjetos esmerilados. Luegontiefagar a 400 xg durante 6 min a 4°C,
se elimind el sobrenadante y se lisaron los gl@idws presentes en el sedimento con 3 ml
de ACK (NHCIl, KHCGs, EDTA di-sodico), agitando suavemente por inversiSe
centrifugd a 1800 rpm durante 6 min a 4°C, se laweces el pellet con RPMI 1640
suplementado, se centrifugd y se resuspendio é&tpetlular en medio RPMI 1640
suplementado. Finalmente, y se contaron las cétldsenidas en camara de neubauer con
Azul de Tripan (Strober, 2001).

vi)  Inmunofenotipificacion de células de bazo y de tiio genitouterino

Una vez contadas las células de bazo y tractoaeiiairio se alicuotaron en tubos
eppendorff (10 cels. en 100 pL) y se marcaron con 0,6 pL de werpps BD Pharmigen
marcados con fluorosforos segin como se indica &bla 6. Luego de 30 min de incubacion
en oscuridad se agregé 1ml de PBS-BSA1% y se figgdria 400 xg por 5 min a 4°C.
Finalmente, se descartd el sobrenadante, se resliépa pellet en 200 uL de PBS con
Formalina 1% y se almacenaron a 4% en oscuridad kas analizadas en un citbmetro de
flujo BD FACSCANTO II.

TABLA 6

Panel de inmunofenitipificacién de muestras de bazptracto genitourinario

Organo Poblacién celular Marcadores
Bazo Linfocitos T 0,6 pL anti-CD3 APC
(10° cels/100uL) 0,6 pL anti-CD4 PE
0,6 pL anti-CD8 FITC
Tracto genitourinario Neutréfilos 0,6 puL anti-CD11b FITC
(10° cels/100uL) 0,6 pL anti Ly-6G APC

vii) Cultivo de esplenocitos

Celulas de bazo obtenidas en la seccion ‘v’ fusembradas en placas de cultivo de
24 pocillos (2x10 cels/pocillo) y fueron estimuladas con 1ug de rSiRcubadas en estufa

con suministro de C&durante 72 horas a 37°C. Como control negativessmul6 células
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de bazo con la proteina recombinante PSA y conmiraopositivo se estimulé con
anticuerpos anti-CD3 (100 ng) y anti-CD28 (20ugp(Bgend).

viii) Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de kivos de esplenocitos

Se colectd los sobrenadantes de cultivos de esplesade la seccion ‘vii' y se
analizaron con el kit de citoquinas BD CytometraaB Array (CBA) Th1/Th2/Th17 para la
cuantificacion de IL-2, IL-4, IL-6, IFNs TNF, IL-17A e IL-10 segun instrucciones del

fabricante.

Brevemente, se reconstituyeron los estandare$Zaufos y de diluyeron serialmente
(2/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256)ega se mezclaron Idseads o esferas de
captura recubiertos con anticuerpos especificas gada citoquina con la sobrenadantes de
esplenocitos o con los estandares y posteriornoentel reactivo de deteccion que contiene
anticuerpos conjugados con PE. Las muestras fuamalizadas en un citbmetro de flujo
FACS VERSE utilizando el software FCAP array

ix)  Evaluacion de factores de transcripcion en esplenibas en cultivo

Células de bazo en cultivo mencionadas en la setdgibse centrifugaron a 12000 x
g durante 5 min a 4°C, se descarto el sobrenadamtes agregd 600 uL de TRIZOL® y se
incubé a temperatura ambiente 5 min. Se agregd (ll20de cloroformo y se agitd
enérgicamente por 15 segundos, luego se incubtpetatura ambiente por 3 min y se
centrifugd a 12000 g por 15 min a 4°C. Se recuper¢ la fase acuosanegeld con 600 pL
de isopropanol al 100% y se incub6 10 min a tentpexaambiente, luego se centrifugd a
12000 xg por 10 min a 4°C. Se descarto el sobrenadantayéeel pellet con 600 pL de
etanol 75%, se resuspendio agitando con vortexcgsiifugo a 7500 x g por 5 min a 4°C.
Se descarto el sobrenadante y el pellet se seedgsaspendio en 30 pL de agua libre de
RNAsa.

El RNA obtenido se cuantific6 mediante espectraf@tyia con un equipo Thermo

Scientific, modelo Evolution 60 y se almaceno £€30

Se sintetiz6 cDNA a partir del RNA extraido medéast kit ImProm-IIM Reverse
Transcrption System (Promega) siguiendo instruasotel fabricante, el cual se utilizo

como molde para la amplificacion de los genes tBAITA-3 mediante RT-PCR. El g¢n
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actina fue amplificado comimusekeeping. Las condiciones de amplificacion se enlistan en
la tabla 7.

TABLA 7

Detalle de secuencia de partidores, tamafio del fragento amplificado y condiciones de
Amplificacion para los geneg-actina, GATA-3 y t-bet.

Tamafio TO Conc.
Gen . . . .
-~ Secuencia partidores fragmento | annealing | Partidores
amplificado -~
amplificado (mM)
B- actina F 5-AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3' 81 60 500
R 5-AAGCCATGCCAATGTTGTC1-3'
t-bet F 5-GCTGAATTGGAAGGTGCCCACTAA-3' 83 62 500
R 5-TATACAGGGAAGGGATGGGGAAGA-3'
GATA3 F 5-AAGAAAGGCATGAAGGACGC-3’ 101 60 400

R 5-GTGTGCCCATTTGGACATCA-3

X)  Analisis microbioldgico

Las torulas de Alginato de Calcio introducidas értracto genitouterino de los
animales del modelo de inmunizacién se sumergi@or800 pL medio Todd Hewitt
suplementado con Acido Nalidixico y se agit6 ertesodurante 30 seg sin producir espuma.
Una alicuota de 50uL se sembré en agar tripticasmgla con 5% de sangre de cordero para
la deteccion de colonigshemoliticas de SGB. Por otra parte, se sembragasamiento de
estrias cada una de las muestras en agar granadae(i®ux) para la deteccion de colonias
de SGB de color naranja. Adicionalmente, la idexttide coloniag-hemoliticas se verifico
mediante test de CAMP.

La cuantificacion de UFC de SGB recuperadas eraeld de animales inmunizados y
de los grupos controles se realiz6 mediante ditusériada de la muestra original y siembra
homogénea en agar TS con 5% de sangre de cordero.
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4-  Estudio de la interaccion de SGB vy la barrera hemaiencefalica humana

a) Cultivo de Células Endoteliales humanas

Las células endoteliales fueron obtenidas desddénoumbilical perfundidocon
colagenasa Il (2mg/ml). Las células fueron crecigfadotellas de cultivo recubiertas con
gelatina al 0,2% en medio M199 suplementado con @8%uero de ternero, 5% de suero
humano inactivado por calor, 1% de Penicilina/Edgtnmicina y 12ng/ml de factor de
crecimiento de células endoteliales (Eugenin y Berr2003).

b) Cultivo de Astrocitos humanos
Los astrocitos fueron obtenidos a partir de tefigosistema nervioso central fetal
humanno, el cual fue separado de las meninge®yidiagcon tripsina (0,25%) y DNasa (1%)
por 1 hr a 37°C con agitacion constante. La sugpeeslular resultante se paso a través de
filtros de 250 y 150 mm. Las células fueron seditadas y resuspendidas en medio DMEM
con 25 mM de HEPES, 10% de suero fetal bovino, ##idlina/Estreptomicina y 1% de
aminoacidos no esenciales (Eugenin y Berman, 2003)

c) Interaccién de SGB con células endoteliales humanasvitro

Se cultivo células endoteliales humanas y se cmtia un 80% de confluencia en
placas de cultivo de 6 pocillos recubiertos con%),de gelatina en medio M199
suplementado.

Por otra parte, se realizé un indculo de SGB llhesdio Todd Hewitt suplementado
con &cido nalidixico y se crecié hasta é¢de 0,6. Una alicuota de 100uL del cultivo
bacteriano se centrifugé a 1000 rpm durante 1 nehpellet bacteriano se resuspendié en
medio M199 suplementado. Se afiadio 0,01 mg de FllaGuspension se incub6 60 min en
shacker a 37°C.

Finalmente, se agrego6 una alicuota de 20 pL desl@ession bacteriana (SGB-FITC)
a los cultivos de células endoteliales y se magtow durante 24 en incubadora acoplada a

un microscopio de fluorescencia a 37°C y 5% de.CO
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d) Interaccién de SGB con uniones estrechas de célukasdoteliales humanas

Se cultivaron células endoteliales humanas enlhstdé 50 ml recubiertas de gelatina
al 0,2% en medio M199 suplementado hasta 80-90%od#uencia y se expusieron a un
in6culo de 50 pL de SGB de @ 0,6. Como control negativo, cultivos de células
endoteliales fueron expuestos a 50 uL de medio Hmdtt estéril. Transcurridas 1, 8 y 24
hrs de incubacion una botella de células endogslidesafiadas con SGB y una botella de
células endoteliales control se lavaron con PBS&X,agregé 300uL de buffer de
solubilizacion con inhibidor de proteasas y se Ggagn espatula s¢rapper). La
concentracion de proteina total presente en cadstraudetermind mediante el método de
Bradford.

Se carg6 80 pg de proteina en 4 geles de eleasidode 4-20% (BioRad Mini-
PROTEAN TGX) y se corrio a 80V durante 90 minutbsego, las proteinas fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelupasa la deteccién de la proteinas
GADPH, Z0-1, Ocludina y Claudina mediante Westdat.b

e) Transmigracion de células mononucleares a través den modelo de barrera

hematoencefalican vitro expuesto a un indculo de SGB

Para el montaje del modelo vitro de barrera hematoencefalica humana (BHEH) se
aspiré el medio de astrocitos en cultivo, se agtegsina (Gibco) y se incubd 15 min a 37°C.
Se centrifugo la suspension a 1000 rpm durantenbynal pellet se resuspendié en medio
M199. El nimero de células presente en la muestdgtermind en camara de neubauer con
Azul de Tripan (Strober, 2001).

Se agreg6 3xP@strocitos en la parte inferior de sistemas destragracion (Transwell
0 inserts) provistos de una membrana porosa de @eMamente recubierta con 0,2% de
gelatina. Cada 15 minutos y durante 5 horas seggagredio M199 a 37°C para fijar las
células a la membrana.

Transcurridas 5 hrs de incubacién, se aspir6 eliondd un cultivo de células
endoteliales, se tripsinizd, centrifugd y se resud el sedimento en medio M199
suplementado. ElI nimero de células presente enuéstna se determind en camara de

neubauer con Azul de Tripan (Strober, 2001).
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Se agreg6 1xT¥@élulas endoteliales en la parte superior deitwerts con astrocitos
y se transfirieron a una placa de 24 pocillos ddduE de medio M199 suplementado. Los
cultivos se incubaron durante 3 dias para indacaxipresion de los transportadores Glut-1
y ¥-glutamiltransferasa y para generar resistencaatolimina.

Transcurridos los 3 dias de incubacion, los ‘irsséueron transferidos a una placa con
500 pL de medio M199 bajo en suero y fueron exjpsest3x10 células mononucleares de
sangre periférica (CMSP), 100 ng de CCL2 y/o SGRwalie 24 horas, segun se indica en la
figura 5.

FIGURA 5

Esquema ensayo de transmigracion de células mononeares de sangre periférica a través del
modelo de barrera hematoencefalica in vitroa) representacion esquematica del modelo derharre
hematoencefalican vitro: Co-cultivo de células endoteliales y astrocitodaetos opuestos de una
membrana de 3 pMbe evalué mediante citometria de flujo el nUmerGRISP capaces de trasmigrar
en presencia de SGB b) Disposicidn ishserts’ en una placa de cultivo de 24 pocillos.
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Transcurridas 24 hrs de incubacion, se coleatdeelio de cultivo del compartimiento
inferior de los ‘inserts’ y se analizé mediant@gittria de flujo para el conteo de CMSP que

transmigraron a través del modelo de BHEH.

Alternativamente, se realizd un analisis de pehilieacion del modelo de BHEH.
Para ello se lavé los ‘inserts’ con medio DMEM édilde Fenol red y se traspasaron a una
nueva placa de cultivo de 24 pocillos con 400 plreelio DMEM libre de fenol red. Se
agreg6 200uL de BSA conjugada a Evans blue 0,45% eompartimento superior de los
‘inserts’, se incub6 30 min a 37°C y se midi6 abanocia a 620nm del compartimiento

inferior

5-  Andlisis estadistico

El andlisis estadistico comparativo entre los tadok obtenidos fue realizado
mediante ANOVA. Valores de p<0,05 fueron considesasignificativos (*), p<0,01 muy
significativos (**) y p<0,001 altamente significatis (***).
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V. RESULTADOS

1-  Obtencion de la proteina rSIP

a) Expresion y purificacion de la proteina SIP

El analisis de un gel de electroforesis de poliaida al 12,5% de las fracciones
eluidas de la columna Pro Bond indica la preseteiana doble banda de 53 kD, las cuales

presumiblemente corresponden a la proteina rSigur@6).

El proceso de expresion y purificacion permitio evte#r 2 mg de proteina rSIP
(Imgl/litro de fermentacién), los cuales fueron gefites para el desarrollo de este trabajo

de tesis.
FIGURA 6

SDS-PAGE de fracciones eluidas de la columna deiraflad Pro-Bond: La proteina rSIP fue
eluida de la columna con la adicién de Imidazol 2Bd. Los carriles 1-8 corresponden a fracciones
de 1ml colectadas, en donde se observa la presgeeSIP de 53 KDa a partir del carril 3.

== 53KDa

b) Identificacion de la proteina rSIP

i)  Western Blot
La identificacion de la proteina obtenida en ekcpsm de expresion y purificacion se
llevd a cabo en primera instancia mediante We&#&rnutilizando un suero policlonal anti-

rSIP de conejo, producido anteriormente en la $aate Biotecnologia del ISPCH.
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En la figura 7 se aprecia que la banda de 53KDareada mediante SDS-PAGE es
reconocida por los anticuerpos anti-SIP presemtes guero, confirmando la identidad de la

proteina rSIP.
FIGURA 7

Western blot para la identificacién de la proteinarSIP purificada: Carril 1: Marcador de peso
molecular Kaleidoscope®. Carril 2: Proteina rSlflmada y concentrada

120 :

115 &

82

54 . 53KDa > Proteine
44 rSIP
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i)  Espectrometria de Masas

La identificacion de la proteina rSIP también sgdla cabo mediante espectrometria
de masas. Se analizo por triplicado las dos baddas3 KDa observadas en el gel de
electroforesis de poliacrilamida. La busqueda drate de datos de NCBI (todas las entradas
y restringido a Firmicutes) de las sefiales obteniddic6 que las 3 muestras analizadas
corresponden a la proteina SIP de Streptococcuactige registrada en NCBI como:
“Peptidoglycan-binding protein LysM”. El espectre dhasas y el resultado del analisis

bioinformatico se muestran en la figura 8.
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FIGURA 8

Espectrometria de masas para la confirmacion de l@entidad de la proteina rSIP. a) Espectro
de masas de rSIP b) Andlisis de la huella peptidiediante MALDI-MS.
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b)
Muestra 1
Base de datos Taxonomia Identificacion
Mascot (NCBI) All entries  Peptigoglycan-binding protein LysM, partial [Streptococcus agalactiae]
Sip [Streptococcus agalactiae |
Peptigoglycan-binding protein LysM [Streplococcus agalactiae]
Mascot (NCBI) Firmicutes Peptigoglycan-binding protein LysM, partial [Streptococcus agalactiae]
Sip [Streptococcus agalactiae )
Peptigoglycan-binding protein LysM [Streptococcus agalactiae)
Muestra 2
Base de datos Taxonomia ldentificacion
Mascot (NCBI) All entries  Peptigoglycan-binding protein LysM, partial [Streptococcus agalactiae]
Peptigoglycan-binding protein LysM [Streptococcus agalactiae]
Mascot (NCBI) Firmicutes Peptigoglycan-binding protein LysM. partial [Streplococcus agalactiae]
Peptigoglycan-binding protein LysM [Streptococcus agalactiae]
Sip [Streptococcus agalactiae |
Muestra 3 .
Base de datos Taxonomia Identificacion
Mascot (NCBI) All entries  Peptigoglycan-binding protein LysM, partial [Streptococcus agalactiae]
Sip [Streptococcus agalactiae |
Peptigoglycan-binding protein LysM [Streptococcus agalactiae)
Mascot (NCBI) Firmicutes Peptigoglycan-binding protein LysM, partial [Streptococcus agalactiae]

Sip [Streptococcus agalactiae |
Peptigoglycan-binding protein LysM [Streprococcus agalactiae)
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2- Desarrollo de un modelo de infeccién intravaginal gr SGB en ratones
C57BL/6

a) Adaptacion de una cepa de SGB Il al modelo animal

La cepa de SGB utilizada en este estudio corregpanoh aislado clinico de serotipo
[ll cuya identidad se confirmd en el Laboratorio Rieferencia nacional de cocaceas gram
positivas del ISPCH mediante el andlisis del tipdhdmodlisis, tincion de gram, prueba de la
catalasa, test de CAMP, hidrdlisis de hipuratoatkey la deteccion del antigeno especifico
de grupo B mediante aglutinacién por latex.

Debido a que SGB no habita comensalmente el tigetitouterino de ratones fue
necesaria la adaptacion de la cepa a nuestro mawliehal realizando dos pasajes de 16 dias,
en los cuales fue posible mantener una colonizamastante.

La identidad de la cepa adaptada se confirmé enepai instancia mediante analisis

microbiol6gicos, los cuales fueron positivos pa@BSFigura 9).

FIGURA 9

Andlisis microbidlogico de una cepa de SGB Ill adajpda a un modelo murino de infeccion
intravaginal. a) analisis de tipo de hemadlisis: las coloniaS@® sorp-hemoliticas al ser sembradas
en agar sangre. b) Test de CAMP: taknias de SGB se observan como una punta defleehsus
una cabeza de fésforo de un control negativBtiaptococcus pyogenes. ¢) Las colonias de SGB son
de color naranja al ser sembradas en agar granada.

a) b)
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Por otra parte, se realizé la identificacion dedpa de SGB adaptada al modelo animal,
mediante la secuenciacion del rRNA 16S. La secaeoloienida se aline6 con la base de
datos de NCBI mostrando 100% de identidad y sirddar con rRNAL16S de otras cepas de
SGB (Figura 10) y se registro en la base de daaseduencias nucleotidicas de NCBI con
el cédigo GenBank: KU736792($oto y cols, 2016).

FIGURA 10

Andlisis del alineamiento de la secuencia del rRNAGS de la cepa de SGB adaptada al modelo
animal, versus la base de datos de NCBI.

Query-

Name Score| E-Value | %-ldent | %-Simil | Q-Begin Description
SGBIIl- Str_eptococcus agala_lctiae 2603V/R
ISP 868 0 100% 100% 1 strain 2603V/R 16S ribosomal RNA,
complete sequence
SGBIII- Streptocogcus agalactiae strain JCM
ISP 868 0 100% 100% 1 5671 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence
SGBIIl- Streptococcus_agalactiae strain ATCC
ISP 868 0 100% 100% 1 13813 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
SGBIIl- Streptococcu_s agalactiae strain JCM
ISP 868 0 100% 100% 1 5671 16S ribosomal RNA gene,
complete sequence
SGBIIl- Streptococcus_agalactiae strain ATCC
ISP 860 0 100% 100% 4 13813 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence
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El andlisis de subtificacion molecular de SGB ptirST determind que la cepa
presenta un perfil alélico adhP 2, pheS 1, atirfA @, sdhA 1, glcK 1, tkt 1. Dicho perfil
corresponde al tipo se secuencia 17 (ST17), peitarte al complejo clonal 17 (CC17) el
cual se determin6 mediante un analisis bioinforcodtion la base de datos internacional
(Anexo 1). El ST17 es considerado hipervirulentgeyasocia con el desarrollo de cuadros

invasivos en neonatos.

b) Modelo de infeccion intravaginal

En la etapa de preparacion de 5 dias del modelmende infeccion intravaginal los
animales recibieron una dosis diaria de gentamenf00 mg/Kg con el fin de disminuir la
flora comensal. El antibidtico, permitid inhibirakecimiento dé’roteusy de otras bacterias
gram negativas, las cuales interfieren con el oriexito y colonizacion de SGB en el tracto
genitouterino.

Ademas, los animales recibieron una dosis deektradiol para sincronizar el ciclo
estral en estro. El estadio del ciclo estral séie@rmediante un método de observacion

visual y uno citoldgico (Goldman y cols., 2007; Byg cols., 2012) (Figura 11).

FIGURA 11

Verificacion del estadio del ciclo estrala) Método de observacion visual: en Estro, lastitas son
mas receptivas a los machos, por lo que se aprks@mente la abertura vaginal e hinchazon. b)
Método citolégico: Se caracteriza por la presedeiaélulas epiteliales cornificadas.

a) b)

Py |

Foto zona caudal deatdm Células epiteliales cficadas
C57BL/6 en Estro frotis vaginal raton C57BL/6
(40x, H&E)
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Los roedores, especificamente los ratones son Bsnmmuy sociables con una
conducta y jerarquia establecida. Un animal saté aento al medio, interactia con sus
pares, responde al enriqguecimiento ambiental, isgeata de forma constante y esta en
permanente acicalamiento (CONICYT, 2009).

Mediante el analisis conductual se observé que doenales se comportaron
normalmente en relacion al grupo control (TablaL®s animales no presentaron cambios
notorios en su alimentacién, actividad, pelaje stp@ durante el experimento, pero después
de los primeros manejos que recibieron tuvierontandencia a estar mas inquietos y con
vocalizaciones. Este hecho se atribuye a los nwsasrprocedimientos invasivos a los que
fueron sometidos (Anestesia, infeccion y muestreo).

En el transcurso del modelo de infeccion, los alémae pesaron diariamente. Todos
aumentaron de peso normalmente en relacion ahirfi@%) y no se observaron diferencias
significativas entre los grupos analizados (datosnstrados).

En el ELISA de las muestras de suero no fue poddtiectar anticuerpos IgG anti-SIP

en ninguno de los animales de modelo (datos norauims).

TABLA 8

Andlisis conductual de los animales del modelo defeccion intravaginal

Respuesta al

Grupos Apetito Actividad Acicalamiento Postura .
manejo
Control
Ambiental * * * * *
CO”“TO' +++ ++ + + ++
Gelatina
I(r:lgenctsaggs +++ ++ ++ ++ ++++

Normal (+), Escasos cambios (++), Medianos cam@i®s), Notorios cambios (++++)
Modificado de CONICYT, 2009

A los hisopados vaginales se les realizé analigisamiol0gico como se describio en
la seccion anterior y ademas se realizé la detaeion del numero de UFC presentes en
cada muestra mediante dilucion seriada y siembrabénea en agar sangre (Figura 12). En
este andlisis se observa que los animales del dinfectados con SGB” permanecen
colonizados durante el periodo de experimentacidn, observandose diferencias

significativas entre el nimero de UFC recuperaaal®s 6 dias de muestreo.
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FIGURA 12

UFC de SGB recuperadas del tracto genitourinario deatones colonizadosNo existe diferencia
estadisticamente significativa (NS) entre los dragstreados para los 6 animales muestreados
(p=0,5897)

6.0x1010 - NS

5.5x101° ' '
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3- Evaluacién de la respuesta inmune protectora de leolonizacién por SGB
del tracto genitourinario de ratones vacunados orahente con la proteina
rSIP

a) Evaluacion inmunoldgica
i) ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG anti-8IP en suero

El andlisis de los resultados de la detecciéon diewspos IgG anti-rSIP en suero
mediante ELISA, revelo la ausencia de este tipmaheinoglobulinas en los animales de los
grupos controles (Sin inmunizar, basal, PBS, ALUMpnginmune), no observandose
diferencias estadisticamente significativas enlias €p>0,05). Sin embargo, fue posible
detectar niveles significativos de anticuerposuaras de animales inmunizados solo con la
proteina rSIPg=0,0004) y en los animales inmunizados con el pipmale vacuna oral en
base a SIP y ALUM, siendo esta diferencia muy §icativa con respecto al grupo I1V-SIP

(p=0,0004) y altamente significativa con respectosagrupos controles (Figura 13).

41



FIGURA 13
Absorbancia a 405 nm de diluciones seriadas de soerde ratones inmunizados para la

evaluacion de los niveles de anticuerpos IgG antBtP. Cada medicion fue realizada por
cuadruplicado.
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i)  ELISA para la deteccion de anticuerpos IgA anti-rSP en suero

El andlisis de los resultados de la deteccion diewspos IgA anti-rSIP en suero
mediante ELISA, revelo la ausencia de este tipmueheinoglobulinas en los animales de los
grupos controles (Sin inmunizar, basal, PBS, ALUMpnginmune), no observandose
diferencias estadisticamente significativas eritos >0,05). Sin embargo, al igual que en
el caso anterior, fue posible detectar nivelesiftgitivos de anticuerpos en sueros de
animales inmunizados solo con la proteina rg#®,01) y en los animales inmunizados con
el prototipo de vacuna oral en base a SIP y ALUBhdo esta diferencia muy significativa
con respecto al grupo IV-SIP<0,001) y altamente significativa con respectosagupos
controles (Figura 14).
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FIGURA 14
Absorbancia a 405 nm de diluciones seriadas de soerde ratones inmunizados para la

evaluacion de los niveles de anticuerpos IgA antBiP. Cada medicion fue realizada por
cuadruplicado.
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i) Inmunofenatificacidon de tracto genitouterino

El desarrollo de cuadros invasivos por SGB sewtdlprincipalmente a una deficiente
infiltracion de neutrdéfilos en los tejidos infectedproducto de la accion de factores de
virulencia presentes en la superficie celular queriieren con este proceso. Mediante el
analisis de inmufenotipificacion por Citometriaftigo fue posible evidenciar un aumento
estadisticamente significativgp<0,001) en la infiltracibn de neutréfilos en el cia
genitouterino de los animales inmunizados oralmenote la proteina SIP y el adyuvante
ALUM (Figura 15). La infiltracion de neutrdéfilos dps restantes grupos del modelo fue
indetectable.
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FIGURA 15

Infiltracién de Neutréfilos en el tracto genitourinario de animales inmunizadosa) Esquema de
“dots” CD11b vs Ly-6G para la determinacion de PNIN poblacién delimitada por gate morado
corresponde a células doblemente positivas paréQ@yy CD11b. b) porcentaje de células
doblemente positivas para CD11b/Ly-6G en tractoitgerinario. Los valores representados
corresponden a promedio de los 5 animales anabzenicada grupo inmunizado.
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iv)  Inmunofenotipificacion de Bazo
La inmunizacion oral de los animales con rSIP y AMihdujo ademas un aumento
estadisticamente significativo de linfocitos T leel@D3+CD4+ y citotdxicos CD3+CD8+

(p< 0,05) en bazo, con respecto a los restantg@granalizados (Figura 16).
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FIGURA 16

Inmunofenatipificacién de Linfocitos T en bazo. Seobserva un aumento significativo de
linfocitos T CD4+ y CD8+ en bazos de animales inmizados con SIP-ALUM.Se representan los
valores determinados para los 5 animales de cagagr

259 *

NS x

N
e

H
g

—I— —'_[— «  CD3+/CD4+
+ + . convicoes

._\
?

: —.1——$—+_T_

[
1

% células CD3+

NS

9 Q
N \\53> N DRSS x
& %{2
Q& N
2y 3

Grupos inmunizados

v)  Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de kivos de esplenocitos

Los sobrenadantes de los esplenocitos cultivadestignulados con la proteina rSIP
fueron utilizados para detectar y cuantificar igsguinas INF, TNF, IL-10, IL-4, IL6, IL17A
e IL2, utilizando el kit Th1/Th2/Th17 CBAC{tometric Bead Array) de BD.
De este analisis es posible observar que existumento significativo de la secrecion de
las citoquinas INF y TNF (p<0,001 y p< 0,001) redaadas con la respuesta del tipo Thly
un aumento significativo de IL-10 e IL-17A (p<0,0(Figura 17). No se observaron

diferencias significativas entre los grupos andlizapara las restantes citoquinas analizadas.
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FIGURA 17

Niveles de expresion de citoquinas Thl, Th2 y Thgterminadas mediante CBA en los grupos
de animales inmunizadosSe observa un incremento significativo en INFFTNIL-10 en el grupo
VI SIP+ALUM.
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vi)  Evaluacion de factores de transcripcién en esplenibas en cultivo

Los esplenocitos cultivados de los diferentes gsugxperimentales fueron utilizados
para analizar la expresion de factores de trar@oéripelacionados con respuesta inmune del
tipo Th1/Th2 (Figura 18). Se observo un aumentaoifiggitivo en T-bet (p<0,001), lo cual
se relaciona con la respuesta del tipo Thl. Eeseltado se correlaciona con el andlisis de

secrecion de citoquinas en cultivos de esplenacitos

FIGURA 18

Evaluacion de los niveles de expresién de los fame de transcripcion T-bet y GATA-3,
asociados a respuestas inmune del tipo Thly Th2
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vii)  Analisis microbiolégico

El analisis microbioldgico de hisopados vaginaleslas animales del modelo de

inmunizacion reveld la presencia de SGB en gruposrales en cantidades similares a las
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recuperadas en el modelo de infeccion intravagiestrito previamente. En contraste, en los
hipados vaginales de los animales inmunizados tBry &lum se recuperaron cantidades
significativamente menores (p<0,001) (Fig. 19).

Este resultado, en conjunto con los presentadesiamhente apoyan la hipétesis de
este trabajo, en donde se afirma que el proto&peaduna en base a la proteina SIP y Alum

tienen un efecto protector contra la colonizaciérs&B en el tracto genitouterino.

FIGURA 19

Recuento de UFC de SGB en hisopados vaginales déoreges inmunizados
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4- Estudio de la interaccion de SGB y la barrera hemakencefalica humana

a) Interaccién de SGB con células endoteliales humanasvitro

Las células endoteliales son unos de los componems importantes de la BHEH y
participan activamente en la regulacién del passotigos desde el torrente sanguineo hacia
el Sistema Nervioso Central.

Las células endoteliales se cultivaron a un 80-8@%onfluencia y fueron expuestas

durante 24 horas a un inéculo de SGB dé& UBC marcado con FITC y mediante un
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microscopio de fluorescencia con suministro cornstde CQ y control de temperatura se
tomaron imagenes cada 3 minutos.
Se observé que SGB se agrupactusters alrededor de las células endoteliales,

induciéndoles cambios morfolégicos, disgregaciomugrte celular (Figura 20).

FIGURA 20

Cultivo de células endoteliales desafiadas con SGB¥C: En los circulos rojos se aprecia: a)
Agrupacion de SGB en torno a las CEs transcurmdahora de incubacién; b) Cambios morfol6gicos
en las CEs transcurridas 8 horas y c) muerte cdiidgo de 24 horas de incubacion.

1 hora de 8 horas de 24 horas de
mcubacion mcubacion incubacion

b) Interaccién de SGB con uniones estrechas de célukasdoteliales humanas

Las células endoteliales de la BHEH estan estreehamunidas por uniones
intercelulares llamada3ight Junctions o uniones estrechas, las cuales son altamente
responsables de la baja permeabilidad de esta.

Se cultivaron CE en 8 botellas de 50 ml a una oenftia de 80-90%. Tres cultivos
fueron infectados con SGB Ill, 2 con SGB ATCC cédiUFC y 3 no fueron infectadas y
usadas como control. Después de 4, 8 y 20 se amdedracciones celulares de 1 botella por
grupo y se analizaron por Western blot para obsdavaresencia de las proteinas ZO-1,
ocludina y claudina, las cuales componen las usiestrechas. Se observé una disminucién
significativa en la presencia de ocludina y claad#n los cultivos celulares infectados con
SGB (p<0,001 y p< 0,001) y un aumento de ZO-1(ps)(Big. 21), lo que sugiere que esta
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bacteria afecta la integridad de las proteinas coeforman las uniones estrechas.
Especificamente, se observa una disminucién delioely claudina que se encuentran en la

fraccion extracelular y un aumento de la protei@alZ presente en la fraccion intracelular.

FIGURA 21

Niveles de expresion de proteinas de las unionesreshas en cultivos de células
endoteliales desafiadas con SGRB) Ocludina, b) Claudina y ¢) ZO-1. Simbologia. €dntrol/

4 horas; SGB1.: cultivos infectados con SGB 4 hat&scontrol/ 8 horas; SGB2: cultivos infectados
con SGB 8 horas; C3: control/20 horas y SGB3 andtimfectados con SGB 20 horas.
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c) Transmigracion de células mononucleares a través dm modelo de barrera
hematoencefalican vitro expuesto a un indculo de SGB

Posteriormente se implement6 un modelhatro de BHEH con co-cultivos de células
endoteliales y astrocitos humanos en lados opuegtasia membrana depd/, modelo

desarrollado en el laboratorio del Dr. Eliseo Eugedniversidad de Rutgers.
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El modelo de BHEH fue expuesto a SGB*WEC) y 3x10 de células mononucleares
de sangre periférica y mediante citometria de figcevallo su capacidad de transmigrar

hacia el compartimiento inferior en diferentes doithes experimentales (Figura 22).

Se observd que en presencia de SGB de detectaaywor miimero de CMSP en el
compartimento inferior, lo cual se relaciona dia@eénte por una permeabilizacion del
modelo de BHEH.

FIGURA 22

Transmigraciéon de CMSP a través del modelo BHEHIn vitro. Cada condicion fue
evaluada por triplicado.
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El aumento de la permeabilidad de la barrera hesnaefalica en presencia con SGB
se evidencio tambien mediante un ensayo de perhiaeabtde BSA conjugada con Evans
Blue. Un aumento de la absorbancia a 620 nm eongpartimiento inferior de los modelos

expuestos a SGB implica un aumento de la permdadikl colorante (Figura 23).
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FIGURA 23

Absorbancia a 620 nm de los compartimientos inferies de modelos de BHEH expuestas a BSA
conjugada a Evans Blue. Cada barra representa la alsrbancia de un pool de 3 réplicas.
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VI. DISCUSION

A pesar de que SGB es un organismo comensal,dacidh por este patdogeno tiene
un importante impacto sobre la salud humana. Msjembarazadas, neonatos, adultos
mayores y pacientes inmunosuprimidos representattaimesgo de padecer enfermedades
invasivas. En Chile y en otros paises del munde,idéecciones por SGB representan
ademas una problemética social, debido a que Iz®mes de nivel socioecondmico bajo
poseen mayor riesgo de contraer este patdgeno gehisos publicos de salud no tienen

implementadas metodologiassteeening y profilaxis.

En la década del 90 surge la opcion de generarvaocana contra SGB como la
opcibn mas prometedora para esta problematica. eDesdonces se ha trabajado
arduamente en el desarrollo de vacunas en basagélidos capsulares administradas por
las vias intramuscular e intraperitoneal. ActualimegNovartis Vaccines and Diagnostics
esta realizando estudios clinicos en Fase |l paakuar la seguridad e inmunogenicidad de
una vacuna trivalente (la, Ib y Ill). Sin embargsta vacuna tiene la limitante de que solo
protegeria contra la infeccion por SGB de los §gostcontras los cuales fue formulada y
no seria lo suficientemente efectiva para genemarraspuesta inmune mucosal robusta.
Cabe ademas destacar que en SGB se ha descriégoameno llamadewitching capsular
gue ocurrein vivo en donde se produce intercambio de material genéé la porcion
central del operomrps entre cepas de distintos serotipos. (Kelly y ctB94; Martins y
cols., 2010). Bellais y cols. (2012) reportaronregmplazo de una porcion de 35,5 kb
perteneciente al locups de una cepa de SGB Ill generando un cambio deipe@iSGB
IV. Este serotipo de SGB es el mas frecuente eremesijembarazadas colonizadas en
Emiratos Arabes y en Estados Unidos es consideramio patogeno emergente. No existe

evidencia de vacunas en base a SGB |V.

En este trabajo se evaluo el efecto protector derototipo de vacuna oral en base a
rSIP con el adyuvante ALUM. La proteina SIP fuentifecad por Brodeur y cols. (2000),
quienes evidenciaron su presencia en todos logipesoanalizados. Otros estudios
demostraron que esta proteina induce una respnest@e humoral mucosal y sistémica
cuando es administrada por la via nasal (Manniogly, 2006; Xue, 2010). El adyuvante
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ALUM esta aprobado para ser testeado en humansslmas ampliamente usado debido
a su bajo costo, seguridad e inmunogenicidad. Cestps en base a Aluminio son
abundantes en el medio ambiente y son ingeridomuiante en el agua y en la comida, lo

gue avala su uso en una vacuna administrada orar(tde y cols., 2005).

SGB al ser un patégeno que utiliza las superficregcosas para ingresar al
organismo requiere de una inmunidad mucosal faitidepara prevenir su colonizaciéon y
el desarrollo de la enfermedad invasiva. Holmgreml. (2005) describen un sistema de
compartimentalizacion del sistema inmune mucosaldende la administracion de un
antigeno en una superficie mucosa puede inducsetaecion de anticuerpos IgA en
superficies mucosas distantes. Inmunizando orakmnemproduce la captacion del antigeno
en la cavidad oral y en la primera porcion del stit®, pero es posible inducir la
produccién de anticuerpos IgA en las secrecioniksgses, intestinales, vaginales y de las
glandulas mamarias (Holmgren y cols.,1992; McGheely., 1992; Mestecky, 1987; Zhu
y cols.,2012). Por lo tanto, la via oral de adniiagon representa un atractivo método para

vacunas contra patdgenos transmitidos sexualmenteyendo SGB.

Con el fin de desarrollar un modelo murino de infé@e por SGB para la evaluacion
pre-clinica del prototipo de vacuna se adapté asladd nacional de una cepa de SGB de
serotipo lll, realizando dos pasajes de 16 diaseletracto genitouterino de ratones
C57BL/6. El andlisis de subtipificacion molecular pILST de esta cepa indicd que tiene
un perfil adhP 2, pheS 1, atr 1, gInA 2, sdhA tKdl, tkt 1, correspondiente al CC 17. Se
ha demostrado que cepas pertenecientes al congidejal 17 estan fuertemente asociadas
con meningitis neonatal y son consideradas hipgderntas (Brzychczy-Wioch y cols.,
2012; Lamy y cols., 2006)

A pesar de que SGB no es un microorganismo comelesdtacto gastrointestinal
y/o genitouterino de ratones se logré mantener emlanizacion estable en el tracto
genitouterino durante 19 dias al infectar los atésy@on su ciclo estral sincronizado en
estro mediante el uso de f+#stradiol, con I0UFC de la cepa adaptada en un medio
viscoso de gelatina. Los animales pertenecientessta modelo no experimentaron
diferencias significativas de peso con respectorugpas control y no se observaron

anticuerpos 1gG anti SIP en suero, a diferencidodebservado cuando el patégeno es
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inoculado intraperitonealmente. Se han descritvipngente dos modelos murinos de
infeccion intravaginal por SGB. En el modelo desltado por Randis y cols. (2014) los

animales permanecen colonizados por un corto pedediempo de 5 dias y en el modelo
desarrollado por Carey cols. (2014) se mantienecotanizacion de 90 dias, pero no es
estable en los primeros 15 dias. A diferencia dedstro, los modelos mencionados
anteriormente no son Utiles para evaluar la efieletd/preclinica de una vacuna frente a un
desafio por SGB.

Con el fin de evaluar la respuesta inmune humaordldida por el prototipo de
vacuna se evaluo la presencia de anticuerpospiteldic especificos para la proteina rSIP
en suero. Los niveles mas altos de anticuerposbsenaaron en el grupo de animales
vacunados con el prototipo SIP-ALUM y en menor iciat en el grupo vacunado solo con
la proteina SIP. Altos niveles de anticuerpos el kgG anti-SIP en la sangre se asocian
con multiples ventajas para proteger al huéspetrada infeccion por SGB. En primer
lugar estos anticuerpos pueden neutralizar al patdguando entra al organismo a través
de una superficie mucosa y logra atravesar sus msagas de defensa ingresando a la
sangre. En segundo lugar, estos anticuerpos puealesmitirse verticalmente desde la
madre hacia el feto por via transplacental, disgendo considerablemente sus
probabilidades de contagio. Por ultimo, se ha dtesque a pesar de que los anticuerpos
del tipo 1gG son sensibles a la degradacion prities| existe un mecanismo de transporte
mediado por receptores FCRn expresados en céhitetiades del tracto gastrointestinal y
genitouterino que permiten su paso hacia supesficireicosas para opsonofagocitar
microorganismos. Sin embargo, es necesario reairayos de opsonizacion y fagocitosis
de SGB para evaluar la funcionalidad de los antpseproducidos ante nuestro prototipo
de vacuna.

La respuesta inmune humoral adaptativa en supsfinucosas se asocia con la
secrecion de anticuerpos del tipo IgA (slgA), lemles representan la primera linea de
defensa contra microorganimos que infectan mediasta via, impidiendo una proceso
infeccioso antes de que se establezca (Holmgresl. 2805, Abbas y cols., 2012). Cabe
destacar ademas que los anticuerpos IgA presentela éeche materna pueden ser

transferidos a las crias, confiriéndoles protec¢®amtillan y cols., 2011). La induccién de
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la secrecion de IgA es dependiente de linfocitbelper y de la secrecion de TG IL-

10 junto a IL-4. En este trabajo, no se evidenaipriesencia de anticuerpos del tipo IgA
anti-rSIP en fecas de animales vacunados (datesastrados). Sin embargo, en suero se
observo altos niveles de IgA anti-rSIP en los atlesxamunizados con SIP y ALUM y en
menor cantidad en los animales inmunizados soldS¢BnPara una mejor evaluacion de la
respuesta inmune humoral a nivel mucosal, se sutfiesteterminacion de anticuerpos IgA

anti-SIP en mucosa genital.

Para la evaluacion de la respuesta inmune cel@acuantificé la secrecion de
citoquinas 1, TH2 y THl7 en esplenocitos reestimulados con la proteih@. rEste
analisis revel6 un significativo aumento en la seidn de las citoquinas IFN y TNF
(p<0,001) en el grupo de animales inmunizados corARWPM. Dichas citoquinas se
asocian con una respuesta inmune celular del tigo Kwak y cols. (2000) evidenciaron la
secrecion de TNle-desde células mononucleares humanas expuestatisadm de SGB
Ill y sugieren que es un componente critico enascada de citoquinas en respuesta al
patogeno. Teti y cols. (1993) observaron que ekqatamiento con anticuerpo monoclonal
anti-TNF de ratones inoculados con SGB provocé un aumeigtafisativo de la
letalidad. También se observé un aumento en elogBIp-ALUM de IL-10 p<0,01), la
cual se asocia con una respuesta inmune celulaipdelTn2 sin embargo, no se detectd
secrecion de IL-4 lo que hace suponer que la séarde IL-10 fue estimulada frente a una
respuesta H1 exacerbada, inhibiendo la activacion de leucecita produccion de
citoquinas proinflamatorias y la migracion de fagm a los sitios de infeccion,
disminuyendo el dafio tisular asociado a la respueshune (Madureira y cols., 2011).
También se evidencié en esplenocitos de animalesirizados con SIP-ALUM un
incremento en la secrecion de IL-17, la cual eset&da por linfocitos 17 en respuesta a
una infeccién bacteriana o micética. Los linfocifbsl7 son abundantes en los tejidos
mucosos, especialmente en el tubo digestivo e ermucflamacion rica en neutrofilos
(Abbas y cols., 2012).

La respuesta inmune celular frente al prototipea®ina se evalué ademas mediante
la determinacion de los factores de transcripciélpeTy GATA-3, relacionados con las

respuestasHl y Th2, respectivamente. Dicha evaluacion se correlactmm el analisis de
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secrecion de citoguinas, observandose un aumegndicativo en la expresion de T-bet

relacionado con una respuestd.T

En el tracto genitourinario de animales inmunizados SIP-ALUM y desafiados
con SGB se evidencié una significativa infiltracida Neutrofilos, mientras que en los
otros grupos analizados fue indetectable. Los aglais representan la poblacion de
Linfocitos predominante en el epitelio vaginal yleg ha atribuido un importante rol en la
protecciébn contra infecciones genitales transnstidgexualmente comdChlamydia
trachomatis (Milligan, 1999). Estos leucocitos representan aate importante de la
respuesta inmune innata temprana y de la inmunidddptativa frente a los
microorganismos, debido que son capaces de migpadamente desde la sangre hacia los
sitios de infeccidon, donde identifican, fagocitadgstruyen a los microbios. Madureira y
cols. (2011) evidenciaron que la proteccion codéepor un prototipo de vacuna en base a
GADPH contra un desafio por SGB lll ST-17 hiperienia se correlaciona directamente
con un incremento del trafico de Neutréfilos hdomorganos afectados, mientras que una
limitada infiltracién favorece la colonizacién. Algos casos de EOD en neonatos se
caracterizan por un bajo recuento de Neutréfilotegdos infectados, lo que se explica por
la inmadurez del sistema inmune al momento debplotque interfiere con la maduracion

y quimiotaxis (Friedman y cols., 1996; Koening ¥.c2004; Wennekamp y col., 2008).

Se han descrito una serie de factores de virulegzitita superficie de SGB, tales
como Cba peptidasa y GADPH que interfieren commesanismos de evasion del sistema
inmune del huésped, impidiendo el reclutamiento Nutrofilos hacia los sitios de
infeccion. Es probable que la respuesta inmune haingstimulada por el prototipo de
vacuna en base a SIP-ALUM modifique la accién desefctores, impidiendo la adhesion

en superficies mucosas Y facilitando su fagocitpsisNeutrofilos.

En el analisis microbiolégico de torulado vaginalobservo una drastica disminucion
en la colonizacién en el grupo inmunizado con SIRIM con respecto a los grupos
controles. Este hecho, representa la principaleemi@ de la efectividad del prototipo de
vacuna planteado en este trabajo. Santillan y ¢8&11) observaron una significativa
disminucion de colonizacion de SGB en el tractoitgaterino de ratones ICR con la

aplicacion de una vacuna oral en base a C5a psatidiacapsulada, sin embargo, ellos
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desafiaron los animales con una cepa de SGB ATCE&ed#ipo Il que no es altamente
virulenta y en una concentracion 10 veces menar @ilizada en este trabajo. Hickey y
cols. (2010) testearon una vacuna oral en basea pnateina de membrana Galamydia
obteniendo una respuesta inmune mucosal y sist&igodicativa y una disminucion de la
colonizacién 12 dias después del desafio. Esteohsapiere que se pudo evidenciar una
disminucion de la colonizacion por SGB aun méas iBagtiva al evaluar colonizacion

durante un periodo méas extenso luego del desafio.

A pesar de los avances en metodologias de pesguyisavencion de infecciones
por SGB, este patdégeno contintdia siendo la princigasa de meningitis en neonatos (Kim,
2010). La mayor limitacion en el estudio de la prasion y el tratamiento de la infeccidon

del SNC es el limitado conocimiento de la patégesnes

Altos niveles de bacteriemia de SGB es un prersgguipara el desarrollo de
meningitis. Una vez en la sangre, puede ingresaBNLC mediante mecanismos de
transmigracion paracelular y transcelular facilitagpor diversos factores de virulencia
asociados (Ferrieri y cols., 1980; Magalhaes, 20l&)capsula polisacéarida rica en acido
sidlico actia como factor de sobrevivencia parabéster bacteriemia e interfiriendo con
los mecanismos de opsonofagocitosis mediada pdrdfigas. La p-hemolisina/citolisina
gue es una toxina promueve dafio en un amplio rdag®lulas eucariotas, incluyendo las
células endoteliales de la BHE. La encapsulaciden gresencia de toxinas citoliticas son
comunes en los principales agentes causantes dengitisn (S pneumoniae, N.
meningitidis y H. influenzae) (Doran y cols., 2002).

La interaccion de SGB con CE microvasculares gsigler paso en la patogénesis de
meningitis (Banerjee y cols.,, 2011), donde el dafalotelial y los mecanismos
inflamatorios contribuyen a las disrupcién de laBBfagalhaes y cols 2013). En este
trabajo se expuso CE microvasculares humanas anaculo de SGB y fue posible
evidenciar como la bacteria se sitla preferenteznent sitios de union intercelulares

ocasionando disgregacion y muerte celular.

Las células endoteliales de la BHE estan unidasupmnes intercelulares estrechas

(TJ por sus siglas en inglégight Junctions) que le conceden alta resistencia e
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impermeabilidad. Las TJ estdn compuestas por pagentegrales de membrana como las
ocludinas y claudinas, y por proteinas de membpandéricas como ZO-1, entre otros.
Mecanismos de regulacion que involucran a lasash# de expresion y degradacion de las
proteinas de las TJ) afectan la permeabilidad d@HE (Eugenin y Berman., 2003). En
este trabajo se analizo los niveles de expresidagiproteinas ocludina, Claudina y ZO-1
de las TJ de CE expuestas a SGB. Fue posible @bsque las proteinas ocludina y
claudina disminuyen sus niveles de expresionarard transcurre el tiempo, en contraste
a lo ocurrido con CE controles en donde sus niveéegxpresion se incrementan. Por el
contrario, los niveles de expresiéon de ZO-1 en Gpuestas a SGB aumentan, en
comparacion a cultivos controles. Wachtel (199%)ewiaron un significativo aumento de
la permeabilidad de la BHE de ratones debido ardéeplisis de ocludina luego de un
tratamiento con IL-f. La significativa disminucién en la expresionattudina y claudina
probablemente se debe a que estas proteinas sentaouexpuestas en la porcion
extracelular de las TJ y accesibles a toxinas itdtas de SGB y otros productos de
degradacién. ZO-1 en cambio se ubica en la poradiboplasmética de las CE e

interacciona con las porciones terminales de latepras de las TJ.

Se ha descrito que la injuria y el desapego entke W€cinas favorece la
transmigracion entre células dafadas. Sin embaaoque tener en cuenta que la BHE
esta constituida ademas por astrocitos, cuyos ‘tgigsinales” interaccionan con las CE
que inducen su diferenciacion a CE de BHE, haci@nd@s impermeable y selectiva al
trafico de sustancias. Por esta razon, se imple@meanmodeldn vitro de BHE compuesto
por astrocitos y CE, se expuso a SGB y se evalugdacidad de transmigracion de CMSP
en presencia de CCL2. Se observé que en ausen8&Bel modelo de BHE permanece
integro y por ende las CMSP son incapaces de peloetto contrario ocurrio en el
modelo expuesto a SGB donde un porcentaje sigtificale CMSP logrd transmigrar a
travées del modelo. Complementariamente, se realizéestudio de permeabilidad del
modelo de BHE a BSA conjugada a Evans Blue confodoaue SGB induce dafio en la
estructura de la BHE aumentando significativamesue permeabilidad. Magalhaes y
cols.,(2013) evidenciaron que SGB utiliza el sigteplasmingeno/plasmina del huésped
como un mecanismo de adhesion a las CE promovienaea y disrupcion, sin embargo,

no proporcionan nuevos antecedentes con respéefoadogénesis.
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Este trabajo es el primer reporte de un protaipeacuna oral en base a la proteina
SIP y el adyuvante ALUM, el cual es capaz de rnesist paso por el sistema
gastrointestinal, ser absorbido y ser reconocidaepsistema inmune, desencadenando una
respuesta humoral y una respuesta celular capaeediginuir drasticamente la
colonizacién por SGB en el tracto genitouterino rdeones C57BL/6. Las respuestas
inmune mucosal local y sistémicas inducidas pgretiotipo de vacuna podrian ademas ser
efectivas contra cuadros invasivos, impidiendo mdragla del patdgeno a la sangre,
estableciendo bacteriemia, lo cual es prerrequisdta el desarrollo de neumonia y

meningitis.

Otro reporte de vacuna mucosal en base a la peogtfh es el de Xue y cols. (2010)
guienes evaluaron una vacuna intranasal en bale ya ScpB en combinacion con CpG y
CT obteniendo en el tracto vaginal anticueposidellgG e IgA y anticuerpos del tipo IgG
en la sangre, pero no realizaron un desafio con |s8 evaluar el efecto protector a nivel
local.

Mediante este trabajo, se evidencio protecciénraokat colonizaciéon por SGB en
ratones hembra adultos, pero no se evidencio midtecen crias nacidas de madres
inmunizadas. Santillan y cols. (2011), evidenciavoa disminucién de la mortalidad en
crias desafiadas con un indulo de SGB, cuyas magkesn inmunizadas.

Como proyeccion se plantea, el uso de una vacunaase la proteina rSIP
administrada directamente via oral o utilizandanioroorganismo vivo atenuado como un

lactobacillus.
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VII. CONCLUSION
Se expreso, purificé e identifico la proteina r8iRcantidad y calidad adecuadas para
la evaluacion de su potencial uso como vacuna.

Se adaptd y caracterizd una cepa de SGB serofigirdveniente de una cuadro
clinico a un modelo murino.

Se implementd un modelo de infeccion por SGB draeto genitouterino de ratones
C57BL76

El prototipo de vacuna oral en base a SIP y ALUM éapaz de estimular una
respuesta inmunoldgica antigeno especifica, la dual capaz de disminuir

significativamente la colonizacion vaginal con GBS.

SGB modifica la permeabilidad de un modelo de Barhematoencefalica vitro,
alterando la integridad de las uniones estreclagta Junctions.
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