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VACUNACION EN NEONATOS
CONTRA LA ENFERMEDAD
RESURGENTE PERTUSSIS: UN
DESAFIO, UNA ESTRATEGIA
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La Declaracion del Milenio de las Naciones Unidas, firmada en septiembre de 2000,
comprometid a los lideres mundiales a luchar contra la pobreza, el hambre, las enfermedades,
el analfabetismo, la degradacién medioambiental y la discriminacidén de la mujer. En dicha
declaracién se fijaron objetivos y metas a ser cumplidas para el afio 2015. Varios de dichos
objetivos y metas estan directamente relacionados con la salud. Gracias al trabajo conjunto
enmarcado en dicha declaracién se logré reducir en un 53% la tasa de mortalidad en los menores
de cinco aios. Sin embargo todavia cada afio se registran alrededor de 2 millones de muertes
en lactantes menores de 6 meses debido a infecciones . En el afio 2015, un dato preocupante
fue que el 45% de los fallecimientos ocurridos en el grupo de los nifios menores de 5 afios se
detecté en el primer mes de vida 2. Muchas de estas muertes fueron debidas a enfermedades
gue son prevenibles mediante la vacunacion pero que por la corta edad de los nifios no alcanzan
a completar el esquema de vacunacién que brinda proteccidon. Para muchas enfermedades la
vacunacion comienza a las 6-8 semanas de edad, pero la primera dosis no brinda proteccién
inmediata y en general se requieren de multiples dosis, lo que lleva a la vulnerabilidad en los

primeros 6 meses de vida.

En un esfuerzo por reducir la tasa de mortalidad en los menores de 5 aiflos a menos de
25 por cada 1.000 nacidos vivos para fines de 2030, se estan explorando e implementando una
serie de estrategias que incluyen entre otras, la inmunizacion durante el embarazo 3. Esta
estrategia aunque es muy prometedora para varios patégenos, incluidos aquellos que provocan
enfermedades como pertussis e influenza, es relativamente reciente, y ademas tiene un valor
limitado para los casi 2,6 millones de bebés que nacen prematuramente y que a lo sumo reciben
una cantidad restringida de anticuerpos maternos *. Los avances recientes en la comprension de
la respuesta inmunitaria en neonatos ° &, han renovado el interés en la inmunizacién neonatal
como una estrategia prometedora y eficaz para reducir la morbilidad y la mortalidad en bebés
pequefios. Esta estrategia ya ha sido recomendada y empleada de forma rutinaria al nacer para
las vacunas contra la tuberculosis [Bacilo de Calmette-Guérin (BCG)], hepatitis B (VHB) y polio
[vacuna oral antipoliomielitica (OPV) o vacuna antipoliomielitica inactivada (IPV)]. Estos
antecedentes son claves para el disefio de vacunas y estrategias que impacten positivamente en
la proteccién de los recién nacidos y durante el periodo neonatal, que en humanos se define
como los primeros 28 dias de vida. En este contexto, durante mi trabajo de tesis abordamos en
el modelo murino el empleo de la estrategia de inmunizacién neonatal contra pertussis, una
enfermedad respiratoria resurgente. Sustenta este objetivo el hecho de que: a) la enfermedad
denominada pertussis o tos convulsa afecta gravemente a los recién nacidos y lactantes; (b) que

el nacimiento es un punto practico de contacto con la atencién médica que permite asegurar
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buenas coberturas de vacunacién en el neonato, c) que la combinaciéon de la inmunizacién
maternal y la neonatal podria sinergizar los beneficios en la prevencidn en los recién nacidos;
(d) el posible beneficio de la proteccion para los bebés prematuros para quienes la transferencia
de anticuerpos maternos es limitada, con un mayor riesgo de infecciones graves durante la

infancia ’.

Con el fin de contextualizar mi trabajo de tesis a continuacion brindaré informacién
sobre los rasgos clinicos de pertussis, su epidemiologia, la situacidn actual de resurgencia, causas

y estrategias de vacunacion.

Pertussis, la enfermedad

Pertussis, tos convulsa o coqueluche son sindbnimos que se emplean para designar a una
enfermedad respiratoria aguda altamente contagiosa causada principalmente por Bordetella
pertussis, una bacteria Gram negativa con morfologia coco-bacilar. B. parapertussisy, B.
bronchiseptica y B. holmesii son otras especies del género Bordetella que son capaces de inducir
sintomas similares a pertussis aunque B. pertussis sigue siendo la especie de mayor impacto
epidemioldgico®. El Unico reservorio de B. pertussis conocido es el hombre. Sin embargo,
recientemente se ha descripto que los monos babuinos pueden desarrollar la enfermedad y por
ello se lo ha tomado como modelo animal de la enfermedad, de esta manera en lugares donde
este mono habita en cercania de poblaciones podria representar un reservorio natural no
humano °. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen de la edad del paciente, de
su estado inmune, del uso de antibidticos, de coinfecciones y de su estado sanitario en general.
El cuadro clinico tipico se observa mas comidnmente en pacientes pedidtricos sin inmunidad
previa contra la enfermedad en una primera infeccion. Este cuadro clinico comienza a
manifestarse luego de un periodo de incubacidn asintomatico que suele durar entre 7 a 12 dias
10 a través de signosy sintomas cuya aparicidon y desaparicidn resultan progresivos en el tiempo.
Se distinguen tres etapas sintomaticas secuenciales (Figura 1). La fase catarral, que suele
extenderse hasta 14 dias, se caracteriza por la presencia de una sintomatologia similar a un
resfrio comudn con rinitis y tos. De hecho, los signos clinicos en esta etapa son inespecificos y
dificiles de distinguir de otras enfermedades respiratorias. Sobre el final de esta etapa y en la
etapa siguiente es frecuente la leucocitosis, con linfocitosis, que en general se detecta en casos
graves y fatales de la enfermedad . La siguiente etapa se la ha denominado paroxistica debido
a los ataques violentos de tos o paroxismos que van aumentado en frecuencia y en intensidad.
Estos ataques de tos que se repiten varias veces terminan generalmente en una inspiracién

profunda que produce el silbido caracteristico llamado estridor inspiratorio, también es
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frecuente el vémito postusivo. Los ataques de tos se dan con mayor frecuencia durante la noche,
llegando a promediar los 15 por dia. Entre los ataques de tos, el paciente se presenta normal,
sin aparentar estar cursando una enfermedad respiratoria. En los recién nacidos y lactantes
menores de 6 meses son frecuentes los sintomas de cianosis y apneas. Esta etapa provoca un
gran deterioro fisico del paciente con cansancio extremo, deshidratacidn, pérdida del apetito y
descenso de peso. La fase paroxistica es la mas larga de la enfermedad vy, a pesar de que suele
durar entre 1 y 6 semanas, puede extenderse hasta 10 semanas. El agravamiento del cuadro
clinico puede deberse en parte a la infiltracion masiva de linfocitos en los pulmones 2, 13
provocado por una de las toxinas sintetizadas por el agente causal B. pertussis, la toxina pertussis
(PTx). Esta toxina estaria involucrada en el egreso masivo de linfocitos del bazo e incluso de la
médula ésea, a partir de su interaccidn con los receptores CCR7 y CXCR4, responsable de la
retencién linfocitaria en bazo * y médula®®, respectivamente. En los neonatos y lactantes, los
casos graves resultan ser mas frecuentes probablemente como consecuencia de bajos niveles
de anticuerpos neutralizantes contra la PTx . Mientras que los pacientes con pertussis
causadas por B. parapertussis, que no expresa PTx, no presentan leucocitosis, hecho que

confirma el rol de la toxina en el incremento de éstas células *.

Complicaciones
Hospitalizacion
Bronconeumonia
Convulsiones
Encefalopatia aguda

Dafio cerebral permanente
Muerte

Incubacidn . Catarral . Paroxistica Convaleciente
4 i

{1-3 semanas) {1-2 semanas) (1-6 semanas) {1-3 semanas)
Tos y sintomas Paroxismos, Tos
: catarrales : Vémitos, Apnea,
cianosis
; ;

Figura 1: Desarrollo del cuadro clinico tipico de la infeccién causada por B. pertussis. Se indican las 4 fases
caracteristicas de la enfermedad, su duraciéon estimada en semanas y la sintomatologia habitual para cada
una de ellas.

La severidad de los cuadros depende del estado inmunolégico del huésped *,%, la edad

18 vy de las posibles coinfecciones. Si no hay

del paciente, el tratamiento antibidtico
complicaciones los sintomas de a poco comienzan a desaparecer. Este periodo de convalecencia
en general dura de 1 a 3 semanas hasta que el individuo se recupera completamente. Las

complicaciones mas importantes frecuentes en los menores de 6 meses y que requieren de
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hospitalizacidn (72,2% en nifios menores de 6 meses, 3,9% para los mayores de 20 afios de edad)
son bronconeumonia (17,3 frente a 3,4% para adultos), convulsiones (2,1 versus 0,5%),
encefalopatia aguda (0,5 frente a 0,1%), dafio cerebral permanente y muerte 6. En los neonatos
que padecen las formas mas severas de pertussis presentan las complicaciones mas graves que
obliga frecuentemente a su hospitalizacién. En ellos el periodo catarral es mas corto y pueden
estar ausentes los sintomas cldsicos de la enfermedad como el estridor inspiratorio posterior a
los accesos de tos y sus cuadros puede estar dominados por apneas, dificultad respiratoria y
cianosis con ausencia de tos paroxistica. El curso de la enfermedad es especialmente largo y
complicado y se puede requerir soporte ventilatorio. Adicionalmente, con mas frecuencia que
en los grupos de mayor edad, se presentan complicaciones como convulsiones, neumonias,
atelectasias, entre otras. Experimentan también dificultades para alimentarse, ahogamientos,
bradicardia y taquipnea y alcanzan tasas de mortalidad de hasta 1,3%. Las causas de muerte en

este grupo se relacionan con la leucocitosis, hipertensién pulmonar y neumonia °,%,

En general se estima que alrededor de 1 de cada 10 nifios con pertussis desarrollan
neumonia, alrededor de 1 cada 50 padecen convulsiones y cerca de 1 de cada 250 personas
gue se infectan desarrollaran encefalopatia. En os casos de peor evolucién ocurrird el

fallecimiento del paciente *°,

Los adultos y adolescentes con alguna inmunidad adquirida por vacunaciéon o por
infecciones previas con el patdgeno, pueden presentar tanto sintomas leves como la tipica tos

paroxistica prolongada. En todos los grupos etarios, la tos puede persistir durante meses.

En base a toda esta informacion y a la experiencia de afios, la OMS define el caso clinico
de pertussis como aquel que presenta una tos persistente de 2 o mds semanas de duracién con
al menos uno de los siguientes sintomas: paroxismos de tos, apneas, cianosis, estridor
inspiratorio, vémitos después de toser sin otra causa aparente (WHO-Pertussis Surveillance.
WHO/V&B/01.19.). En la Argentina, desde el nivel sanitario central y basado en los criterios de
la OMS vy experiencias propias, se ha consensuado (2010) la definicién de caso clinico

estratificada por edad:

. Menores de 6 meses: toda infeccién respiratoria aguda, con al menos uno de los
siguientes sintomas: apnea, cianosis, estridor inspiratorio, vomitos después de toser o tos

paroxistica.

. Mayores de 6 meses hasta 11 afios: tos de 14 o mas dias de duracién acompafiado de
uno o mas de los siguientes sintomas: tos paroxistica, estridor inspiratorio o vémitos después

de la tos sin otra causa aparente.
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. Mayores de 11 afios: tos persistente de 14 o mas dias de duracién, sin otra

sintomatologia acompanante.

Los criterios para la confirmaciéon del caso de pertussis son por laboratorio: el aislamiento
microbioldgico del agente causal, la deteccidn de secuencias gendmicas especificas mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la serologia positiva empleando sueros pareados.?,
y por epidemiologia: casos sintomaticos con contacto estrecho de un caso confirmado por

laboratorio.

Algunos datos sobre la historia de la enfermedad

Sobre los origenes de esta enfermedad existen manuscritos traducidos de un médico de
la dinastia Sui en china, que abarcé la medicina entre el 581 y el 618 DC. En estos textos se
describen pacientes con sintomatologia semejante a la infeccidon por pertussis, que en aquel
entonces era llamada “la tos de los 100 dias”. Existian predicciones que indicaban que si la tos
no desaparecia dentro del primer mes, la probabilidad de sobrevida rondaba entre el 10y el 20
% 22. Otras observaciones tempranas compatibles con los signos y sintomas de la enfermedad
gue hoy conocemos como pertussis fueron las realizadas por Bahaoddin-bin-Ghasem-
Bahaoddin Razi (médico irani) quien en un manuscrito compilado en 28 capitulos publicado en
el siglo 15 informé sobre dos epidemias, una en Harat y otra en Rey (antigua Persia) en donde
dio detalles sobre el prondstico, los sintomas, la etiologia y los factores predisponentes de una
enfermedad compatible con pertussis®® .En 1578, el médico francés Guillaume De Baillou (1538-
1616) describié una epidemia de pertussis en Paris?*. Respecto a la denominacidn antigua de
“Quinta” para la enfermedad, se cree que fue debido a la periodicidad observada para los
paroxismos (episodios agudos de enfermedad) los cuales ocurrian cada 5 horas pero también
hay quienes sostienen que se debe al nimero de repeticiones de eventos de tos en un mismo

ataque 6,

La sintomatologia y los brotes de la enfermedad se pudieron asi describir y detectar
muchos afios antes de la identificacion del agente causal. En si mas de trescientos afios
transcurrieron hasta que el cientifico aleman, Carl Burger detectara por primera vez (1883)
bacterias en una muestra de esputo obtenida de un paciente con manifestaciones clinicas
compatibles con pertussis. Diecisiete afios después, el cientifico belga Jules Bordet visualiza
pequefios bacilos Gram negativos en el esputo obtenido de su hija de 5 meses quien sufria de
violentos ataques de tos, lamentablemente en aquel momento Jules Bordet no pudo cultivarlos.

Seis afios después otro hijo de Bordet, sufrié también de pertussis y fue ahi que Jules Bordet
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junto a Octave Gengou lograron exitosamente aislar al agente causal de la enfermedad. “La
pululacion, dijeron Jules Bordet y Octave Gengou al describir su hallazgo, era de una abundancia
tal y de una pureza tan perfecta, que era imposible rehusarse a admitir una relacion de

causalidad directa entre esta infeccion y la aparicion de la coqueluche”.

Los estudios sobre el agente causal de la enfermedad fueron continuados por estos
investigadores quienes lograron disefiar un medio de cultivo para el desarrollo de aquel
microorganismo fastidioso, sensible a muchos factores. Este medio de cultivo conocido como

medio Bordet-Gengou se sigue empleando en la actualidad.

Agente causal y factores de virulencia

El principal agente causal de la enfermedad es B. pertussis. Esta bacteria pertenece al
género Bordetella que incluye a 10 especies: B. pertussis, B. parapertussisp, subespecie humana,
B. parapertussis,, subespecie ovina, B. bronchiseptica, B. holmesii, B. avium, B. petrii, B. hinzii,
B. tetratum y B. ansorpii. B. pertussis es un cocobacilo Gram-negativo pleomérfico aerobio
estricto no fermentador que puede desarrollarse en medios de cultivo como el agar Bordet
Gengou o Regan Lowe, a una temperatura de entre 35y 37 °C. Se trata de una bacteria no movil,
considerada fastidiosa por ser sensible a muchos componentes como detergentes, dcidos grasos
insaturados o compuestos azufrados. Mediante pruebas bioquimicas que incluyen la evaluacidn
de la actividad catalasa, ureasa y oxidasa se puede distinguir B. pertussis de las otras especies

del género Bordetella que pueden ocasionar enfermedades en humanos .

B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica, denominadas tradicionalmente
“especies clasicas”, comparten muchas caracteristicas geno y fenotipicas. En el afio 2003 Parkhill
publicd una serie de analisis comparativos de los genomas de las cepas B. bronchiseptica RB50
(genoma de 5.338.400 pb, con 5.007 genes predichos), B. parapertussis cepa 12822 (4.773.551
pb, 4.404 genes) y la cepa de referencia B. pertussis Tohama | (4.086.186 pb, 3.816 genes). Este
andlisis de los genomas mostré que las 3 especies comparten mas de 3.200 genes % por lo que
se las llegd a considerar subespecies dentro del género Bordetella. El mayor tamafio del genoma
y los genes exclusivos del genoma de B. bronchiseptica la ubican como ancestro comun de las
otras dos especies. De hecho varios autores consideran a B. pertussis y B. parapertussis son

linajes de B. bronchiseptica adaptadas al humano *’.
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En el afio 2005, S. Mattoo y J. Cherry reportaron el analisis filogenético de las 9 cepas
caracterizadas hasta ese momento que se muestra en la Figura 2. Los autores describieron a B.
petrii como el antecesor comun de todas las demds especies de Bordetella. Este arbol
filogenético plantea a B. petrii como el antecesor comun de todas las especies conocidas en ese
momento, y muestra a B. bronchiseptica como el antecesor particular de las especies B.

pertussis, B. parapertussisn, y B. parapertussis,,, que inclusive en un momento fueron

I « 7 17

designadas como parte del “cluster de B. bronchiseptica

B paraperiussis 5

B. bronchiseplica

8 paraperiussis W

B broachisephicd

L B bronchissplica
B perfussis

P —ee
B bronchissphica

L B bronchiseptica

B bronchizephica
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Figura 2: Analisis filogenético de 9 especies del género Bordetella en base a datos de electroforesis de
enzimas multilocus, andlisis de secuencias de insercion y secuenciamientos genémicos. Grafica tomada de:
“Molecular Pathogenesis, Epidemiology, and Clinical Manifestations of Respiratory Infections Due to

Bordetella pertussis and Other Bordetella Subspecies” Seema Mattoo y James D. Cherry — 2005 17,

B. hinzii fue aislada del tracto respiratorio de aves, pero se cree que posee un potencial
patogénico en humanos inmunocomprometidos. B. tetratum fue aislado en infecciones de oido
y lastimaduras de humano, pero jamds ha sido asociada a infecciones respiratorias. B.
parapertussis,, subespecie ovina causa una infeccidon crénica en el tracto respiratorio de las
ovejas. B. petrii fue aislada del ambiente y es capaz de crecer en condiciones anaerdbicas.

Las distintas especies patdgenas del género Bordetella expresan una serie de compuestos
gue se conocen en conjunto como factores de virulencia. Los mismos han sido clasificados en
dos categorias funcionales diferenciales: adhesinas y toxinas, aunque también existen sistemas
mas complejos como el sistema de secrecion tipo Il que también juegan un rol clave en la
patogénesis 2,27, Mientras que las adhesinas median la adhesién al epitelio ciliado, a macréfagos

y a neutrdfilos; las toxinas contribuyen a la patogénesis, las manifestaciones clinicas
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caracteristicas de pertussis y en muchos de los casos estan involucradas en la evasion de la

respuesta inmune montada por el huésped o en la inmunomodulaciéon del mismo. Varios de

estos factores de virulencia se utilizan para formular vacunas acelulares o de componentes que

actualmente estan licenciadas contra pertussis (Toxina pertussis, Pertactina, Hemaglutinina

filamentosa y las fimbrias tipo Fim2 y Fim3).

La expresion de la mayoria de los factores de virulencia mencionados esta regulada por

un Unico locus que codifica para un sistema de dos componentes denominado BvgAS?.

Las caracteristicas mas relevantes de los distintos factores de virulencia se describen

resumidamente a continuacion en la figura 3.

Figura 3: Factores de virulencia de B. pertussis. Representacion grafica de Adaptado de Alisson Weiss 1995
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Hemaglutinina filamentosa (FHA): Proteina altamente
inmunogénica de 220 kDa, incluida en las vacunas contra
pertussis. Esta asociada a la superficie de la bacteria pero
también puede ser secretada . Implicada en la
colonizacidn traqueal, en la adherencia y la invasidn de B.
pertussis a macrofagos y células epiteliales.. Presenta
actividad inmunomodulatorias 309,310,311. .
parapertussis y B. bronchisegtica expresan una proteinas
estrechamente relacionadas 12, 313,

Fimbrias (Fim): Son estructuras filamentosas de
naturaleza proteica que particiE)an en la adhesion a
distintas células del huéspeda‘4 De acuerdo a su

:ﬁ.'.:\l‘ ./ - reactividad frente_a_sueros se han clasificados distintos

— = TOXINA serotipos de Fim>™>. Todas las cepas de B. pertussis

ADENILATO | = e ‘N ¢ CITOTRAQUEAL | expresan Fim1, algunas Fim2, otras Fim3 y otras Fim2 y
GICLASA | e ‘\\ Fim3, El PM aproximado de las distintas variantes es de 22

kDa>!®. son inmunogénicas y forman parte de algunas
vacunas acelulares contra pertussis.

Pertactina (PRN): Auto-transportador presente en la
membrana externa de las especies clasicas del género
Bordetella. Su PM dependiendo de la especie varia de 68-
70 kDa™’. Participa en el proceso de adhesion de la
bacteria al  huésped 317" Presenta un rol
inmunomodulatorio y es muy inmunogénica, por ello
forma parte de las vacunas acelulares contra pertussis 132
La deficiencia de este antigeno es propuesta actualmente
como una de las causas de la resurgencia de pertussis. En
paises con esquemas de vacunacion basados
exclusivamente en vacunas acelulares la frecuencia de
aislamientos deficientes en pertactina es mucho mayor

80,81

Toxinas

Toxina pertussis (PTx): Sintetizado exclusivamente por B. pertussis. Es una toxina del tipo ABs con un peso
aproximado total de 105 kDa2%0, Responsable de la mayor parte de los sintomas de pertussis. Inhibe la
subunidad inhibitoria de las proteinas G2°1,292, Media la linfocitosis caracteristica de la enfermedad. Forma
parte de las vacunas contra pertussis2%3.

Adenilato ciclasa-Hemolisina (AC-Hly): Proteina bifuncional: actividad adenilato ciclasa (AC) y hemolisina
(Hly)2%4,2%5, Induce apoptosis y es inmunogénica, posee la capacidad de inducir respuesta de tipo Thly
citotoxica 296,297,

Toxina dermonecrética (TDN): Toxina citoplasmatica de PM 140-160 kDa puede ser inactivada a 56°C17,298,
Presenta probada actividad necrotizante?®, Se secreta durante la infeccidn y activa de manera permanente
GTPasas de las células blanco (la familia Rho)3,

Toxina citotraqueal (TCT): de naturaleza disacaridica y tetra peptidica con PM de 920 Da30l, Esta toxina
afecta el funcionamiento de células epiteliales32, 303, Inhibe la quimiotaxis y el metabolismo oxidativo de
los neutrdfilos contribuyendo a la persistencia de B. pertussis en el huésped34,

Lipopolisacarido (LPS): Endotoxina que no contiene antigeno O en el caso de la especie B. pertussis. Esta
localizada en la membrana externa de las bacterias Gram negativas. El rol del LPS en la patogénesis estaria
relacionado con el proceso de colonizacidn305, 306,

Componentes mas complejos

Sistemas de Secrecion de Tipo Ill (TTSS): Involucrado en el transporte y secrecidon que cuenta con al
menos 20 proteinas 30 26,307 308 Ro| inmunomodulatorio
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Transmision y contagiosidad de pertussis

Como hemos descripto mas arriba, pertussis se caracteriza por presentar tos y espasmos
de tos paroxistica los cuales sin dudas contribuyen a la transmisidon de la enfermedad. Al
comienzo de la infeccidn, es decir durante la fase catarral, es posible aislar una gran cantidad
del agente causal B. pertussis de las vias respiratorias altas. Cuando aparecen los paroxismos de
tos los recuentos bacterianos comienzan a bajar, de manera que el periodo de mayor
contagiosidad de la enfermedad se da desde el final de la fase catarral y las primeras dos
semanas de la fase paroxistica 2. Los primeros estudios epidemioldgicos sobre la transmisién de
la enfermedad sugerian el contacto directo con un individuo infectado 3. Las altas tasas de
ataque reportadas para los nifos no vacunados dentro del hogar que oscilan entre el 58 y el
100% 3!y la de los entornos escolares que llega hasta un 36%, sugerian que la transmisién ocurria
por via aérea y no solo por contacto directo 3. La primera evidencia documentada de que
pertussis puede propagarse a través de microgotas y aerosoles expelidos por un individuo
infectado ocurrié en 1916 a partir de la observacidon en una sala de cine. Los autores de esta
hipétesis describieron que™ el esputo de los nifios infectados se transportaba en las corrientes
de aire a un nimero ilimitado de individuos” *3. Pasarian casi 100 afios antes de que la hipétesis
de estos autores fuera validada en estudios bien controlados a partir de los cuales se pudiera
descartar la transmisidn por contacto como Unica causa de contagio 3. Los modelos animales y
en particular el modelo babuino, han permitido estudiar de manera controlada la transmision
35, A través de experimentaciones con el modelo de babuinos se logré evidenciar que los
aerosoles generados por los animales infectados son los responsables del contagio de los
animales susceptibles y que dicho contagio se reducia marcadamente al aumentar la distancia
de las jaulas de los animales infectados y las de los animales sanos 3.

Mas recientemente, se ha reportado que una persona cursando la infeccién puede
contagiar la enfermedad al 90% de personas susceptibles que comparten un ambiente cerrado
por al menos 1 hora. Mds aln, se ha estimado que en una poblacién sininmunidad previa contra
la enfermedad, un caso primario de pertussis puede causar un promedio de 17 casos

secundarios (tasa de reproduccién RO= 17) 3,

Tratamiento

Para reducir la transmisién y para lograr el control de la enfermedad protegiendo a los
contactos cercanos de un caso de pertussis, se recomienda el tratamiento antimicrobiano
temprano®,2%,38,3% En caso de que los contactos no tengan contraindicaciones para su uso se

recomienda la administracion de un antimicrobiano como profilaxis a la exposicién. Es
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importante recordar aqui que los individuos con pertussis pueden contagiar desde el comienzo
del periodo catarral hasta la segunda semana después del inicio de los paroxismos y hasta el dia
5 después del inicio del tratamiento antimicrobiano eficaz. La administracién de estos
antibidticos durante la fase paroxistica parece no cambiar significativamente la evolucién clinica

de la enfermedad.

El macrdlido eritromicina ha sido el antimicrobiano de eleccién para el tratamiento o la
profilaxis post-exposicion de pertussis ¥’. Este macrélido usualmente se emplea en 4 dosis diarias
(40-50 mg/kg por dia) durante 10-14 dias. Hace relativamente pocos afios se ha demostrado que
un tratamiento con eritromicina por 7 dias puede ser tan eficaz como un curso de 14 dias.
Desafortunadamente, la eritromicina se acompana de efectos secundarios desde incémodos a
angustiantes y como consecuencia se observa una mala adherencia al tratamiento. En
reemplazo de la eritromicina otros dos macrdlidos, la azitromicina y la claritromicina son
recomendados para el tratamiento contra pertussis. Estos macrélidos son mas resistentes a los
acidos gastricos permitiendo el uso de mayores concentraciones en menor cantidad de dosis y
por menos dias de tratamiento 3. La recomendacién para el uso de azitromicina es: para
pacientes > 6 meses, 10 mg/kg el dia 1, seguidos de 5 mg/kg por dia durante el siguiente, se
recomienda un tratamiento de 4 dias. Para los adultos, 500 mg el dia 1, seguidos de 250 mg por
dia durante los siguientes 4 a 5 dias. El régimen recomendado de claritromicina para bebés y
nifios mayores de 1 mes es de 15 mg/kg por dia en dos dosis divididas cada dia durante 7 dias.
Para los adultos, se recomienda 1 g por dia en dos dosis divididas durante 7 dias. La
claritromicina no es prescrito en lactantes <1 mes %°. Otra alternativa a la eritromicina es
trimetoprina-sulfametoxazol (TMS), 60-10 mg/kg por dia durante 14 dias. Este antibidtico no es

recomendado para menores de 2 meses de edad **.

La resistencia de B. pertussis a los macrélidos es rara. La primera evidencia sobre
resistencia a macrdlidos para B. pertussis (MRBP, Macrolide Resistance B. pertussis) se identificd
en Arizona en los Estados Unidos en 1994, con una concentracion inhibitoria minima de > 64
pug/ml %2, Durante los Gltimos 60 afios de historia del uso de macrdélidos para el tratamiento de
pertussis en USA, se han detectado menos de 15 MRBP, lo que representa menos del 0,5% del
total de los aislamientos de B. pertussis estudiados %3,*, %, La incidencia de MRBP en otros
paises, excepto China, también parece ser muy baja %6, 47, %8, 18 En China la eritromicina se ha
utilizado para el tratamiento de pertussis desde la década de 1980, y alli hasta el afio 2008, se
aislaron pocas MRBP*. Sin embargo, desde entonces se ha observado un fuerte aumento de la
resistencia a los macrélidos en los hospitales del este, norte y noroeste de China donde mas del

50% de los aislamientos de B. pertussis son resistentes a los macrélidos *°, 1. En China no sélo
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se ha detectado resistencia a la eritromicina sino también a la azitromicina *2. El aumento de
MRBP se atribuye al uso excesivo de azitromicina en pediatria fundamentalmente porque el
tratamiento empirico de enfermedades infecciosas bacterianas o incluso virales se ha basado
extensamente en este agente antimicrobiano. Ante la elevada prevalencia de aislamientos
clinicos de B. pertussis resistentes a macroélidos en China y en caso de falla de tratamiento con

macrdlidos ante un caso de pertussis , se recomienda el uso de trimetropima - sulfametoxazol*!.

Dado que los datos sobre la eficacia clinica del tratamiento con antibiéticos contra B.
parapertussis y otras especies son limitados, las decisiones de tratamiento deben basarse en la

respuesta clinica del paciente.

Vacunacidon como estrategia preventiva para pertussis

Dado que pertussis es una enfermedad con alta tasa de contagio (RO entre 15y 17) y
mortalidad, la medida de control mds importante para prevenir la enfermedad es la vacunacion.
Los primeros desarrollos de vacunas contra este patdgeno comenzaron con la identificacién y el
cultivo del agente etiolégico, por parte de Jules Bordet y Octave Gengou en 1906. A partir del
aislamiento del microorganismo se prepararon las primeras vacunas basadas en suspensiones
de la bacteria muerta por calor y detoxificadas (vacunas celulares, wP sigla del inglés) y
comenzaron a aplicarse en distintos paises. Para 1933, Thorvald Madsen describié el uso de una
vacuna celular a gran escala que sirvio para controlar 2 brotes en las Islas Faroe. Sin embargo,
se registraron algunas muertes pasadas las 48 horas de la inmunizacién . Para 1948, Louis Sauer
describié reacciones adversas menores asociadas a la inmunizacion en los Estados Unidos con
una formulacidon que contenia adyuvante en su composicion. Sin embargo, como sucede para
todas las vacunas, estos desarrollos comenzaron a mostrar sus efectos positivos en las campaiias
de vacunacién masiva que mejoran las coberturas de vacunacion. En el caso de pertussis, este
hecho se logré cuando la vacuna se incluyé en el Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAl),
que comenzo sus actividades en el afio 1974. La mision del PAl es desarrollar y expandir la
inmunizacion en todo el mundo. En particular, en 1977, se establecié el objetivo de hacer que la
inmunizacion contra la difteria, pertussis, tétanos, poliomielitis, sarampién y tuberculosis
estuviera disponible para todos los nifios en el mundo en 1990. La vacunaciéon masiva logro asi,
descensos drasticos en los indices de morbi-mortalidad asociados a pertussis 4. Sin embargo
éste éxito comenzd a empafiarse porque se reportaron efectos adversos que se asociaron con
la vacunacidn contra pertussis >°°¢,°7,%8, Estas reacciones que van desde minimas como

enrojecimiento e inflamacidn en el lugar de la inyeccién hasta llanto persistente, problemas
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neurolégicos y muerte llevaron al descredito de la vacuna por parte de la poblacién en general
y de los profesionales de la salud en particular. Los reportes sobre las reacciones adversas
debidas a la vacunacién contra pertussis con las vacunas celulares trajo aparejado en algunos
paises una reduccidn en la aceptacién de las vacunas con la siguiente caida de las coberturas de
vacunacion. El consecuente aumento de casos marcéd la necesidad de desarrollar nuevas
formulaciones vacunales que resultaran mas seguras y que renovaran la aceptacién de la
vacunacion por parte de la poblacidn. Asi, en los afios 70 en Japdn, Sato y Sato desarrollaron la
primera vacuna contra pertussis a componentes (o vacuna acelular, aP sigla del inglés) >° que
presentaba menor tasa de efectos adversos al compararla con la vacuna celular tradicional, y
qgue fue utilizada para una campaia de vacunacién en 1981 con un éxito rotundo a la hora de
prevenir la enfermedad. La primera formulacidn contaba sdlo con la toxina pertussis y luego se
le sumd la hemaglutinina filamentosa. Para 1997, Olin y colaboradores demostrarian que la
efectividad era dependiente de la cantidad de componentes presentes en la formulacién,
obteniendo los mejores resultados con una formulacién de 5 componente (PTx, FHA, Pertactina,
Fim 2 y Fim3) siendo menor el conferido por una formulacidon de 3 componentes y similar al de
la vacuna celular .

Estas vacunas acelulares o de componentes lograron asi restituir la confianza en la
vacunacion por parte de la poblacién y los paises industrializados (Estados Unidos y los de la
Unidon Europea entre otros) comenzaron a incluir en sus calendarios nacionales estas
formulaciones en reemplazo de las vacunas celulares. Gracias a esta nueva generacion de
vacunas, las coberturas de vacunacién contra pertussis se restituyeron en muchos paises y ello
llevd a controlar, al menos por un tiempo, a la enfermedad.

La epidemiologia de pertussis, sin embargo, se modificé con los afos debido a la
aparicién de brotes de gran envergadura aln en paises con altas coberturas de vacunacion .
Se detectd que los paises con esquemas de vacuna celular lograban una inmunidad mas
duradera que las poblaciones que recibian a la vacuna de componentes ®2,%,%%, La caida rapida
de la inmunidad en poblaciones vacunadas con la vacuna aP parece deberse a que la respuesta
inmune inducida por ellas %> es mds débil, ya que esta sighada por una respuesta del tipo Th2 ®
mientras que las vacunas celulares inducen una respuesta robusta del tipo Thl con la
proliferacién de células T CD4 de memoria residentes en tejido respiratorio ©,%,

En este contexto, en 2015 el Grupo Asesor Estratégico de Expertos en inmunizacién
(SAGE) dependiente de la OMS expresd su preocupacion por el resurgimiento pertussis en varios
paises industrializados a pesar de la alta cobertura de la vacuna acelular®. El cambio de la vacuna
celular por la vacuna de acelular para la inmunizacién infantil primaria se propuso como causa,

al menos parcial, del incremento de casos detectados a partir de 1990. La OMS recomendd por
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ello que el cambio de la vacuna celular por acelular solo se considere si en los programas
nacionales de vacunacidn se puede garantizar un importante nimero de dosis requeridas para
los refuerzos con vacunas acelulares. Los paises que actualmente usan vacunas acelulares
pueden seguir empledndolas, pero deben considerar la necesidad de introducir dosis de
refuerzo adicionales y generar estrategias para prevenir la mortalidad en la primera infancia tras
el resurgimiento de pertussis. De hecho, la OMS publicé un documento de posicién’’sobre este
tema y escribio lo siguiente:

“Un cambio de las vacunas celulares a las vacunas acelulares para la inmunizacién infantil
primaria solo debe considerarse si puede asegurarse y sostenerse la inclusion, de refuerzos
periddicos adicionales y para la inmunizacion materna en los calendarios nacionales de
inmunizacion.

Los programas nacionales que actualmente usan la vacuna acelular pueden seguir
utilizandola, pero deben considerar la necesidad de proveerse de dosis de refuerzo adicionales e
implementar estrategias para prevenir la mortalidad en la primera infancia, como la
inmunizacion materna en caso de resurgimiento de la enfermedad.”

La comunidad cientifica y las farmacéuticas por su parte, se encuentran trabajando en
el desarrollo de nuevas formulaciones que puedan generar una inmunidad duradera y efectiva
contra las cepas de B. pertussis que estan circulando en la actualidad. El disefio de una vacuna
contra pertussis presenta la dificultad de no contar con un correlato de proteccién que sea Unico
y facil de medir. La nueva generacién de vacunas debe inducir, una respuesta humoral robusta
con una respuesta celular con perfil Thl y Th17 y poblaciones CD4 de memoria residentes en
tejido (Trm) “*. A continuacidn, presento un breve resumen de algunos desarrollos de vacunas
contra pertussis.

Vacunas celulares menos reactogénicas: La reactogenicidad asociada a la vacuna celular
ha sido adjudicada principalmente a la presencia del Lipooligosacarido (LOS) que es un
componente ubicuo de la membrana externa de bacterias Gram negativas. Asi, se ha propuesto
la reduccién del contenido del LOS 72 a través de una extraccidén quimica sin afectar la integridad
de la vacuna. Este desarrollo, sin embargo, plantea dudas porque con la extraccidon de LOS la
capacidad adyuvante asociada a esta molécula también estaria disminuyendo. En la actualidad
se estan buscando otras estrategias alternativas a la eliminacién de LOS, especificamente un
consorcio de investigadores propuso trabajar en la generacidon de mutantes llevando cambios
estructurales de la molécula (en el Lipido A) con el fin de retener los efectos beneficiosos
inducidos por la molécula, pero eliminando su reactogenicidad. Los resultados de esta estrategia

aun no se han divulgado.
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Vacuna viva atenuada: La vacuna BPZE1 desarrollada por el grupo del Dr. Camille Locht
refiere a un desarrollo de vacuna viva administrada por via intranasal. Dicha formulacién
contiene una cepa atenuada de B. pertussis modificada genéticamente para eliminar
funcionalidad de las principales toxinas y que ha mostrado ser inmunogénica. La formulacién, a
) 73

diferencia de otras vacunas induce la produccion de inmunoglobulina A secretoria (slgA) "y la

estimulacién de la via Th17 en modelos murinos y babuinos 747>, ambos mecanismos se han
propuesto como involucrados en la induccion de la proteccién por parte de la BPZE1 frente a la
infeccidn por pertussis 73,7%. En ensayos clinicos en humanos, se ha evaluado no solo la seguridad
sino el efecto de la vacunacién en la colonizacion de la cavidad nasal hasta 6 meses post
inmunizacion ”7. Actualmente esta formulacién esta siendo evaluada en la fase clinica 2.

Vacunas acelular formulada a partir de la toxina pertussis genéticamente detoxificada:
La detoxificacién quimica de la toxina PTx no solo genera el toxoide, sino que modifica su
conformacion tridimensional. Con el objetivo de abolir la actividad téxica de PTx manteniendo
sus epitopes en conformacion nativa se modificé genéticamente a esta toxina ’8. La empresa
BioNet-Asia generd una proteina recombinante (PTgen) con excelentes resultado de seguridad
e inmunogenicidad 7°. Este toxoide PTgen se incluyd en una formulacién junto a FHA y PRN que
en los ensayos clinicos ha mostrado niveles similares de reactogenicidad y seguridad que las
vacunas actualmente licenciadas. Estudios recientes sobre PTgen muestran que este toxoide
presenta una mayor capacidad en inducir poblaciones celulares de memoria especificas®. Estos
hallazgos marcan una diferencia significativa con las vacunas acelulares actuales que incluyen
componentes quimicamente detoxificados en términos de proteccion a largo plazo.
Especificamente, los autores informaron que el refuerzo de los adolescentes con formulaciones
que contienen a la proteina recombinante indujo mayores respuestas anti-PTx con aumento de
las células B de memoria especificas de PTx &2,

Estas nuevas vacunas acelulares pueden asi superar una de las debilidades de las
actuales aP: la pérdida rdpida de inmunidad inducida. Sin embargo, queda por estudiar la
capacidad de proteccion frente a la poblacién bacteriana circulante de Bp y la presién de
seleccidon que este tipo de vacuna ejerceria sobre dicha poblacién. Este ultimo aspecto, en
principio, no se solucionaria con la vacuna acelular recombinante, ya que esta constituida por
los mismos pocos inmundgenos que las vacunas acelulares actuales.

Formulaciones acelulares con nuevos antigenos y adyuvantes: La incorporacidon de
nuevos antigenos derivados de B. pertussis para mejorar las vacunas aP actuales también se ha
explorado. La toxina adenilato ciclasa -hemolisina #, la proteina autotransportadora BrkA 'y

84

proteinas reguladas por la concentracién del hierro ®*, se han propuesto como antigenos

protectores con potencialidad de ser incluidos en nuevas formulaciones acelulares. La
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combinaciéon de todos estos inmundgenos con la vacuna acelular actual podria ser una
propuesta atractiva para reducir la presién de seleccion que ejercen las vacunas acelulares
actuales al ofrecer un mayor nimero de epitopes.

Las mejoras de las vacunas acelulares podrian también lograrse mediante el uso de
nuevos adyuvantes. De hecho, distintos adyuvantes como el di-GMP ciclico, emulsiones de MF59
o la combinaciones de hidréxido de aluminio con agonistas de TLR4 han sido ensayado en
modelos animales con excelente resultados en incrementar y direccionar la respuesta hacia el
perfil Th1%,%, Recientemente se informd que el uso del c-di-GMP sinérgicamente con la
lipoproteina BP1569, una agonista de TLR-2, induce la produccion de IFN-B, IL-12 y IL-23 y la
maduracion de células dendriticas 8. La inmunizacion parenteral de ratones con una vacuna
acelular experimental formulada con este adyuvante combinado promovié respuestas con perfil
Thly Th17 .

El desarrollo de nuevos adyuvantes también se ha focalizado para la vacunacién en
neonatos que requiere sobrellevar la inmadurez del sistema inmunoldgico ¥,%. En este
contexto, Vono y colaboradores evaluaron como adyuvantes en formulaciones neonatales a los
agonistas de TLR4, TLR9 y activadores de la via de las lectinas. Todos estos adyuvantes mostraron
tener capacidad para inducir la formacion de centros germinales y generaron buenos niveles de
anticuerpos en adultos. Sin embargo, solo el agonista de la via de las lectinas (CAF01) demostrd
tener efecto en los neonatos cuando fue incorporado a una formulacién junto a una proteina
del agente causal de la gripe estacional ®. El empleo de Curdlan, otro agonista de la via de las
lectinas con afinidad por la Dectina-1, mostré ser mas efectivo en la induccidn de titulos de
anticuerpos que el CAF01, ademas de inducir el desarrollo de centros germinales y de células B
con alto nivel de afinidad por los nichos de la médula ésea %,%. Otro adyuvante neonatal que se
estd estudiando es el CTA1-DD (subunidad CTA1 enzimaticamente activa de la toxina del cdlera
(CT) y un dimero del dominio D de la proteina A de Staphyloccous aureus). Schussek y
colaboradores demostraron que este adyuvante es capaz de inducir la maduracién de las células
dendriticas foliculares en el modelo murino en etapas neonatales®..

Formulaciones basadas en vesiculas de membrana externa: Todas las bacterias Gram
negativas que se han investigado hasta ahora son capaces de liberar de forma natural
estructuras esféricas originadas en la membrana externa (OMV por las siglas en inglés). Aunque
la formacion de OMV parece ser una caracteristica comun de estas bacterias, el conocimiento
de su biogénesis y funciones bioldgicas sigue siendo limitado. Las OMVs contienen de forma
natural varios antigenos nativos expuestos en la superficie proteinas, periplasmaticas y pocas
citosdlicas, asi como moléculas inmunoestimuladoras. Basado en esta capacidad inmunogénica

y en ejemplos positivos de vacunas derivadas de OMVs contra Neisseria meningitidis serogrupo
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B, nuestro grupo inicid varios estudios en los ultimos afios para analizar el potencial de las OMVs
derivadas de B. pertussis como candidatas a una vacuna anti pertussis °2,%. Hemos caracterizado
estas formulaciones detectando mads de 200 proteinas presentes incluyendo a PTx, FHA, PRN,

% la presencia de un gran nimero de inmundgenos en la

fimbrias y adenilato ciclasa
formulacion de la vacuna es esencial, ya que pueden evitar la alta presion de seleccidn conferida
por las vacuna de pocos antigenos. Hasta la fecha, hemos obtenido mds de 60 lotes de OMVs
derivadas de B. pertussis con resultados robustos. Nuestra vacuna basada en OMV es segura y
exhibe una capacidad de proteccién adecuada contra diferentes genotipos de B. pertussis,
incluidos los que no expresan el antigeno de lavacuna PRN %. Las OMVs derivadas de B. pertussis
representan un candidato atractivo como vacuna acelular contra pertussis %3,°* %697, no solo por
su seguridad y capacidad para inducir los perfiles Thl, Thl7 recomendados para inducir
proteccién %, y repuesta de memoria residente en tejido %, sino porque contienen un mayor
numero de inmunégenos en conformaciones cercanas a las encontradas en el patégeno, en
comparacién con las actuales vacunas acelulares 94,19,

Las limitaciones de la actual vacuna acelular que son la fuerte presion de seleccidon que
ejerce sobre la poblacién bacteriana circulante y su incapacidad para inducir inmunidad
duradera, posicionan positivamente a la vacuna basada en OMV, que contiene una gran
cantidad de antigenos y que induce células Trm secretoras de INF-y e IL-17 y con muy buena

capacidad protectora incluso contra cepas circulantes deficientes en PRN 1%,

Epidemiologia

Dentro de las enfermedades infecto contagiosas que han resultado ser responsables de
las mayores tasas de mortalidad durante el 2002, se encuentran la neumonia causadas por
neumococo, el sarampidn, las diarreas por rotavirus, meningitis por Haemophilus influenzae tipo
by en quinto lugar pertussis, con un 11% de las muertes totales por enfermedades'® (Figura 4).
Si bien este ranking se ha modificado en los afios posteriores, pertussis sigue ubicdndose entre

las patologias inmunoprevenibles con mayor tasa de muerte!®,

Introduccién 24



OTRAS ENFERMEDADES
"
4o,  TETANOS

8%

ENFERMEDADES
NEUMOCOCCICAS fm‘fs
28%
Hemophilus
influenzae
TIPO B
15%

ROTAVIRUS
16%

SARAMPION
21%

Figura 4: Prevalencia de las enfermedades inmunoprevenibles con mayor letalidad en menores de 5

afos en el mundo. Afio 2002. Fuente: Vaccine Preventable Deaths and the Global Immunization Vision

and Strategy, 2006-2015. Centers for Desease Control 102,

Segln estimaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud, en el afio 2014 pertussis

produjo en el mundo mas de 89.000 muertes 1%, Para ese afio el total de casos de pertussis en

el mundo fue de 24,1 millones. Las estimaciones mas recientes recopiladas por la universidad

de Oxford 1%, indican que para el afio 2017 las muertes asociadas a pertussis se ubicaron en el

tercer lugar de las prevenibles por vacunas con mas de 91.000 muertes (Figura 5)

MUERTES ASOCIADAS A ENFERMEDADES INMUNOPREVENIBLES EN TODO EL MUNDO - 2017

SARAMPION - 95,290
PERTUSIS - 71,504
HEPATITIS B . 59,590

MENINGITIS POR HIB . 75,703
TETANDS I 38,134
MENINGITIS MENINGOCOCCICA I 29,967
FIEBRE AMARILLA |4-786
DIFTERIA | J624

0 200,000 400,000 400,000 800,000 1 MILLON

Figura 5: Estimaciones del numero de muertes asociadas a enfermedades prevenibles por vacunacién.
Ao 2017. Datos obtenidos del programa Global Health Data Exchange del Institute for Health metrics and
Evaluation con sede en Washintong DC. (http://ghdx.healthdata.org/)

En la actualidad, pertussis se describe como una enfermedad endémica que presenta

brotes epidémicos cada 3 a 5 afios >*. Este comportamiento epidemiolégico se mantiene desde
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la era prevacunal, ya que a pesar de haber registrado drdsticos descensos en las tasas de

54

incidencia, el lapso entre picos de casos se mantiene Estos brotes se cree que son

consecuencia de la acumulacién de susceptibles, en parte como consecuencia de que la

efectividad de las vacunas no resulta del 100% 06,107

y que la inmunidad inducidas por ellas no
dura toda la vida 10854109 110 111 112 67 ' Aj cada brote de la infeccién contribuye a la inmunidad,
pero cada 3 a 5 afios un nuevo grupo de susceptibles se acumula y nuevamente se genera un

brote.

Las vacunas contra pertussis que fueron introducidas en los aifos 50 efectivamente
redujeron la morbi-mortalidad asociada a la patologia 3,414 3% 115pero también condujeron a
cambios en la circulacidn del patégeno y en la susceptibilidad de diferentes grupos etarios. En
la era prevacunal la enfermedad afectaba principalmente a los nifios de mas de 5 afios 16,20, >4
ya que la inmunidad protectora generada por la infeccién en los adolescentes y adultos se
trasladaba de manera vertical a los recién nacidos mediante el transito transplacentario de
anticuerpos 17,2018 119 ' A partir de la introduccién de la vacunacién masiva en la poblacién
pediatrica, el grupo de susceptibles se trasladé a los recién nacidos y a la poblacién adolescente
y adulta. Asi por ejemplo, en los Estados Unidos mas del 53% de los casos de pertussis se registra
en mayores de 11 aiios, mientras que en Europa los mayores de 15 afios representan el 62% de
los casos de pertussis reportados 20,2, Sin embargo, las mayores tasas de hospitalizacién y
muerte se siguen observando en los lactantes no inmunizados o con esquemas de inmunizacion

incompleto?..

La introduccidn de la vacunacidn masiva contra pertussis, modificé para bien las tasas
de incidencia de la enfermedad, aunque en los ultimos afos se registré un aumento sostenido
de casos. Por ejemplo, Canada paso de tener una incidencia aproximada en la era prevacunal de
180 por cada 100.000 habitantes, hasta alcanzar luego de implementar la campafia de
vacunaciéon su minimo 4,3/100.000en 1988. A partir de ese afio comenzd a detectarse un
aumento de casos y la incidencia alcanzd valores entre 9,5 y 35 cada 100.000 habitantes entre
los afios 1991 y 200214, En Estados Unidos, la inmunizacidon contra pertussis redujo de manera
drastica la tasa promedio de casos reportados de 157 cada 1.000.000 a menos de 1 cada
1.000.000 en la era vacunal. A partir de 1990 comienza a detectarse en este pais un aumento
sostenido de casos pertussis con un brote en el aflo 2002 con una tasa de incidencia a
3,4/100.000 habitantes >*. En Europa la situacién no fue distinta, por ejemplo, en Alemania las
tasas de incidencia rondaban los 160 a 180 casos cada 100.000 habitantes al momento de

comenzar con las campafas de inmunizacion contra pertussis que comenzaron a partir del afio
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1964. Para el afio 1991, el éxito de estas campafias consiguid disminuir las tasas de incidencia a
<1/100.000 sin embargo a partir de ese afio el aumento sostenido de casos llevé a que en el afio
2007 la tasa fuera nuevamente de 39,3/100.000 habitantes '

Estos datos muestran sin dudas el impacto de la vacunacién en la reduccién de la
morbilidad y con ello la mortalidad asociada a la enfermedad y por un periodo la enfermedad
dejé de ser un problema para la salud publica. Lamentablemente esta situacidén sanitaria se
modificd ya que se comenzd a detectar un aumento sostenido de casos. En Estados Unidos, un
pais para el que los datos epidemioldgicos son de facil acceso, se pudo evidenciar el nimero de
casos anuales notificados durante el periodo 1990 y 1999 varié entre 4.570 y 7.298; para el afio
2005 se registraron 25.619 casos y en el 2012, 48.277 casos (Figura 6) 3,

Este pais empleaba vacuna celular para cubrir las dosis primarias y desde 1996 al
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Figura 6: Distribucion por grupo etario de la incidencia de pertussis cada 100.000 habitantes por afio
durante el periodo 1990-2017 en EE. UU. Grafico adaptado del trabajo “Tracking U.S. Pertussis Incidence:
Correlation of Public Health Surveillance and Google Search Data Varies by State”, de Arehart,
Christopher H. y colaboradores — 2019 132

presente emplea vacuna acelular para todas las dosis del calendario nacional de vacunacion. En
el afio 2012 ocurrieron 20 fallecimientos de bebés de menos de 3 meses debidos a pertussis.
Para ese afio la tasa de incidencia de la enfermedad en bebés, la de los nifios de 7 a 10 afos y
en adolescentes de 13 y 14 resultaron ser las mas altas y las mas altas comparadas con otros
afios (https://www.cdc.gov/pertussis/surv-reporting.html). En el afio 2013 los casos notificados
para el total pais se redujeron practicamente a la mitad (24.231), pero en varios estados como
en Washington, D.C. se registrd un aumento con respecto a los del afio 2012. Este aumento
también se continud en el 2014 en varios estados. En los afios siguientes la tasa promedio fue
de 5,9/ 100.000 representado 1,7 de incremento respecto de afios anteriores. En el afio 2018 la
tasa fue de 5,6 casos cada 100.000 habitantes. Una situacion epidemioldgica similar y por demas
preocupante se detecté también en Australia 2%,12%,1%, Hasta 2007 la vacunacién contra
pertussis era exclusivamente con vacuna celular y la incidencia era de 23,1 casos cada 100.000

habitantes 1?7, A partir del afio 2007, afio en que se reemplaza la vacuna celular por la vacuna
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acelular, se comienzan a detectar brotes epidémicos de magnitud en los afios 2009, 2011y 2012,
alcanzando una incidencia de 173,3 infectados cada 100.000 habitantes en 2011%,

En nuestro pais la inmunizacidon contra pertussis que comenzd en los afios 70 redujo
drasticamente la incidencia de la enfermedad llevando la tasa de incidencia a 1,8 por 100.000
habitantes en el afio 2003 pero a partir de ese afio comenzd a incrementarse. En el afio 2005,
se detectd un brote con una tasa de notificacidon de 5,7 por 100.000 habitantes. Otro brote pero
de mayor envergadura se detecto en el afio 2011 alcanzando un valor de 16/100.000 habitantes

y en el 2012 la incidencia llegé a 37,1 (Figura 7).
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Figura 7: Tasa de notificacion de pertussis cada 100.000 habitantes en Argentina para el periodo 1990-
2018. Detalle de inclusidn de refuerzos vacunales a los 6 afios, a los 11 afios y de la inmunizacion en
embarazadas. Fuente: Ministerio de Salud de la Nacidn. Argentina 2019.

En este brote se registré el mayor nimero de fallecimientos (n=76) asociados a la
enfermedad. Todas las muertes ocurrieron en el grupo de menores de 1 afio, excepto cinco casos
que ocurrieron en el grupo de 1-4 afios (n= 3), 25 a 34 afios (n= 1) y mayor de 75 afios (n=1).
Entre los afios 2002 y 2011, las coberturas de vacunacidn anti-pertussis a nivel nacional para la
tercera dosis de la serie primaria (2, 4 y 6 meses) y para la correspondiente al ingreso escolar
estuvieron por encima del 90%, mientras que el refuerzo de los 18 meses presentd coberturas
entre 80 y 90%. El refuerzo de los 11 afios, incluido en el Calendario Nacional en 2009, tuvo una
cobertura del 54,6% y 72,8% en los aflos 2010 y 2011, respectivamente. Como consecuencia de
esta situacion, en el afo 2012, el Ministerio de Salud de la Nacidn incorpord un refuerzo durante
el embarazo. Esta estrategia parece estar teniendo efectos positivos ya que, en el brote de 2016,
la incidencia y el indice de letalidad fueron de 3,9% y 1,4%, respectivamente (Figura 8). Estos
datos son sustancialmente menores a los detectados en 2011: incidencia de 6,9/100.000
habitantes con una letalidad de 2,6/100.000 1?8 (Figura 8). Si bien la estrategia de lainmunizacién

durante el embarazo logré reducir las tasas de letalidad, con una marcada diferencia en la era
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previay posterior a la incorporacidon de este refuerzo (2012), el comportamiento ciclico asociado

a pertussis se mantuvo detectandose brotes en los afios 2011 y 2016 (Figura 8).

g0 — | Incorporacion de la
6,9 vacuna acelular para
7,0
LN embarazadas
6,0
v
4,7

5,0
\C\ 39
4,0
26 /‘\
y ’ 27 25

! 2,2
S~ \ . \'\2'0
2,0 1,4
\‘\ 0,9
1,0

0,0

11 1,2

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

—8—Tasa Coqueluche ~ —@—Tasa de letalidad

Figura 8: Tasas de incidencia y letalidad de pertussis para el periodo 2011-2018. Datos obtenidos del Ministerio
de Salud de la Nacion.

Para contextualizar los datos vale la pena recordar a que el calendario de vacunacién
contra pertussis consiste en 7 dosis, 5 cubiertas con wP y aplicadas durante la infancia hasta los
6 afios y 2 refuerzos adicionales con la vacuna aP en adolescentes (introducida en 2009 en el
Calendario Nacional de Vacunacion) y durante el embarazo (introducido en 2012). Ademas, la
vacuna acelular se administra a los trabajadores de la salud que estdn en contacto con bebésy
para los individuos que son contactos cercanos de recién nacidos que pesan menos de 1.500g.
Las coberturas de vacunaciéon se han mejorado en los Ultimos afos, tal como se visualizé para la

DTP3 (tercera dosis de vacuna DTP) (Figura 9).
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Figura 9: Distribucion del numero de casos de pertussis por afio durante el periodo 2011-2018. Datos de
coberturas del esquema primario de DTP, el refuerzo a los 18 meses y la vacunacién en embarazadas se
incluyen. Fuente: Ministerio de Salud de la Nacidn. Argentina.
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Causas para el incremento de casos de pertussis

Distintas hipdtesis se han propuesto para intentar explicar la resurgencia de pertussis.
Algunos autores discuten el rol de la mayor vigilancia activa y las nuevas metodologias
diagndsticas como causales del incremento en los reportes de pertussis >%,12%,130 131 Sj bien
resulta inobjetable el avance tecnoldgico y de vigilancia, otras variables pueden explicar la
resurgencia de esta patologia, tales como debilidades en la induccién de la respuesta inmune de
largo plazo debida a la vacunacién %, ineficacia de las vacunas particularmente la vacuna acelular

en prevenir transmision 1%,197 y /o adaptaciéon del agente causal a la inmunidad conferida por la

132 133 134
7

vacunacién 32, 135,

’

Respecto de las mejoras en la vigilancia y nuevas metodologias diagnésticas, la
incorporacién de las técnicas moleculares basadas en PCR permitié detectar casos de pertussis
que antes no lo permitia ni la metodologia microbiolégica por su baja sensibilidad ni la serolégica
por la dificultad de la tomar la segunda muestra cuando el paciente se habia recuperado **. La
técnica de PCR, que cumple con criterios de alta especificidad y sensibilidad, permite dar en
pocas horas un resultado que debe interpretarse teniendo en cuenta la clinica del paciente y la
epidemiologia de la enfermedad en el entorno cercano y de la comunidad. Las dianas o
secuencias blanco mds comunes de esta metodologia, en su versidn PCR convencional, son la
amplificacidon de una secuencia de insercién altamente repetida en el genoma de B. pertussis
(1S481) y una region del promotor de la toxina pertussis (ptxA). Los ensayos en plataformas PCR-
Real Time multiplex permiten la deteccidn de distintas especies del género Bordetella como B.
parapertussis 'y B. holmesii que pueden causar cuadros similares, aunque sean menos
frecuentes. La introduccién de la PCR al diagnéstico fue ganando espacio en el mundo a medida

que los equipos y reactivos se volvieron mas accesibles.

La disponibilidad de los métodos diagndsticos actuales, la vigilancia mejorada y
aggiornada dispuesta a buscar los casos sospechosos en adolescentes y adultos permiten
explicar al menos parcialmente la resurgencia de esta enfermedad '%. Asi, la notificacién en
mayores de 10 afios, que a principios de los 80 comprendia el 11,9% de los casos reportados,
alcanza en la actualidad el 49,8% !?°. Segln estimaciones, cerca de 1 millén de casos en
adolescentes y adultos ocurren anualmente en los Estados Unidos y un 13% de los eventos
catarrales prolongados serian asociables a pertussis®®. Rohani y colaboradores por su parte,
utilizando también datos de los Estados Unidos, concluye sin embargo que, si los aumentos de
casos se debieran solo a las mejoras de la vigilancia y en los tests diagndstico estos deberian

verse por igual en todos los estados y regiones del pais y esto no es asi 1**. Deduce entonces que
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las causas se ubican mayormente en la evolucion del patdégeno y la corta duracion de la
inmunidad ya sea inducida por la infeccién natural como por la inmunizacién *3°. Rohani también
trabaja esta hipdtesis a través de modelos matematicos, y concluye que el factor principal
causante de la resurgencia de la enfermedad es la introduccidn de la vacuna acelular y las

coberturas subdptimas 32,

En cuanto a la evolucidn de B. pertussis, los primeros informes se relacionaron al
polimorfismo en genes que codifican proteinas incluidas en la vacuna [pertactina (PRN) y toxina
pertussis (PTx) entre otras] y posteriormente en el promotor de la toxina pertussis (ptxP) 1,137,
Recientemente ha habido un aumento en los aislamientos de B. pertussis que no producen
algunos de los antigenos de la vacuna 38,139,133 En particular en EE. UU., Canadd y Australia se
informd que los aislamientos deficientes en PRN [PRN (-)] aumentaron sustancialmente en los
Ultimos afios 133,140 141 Estos aislamientos podrian ser resistentes a la fagocitosis mediada por
anticuerpos anti-pertactina'®. De hecho, se ha propuesto que la pérdida de este antigeno
vacunal probablemente proporcione una ventaja selectiva para la supervivencia bacteriana en
poblaciones inmunizadas con vacunas acelulares. Se ha evidenciado que las vacunas comerciales
acelulares que contienen PTx, PRN y hemaglutinina filamentosa (FHA), no son tan efectivas
como se esperaba en el control de la infeccién causada por la reciente circulacion bacterias que
no expresan PRN 3, Recientemente se demostrd en un modelo de ratdn con infeccién mixta de

B. pertussis, que los aislamientos PRN (-) colonizan mas eficientemente el tracto respiratorio de

ratones inmunizados con vacuna acelular superando a las cepas que expresan PRN**,

Con respecto a la pérdida de la inmunidad, es bien sabido que mientras las vacuna
contra pertussis a célula entera inducen una respuesta inmune caracterizada por un perfil Thly
Th17, la actuales vacunas acelulares lo hacen hacia un perfil Th2 y en menor medida Th17 4,7,
Mas aun las vacunas celulares pero no las acelular son capaces de inducir poblaciones celulares
T CD4 de memoria residente en tejidos®,1*. Estas células T CD4 de memoria residente en tejido
respiratorio que expresan CD44 + CD62LIowCD69 + confieren inmunidad protectora a largo
plazo contra B. pertussis. Estas diferencias de la respuesta inmunolégica inducida por las
distintas vacunas sin dudas son parte de la explicacién del resurgimiento de la enfermedad sobre
todo en los paises que han reemplazado a las vacunas celulares por las vacunas acelulares.

El peso de las posibles causas de la resurgencia de la enfermedad varia de pais en pais
pero mas alla de cudl sea el peso lo real es que en muchos paises pertussis continua siendo un
problema grave para la salud y un tema por demads preocupante para los mas susceptibles de la

enfermedad que son los recién nacidos y los lactantes no inmunizados 47,148 61 115,
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Objetivos de trabajo de tesis

El plan de trabajo de tesis propuesto busca dar respuestas a un problema cientifico-
tecnolégico complejo como lo es el disefio de una nueva estrategia de vacunacién que permita
mejorar el control de pertussis en el grupo mds vulnerable a la enfermedad representado por
los neonatos y los lactantes no inmunizados. Como hemos descripto, la vacunacién de las
embarazadas representa una excelente estrategia para alcanzar dicho objetivo y de hecho ha

149150 151 Sin embargo, la

mostrado ser capaz de reducir la letalidad en este grupo etario
vacunacion durante el embarazo tiene un valor limitado para los ~ 2.6 millones de bebés
prematuros que nacen antes de la transferencia de la inmunidad maternal. Es discutido también
que la vacunacién durante el embarazo puede interferir en la induccion de la respuesta inmune
de las vacunas que se aplican durante la infancia 1°2,1%3,1%4 155 Estas limitaciones de la estrategia
de la vacunacidn durante el embarazo marcan la necesidad de buscar otras alternativas de
vacunacion que quizas no impliquen sustituir dicha estrategia, sino complementarla. En este
contexto nos propusimos estudiar en el modelo murino la potencialidad de la vacunacién
neonatal. Ensayamos para ello diferentes esquemas de vacunacién y distintas vacunas que
difieren no sélo en su composicion sino respecto del perfil de respuesta inmune que son capaces
de inducir. Especificamente empleamos a la vacuna comercial a componentes (aP) que induce
principalmente el perfil del tipo Th2, a la vacuna celular (de las siglas en inglés, wP) que induce
principalmente la respuesta inmune Th1 y poblaciones de memoria residentes en tejido (Trm) o

la vacuna disefiada por nosotros basada en vesiculas de membrana externa (OMVP) que induce

un perfil mixto Thl / Th17 y Th2 y una respuesta Trm.
Como objetivos especificos nos planteamos

1- Poner a punto la inmunizacién neonatal en el modelo murino.

2- Evaluar la capacidad protectora de diferentes esquemas de vacunacién neonatal en
ratones nacidos de madres no inmunizadas.

3- Caracterizar la respuesta inmunoldgica inducida por los esquemas que contienen al menos
una dosis neonatal.

4- Evaluar la capacidad protectora de diferentes esquemas de vacunacidon neonatal en
ratones nacidos de madres inmunizadas contra pertussis en la prefiez.

5- Evaluar la capacidad protectora de las estrategias vacunacidén neonatal estudiadas en los
inciso anteriores frente a las infecciones causadas por aislamientos clinicos de B. pertussis

circulantes.
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Introduccion

Como hemos descripto en la introduccidon de este trabajo de tesis, en las ultimas décadas
se ha producido un resurgimiento de pertussis que afecta principalmente a los lactantes y a
nifios pequefios 16,1718 Aunque pertussis es mas severa durante el periodo neonatal definido

159 existe un importante subregistro de la enfermedad en este

como los primeros 28 dias de vida
grupo porque los signos y sintomas en esta etapa de la vida no responden al cuadro clinico tipico
de la enfermedad ya que por ejemplo los paroxismos de tos estan ausentes!®®. Sin embargo, la
alta tasa de letalidad en este grupo etario 1,161 162 163 41 'ha marcado la importancia de las
investigaciones tendientes a buscar terapias y medidas preventivas. Respecto de la estrategia
de vacunacion neonatal es importante destacar que el programa ampliado de inmunizaciones
va incluye dosis para las primeras semanas de vida para otras patologias como tuberculosis
(BCG), hepatitis B (HBV) y polio (OPV/IPV). A estas dosis se las llaman también "dosis al nacer"
aunque se administran durante el primer mes de vida. Aunque la eficacia de estas dosis no se
discute para estas patologias, la vacunacion neonatal aln no se ha universalizado ya que faltan
estudios sistematicos, que las sustenten. Asi, el esquema de vacunacion actual contra pertussis
comienza entre las 6 y 8 semanas de vida (vacunas infantiles) e incluye 3 dosis (esquema
primario) antes del afio de vida. En Latinoamérica estas 3 dosis se dan a los 2, 4 y 6 meses de
edad (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2016). Es sabido que mientras que con la primera
dosis contra pertussis se logra una efectividad del 50% frente a las manifestaciones mas severas
de la enfermedad, con la segunda dosis se alcanzan niveles de efectividad del 80-85%
dependiendo de la formulacién vacunal empleada y de la definicién de caso utilizada. En muchos
paises incluido el nuestro se administra un primer refuerzo (cuarta dosis) a los 15-18 meses de
edad y el segundo entre los 4 y 7 afios de edad. En Argentina y varios paises de Latinoamérica
estas dosis son cubiertas con las vacunas celulares
(https://bancos.salud.gob.ar/sites/default/files/2020-10/calendario-nacional-vacunacion-

2020.pdf). México, Costa Rica y Chile han reemplazado recientemente la vacuna celular por la
vacuna de componentes o acelular combinada DTaP-Hib-IPV. Con estos esquemas que no
incluyen ninguna dosis al nacer se ha logrado por afios controlar la enfermedad. Es fundamental
para ello mantener las coberturas vacunales por encima del 95%. Lamentablemente, segun los
datos de la OMS la cobertura de la tercera dosis contra pertussis (DTP3) en el mundo es de 86%.
Los esfuerzos por mejorar los niveles de cobertura son una preocupacion constante sobre todo
considerando que anualmente ocurren mas de 60.000 muertes por pertussis en menores de 5
afios 1, La pandemia actual de COVID-19 causada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 ha

complicado aln mas las metas de mejorar coberturas de vacunacién. De hecho, el aifio 2020
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resultd ser el primer afio después de 28 afios que el mundo registré una clara reduccién en la
cobertura de DTP3 que se emplea como marcador de la cobertura de inmunizacién dentro y

entre paises.

“Las vacunas son una de las herramientas mds poderosas en la historia de la salud
publica, y ahora se inmuniza a mds nifios que nunca” ......... “pero la pandemia ha puesto
en grave riesgo estos logros.” dijo el Dr. Tedros Adhanom Ghebreyesus, Director

General de la OMS hacia fines del 2020.

El sufrimiento y las muertes evitables causados en los nifios por no recibir las vacunas
de rutina podrian ser mucho mayores que el propio COVID-19. Pero esto no deberia ser asi ya
qgue en pandemia la vacunas se pueden administrar de forma segura y sin riesgos. Seguin una
encuesta impulsada por UNICEF, OMS y Gavi, y realizada en colaboracion con los Centros para
el Control de Enfermedades de EE. UU., el Instituto de Vacunas Sabin y la Escuela de Salud
Pudblica Johns Hopkins Bloomberg, tres cuartas partes de los 82 paises que respondieron en una
encuesta de salud informaron interrupciones relacionadas a la pandemia COVID-19 en sus
programas de inmunizacion a partir de mayo de 2020. Sin dudas en la post pandemia la calidad
sanitaria de la poblacidn continuara siendo una preocupacion y lo que refiere a la incidencia de

pertussis en neonatos se agrave alin mas 1°9,161 163

Mas alla de este contexto de pandemia que ha complicado la situacion sanitaria, y en un
esfuerzo para revertir el grave problema de salud que representa pertussis desde antes de la
pandemia de COVID-19, la inmunizacidn durante el embarazo fue recomendada como posible
solucidn sobre todo para los mas pequeios que por su edad no pueden recibir dosis vacunales
165166 167 Esta estrategia se sustenta en el hecho de que las madres son la principal fuente de
infeccidn para sus bebés que aln no han comenzado su esquema de inmunizacién por de la
edad % 41 y porque se ha demostrado ademas la transferencia transplacentaria y por lactancia
de anticuerpos especificos contra pertussis 1%,7°, De hecho, empleando los modelos de
primates, cerdos y murinos e incluso a partir de datos en humanos, se logré evidenciar que los
recién nacidos de madres que habian sido vacunadas durante embarazo tienen inmunidad
contra pertussis 11,172,173, En el modelo de los monos babuinos se observé que la vacunacién
durante el embarazo induce en los recién nacidos una proteccién completa contra los sintomas

172 dJemostraron que la inmunizacién de

graves de pertussis 173, En el modelo porcino, Elahi et al.
cerdas gestantes indujo proteccidon contra pertussis en sus crias como consecuencia de la
transferencia pasiva de una amplia gama de citoquinas ademas de anticuerpos especificos

contra pertussis. En un trabajo previo de nuestro grupo empleando el modelo murino,
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detectamos que la inmunizacidn con la vacuna acelular contra pertussis en las hembras
prefiadas conferia inmunidad protectora a las crias a través de la inmunidad transferida por via
transplacentaria y la lactancia sin comprometer la proteccion inducida por la vacunacién infantil

118 "En humanos, se han obtenido los siguientes datos que sin dudas avalan la

posterior
utilizacidn de la estrategia: (1) la seguridad de la misma para mujeres y fetos, (2) su capacidad
para transferir proteccidn en sus bebes los primeros 2 meses de vida pero también hasta el
primer afio y (3) su capacidad de disminuir las tasas de letalidad en bebés 28,174, Mds aun, se ha
observado que la primera dosis de la vacuna contra pertussis en los lactantes es mas efectiva si
los mismos nacieron de madres que fueron inmunizadas durante la gestacion . Nuestro pais
junto con Inglaterra fueron pioneros en la implementacidn de esta estrategia con muy buenos
resultados 18,27 177 Sin embargo, mientras esta estrategia se sigue implementando y més paises
la siguen adoptando quedan todavia interrogantes por responder para lograr su universalizacion
122 Uno de ellos refiere a la posible interferencia de la inmunidad maternal sobre las siguientes
inmunizaciones contra pertussis durante la infancia. Este efecto, en inglés se designa como
blunting e implica la interferencia de los anticuerpos maternales en el reconocimiento,
procesamiento y desarrollo de la respuesta frente a la vacunacidn activa no sélo contra pertussis
sino contra otras patologias 8,12, 17°, Otro aspecto en donde la vacunacion maternal podria
verse cuestionada en términos de su efectividad es en los recién nacidos prematuros porque
aun si la madre estd inmunizada su inmunidad podria no alcanzar a transferirse a su bebé que
nacio anticipadamente. En este contexto y con el objetivo mejorar la epidemiologia de pertussis
en los recién nacidos la inmunizacién neonatal vuelve a plantearse como una estrategia posible
y quizds complementaria a la inmunizacién maternal.

Segun la OMS, el parto es considerado uno de los eventos sanitarios de mayor cobertura
a nivel mundial, aln si se consideran las brechas entre los paises industrializados y en vias de
desarrollo %, Este nexo entre las mujeres embarazadas y el sistema sanitario hace factible
pensar en la inmunizacién activa contra pertussis en el recién nacido con buenas coberturas. Los
ejemplos exitosos que hemos mencionado sobre la vacunaciéon neonatal y lo ensayado en
distintos modelos animales inclusive en ensayos en humanos ! también sustentan la estrategia
173 182 \Wood y colaboradores estudiaron el efecto de 1 dosis de vacuna acelular contra pertussis
(sin tétanos ni difteria) administrada dentro de los 5 dias de nacimiento y pudieron observar que
un 93% de los neonatos del grupo que recibieron la vacuna lograron una seroconversién positiva
para inmunoglobulinas anti-toxina pertussis y pertactina a las 10 semanas de vida (4 semanas
después de recibir la dosis correspondiente a las 6 semanas de vida), mientras que el grupo
control que no recibid la vacuna neonatal pero si la dosis de las 6 semanas de vida, solo logro la

seroconversion en el 53% de los casos para la misma fecha 1. Asimismo, Roduit y colaboradores
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estudiaron en el modelo murino el efecto de la inmunizacién neonatal, a los 7 dias de vida, con
un esquema que también incluye una vacuna a los 21 dias de vida y un refuerzo 3 semanas
después. Alli pudieron detectar una produccién diferencial de anticuerpos y proteccién mayor

en los grupos que recibieron una dosis neonatal 182

. Warfel y colaboradores estudiaron también
la inmunizacién neonatal, su factibilidad en el modelo de babuinos y la interaccién con la
inmunizacion maternal demostrando que ambas estrategias si bien no previenen la colonizacién
de B. pertussis , si evitan el desarrollo de signos graves de pertussis en el recién nacido 173,

En el diseiio de la estrategia de la vacunacién neonatal, las formulaciones vacunales que
se empleen deben tener la capacidad de superar la posible deficiente respuesta inmunoldgica

del neonato &3

, su respuesta inmune sesgada hacia una inmunidad dominada por Th2 %y el
desarrollo de hiporrespuesta a un mismo antigeno y / o antigenos concomitantes administrados
al nacer y en los meses siguientes 1°°,'>*, E| contexto epidemioldgico de pertussis y el éxito de las
otras vacunas para otras patologias que hoy se emplean en el periodo neonatal muestran a la
vacunacién al nacer como un camino necesario de ser evaluado y posible . En mi trabajo de
tesis hemos abordado la evaluacién de esta estrategia en el modelo murino de proteccidn contra
pertussis. En este capitulo presentamos los resultados alcanzados al ensayar distintas
estrategias de vacunacidon que incluyen al menos una dosis al nacer (indistintamente la
designaremos también dosis neonatal) y distintas formulaciones vacunales. Se presentan datos

sobre el impacto de dichas estrategias en lainmunogenicidad y la proteccién contra la infeccién

causada por B. pertussis en el primer mes de vida.

Resultados

Modelo murino: produccidon de neonatos

El modelo murino se ha empleado por diversos autores para evaluar la respuesta
inmune generada por la inmunizacién durante el periodo neonatal para otros patdgenos e
incluso existen algunos datos para B. pertussis 17886187152 Gjegrist y colaboradores han
observado en el modelo murino que la inmunizacidn con antigenos proteicos antes de los 7 dias
de edad resulta muy deficiente comparada con lo que ocurre en humanos durante la etapa
neonatal 1’8, Méas aun, la expresion de la ADN-polimerasa (deoxinucleotidil transferasa) que
interviene en la formacién y diferenciacion de los receptores de los linfocitos By T (BCR
y TCR) es menor durante los primeros 7 dias de vida del ratén que en la etapa neonatal
humana 78, Estos datos permiten definir que la edad neonatal en ratones comparable al
humano se corresponde a 7 dias de edad y no mds pequefios. Neonatos de 7 dias han

152

sido exitosamente empleado por la Dra. Feunou y colaboradores en ensayos

Capitulo I: Empleo del modelo murino en la evaluaciéon de la inmunizacion neonatal contra pertussis 37



disefiados para evaluar la posible interferencia de anticuerpos maternales en la
induccién de la respuesta inmune neonatal. Mas aln, neonatos murinos de 7 dias de
edad se han empleado en el estudio de vacunas al nacer formuladas con adyuvantes
liposomales (CAF01) contra micobacterias® o con vacunas contra el pneumococco ¥’
detectando una respuesta inmunoldégica que pudo ser modulada hacia perfiles
protectores. En suma, estos resultados sostienen que los ensayos para que sean comparables
con neonatos humanos deben realizarse en neonatos murinos de 7 dias de vida, 8,

Para realizar los experimentos en neonatos, nuestro primer desafio fue lograr la
disponibilidad en niumero suficiente de ratones de 7 dias de edad para poder obtener datos que
permitan arribar a conclusiones estadisticamente significativas. Es importante ademas tener en
cuenta que los neonatos deben permanecer en contacto con las madres hasta el destete a los

18-21 dias de vida para no afectar el desarrollo de crecimiento ni provocar alteraciones de

comportamiento #, 1, Para ello empleamos varias parejas que

fueron sincronizadas para el apareamiento. Esto es, las hembrasy
los machos que se van a sincronizar son mantenidos en jaulas
separadas, luego se procede a la estimulacion del celo de la
hembra mediante la introduccion de feromonas masculinas

presentes en viruta proveniente de la jaula de los machos.

Transcurrido 48 -72 h de estimulacidn se introducen los machos en . X .
Figura 1.1: Tap6n vaginal

las jaulas de las hembras y a partir de alli se realiza la revision del en una hembra Balb/C
luego de algunas horas de

area genital en las hembras, para determinar presencia de tapdn la copulacién. La presencia
de este tapdn se considera

mucoso vaginal. La evidencia de tapdon mucoso en el introito indicativo de coito y por

tanto de la posible prefiez.

vaginal de la hembra se consideré como como parametro decisivo

para un apareamiento exitoso (Figura 1.1).

Para la confirmacién de la prefiez ademas evaluamos cambios en el comportamiento
como la nidacién a partir del dia seis, y cambios fisicos, como abultamientos laterales en la
region abdominal y palpacion fetal, caracteres que se hacian evidentes aproximadamente al dia
doce de la gestacion. Una vez que se confirmd la prefiez se realizd un seguimiento
individualizado de cada hembra, para poder identificar con precisidon el dia del parto, que
representa el dia cero para nuestros ensayos. Las intervenciones durante el periodo neonatal

deben realizarse con mucho cuidado dada su pequefio tamafio (Figura. 1.2) y extrema fragilidad
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tratando incluso de no alterar los patrones de comportamiento dependientes de la relacién con

la madre en los primeros dias de vida.
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Figura 1.2: Caracteristicas fisicas de ratones BALB/c segiin su desarrollo en dias. Fuente: Men and mice:
Relating their ages Sulagna Dutta 318,

Evaluacion de la capacidad protectora inducida por esquemas de
vacunacion que incluyan una dosis durante el periodo neonatal

Una vez puesta en practica la produccion de ratones neonatos, nuestra primera etapa
de trabajo consistié en analizar el efecto de un Unica dosis de vacuna en términos de
inmunogenicidad y de la capacidad protectora en la etapa temprana de la vida frente a un
desafio subletal de B. pertussis en fase virulenta. Para esto empleamos tres vacunas diferentes
no sélo en términos de su composicion sino respecto del perfil de respuesta inmune que son
capaces de inducir: La vacuna comercial a componentes (aP) que induce principalmente el perfil
del tipo Th2, la vacuna celular (de las siglas en inglés, wP) que induce principalmente la respuesta
inmune Th1l y poblaciones de memoria residentes en tejido (Trm) o la vacuna disefiada por
nosotros basada en vesiculas de membrana externa (omvP) que induce un perfil mixto Thl /
Th17 y Th2 y una respuesta Trm. Un grupo de animales que no fue inmunizado fue tomado como
grupo control. Para evaluar la capacidad protectora de esta “dosis al nacer” se expuso a los
animales a un desafio intranasal con una dosis subletal de 1x10° UFC (40 pl) de B. pertussis
Tohama Fase | a los 14 dias después de recibir el tratamiento (21 dias de edad) (Figura. 1.3 Panel
A). Para la analizar de la capacidad protectora de las distintas vacunas evaluamos los recuentos
bacterianos (Unidades Formadoras de Colonias, UFC) recuperados de los pulmones de ratones
inmunizados con 1 dosis de vacuna y los del grupo de control (Figura. 1.3 Panel B; p <0,05). Los
resultados presentados en la Figura 1.3 corresponden a la media de 3 experimentos
independientes. En el Panel B de dicha figura puede observarse que la mayor capacidad
protectora se detectd en los animales inmunizados con aP. Especificamente, detectamos que
los valores de UFC se redujeron al menos 2 érdenes en comparacion con los ratones no
inmunizados (p<0,001). Por su parte, la inmunizacién con nuestro candidato vacunal basado

omvP (Th1/Th2/Th17) fue capaz de reducir la colonizacién en los pulmones de los ratones en
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0,5 6rdenes de magnitud respecto del control no inmunizado (p<0,05). La capacidad protectora
de esta vacuna no se diferencié de la inducida por vacuna comercial wP basada en de células

enteras muertas por calor y detoxificadas (Th1/Th17).
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Figura 1.3: Evaluacion de la capacidad protectora de una dosis neonatal frente al desafio intranasal con
dosis subletal de B. pertussis: Se emplearon 3 formulaciones vacunales diferentes: vacuna acelular comercial
aP, vacuna celular comercial wP y nuestro candidato vacunal omvP. Panel A: Esquemas de inmunizacion de
1 dosis neonatal a los 7 dias de vida (dosis al nacer) en ratones BALB/c de endocria. La via de administracion
de cada una de las vacunas ensayadas fue subcutanea en la regién dorsal inferior. El dia cero del experimento
corresponde al dia del nacimiento de la camada. El desafio intranasal se realizé con una dosis subletal de
1x108 UFC en 40 pl de B. pertussis Tohama Fase I. El sacrificio se realiz6 a los 28 dias de vida (ddv) Un grupo
de ratones no inmunizados (controles) de la misma edad que los ratones inmunizados también fueron
desafiados. Panel B: Capacidad protectora en neonatos inmunizados segun el esquema detallado en el panel
A. En la grafica se representa el nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado
como el logip de unidades formadoras de colonias (UFC) por pulmén. Estan representados las medias + ECM
obtenidos de 4 ensayos realizados de manera independiente (n= 4-5 por grupo por ensayo). La linea
horizontal punteada indica el limite inferior de deteccién. * p<0,05. **** p<0,0001

Evaluamos también la capacidad protectora frente a un desafio de B. pertussis subletal
alos 35 dias de edad en lugar de a los 21 dias. En este caso, y de forma interesante para nosotros,
detectamos que a diferencia de lo que ocurre a los 21 dias las 3 vacunas ensayadas indujeron
proteccion frente al desafio subletal de B. pertussis. En los tres casos el nimero de UFC
recuperadas de los pulmones de los ratones inmunizados fueron significativamente menores
(reduccién en 1,5 érdenes de magnitud) a los observados en los ratones no inmunizados (Figura.
1.4, p<0,005). No se detectaron diferencias significativas entre los recuentos bacterianos

provenientes de los animales inmunizadas con las 3 vacunas ensayadas.
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Figura 1.4: Evaluacion de proteccion a mediano plazo (35 dias de vida) conferida por la inmunizacion
neonatal. El esquema de inmunizacidn seguido en estos ensayos es el del esquema de la figura 1.3 A. La via de
administracion de cada una de las vacunas ensayadas fue subcutanea en la region dorsal inferior. El dia cero del
experimento corresponde al dia del nacimiento de la camada. El desafio intranasal se realizé a los 35 dias de
vida con una dosis subletal de 1x108 UFC en 40 ul de B. pertussis Tohama Fase I. El sacrificio se realizé a los 42
ddv. El grupo de ratones no inmunizados de la misma edad que los ratones inmunizados fue también desafiado
a los 35 dias. En la grafica se representa el nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones,
expresado como el log;o de unidades formadoras de colonias (UFC) por pulmén. Estan representados las medias
+ ECM obtenidos de 2 ensayos realizados de manera independiente (n= 4-5 por grupo por ensayo). La linea
horizontal punteada indica el limite inferior de deteccién. ** p<0,005

Respecto de la respuesta humoral, evaluamos mediante técnicas de ELISA los niveles de
IgG especificos contra la subunidad mds inmunogénica de la toxina pertussis (PTx) y contra las
proteinas totales de B. pertussis. En ningln caso y para ningun tratamiento detectamos niveles

de 1gG diferenciales de los observados en los ratones no inmunizados.

Impacto de la dosis neonatal en la capacidad protectora inducida por la
primera dosis administrada en la infancia

La vacunacion infantil en el humano requiere de al menos 3 dosis primarias contra
pertussis durante la infancia (primer afio de vida) de forma de lograr proteccién contra las
formas graves de la enfermedad. La primera dosis de este esquema se aplica luego de las 6
semanas de vida y en la mayoria de los paises incluido Argentina a las 8 semanas. Se ha
registrado que esta primera dosis aunque no previene eficientemente la enfermedad, si reduce

la hospitalizacidn y en alguna medida la letalidad 1,22,
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En este contexto decidimos evaluar el impacto de la dosis al nacer en la capacidad
protectora inducida por primera dosis de la infancia administrada a los 21 dias de vida del ratén
(dosis infantil). Ensayamos esquemas de dos dosis segln se diagramd en la Figura 1.5. Panel A
con las tres vacunas estudiadas en el trabajo de tesis. Primeramente, evaluamos esquemas de
dos dosis en los que se empled el mismo tipo de vacuna para la dosis al nacer que para la dosis
infantil. Los datos de colonizacidn bacteriana en los pulmones de los ratones inmunizados fueron
comparados con los obtenidos en ratones inmunizados Unicamente con la dosis infantil. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 1. 5 Panel B.
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Figura 1.5: Evaluacion de proteccion conferida por la inmunizacion con 2 dosis de vacuna en etapa neonatal
e infantil. Comparacion con la proteccion inducida por la vacunacidn infantil unica dosis. Panel A: Esquemas
de inmunizacidon de 2 dosis: una neonatal a los 7 ddv y otra infantil a los 21 ddv en ratones BALB/c de endocria.
El dia cero del experimento corresponde al dia del nacimiento de la camada. El desafio intranasal se realizé con
una suspension subletal de 1x10° UFC en 40 pl de B. pertussis Tohama Fase I. El sacrificio se realizé a los 42 ddv
tanto para los ratones inmunizados como para el grupo control sin inmunizar. Panel B: Capacidad protectora en
la etapa temprana de la vida en ratones inmunizados segun el esquema detallado en el Panel A. En el caso de 1
dosis solo se aplico la dosis infantil (21 ddv). En la grafica se representa el nimero de bacterias recuperadas de
los pulmones de los ratones, expresado como el logio de unidades formadoras de colonias (UFC) por pulmon.
Estan representados las medias + ECM obtenidos de 4 ensayos realizados de manera independiente (n= 4 por
grupo por ensayo). La linea horizontal punteada indica el limite inferior de deteccidn. ** p<0,05, *** p<0,001

En comparacién con esquemas que incluyen una dosis Unica en la infancia, lo que

primero observamos fue que la vacunacidn neonatal no interfirié con la proteccién inducida por
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la dosis infantil (Figura 1.5.B). Mds aun, en el caso de la vacuna aP, se detecté una mayor
capacidad protectora en los esquemas de dos dosis en comparacion tanto con el esquema de
dosis Unica de aP al nacer (Figura 1. 6) como el de uUnica dosis infantil (Figura 1.5 Panel B). En
comparacién con ratones no inmunizados, los esquemas de dos dosis aP-aP redujeron casi 3
ordenes el recuento bacteriano en pulmadn, respecto de 1 dosis al nacer 2,5 drdenes (Figura 1.
6) y respecto de la dosis infantil 1,5 (Figura 1.5 Panel B). En el caso del esquema omvP-omvP se
detectd una reduccion significativa de 0,7 drdenes en la colonizacidn bacteriana en los pulmones
de los animales inmunizados respecto de la detectada en el grupo control sin inmunizar (p<0,05).
Para el esquema wP-wP no se detectaron diferencias con el grupo control sin inmunizar.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos con una Unica dosis neonatal (Figura
1.6) podemos ver que la dosis infantil mejora el rendimiento en proteccién de la vacuna aplicada
a los 7 dias de vida, tanto para la vacuna aP como para la vacuna omvP (p<0,001, Figura 1.6).
Como puede observarse en la figura, para 1 dosis neonatal de la vacuna wP la capacidad
protectora, si bien es diferencial con respecto del grupo control no inmunizado, no se evidencio

diferencia entre esquemas de 1y dos dosis.
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Figura 1.6: Evaluacion de protecciéon conferida por la inmunizacion con 2 dosis de vacuna en etapa
neonatal e infantil. Comparacién con la proteccién inducida por la vacunacién neonatal tUnica dosis. En la
grafica se representa el nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como
el log10 de unidades formadoras de colonias (UFC )por pulmdn. Estan representados las medias + ECM
obtenidos de 4 ensayos realizados de manera independiente (n=4 por grupo por ensayo). La linea horizontal
punteada indica el limite inferior de deteccidn. *** diferencias significativas comparativa entre esquemas
con el mismo tipo de vacuna con p<0,001; # p<0,05 tratamiento 2 dosis omvP vs. control sin inmunizar; ###
p<0,001 tratamiento 2 dosis aP vs. control sin inmunizar. El control sin inmunizar para los esquemas de 1
dosis se diferencia significativamente de todos los grupos inmunizados con 1 dosis neonatal (p<0,05).
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Impacto en la proteccidon contra pertussis de esquemas de inmunizacion
heterdlogos iniciados con una dosis al nacer.

En base a los resultados anteriores y teniendo en cuenta que en los neonatos la
respuesta inmune estd dirigida mayormente al perfil Th2, decidimos evaluar esquemas de
inmunizacion del tipo prime boost heterdlogo comenzando el esquema de inmunizacion con la
formulacion aP (con perfil Th2) para la dosis al nacer. El fundamento de esta eleccién es la
creciente evidencia sobre la mayor inmunogenicidad de los esquemas de vacunacién
heterdlogos respecto de los esquemas que emplean el mismo tipo de vacuna en todas sus dosis
193194 195 Como controles se emplearon esquemas aP-aP y también esquemas omvP-aP y wP-aP
ademas del control negativo de proteccién. Los resultados alcanzados se muestran en la Figura
1.7. En dicha figura se puede observar que los esquemas que incluyen una dosis al nacer de aP
son los que inducen mayor capacidad protectora sin presentar diferencias significativas entre

los grupos aP-aP, aP-omvP y aP-wP.

Para todos estos esquemas ensayados, la reduccién en el nimero de UFC recuperadas
de los pulmones provenientes de los ratones inmunizados fue de al menos 3 érdenes de

magnitud con respecto de los datos hallados para los ratones sin inmunizar (p<0,001). Para el

* KK /* (vswP-aP)

6- 1
—
*

; « M2

E 44 1

3

& ———

O

rd

= 2- T T

>

= :
= s s e cr v v e e w
0- T T I

aP-aP aP-omvP omvP-aP aP-wP wP-aP Sin inmunizar

Figura 1.7: Evaluacion de la proteccion conferida por la inmunizacion neonatal e infantil con esquemas de
vacunacion heterdlogos. Las vacunas utilizadas en los distintos esquemas se indican en la parte inferior del
gréfico. El esquema aP-aP se empleo como control comparativo con esquema de inmunizaciéon homologo. El
grupo de ratones sin inmunizar se empled como control negativo de proteccidn. El desafio intranasal se realiza
con una dosis subletal de 1x10° UFC en 40 pl de B. pertussis Tohama Fase | a los 35 ddv. El sacrificio se realizd
a los 42 ddv. En la grafica se representa el nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones,
expresado como el logig de unidades formadoras de colonias (UFC ) por pulmdn. Estan representados las
medias + ECM obtenidos de 4ensayos realizados de manera independiente (n= 4 ratones por grupo por
ensayo). La linea horizontal punteada indica el limite inferior de deteccién. *p<0,05; *** p<0,001.
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esquema omvP-aP se detectd una reducciéon de 2,3 6rdenes de magnitud en las UFC recuperadas
de los pulmones de los ratones inmunizados con respecto a de los detectados en el grupo control
sin inmunizar (p<0,001), mientras que el esquema wP-aP redujo la colonizacién en 1,5 érdenes
de magnitud (p<0,05).

En base a los resultados hallados y teniendo en cuenta la necesidad de lograr esquemas
que induzcan inmunidad protectora duradera, decidimos evaluar la capacidad protectora de
esquemas heterdlogos que incluyan una dosis de la vacuna a base de omvP. Como ya
mencionamos, las formulaciones conteniendo OMVs tienen la capacidad de inducir poblaciones
196

T de memoria residentes en tejido responsables de la inmunidad protectora de largo plazo

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 1.8.
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Figura 1.8: Evaluacion de la capacidad protectora contra pertussis a largo plazo inducida por esquemas
de inmunizacion heterélogos. Panel A: Esquemas de inmunizacién utilizados para la aplicacion de las
distintas vacunas. El dia cero se corresponde con el nacimiento de la camada. El desafio intranasal se realiza
con una dosis subletal de 1x10% UFC en 40 pl de B. pertussis Tohama Fase | a los 6 meses de la Ultima dosis.
Panel B: Capacidad protectora de esquemas heterologos aP-OMVP y OMV-aP Estdn representados las
medias + el ECM obtenidos de 2 ensayos realizados de manera independiente. La linea horizontal punteada
indica el limite inferior de deteccidn. El desafio intranasal se realiza con una dosis subletal de 1x106 UFC en
40 ul de B. pertussis Tohama Fase | a los 200 ddv. El sacrificio se realizé a los 207 ddv. * p<0,05,
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En dicha figura se puede observar que el esquema que inicia con vacuna aP es capaz de
montar una respuesta protectora que se extiende en el tiempo, con un disminucién de al menos
3 érdenes de magnitud en los recuentos de colonias provenientes de los pulmones respecto de
los detectados en el grupo control sin inmunizar (p<0,05). EI esquema omvP-aP redujo
aproximadamente en 2 drdenes de magnitud la colonizacién bacteriana en los pulmones de los
ratones inmunizados comparados con los detectados en el grupo control (p<0,05). Estos datos
muestran que ambos esquemas pueden emplearse indistintamente ya que la proteccidn en el

largo plazo no se reduce.

Caracterizacion de la respuesta inmune inducida por los esquemas que
incluyen una dosis al nacer

Teniendo en cuenta que los esquemas heterdlogos que incluyen una dosis al nacer de
aP muestran los mejores resultados en términos de proteccién decidimos evaluar la respuesta
de humoral inducida. Evaluamos mediante ensayos de ELISA e inmunoblots los niveles de
anticuerpos especificos contra la subunidad A de la toxina pertussis PTx. Evaluamos también la
calidad de esos anticuerpos a través de ensayos de avidez que incluyen incubaciones con un
agente caotrdépico como los es el NHsSCN empleado en distintas concentraciones. Los resultados
de avidez se expresaron como el porcentaje de anticuerpos eluidos por el tratamiento con
NH4SCN respecto del hallado en ausencia de este agente. Como control empleamos los sueros
provenientes de esquemas de vacunacion de dos dosis homélogos y también los obtenidos de

esquemas heterdlogos, pero en los que para la dosis al nacer se empled una vacuna distinta de

% eluido con NH4SCN
Esquemas de vacunacion IgG anti-PTx IgG1 IgG2a 1gG2a/IgG1
0,187 M 0,375 M

aPaP 96,06+7,49 27,078,992 29,18+1,73 39,85+1,95| 57,06%1,53 1,43

wPwP 38,90+0,96 0,37+1,56 1,01+1,72 10,0442,21 ( 40,2340,1 4,01
omvPomvP 127,2042,96 0,4540,38 0,8110,75 6,90+0,74 | 40,3240,64 5,84
aPomvP 89,36+0,88 6,50+4,85 13,01+14,9 31,48+1,39 | 53,89+0,38 1,71
omvPaP 62,22+1,82 3,02+4,50 5,56+1,83 14,2343,65| 42,58%0,51 2,99

aPwP 60,06+2,02 12,87+2,76 27,38+0,36 9,52+4,43 | 42,13%0,38 4,42

wPaP 37,80+0,27 0,76%0,72 0,9340,34 7,12+0,75 | 41,41+0,64 5,81

de NH4SCN.

Tabla 1.1: Titulos de IgG totales e isotipos determinados mediante técnicas de ELISA utilizando como antigeno
a la toxina pertussis. Las mediciones se realizaron a 14 dias después de la segunda dosis de vacunacion. Los
titulos se expresan como la media geométrica titulos de 2 determinaciones por técnicas de ELISA independientes
de cada grupo. Los niveles de corte para los ensayos de IgG, 1gG1 e IgG2a fueron 12,5 3,6, 1,909y 5,8 2,7,
respectivamente. No se detectaron valores en los animales control no inmunizados. Los valores detectados
fueron significativamente diferentes a los de los ratones no inmunizados (p <0,05). La avidez de los anticuerpos
IgG también se midié mediante elucion con tiocianato de amonio (NH4SCN) a 14 dias después de la segunda dosis
y se expresa como el porcentaje de anticuerpos especificos de PTx eluidos con respecto al titulo sin tratamiento
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aP. Los resultados incluidos en la Tabla 1.1. muestran que de los esquemas que incluyen el
mismo tipo de vacuna para la primera y segunda dosis, los esquemas de vacunacién aP-aP y
omvP-omvP indujeron los valores mas altos de titulos de 1gG anti-PTxA. Titulos altos de I1gG
también se detectaron en aquellos esquemas heterdlogos que incluian a la vacuna aP en la
inmunizacion neonatal. Los titulos IgG anti-PTxA mas bajos se observaron con los esquemas de
2 dosis de vacuna wP. Una observacién interesante fue la mayor proporcion de IgG anti-PTxA
con alta avidez en los sueros de los ratones inmunizados con esquemas que incluyen una dosis
neonatal de omvP o wP en comparacién con los inducidos en ratones inmunizados con
esquemas iniciados con aP como dosis al nacer. Todos estos resultados sugieren la presencia de
un efecto prime-boost en la respuesta humoral.

En acuerdo con los titulos de IgG anti-PTxA y los resultados de la avidez, mediante la
técnica de inmunoblot pudimos observar diferencias en el reconocimiento de los sueros
estudiados frente a PTxA (Figura 1.9). Mediante estos ensayos pudimos observar que para los
esquemas que incluyen diferentes tipos de vacuna para inmunizaciones neonatales e infantiles,
el reconocimiento de PTxA fue mas intenso en aquellos esquemas que comienzan con una dosis
neonatal de aP. Para los esquemas en los que se utilizé a la vacuna wP como dosis neonatal, el
reconocimiento de PTxA fue nulo. Asi mientras que para el esquema wP-aP no se detecta
reconocimiento para la toxina pertussis, para el esquema aP-wP se vislumbra una banda de
reconocimiento. Estos resultados también son evidencia de la presencia de un efecto prime
boost. También se observa que los sueros obtenidos de vacunados con wP en la dosis infantil y

neonatal el reconocimiento de PTxA fue nulo.

aP-aP wP-wP omvP-omvP aP-omvP omvP-aP aP-wP wP-aP  Sin inmunizar
] e | |

Figura 1.9: Inmunodeteccion de PTxA purificada y separada por electroforesis en SDS-PAGE al 12,5% (p/v).
Los sueros ensayados se designan de acuerdo con el esquema vacunacion utilizado y fueron tomados 1 dia
antes del desafio (34 dias de vida). Para la deteccidn se empled un suero policlonal especifico obtenido en el
laboratorio. Luego de incluir el anticuerpos secundario, el revelado se realiza con fosfatasa alcalina.

Respecto de los isotipos de IgG, una observacion importante para nosotros fue que los
esquemas que comenzaban con omvP o wP desencadenaban respuestas de anticuerpos con una
relacién 1gG2a/1gG1> 1,4. La alta proporcion de 1gG2a/1gG1 observada en los esquemas que

consisten en una dosis neonatal con omvP o wP y una dosis de aP para la infancia, no solo sugiere
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que omvP o wP sesgé la respuesta inmune hacia un perfil Thl, sino que también proporciona
evidencia de un efecto del prime boost heterélogo .

Teniendo en cuenta las diferencias detectadas en cuanto perfil y magnitud de la
respuesta humoral conferida por la inmunizacidn con esquemas heterdlogos y que incluyen una
dosis neonatal, avanzamos con la caracterizacion de los sueros a través de la evaluacion de la
capacidad bactericida de los mismos. En particular se evalud la capacidad bactericida de sueros
inactivados provenientes de ratones con los esquemas de dos dosis: aP-aP, aP-omvP y también
para omvP-aP. Brevemente los ensayos consistieron en enfrentar una suspensién bacteriana de
B. pertussis de 500 UFC con los sueros murinos inmunes inactivados a los que se les agrega una
fuente exdégena y estandarizada de complemento. Luego de una incubacién de 1 hora a 37°C,
determinamos la capacidad bactericida del suero como porcentaje de sobrevida bacteriana, con
respecto de la cantidad de bacteria en la mezcla inicial. Como controles negativos utilizamos
suero de ratones naive (dato no mostrado). En la figura 1.10 donde se presentan los resultados
obtenidos se observa que el esquema aP-omvP induce una respuesta humoral con mayor

capacidad bactericida, cuando se compara con los esquemas aP-aP y omvP-aP.

% desobrevida

aP-aP aP-omvP omvP-aP

Figura 1.10: Evaluacién de la capacidad bactericida de los sueros inmunes de inducir muerte bacteriana
por complemento. Se grafica el porcentaje de sobrevida de B. pertussis tras la incubacién con suero inmune
respecto del total de bacterias incluidas en la mezcla inicial. Los sueros obtenidos de los esquemas de
vacunacion de dos dosis a edad neonatal e infantil se indican debajo de cada barra. Como control se utilizan
sueros de ratones no inmunizados., para los cuales no se detecté lisis celular significativa. * p<0,05
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Evaluacion de los mecanismos efectores de la proteccion mediante
experimentos de transferencia pasiva de la inmunidad.

Con el objetivo de evaluar la contribucidon de la respuesta humoral y el de las poblaciones
celulares activadas en el bazo proveniente de los ratones inmunizados en la proteccion
observada para los esquemas de vacunacidén de interés, procedimos a realizar ensayos de
transferencia pasiva de suero y de células del bazo provenientes de los ratones inmunes hacia
animales naive. Especificamente, transferimos 100 ul de sueros inmunes provenientes de
esquemas aP-aP, aP- omvP y omvP-aP y un control sin inmunizar a los grupos de ratones naive.
A las 24 h de haber recibido los sueros, estos grupos de ratones fueron desafiados con una dosis
subletal de B. pertussis de forma de luego evaluar la proteccién conferida exclusivamente por el

suero de un ratéon inmunizado (Figura 1.11 Panel A). A través de estos ensayos pudimos observar
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Figura 1.11: Evaluacion de la capacidad protectora contra pertussis de sueros de obtenidos de esquemas
de dos dosis heterdlogas. Los sueros de ratones inmunizados a los 7 y 21 dias de vida con aP-omvP, omvP-
aP o aP-aP, fueron colectados 14 dias después de la tltima dosis (21 ddv) para ser testeados por transferencia
de inmunidad a ratones naive. Sueros de ratones naive se transfirieron a ratones naive como control
negativo de proteccion. Panel A: Esquemas de inmunizacion pasiva con suero y desafio 24 h mas tarde de
los animales receptores, sacrificio 7 dias luego del desafio y recuento 5 dias mas tarde. Panel B: Resultados
de proteccion de los animales receptores de suero inmune. El desafio intranasal se realiza con una dosis
subletal de 1x108 UFC en 40 ul de B. pertussis Tohama Fase | al dia siguiente de la inmunizacién pasiva. El
sacrificio se realiz6 7 dias después del desafio. Estan representados las medias + ECM obtenidos de 2 ensayos
realizados de manera independiente (n=4 ratones por grupo por ensayo). La linea horizontal punteada indica
el limite inferior de deteccién. * p<0,05
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que todos los sueros inmunes testeados tienen la capacidad de reducir de manera significativa
la colonizacién bacteriana en los pulmones de los ratones receptores respecto al control sin
inmunizar, reduciendo entre 3 érdenes de magnitud para el esquema aP-aP, 2,3 6rdenes para el
esquema aP-omvP y 1,4 para omvP-aP el recuento bacteriano en pulmdn en relacién a los

ratones no vacunados (p<0,05).

Para evaluar el rol de las poblaciones celulares del bazo en la proteccidn, se realizaron
experimentos de transferencia pasiva de esplenocitos desde ratones inmunes hacia animales
naive. Para ello se extrajeron quirdrgicamente los bazos de animales inmunizados con los
esquemas de 2 dosis aP-aP, aP- omvP y omvP- aP, y se transfirieron por inyeccidn intraperitoneal
a ratones naive. A través de estos ensayos pudimos observar que las células de los bazos de los
animales inmunizados con los esquemas que comienzan con aP reducen los recuentos de UFC
en 1,7 érdenes de magnitud respecto de las halladas para el control sin inmunizar (Figura 1.12,
p<0,0001). Para el esquema omvP-aP la reduccién de la colonizacién bacteriana en los pulmones

fue de 1,1 6rdenes respecto del control negativo de proteccién (Figura 1.12, p<0,001).
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Figura 1. 12: Evaluacion de la capacidad protectora contra pertussis de células de bazo de obtenidas de
esquemas de dos dosis heterdlogas. Los bazos de ratones inmunizados a los 7 y 21 dias de vida con aP- omvP,
omvP -aP o aP-aP, fueron colectados 14 dias después de la Gltima dosis (21 ddv) para ser testeados por
transferencia de inmunidad a ratones naive. Esplenocitos de animales naive se transfirieron a ratones naive
como control negativo de proteccion. El desafio intranasal se realiza con una dosis subletal de 1x10% UFC en
40 pl de B. pertussis Tohama Fase | al dia siguiente de la inmunizacidn pasiva. El sacrificio se realizé 7 dias
después del desafio. Estan representados las medias + ECM obtenidos de 2 ensayos realizados de manera
independiente(n= 4 ratones por grupo por ensayo). La linea horizontal punteada indica el limite inferior de
deteccidn. ** p<0,05; *** p<0,005; **** p<0,0001

A los ratones que fueron donantes del bazo se le administraron calmantes y fueron
puestos en cuarentena hasta su completa recuperacién. Una vez constatada su recuperacion

estos animales fueron desafiados con una suspensién subletal de B. pertussis para evaluar la
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capacidad protectora del esquema de inmunizacion recibido. En la Figura 1.13 donde se
presentan los resultados obtenidos de un Unico ensayo podemos observar que
independientemente del esquema de inmunizacion empleado los ratones inmunes
esplenectomizados conservaron la capacidad protectora. En estos animales el recuento de UFC
en los pulmones descendié en al menos 5 6rdenes de magnitud respecto de los detectados en
los animales esplenectomizados sin inmunizar. Estos resultados indican que la proteccion
conferida por los esquemas que incluyen una dosis neonatal y una infantil esta signada por la
presencia de anticuerpos circulantes, y en menor medida por la respuesta inmune mediada por

los esplenocitos.
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Figura 1.13: Evaluacion de la proteccion conferida por dos dosis de vacuna en animales esplenectomizados.
Luego de realizada la cirugia los animales se mantienen en cuarentena con monitoreo constante hasta la
recuperacion. Se evalla estado de cicatrizacién, mucosas conjuntivas y nasales y piloereccidn para determinar
la recuperacion. Panel A: Esquemas de inmunizacién y extraccidon quirurgica del bazo. El tiempo de
recuperacion posterior a la cirugia fue de 21 dias. Panel B: Resultados de proteccién de los animales
esplenectomizados. El desafio intranasal se realiza con una dosis subletal de 1x10° UFC en 40 pl de B. pertussis
Tohama Fase | a los 21 dias de la esplenectomia. El sacrificio se realizd 7 dias después del desafio. Estan
representados las medias * el ECM obtenidos de un Unico ensayo (n= 4 ratones por grupo). La linea horizontal
punteada indica el limite inferior de deteccion. **** p<0,0001
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Discusion

En el contexto epidemiolégico actual de pertussis donde en muchos paises el nimero
de casos ha aumentado principalmente en recién nacidos y lactantes que no han recibido dosis
primarias debido a la edad !*, se vuelve a discutir la vacunacién neonatal y su posible
implementacién 7. La inmunizacidn en los neonatos tiene como positivo el hecho de que
brindaria una proteccidn temprana reduciendo el periodo critico de vulnerabilidad intrinseco a
los esquemas de vacunacion de rutina que comienzan mas tarde en la vida. Esta estrategia
también podria cubrir las brechas que deja la vacunacién durante la gestacion que fue
implementada en varios paises a partir del 2012, ya sea por la relativamente baja cobertura en
gestantes o por la ocurrencia de partos prematuros. La vacunacién durante el periodo neonatal
gue hemos llamado vacunacidn al nacer también resulta atractiva ya que es posible realizarla
con altas coberturas, dado que el nacimiento es un punto de contacto crucial con los sistemas
de salud del globo. Sin embargo, existen limitaciones potenciales para esta estrategia que

183 problemas de seguridad y el desarrollo de

incluyen una inmunogenicidad deficiente
hiporrespuesta al mismo antigeno y / o antigenos concomitantes administrados al nacer o en
los meses posteriores 41>, Ademas, la inmunidad innata neonatal muestra una deficiencia
funcional en las células presentadoras de antigeno y la respuesta inmune esta polarizada hacia
la inmunidad de tipo Th2 84, El sistema inmune innato neonatal presenta diferencias con el del
adulto. Entre otras, los neutréfilos y las células presentadoras de antigenos varian en su
concentracion y caracteristicas en esta etapa comparado con otras edades 8. En los neonatos
por ejemplo, los neutréfilos representan un tercio de la concentracion detectada en adultos *%°,
La expresion de receptores como el TLR4 también se encuentran disminuidos en estas células
20090 por otra parte, las células presentadoras de antigeno, compuestas principalmente células
dendriticas (CD) también se expresan de manera diferencial en el neonato. Mas aun, ellas tienen
menor contenido del complejo MHCII y tienen una limitada capacidad de activar respuesta
dependientes de linfocitos T y linfocitos B 2°1,1%, En suma, las células dendriticas en neonatos

son mayormente células inmaduras 2%

Los linfocitos T colaboradores proliferan
preferentemente hacia perfiles de tipo Th2 presentando una hipermetilacion de la region
codificante del INF-¥, necesario para la proliferacién de tipo Th1®, Los linfocitos Th17 poseen
baja o nula presencia en las etapas tempranas de la vida, probablemente debido a la baja
transcripcién del factor de transcripcién ROR ¥t, clave en el desarrollo de Th17 2%, Los linfocitos

T foliculares también presentan deficiencias en la expresion de receptores y en la produccién de

interleuquinas que limitan su funcién dentro de los centros germinales %4, Por su parte, los
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linfocitos B en el neonato son células inmaduras con un bajo repertorio de inmunoglobulinas en
su superficie 2%4,

Pese a estas deficiencias del sistema inmunitario del neonato, la eficacia de las vacunas
que se utilizan actualmente en el periodo neonatal: BCG, hepatitis B y vacunas
antipoliomieliticas orales, es una prueba de que las vacunas pueden administrarse con éxito al
recién nacido para inducir proteccidn frente a diferentes enfermedades °. En esta seccién de
mi trabajo de tesis, utilizamos el modelo de ratén para analizar si la inmunizaciéon neonatal con
vacunas contra pertussis que inducen diferentes perfiles de respuesta inmune del tipo Th
(vacuna aP que induce principalmente el perfil Th2, wP que induce Th1 / Th17 y vacuna basada
en OMVs que induce Thl / Th2 / Th17 mixto perfil). Nuestros ensayos mostraron que la
proteccidn contra B. pertussis en desafios subletales resultd ser mayor en ratones en edades
tempranas inmunizados con 1 dosis de vacuna aP que en ratones inmunizados con vacunas
omvP o wP. La proteccién frente a pertussis se incrementd en el caso de los esquemas de dos
inmunizaciones aplicadas una a los 7 dias y la segunda dosis a los 21 dias, no observandose
interferencia de la dosis neonatal sobre la dosis infantil. Este aumento para los esquemas de dos
dosis se observé cuando se utilizé la vacuna aP para las dos dosis o cuando se implementaron
esquemas mixtos (prime boost heterdlogo) que incluyen a la vacuna aP para la primera dosis y
vacuna OMVP o wP para la segunda dosis. Es importante sefalar aqui que los esquemas de dos
dosis que incluian solo vacunas que inducen perfiles inmunitarios Thl como wP (wP-wP) o la
vacuna basada en omvP(omvP-omvP), no funcionaron correctamente. Esto estd en acuerdo con
el hecho que mencionamos anteriormente sobre que el entorno inmunoldgico neonatal esta
polarizado hacia la inmunidad de tipo Th2 con limitacidn de las respuestas de tipo Th1 294,205,
Destacamos al candidato vacunal basado en OMVs que cuando se lo emplea como primera dosis
en esquemas heterdlogos el mismo resulta exitoso en términos de reducir significativamente la
colonizacion bacteriana en los pulmones de ratones desafiados con dosis subletales de B.
pertussis. Estos resultados fueron obtenidos no sélo en el corto plazo sino también cuando se
realizo el desafio con B. pertussis a los 200 dias post segunda inmunizacion (Figuras 1.7 y 1.8).

Para los recién nacidos se describié que no cuentan con un microambiente anatémico
completamente desarrollado que sea adecuado para la interaccién entre las CD y los linfocitos
Ty B 2%, De hecho, no existe una demarcacién definida entre las diferentes zonas linfoides y las
zonas T CD4 + en los recién nacidos. De acuerdo con este conocimiento, en nuestros ensayos no
se detectd proliferacion de células T especificas de B. pertussis en ratones que solo recibieron
una dosis a los 7 dias de vida (datos no mostrados), sugiriendo que la proteccidn estaba mediada
por anticuerpos. De hecho, aun en los esquemas de 2 dosis (una dosis neonatal y una dosis

infantil) la contribucion en la proteccidén de la respuesta mediada por los esplenocitos es
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reducida (Figura 1.12 Panel B). Los niveles de proteccion detectados para los esquemas de aP-
aP y para aquellos esquemas que incluian la inmunizacidn neonatal con la vacuna aP es acorde
con el aumento de los niveles de anticuerpos anti-PTxA detectados (Tabla 1.1). Curiosamente,
los anticuerpos generados en ratones a partir de esquemas heterélogos mostraron anticuerpos
con mayor avidez que los obtenidos en ratones inmunizados con aP-aP. Lo que nos resultd
interesante es la observacion del aumento en el porcentaje de elucién de anticuerpos anti-PTxA
en presencia de NH,SCN para esquemas de vacunacién mixtos que comenzaron con una dosis
neonatal con aP, sugiriendo la presencia de un efecto de prime —boost. Otra evidencia de este
efecto fueron las relaciones entre los titulos IgG2a / IgG1 detectadas para esquemas mixtos que
comenzaron con una dosis neonatal con vacunas que inducen un perfil Th1, es decir, la vacuna
omvP o wP. En acuerdo con los resultados sobre los titulos de IgG y los resultados de los ensayos
de avidez, se observd en los ensayos de Western blot, que la intensidad de reconocimiento de
PTxA resulto mayor para los esquemas conteniendo las vacunas comerciales aP que los
esquemas wP-wP. El reconocimiento del esquema de doble dosis de nuestro candidato vacunal
mostré un reconocimiento mayor al presentado por 2 dosis de vacuna aP, mostrando que
sumado a la composicion multi-epitope, es capaz de inducir un titulo de anticuerpos con
capacidad de reconocimiento importante contra este antigeno clave en la proteccién. Al analizar
los esquemas heterdlogos que incluyen aP, es de destacar que aquellos que comienzan con la
vacuna aP presentan mayor reconocimiento que los que utilizan aP como segunda dosis. Esto
responde a la capacidad mayor de la aP de inducir respuesta en la etapa neonatal, debido a su
induccion preferencial de linfocitos T del tipo Th2, el tipo preferencial mediante el cual del
neonato desarrolla su respuesta inmune (Figura. 1.9). Mas aun los ensayos de transferencia
pasiva realizados a partir de dadores con los esquemas heterdlogos de interés: aP- omvP y omvP
-aP, muestran el mayor peso relativo del rol de la respuesta humoral en la proteccidon respecto
de la proveniente de las poblaciones celulares de los bazos inmunes.

Todos estos resultados aqui presentados muestran que la inmunizacidon neonatal es
factible de ser empleada contra pertussis, incluso en esquemas multidosis. Si bien el empleo de
una vacuna con perfil Th2 en la dosis neonatal se muestra como efectiva tanto en esquemas de
una dosis como en esquemas de 2 dosis con la misma vacuna, el empleo de un esquema
heterdlogo omvP-aP resultd superador en términos de la calidad de la respuesta inmunoldgica
induciendo el perfil Thl recomendado para la proteccidn contra pertussis. Es de destacar que el
esquema heterdlogo wP-aP si bien indujo una respuesta caracterizada por el mismo perfil, la
misma no resulté ser eficiente para la proteccidn contra pertussis. Estos datos nos sugieren que
la aplicacion en la etapa neonatal de una vacuna multi-epitope con alta concentracién de PAMPs

gue induce una respuesta mixta Th1/Th2/Th17 como la omvP sobrelleva las deficiencias del
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sistema inmunoldgico neonatal. Esta capacidad no fue evidenciada para un candidato multi-
epitope que induce una respuesta inmune con un fuerte perfil Thl, como la wP. Es asi que
resulta esencial elegir qué tipo de vacuna se utilizard como dosis al nacer para lograr un esquema
de proteccién efectivo. Otra estrategia que estd intentando subsanar las deficiencias en la
induccion de un perfil de respuesta inmunoldgica mas robusto en el neonato refiere al empleo
de nuevos adyuvantes. En este sentido, otros autores han comenzado a investigar la capacidad
adyuvante de la emulsion de aceite en agua llamada MF59 para ser utilizado a edad temprana
206 Recientemente se observd que este adyuvante induce una estimulacion prolongada del
antigeno de la vacuna y mejora el reclutamiento y la actividad de APC, promoviendo
posteriormente la actividad de las células T efectoras CD4 + 2%, Otro enfoque que se ha probado
con éxito en el modelo murino para promover respuestas robustas de células T es la
coadministracion de IL-12 y la vacuna de subunidad especifica para el virus de la influenza a
ratones recién nacidos que condujo a una mayor expresion esplénica de IFNy y una mayor
eficacia protectora de las vacunas 2°’. El modelo murino que incluye una dosis neonatal aqui
puesto a punto puede servir de base para completar los estudios de nuevos adyuvantes que

podrian resultar también efectivos para el control de pertussis.
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Introduccion

Como hemos descripto a lo largo de este trabajo de tesis, la principal preocupacion
sobre la situacion epidemioldgica reciente de pertussis es el aumento de la morbilidad y, por lo
tanto, de la mortalidad en los recién nacidos y lactantes muy pequefios como para recibir sus
primeras dosis vacunales contra la enfermedad 2%, En este contexto para proteger a esta
poblacién vulnerable se ensayaron y se estan implementando algunas estrategias. Una de ellas
es la estrategia es la denominada "capullo” que consiste en inmunizar a los miembros del hogar
y de la familia de los recién nacidos. El objetivo de esta estrategia es evitar el contagio desde el
nicleo de contactos cercanos al recién nacido y aunque recomendada es de dificil
implementacion. Mas aun, recientemente ha sido cuestionada porque los contactos
inmunizados con la vacuna acelular pueden ser asintomaticos y en alguna medida seguir
contagiando 2%°,21°, En nuestro pais en lugar de esta estrategia se propuso en el afio 2009 la
vacunacion de los padres de recién nacidos con un peso menor de 1.500 g. En Suiza, se
recomienda la inmunizacién de los miembros del hogar si la Ultima dosis de vacuna contra la
pertussis fue hace mas de 10 afios. La Unica estrategia con mas resultados que la sustentan es
la inmunizacién materna durante el embarazo. Esta estrategia no solo busca reducir el contagio
desde la madre sino también transferir en forma pasiva inmunidad especifica al feto y al recién
nacido?'!,%12, Esta estrategia fue recomendada en 2011 212 e implementada por primera vez en
Argentina 7y en el Reino Unido en 2012 2%, En un principio, la recomendacién de la vacunacion
durante el embarazo fue para un solo embarazo, pero a partir del 2016 en Argentinay 2017 en
Estados Unidos, se recomendd para todos los embarazos. Desde su implementacidén varios
estudios han mostrado a este estrategia como segura para la madre y para el feto 215,216,217 218
219 La vacuna acelular que se emplea, a diferencia de la vacuna contra la influenza, contiene
como adyuvante al fosfato de aluminio (0,39 mg / dosis para Boostrix® y 1,5 mg / dosis para
Adacel®). No hay evidencia de que el aluminio en la vacuna ponga en riesgo al feto en desarrollo,
especialmente porque se estima que la ingestidn dietética natural de aluminio de un adulto es
de 7 a 9 mg por dia 22°. Los estudios poblacionales realizados en Argentina y en Reino Unido han
estimado una eficacia de la vacuna del 91 al 95% para prevenir la muerte infantil 221,222,151,
Recientemente, un estudio de cohorte retrospectivo de California mostré que la inmunizacion
durante el embarazo en comparacién con la vacunacion posparto reduce significativamente el
riesgo de contraer pertussis 2.

Respecto en qué momento aplicar la dosis de vacuna en el embarazo, el mismo se
definié en base a la cinética de produccién de anticuerpos después de la vacunacion y la

transferencia transplacentaria. Mientras que en Suiza se recomendé la vacunacién a partir de
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las 13 semanas de gestacién, EE.UU, Argentina y Gran Bretafia inicialmente estuvieron a favor
de una vacunacién después de la semana 20 de gestacién?®*. En un estudio observacional
reciente, se mostré que la inmunizacidon durante el segundo trimestre (13 a 26 semanas de
gestacion) genera titulos de anticuerpos mas altos en el recién nacido en comparacién con la
vacunacion posterior 224, 225,

Si bien la estrategia de la inmunizacidon durante el embarazo cuenta con sustento para
su utilizacidén, un aspecto que genera preocupacion respecto su uso es que los anticuerpos
transferidos al feto podrian interferir luego en la induccion de la respuesta inmune de las
vacunas infantiles. Este fendmeno se conoce como interferencia inmune, blunting o bloqueo de
respuesta inmune 226,227 y se ha descripto para otras vacunas 2%. En el caso de pertussis se ha
detectado un apagamiento de la respuesta humoral para las vacunas de la infancia aunque su
relevancia clinica no es clara e incluso dificil de establecer ya que no existe un correlato
inmunoldgico de proteccidn facil de medir 22°,178,230, Algunos autores incluso indican que el
efecto de blunting es fuertemente dependiente del tipo de vacuna a aplicar, y se ve exacerbado
cuando la vacuna maternal y la infantil tienen la misma composicién 2

Mas alld de estas dudas sobre la inmunizacion durante el embarazo, los efectos
benéficos estan haciendo que los distintos paises vayan adoptando esta estrategia. Es en este
contexto que nos propusimos evaluar en el modelo murino la inmunizaciéon neonatal estudiada
en el capitulo anterior, pero en crias nacidas de madres inmunizadas contra pertussis durante la
prefiez. Para ello trabajamos con esquemas de vacunacion en las madres que incluyen diferentes

vacunas y también evaluamos el empleo de distintas formulaciones en las dosis al nacer. Los

resultados alcanzados se presentan a continuacion.

Resultados

La estrategia actualmente aceptada y aplicada para proteger contra pertussis al grupo
mas vulnerable de la enfermedad es la vacunacion durante el embarazo. Para avanzar en la
comprension del impacto de la inmunidad transferida con la inmunizacién neonatal o al nacer
que estamos estudiando empleamos el modelo murino de inmunizacién en la prefiez ya
establecido en nuestro laboratorio. Aqui creemos oportuno aclarar que la manera en que se
transfiere la inmunidad durante el embarazo depende del modelo animal empleado. Las
variaciones que se detectan entre los modelos estan determinadas entre otros por diferencias
en la estructura de la placenta y en la expresion de receptores FcRn. Asi, mientras que en el

humano la transferencia de la inmunidad ocurre mayoritariamente a través del transito
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transplacentario, en el modelo murino la transferencia de inmunidad pasiva ocurre por via
transplacentaria y en mayor medida por la lactancia 2%,

Teniendo en cuenta que la vacuna que se emplea en el embarazo es la vacuna acelular
(aP) y que las dosis previas que ha recibido la mujer podrian tener impacto en la respuesta
inmune durante el embarazo y en la transferencia, ensayamos esquemas que constan de 3 dosis
segln se indica en la Figura 2.1. Resumidamente el esquema realizado implicé inmunizar a un
grupo de hembras BALB/c de 5-6 semanas con una primera dosis de la vacuna a ensayar y 14
dias después con la segunda dosis. A los 14 dias de la segunda dosis y luego de sincronizar el
celo de la hembra, se procedio a colocar a las hembras inmunizadas en una jaula con un macho
(una pareja por jaula) para el apareamiento. Como hemos detallado anteriormente hicimos una
evaluacion diaria para detectar la presencia de tapédn mucoso vaginal que indica el coito y
probablemente la prefiez. Una vez detectado, se aplicé la tercera dosis a la madre. Ensayamos

3 esquemas de vacunacién a las madres: aP-aP-aP, wP-wP-aP y omvP-omvP-omvP.
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Figura 2.1: Esquema de inmunizaciéon maternal y durante la prefiez. Hembras BALB/c de 5-6 semanas de
edad son inmunizadas con dos dosis de vacuna espaciadas en un lapso de 14 dias entre ambas. A los 14 dias
se introduce al macho en la jaula y una vez detectado el tapon vaginal se aplica la tercera dosis de vacuna.
Las vacunas aplicadas en los esquemas de 3 dosis fueron: aP-aP-aP, wP-wP-aP y omvP-omvP-omvP, siendo
la mencionada en el tercer lugar la dosis aplicada durante la prefiez.

Evaluacion del impacto de la inmunizacidon neonatal en crias nacidas de
hembras que recibieron el esquema aP-aP-aP de vacunacion.

El esquema de 3 dosis de vacuna aP emula una situacién propia de los paises que
emplean en todo su calendario de vacunacion vacunas acelulares que promueven un perfil de
respuesta del tipo Th2. Para este esquema pudimos comprobar que la inmunizacidn maternal
transfiere inmunidad protectora a las crias seglin los datos sobre los recuentos de UFC
recuperados de los pulmones de los ratones provenientes de madres inmunizadas en

comparacién con las obtenidas en ratones provenientes de madres no inmunizadas (Figura 2.1
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Panel A, p<0.001). Una vez que corroboramos la transferencia de la inmunidad maternal y la
capacidad protectora de la misma en la cria, procedimos a evaluar el impacto de la dosis
neonatal en el entorno de la inmunidad maternal. Para la dosis neonatal (7 dias de edad)
ensayamos los tres tipos de vacunas empleadas en este trabajo de tesis: aP, omvP y wP. Para
evaluar la proteccidn, todos los ratones se expusieron a los 21 dias de edad a un desafio subletal

de 10° UFC de la cepa de referencia B. pertussis Tohama fase |. Como grupos controles se
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Figura 2.2: Evaluacién del impacto en la proteccion contra pertussis de la inmunizacién neonatal en crias con
inmunidad maternal. La proteccién se evalué a los 28 ddv mediante el recuento de UFCs de B. pertussis
recuperadas de los pulmones de los ratones luego del desafio con una suspension subletal de 1x10% UFC en 40
ul de B. pertussis Tohama Fase |. Para este ensayo se emplearon grupos de neonatos nacidos de madres sin
inmunidad y no inmunizados (control negativo de proteccién) y grupos de neonatos nacidos de madres
inmunizadas con un esquema de 3 dosis de vacuna aP y que no recibieron una dosis neonatal (control de
proteccidn conferida por la inmunidad maternal), Panel A. Grupos de neonatos nacidos de madres inmunizadas
con esquema de 3 dosis de vacuna aP e inmunizados con una dosis neonatal con las vacunas indicadas al pie de
la figura, Panel B. En ambas graficas se representa el numero de bacterias recuperadas de los pulmones de los
ratones, expresado como el logig de UFC por pulmén. Estan representados las medias + ECM obtenidos de al
menos 3 ensayos realizados de manera independiente. El La linea horizontal punteada indica el limite inferior
de deteccidén. **** p<0,0001.

utilizaron ratones no inmunizados nacidos tanto de madres inmunizadas como de madres no
inmunizadas. Los resultados alcanzados se muestran en la Figura 2.2 Panel B. Los recuentos de
UFC recuperados de los pulmones de las crias con inmunidad maternal fueron no detectables
para cualquiera de las vacunas utilizadas en las dosis al nacer. Estos recuentos fueron claramente
inferiores a los detectados en el grupo utilizado como control negativo de proteccién (p<0.001).
Aqui nos resulta interesante marcar que, a diferencia de lo observado en las crias nacidas de
madres no inmunizadas, la dosis al nacer resulto ser efectiva en la induccion de la proteccion
independientemente del tipo de vacuna utilizada (Figura 2.2 Panel B). Mas aun, la inmunizacion
neonatal no interfirié con la inmunidad protectora transferida por la madre (Figura 2.2 Panel A).

Todos los datos que hasta aqui se presentaron se obtuvieron en ratones nacidos 1 mes después
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de que sus madres recibieron la Ultima dosis de aP. También hicimos evaluaciones de la
capacidad protectora contra la infeccidn por B. pertussis en ratones que nacieron mas alld de los
2,5 meses después de que sus madres recibieran la dosis de vacuna en la gestacién. Los
resultados alcanzados se muestran en la Figura 2.3. Como puede observarse en dicha figura, los
niveles de UFC detectados, aunque mas altos que los detectados en las crias nacidas 1 mes
después de que las madres recibieron su dosis durante el embarazo son mucho menores que los
detectados en los animales sin inmunidad. Los valores mas altos de UFC recuperados se
detectaron en el grupo de animales vacunados con la vacuna aP (aunque sin afectar de manera
significativa la capacidad protectora frente al control sin inmunidad), lo que indica que la
inmunizacion neonatal aP interfirié con la funcionalidad de los anticuerpos maternos. También
pudimos observar que los mejores resultados de proteccién se presentaron en aquellos
animales que no fueron inmunizados al nacer, pero no hubo diferencias significativas entre los

grupos que recibieron algun tipo de vacuna al nacer y los no inmunizados.
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Figura 2.3: Evaluacion en el largo plazo del impacto en la proteccidn contra pertussis de la inmunizacion
neonatal en crias con inmunidad maternal. La proteccion fue evaluada en crias nacidas mas alla de los 2,5
meses de la Ultima dosis de vacuna aplicada a sus madres. Las vacunas empleadas como dosis neonatal se
detallan al pie de la figura. Como controles se emplearon dos grupos de ratones: uno nacido de madres
inmunizadas a los que no se les aplicé una dosis neonatal (control de inmunidad maternal) y otro proveniente
de madres no inmunizadas_a los que no se les aplico una dosis neonatal (control negativo de proteccién). Se
representa el numero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como el logio de
UFC por pulmén. Estan representados las medias + ECM obtenidos de al menos 3 ensayos realizados de
manera independiente (n= 4 ratones por grupo por ensayo). El desafio intranasal se realizé en todos los casos
con una suspension subletal de 1x10% UFC en 40 ul de B. pertussis Tohama Fase | a los 21 dias de edad. El
sacrificio se realizd a los 28 dias de vida. La linea horizontal punteada indica el limite inferior de deteccion. ***
p<0,001
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En cuanto a los titulos de anticuerpos, realizamos una cuantificacidon de anticuerpos IgG
anti-PTxA en las crias vacunadas. En contraste con los titulos indetectables en las crias vacunadas
con una dosis neonatal y nacidas de hembras no inmunizadas, en las crias nacidas de hembras
inmunizadas y vacunadas con una dosis neonatal se detectaron niveles significativos de IgG anti-
PTXA (Tabla 2.1). También pudimos observar que tal como se reportara en otros trabajos, existe
una concentracién de anticuerpos transferidos, donde la madre posee el mismo o menor titulo
de anticuerpos que su cria sin inmunizar. Los valores mas bajos de titulos de IgG se detectaron
para los recién nacidos inmunizados con aP (p <0,05). A su vez, detectamos que cuando la dosis
neonatal era de vacuna aP, por ende, la misma vacuna que la madre, los titulos de anticuerpos
anti-PTxA disminuyen significativamente (p<0,001). Este resultado concuerda con los hallados
por Feunou y colaboradores, que encuentran que existe una interferencia o efecto blunting
cuando la vacuna maternal y neonatal es la misma 2.

Teniendo en cuenta que uno de los isotipos de IgG mas transferidos de la madre al feto
es el IgG1, evaluamos este isotipo en las crias de madres inmunizadas. Los resultados obtenidos
volvieron a mostrar que en el caso de los lactantes inmunizados con aP los titulos de I1gG1 eran
inferiores a los de los neonatos con inmunidad materna pero no inmunizados. En cuanto a la
avidez de los anticuerpos de las crias, observamos, una vez mds que, en ratones con inmunidad
materna (aP) o en los que también fueron inmunizados con aP, los porcentajes de elucion con
NH4SCN fueron superiores a los detectados en ratones que fueron inmunizados con wP o omvP
(Tabla 2.1), indicando estos ultimos una mayor estabilidad en la unién al antigeno de estos

anticuerpos.

Esquemas de vacunacion |IgG anti-PTxA % de IgG eluido con NH4SCN 1gG1
0,1875 M 0,375 M
Madre: aPaPaP 97,6749,94 NT NT NT
Crias
Sin refuerzo 111,41+6,87 11,36+2,18 * 30,22+1,93 * 28,34+2,95 *
aP 83,95+1,89 * 14,29+3,21 * 17,71+1,92 * 15,04+1,21
omvP 106,84+4,73 2,01+1,85 6,14+0,76 * 42,2242,39 **
wP 95,93+1,48 0,42+0,31 0,5610,75 15,90+1,94

Tabla 2.1: Titulos de IgG totales e isotipos determinados mediante técnicas de ELISA utilizando como
antigeno a la toxina pertussis. Las determinaciones se realizaron en sueros obtenidos en las crias a los 14 dias
después de la dosis de vacunacion. Como control se emplearon los sueros de animales nacidos de madres
inmunizadas que no recibieron una dosis neonatal (sin refuerzo). Los titulos de I1gG e IgG1 se expresan como
la media geométrica de los valores obtenidos en 2 ensayos independientes.
La avidez de los anticuerpos IgG se midié en presencia de distintas concentraciones de NH4SCN vy los
resultados se expresaron como el porcentaje de IgG anti-PT eluido en presencia de NH4,SCN respecto del valor
de 1gG hallado en ausencia de NH4SCN. El andlisis estadistico entre las medias de cada determinacion (IgG,
Avidez, 1gG1) se realizé mediante el test ONE-WAY ANOVA. * p<0,05, ** p<0,01. NT: no testeados.
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Através de ensayos de inmunoblot y de acuerdo con los resultados de ELISA-IgG y avidez

obtenidos, se observd un reconocimiento de PTx diferencial (Figura 2.4). Es de destacar que

mientras en ratones con inmunidad materna la banda PTxA fue claramente reconocida por los

anticuerpos especificos, por el contrario, para ratones

con inmunidad materna que recibieron una dosis de aP
a los 7 dias después del nacimiento el reconocimiento -

con anticuerpos anti-PTx fue practicamente nulo.

Sin refuerzo aP omvP wP

muestran un efecto de blunting en aquellos animales

vacunadas evaluamos los siguientes esquemas: aP-aP,

Teniendo en cuenta todos estos resultados que | Figura 2.4: Inmunoblot de PTxA
purificada frente a los sueros de crias

nacidas de madres inmunizadas y
vacunadas al nacer . La subunidad A de
la toxina pertussis fue separada en geles

vacunados a los 7 dias de vida con vacuna aP, decidimos SDS-PAGE 12,5% vy transferida a una

membrana de PVDF. Sueros

estudiar si este efecto también se observaba luego de provenientes de  animales  con

inmunidad maternal e inmunizados con

aplicar la dosis infantil. En las crias nacidas de madres una dosis neonatal segun se indica en la

figura fueron ensayados. Como control
se empled el suero de animales no
inmunizados (sin refuerzo). El revelado
se realizd con los sustratos NBT y BCIP de

aP-omvP y aP-wP. Estos ensayos nos permitieron Ia fosfatasa alcalina.

detectar que todas los esquemas aplicados en los

ratones con inmunidad maternal que incluyeron a la vacuna aP como dosis neonatal, mostraron
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Figura 2.5: Evaluacidon del impacto en la proteccion contra pertussis de la inmunizacién neonatal e infantil en
crias con inmunidad maternal. Grupos de ratones fueron inmunizados con esquemas de 2 dosis que inician en
la etapa neonatal. Los tipos de vacunas empleados para la dosis neonatal e infantil se detallan al pie de la figura.
Grupos de ratones sin inmunidad fueron empleados como control negativo de proteccién. Crias nacidas de
madres inmunizadas con un esquema aP-aP-aP estan incluidas en el Panel A. Con fines comparativos se incluyen
los datos de crias nacidas de madres no inmunizadas en el Panel B. Para el desafio a los 35 ddv se empled con
una suspension subletal de 1x10° UFC en 40 ul de B. pertussis Tohama Fase I. El sacrificio se realizé a los 42 ddv.
En la gréfica se representa el nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como
ellogio de UFC por pulmon. Estan representados las medias + ECM obtenidos de 3 ensayos realizados de manera
independiente (n=4 por grupo por ensayo). La linea horizontal punteada indica el limite inferior de deteccion.
inmunizadas segun indica al pie de la leyenda. *** p<0,001. **** p<0,0001
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una reduccidn significativa de la colonizacién bacteriana en los pulmones en comparacién con
los hallados en los controles sin inmunizar y sin inmunidad maternal (Figura 2.5, p<0,001). En el
Panel B se observan los resultados de proteccion de los mismos tratamientos, pero sin
inmunidad maternal. De alli podemos observar que los buenos niveles de proteccidn conferidos

por los esquemas de 2 dosis neonatal e infantil se obtienen con y sin inmunidad maternal.

Evaluacidon del impacto de la inmunizacion neonatal en crias nacidas de
hembras que recibieron el esquema wP-wP-aP de vacunacion.

En paises como el nuestro, los esquemas de vacunacién contra pertussis cuentan en sus
dosis primarias con vacuna celular (wP) y los refuerzos de los 11 afios y de las embarazadas con
vacuna acelular (aP). Un esquema en nuestro modelo de estudio del tipo wP-wP-aP que incluye
la vacunacién con aP durante la gestacion, reproduce el esquema utilizado en nuestra region. A
partir de este esquema evaluamos el impacto de la dosis neonatal en el entorno de la inmunidad
maternal generada por el esquema wP-wP-aP. Para la dosis neonatal (7 dias de edad) ensayamos
los tres tipos de vacuna empleadas en este trabajo de tesis: aP, omvP y wP. Para evaluar la
proteccién, todos los ratones se expusieron a los 21 dias de edad a un desafio subletal de 10°
UFC de la cepa de referencia B. pertussis Tohama fase I. Como grupos controles se utilizaron
ratones no inmunizados nacidos tanto de madres inmunizadas como nacidos de madres no

inmunizadas. Los resultados alcanzados se muestran en la Figura 2.6. En dicha figura se puede
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Figura 2.6: Evaluacion del impacto en la proteccion conferida contra pertussis por la inmunizacién
neonatal en crias nacidas de madres vacunadas con un esquema de wP-wP-aP. Grupos de ratones nacidos
de madres inmunizadas con el esquema wP-wP-aP fueron inmunizados con una dosis neonatal. Los tipos
de vacunas empleados para la dosis neonatal se detallan al pie de la figura. Grupos de ratones sin
inmunidad fueron empleados como control negativo de proteccidn. En la grafica se representa el numero
de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como el logip de UFC por pulmén.
Estan representados las medias + ECM obtenidos de 3 ensayos realizados de manera independiente (n=4
por grupo por ensayo). Para el desafio a los 21 ddv se empled una suspension subletal de B. pertussis
Tohama Fase | (1x108 UFC en 40 ul ) . El sacrificio se realizé a los 28 ddv. La linea horizontal punteada indica
el limite inferior de deteccion. *** p<0,001
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observar que los recuentos de UFC en los pulmones de las crias con inmunidad materna
independientemente de si recibieron o no una dosis de vacuna al nacer, fueron practicamente
no detectables. Estos recuentos fueron claramente inferiores de los detectados en el grupo
utilizado como control negativo de proteccidn (p<0.001). Observamos nuevamente que todas
las crias inmunizadas con una sola dosis de vacuna a los 7 dias de edad independientemente del
tipo de vacuna utilizada fueron protegidos.

Respecto de la respuesta humoral, en las titulaciones realizadas frente a la toxina
pertussis purificada pudimos observar una concentracién de anticuerpos IgG anti-PTxA en las
crias mayor respecto de lo hallado en las madres. Estos niveles mas altos de IgG especificos se
detectaron en las crias que no recibieron refuerzo y aquellas que recibieron una dosis neonatal
de aP o de omvP, pero no en las que recibieron wP como dosis neonatal (Tabla 2.2). Al igual que
lo que sucede para los esquemas maternales aP-aP-aP se observa una concentracién de
anticuerpos en la cria sin refuerzo neonatal. En relacién a los isotipos de IgG, la relaciéon
1gG2a/IgG1 resulté mayor que 1 no sélo en las madres sino en las crias que recibieron como
dosis neonatal o como refuerzo a la vacuna wP u omvP indicando un direccionamiento de la
respuesta inmune hacia un perfil Thl. El hecho de que las crias sin refuerzo cuenten con un perfil
mayormente Th2 podria relacionarse con el transito preferencial de inmunoglobulinas IgG1 de
la madre a la cria. En el caso de las madres, las dos dosis de vacuna wP iniciales de su esquema

dan cuenta del efecto prime-boost ya que la relacién IgG2a/lgG1 mayor que 1 %3,

Esquemas de vacunacion IgG totales 1gG2a/1gG1

Madre: wPwPaP 126,5¢15,91 1,37243383
Crias

Sin refuerzo 215,94+15,94 0,91057294

aP 184,6846,751 0,87071197

omvP 232,18+38,82 * 1,12464955

wP 110,638,683 3,46613296

Tabla 2.2: Titulos de IgG totales e isotipos determinados mediante técnicas de ELISA utilizando como
antigeno a la toxina pertussis. Las determinaciones se realizaron en sueros obtenidos en las crias a los 14 dias
después de la dosis de vacunacién. Como control se emplearon los sueros de animales nacidos de madres
inmunizadas que no recibieron una dosis neonatal (sin refuerzo). Los titulos de IgG se expresan como la media
geométrica de los valores obtenidos en 2 ensayos independientes.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test ONE-WAY ANOVA. * p<0,05. Los titulos de los isotipos IgG2a
e IgG1 se expresan como la relacién IgG2a /IgG1 a la derecha de la tabla.
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Evaluacidon del impacto de la inmunizacion neonatal en crias nacidas de
hembras que recibieron el esquema omvP-omvP-omvP de vacunacién
Como ultimo esquema maternal empleamos al que incluye 3 dosis de nuestro candidato
novel basado en OMVsBp que induce un perfil mixto Th1/Th2/Th17. Sobre las crias nacidas de
madres con este esquema de inmunizacion se evalué el impacto de la vacunacién neonatal con
aP, omvP o wP (Figura. 2.7). Estos ensayos permitieron visualizar que ni la inmunidad maternal
ni la vacunacién neonatal con vacunas como omvP o wP resultan tan efectivas como en los
esquemas maternales anteriormente ensayados. De hecho, la vacunacién neonatal con wP no
se diferencia del grupo sin inmunizar nacido de madres inmunizadas. La vacunacién con aP
muestra los mejores resultados, con una disminucidn de 4 érdenes de magnitud (p<0,0001). La
vacunacion con vacuna omvP y los animales sin refuerzo neonatal también muestran diferencias
significativas con respecto al control, pero con un descenso de 2 érdenes de magnitud (p<0,05).
Los animales que recibieron una dosis de wP a los 7 dias de vida no mostraron diferencias

significativas con respecto a los controles.
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Figura 2.7: Evaluacion del impacto en la proteccidon conferida contra pertussis por la inmunizacién
neonatal en crias nacidas de madres vacunadas con un esquema de omvP-omvP-omvP. Grupos de
ratones nacidos de madres inmunizadas con el esquema omvP-omvP-omvP fueron inmunizados con una
dosis neonatal. Los tipos de vacunas empleados para la dosis neonatal se detallan al pie de la figura. Grupos
de ratones sin inmunidad fueron empleados como control negativo de proteccidon. En la grafica se
representa el nUmero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como el logio
de UFC por pulmdn. Estén representados las medias + ECM obtenidos de 3 ensayos realizados de manera
independiente (n=4 por grupo por ensayo). Para el desafio a los 21 ddv se empled una suspensidn subletal
de B. pertussis Tohama Fase | (1x10° UFC en 40 pl ) . El sacrificio se realizé a los 28 ddv. La linea horizontal
punteada indica el limite inferior de deteccion. * p<0,05; *** p<0,001

Para estos esquemas realizamos una titulacion de IgG totales frente a un lisado de B.
Pertussis y frente a PTxA, a fin de identificar las posibles interacciones entre los anticuerpos
maternales circulantes y los refuerzos vacunales neonatales. Los resultados, que se muestran en

la Tabla 2.3, indican la ausencia de efecto blunting al vacunar con la misma vacuna a la madre y

Capitulo 2: Inmunizacién neonatal en el contexto de la vacunaciéon maternal: ensefianzas del modelo murino 66



a la cria (omvP). Por el contrario, la vacunacién neonatal con vacuna omvP mostré titulos
mayores a los demds tratamientos (p<0,05), mientras que aP, wP y los animales sin refuerzo no
muestras diferencias significativas entre si.

Se realizd también la determinacion de anticuerpos anti-PTxA (Tabla 2.3). A través de
este ensayo observamos que la cantidad de anticuerpos transferida a las crias fue
significativamente menor que el detectado en las madres (p<0,01). Mas aun, las dosis neonatal
con vacuna aP u omvP no indujeron una produccion diferencial de anticuerpos anti-PTx.

Resultados similares en cuanto a la reduccién de los titulos de anticuerpos de las crias

Esquemas de vacunacién IgG anti-Lisado Bp 1gG anti-PTxA
Madre: omvPomvPomvP 846,9+20,32 ** 158,47+9,29 **
Crias
Sin refuerzo 81,78+25,22 31,93+20,4
aP 72,93+38,86 34,73945,50
omvP 263,6429,15 * 38,11+29,14
wP 116,5%52,71 NT

Tabla 2.3: Titulos de IgG totales determinados mediante técnicas de ELISA utilizando como antigeno a la
toxina pertussis y un lisado total de bacteria. Las determinaciones se realizaron en sueros obtenidos en las
crias a los 14 dias después de la dosis de vacunacién. Como control se emplearon los sueros de animales nacidos
de madres inmunizadas que no recibieron una dosis neonatal (sin refuerzo). Los titulos de IgG se expresan como
la media geométrica de los valores obtenidos en 2 ensayos independientes. El analisis estadistico para cada
determinacion (IgG anti PtxA e 1gG anti-Lisado de Bp) se realizé mediante el test ONE-WAY ANOVA. * p<0,05;
** p<0,01

comparados con los de las madres se obtuvieron cuando realizamos los ensayos de ELISA
empleando como antigeno a un lisado bacteriano de B. pertussis. Este resultado difiere del
hallado para las madres inmunizadas con un esquema aP-aP-aP para las que se detecté un
fendmeno de concentracién de anticuerpos en las crias. Es de notar, sin embargo, que la
inmunizacion neonatal con omvP incrementd significativamente los titulos de IgG anti-lisado
bacteriano, respecto del detectado en los ratones con inmunidad maternal pero no inmunizados

con una dosis neonatal, y del detectado en los ratones que recibieron una dosis de aP o wP.

Discusion

El estado inmunoldgico de una embarazada posee particularidades que la diferencian
del estado inmunoldgico de un adulto no gestante. Durante el embarazo se detectan una mayor
predominancia de células natural killer, macréfagos y linfocitos T reguladores que permiten el
desarrollo del feto, asi un desbalance de estas poblaciones complica la continuidad del
embarazo?*. Por ejemplo una marcada reduccién de células natural killer impide la llegada del
trofoblasto a los vasos del endometrio evitando su implantacién y el avance del embarazo 232, El

entorno feto-maternal resulta un delicado balance, donde dos organismos extrafios conviven
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por 9 meses. Una respuesta moduladora y antinflamatoria es la clave de esta relacidn, donde la
placenta y el trofoblasto actian como mediadores para evitar el rechazo del feto por parte del
sistema inmune maternal 233, Las células dendriticas de la madre cumplen un rol fundamental,
pues son capaces de censar cuales de los estimulos fordneos son peligrosos o no. A su vez, los
linfocitos T reguladores tanto del feto como de la madre resultan esenciales y de hecho en un
embarazo normal su presencia en ambas caras del entorno feto maternal es de magnitud. Bajas
concentraciones tanto de células dendriticas como de linfocitos se han asociado a partos
prematuros o abortos %4,

Desde el momento de la implantacion del trofoblasto y el desarrollo del embarazo, la
interaccion entre el feto y la madre no se trata de una simple coexistencia sino que implica un
sistema inmunitario en actividad que incluso lleva a un entrenamiento del sistema inmune
neonatal dentro del Gtero 2®. De esta relacion feto-maternal, se crefa que solo existia un transito
transplacentario de inmunoglobulinas que permitia la adquisicién de inmunidad pasiva por
parte del feto. Sin embargo, trabajos relativamente recientes muestran que ademads de
anticuerpos, existe un transito hacia el feto de citoquinas moduladoras de la respuesta inmune,
vitaminas, inmunocomplejos, antigenos y células del sistema inmune %2, De todas formas, la
principal defensa del neonato durante sus primeros meses de vida esta representada por los
anticuerpos transferidos de su madre. Este transito no se produce por difusion pasiva, sino que
se trata de un transito activo. Este proceso es posible gracias a la presencia de los receptores
especificos de anticuerpos neonatales denominados FcRn por sus siglas en inglés. Estos
receptores, presentes en altas concentraciones en las paredes de la placenta y del trofoblasto,
transfieren de manera activa los anticuerpos al entorno neonatal. En el feto los mismos
receptores se encuentran en altas concentraciones, sobre todo en su sistema digestivo. Esto es
clave porque los anticuerpos ademas de llegar por la via del cordén umbilical, llegan por filtrado
del liquido amnidtico y son reconocidos por los receptores de membrana intestinales ', El
entrenamiento de estos FcRn localizados en el sistema digestivo cumplen un rol luego del
nacimiento, permitiendo la captacién de las inmunoglobulinas presentes en el calostro y la leche
materna.

Como hemos mencionado la transferencia de lainmunidad maternal hacia el feto refiere
principalmente al transito transplacentario de anticuerpos. Otro actor del sistema inmune que
esta propuesto para el transito transplacentario son los antigenos. Existen estudios que indican
que las infecciones parasitarias cronicas de madres pueden promover el entrenamiento de los
linfocitos T fetales, en los cuales se puede observar produccion de citoquinas al ser estimulados
al nacer con los mismos patdgenos 3®. También se ha demostrado la presencia de altas

concentraciones de antigenos en el cordén umbilical. Mediante la utilizacién de modelos ex-vivo
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de perfusidn placentaria se pudo demostrar que el transito de antigenos es dependiente de la
presencia de anticuerpos, sugiriendo entonces que este transito puede darse en la forma de
inmunocomplejos donde los anticuerpos van asociados a los antigenos y son captados por los
receptores FcRn presentes en la placenta 2.

La transferencia de inmunidad de la madre al neonato es clave en la proteccion
de los recién nacidos contra enfermedades ya que de no ocurrir resultarian letales para los
recién nacidos. La inmunizacién activa de la madre durante el embarazo para patologias como
la gripe y pertussis son claros ejemplos de su impacto en la reduccién de la letalidad causada
por esas enfermedades. Durante mi trabajo de tesis y como estrategia complementaria
estudiamos en el modelo murino la inmunizacién neonatal. En este capitulo presenté los
resultados obtenidos al evaluar el impacto en la proteccidn frente a pertussis en la etapa
temprana de la vida de la inmunizaciéon neonatal en el entorno de la inmunidad maternal. Los
ensayos realizados mostraron que en ratones con anticuerpos maternos inducidos por la
vacunacion con vacuna acelular (aP), el nivel de proteccion inducido por la inmunidad maternal
transferida no se vio afectado por la inmunizacién neonatal realizada con cualquiera de las tres
las vacunas aqui probadas: aP, omvP y wP. En este caso y a diferencia de lo observado en
esquemas de vacunacién que consisten en una Unica dosis neonatal en ratones sin inmunidad
materna, se detectaron niveles apreciables de IgG contra PTxA (Tabla 2.1). Es de destacar, sin
embargo, que en el caso de la inmunizacidn neonatal con la vacuna aP, los niveles de 1gG contra
PTxA fueron menores que los detectados en los sueros de ratones inmunizados a los 7 dias con
vacunas omvP o wP. Ademas, los niveles de IgG detectados en las crias inmunizados con aP
fueron mas bajos que los detectados en las crias que solo tenian inmunidad materna. Se
observaron resultados similares en las crias nacidas de madres cuya inmunizacidn durante el
embarazo se produjo al menos 2,5 meses anterior al nacimiento de estas crias. Las diferencias
de proteccidn detectadas en los lactantes inmunizados con aP y nacidos al mes con los
vacunados a los 2,5 meses después de la vacunacion de la madre podrian deberse a diferencias
de la proporcidn de anticuerpos maternos capaces de mantener una proteccion efectiva, siendo
mayor en las crias nacidas al mes después de la vacunacidon materna. Este fenédmeno conocido
como efecto blunting pudimos confirmarlo mediante ensayos de inmunotransferencia (Fig.2.4).
Los resultados obtenidos por estos ensayos muestran que el reconocimiento frente a PTxA fue
nulo para los sueros de las crias nacidas de la madre inmunizadas con la vacuna aP y vacunadas
durante el periodo neonatal con aP. Mas aln, los anticuerpos inducidos por la dosis neonatal de
aP fueron de menor avidez que los inducidos por las vacunas OMVP o wP.

El mecanismo por el cual los anticuerpos maternos limitan las respuestas a las vacunas

aplicadas a la descendencia aln se conoce poco. Vono y col. evidenciaron que la inmunidad
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materna ejerce influencia en la diferenciacion de las células B del centro germinal (CG) en células
plasméticas secretoras de anticuerpos (PC) 1*3. Estos autores propusieron que los anticuerpos
maternos de alta avidez se unen a epitopes inmunodominantes, siendo capaces de forzar la
unién de células B de vida temprana a epitopes no inmunodominantes de menor afinidad *3,
Esto limitaria sus posibilidades de sobrevivir a través de los procesos de seleccion de GC y de
diferenciacién de PC 2%, Se hipotetizé que el uso de distintas vacunas en madres y neonatos
posiblemente recluten células B distintas en la respuesta inmunodominante. En nuestros
experimentos, esta hipotesis se vio apoyada por la observacidn de que las respuestas de
anticuerpos generadas en la descendencia vacunada con aP y nacida de madres inmunizadas
con aP son de menor avidez que en las crias nacidas de madres inmunizadas con aP y vacunados
con dosis neonatal con OMVP o wP.

Paralelamente a los titulos de IgG y los resultados de la avidez, se observd una ligera
disminucién de la proteccidn en las crias nacidas al menos 2,5 meses después de que sus madres
recibieron la dosis de aP e inmunizadas con una dosis neonatal de aP. En estos ratones, mas alla
de que los anticuerpos maternos de alta avidez que se unen a los epitopes inmunodominantes,
parece estar presentes anticuerpos maternos capaces de inducir una respuesta protectora
solida. Desafortunadamente, debido al disefio de nuestro experimento, esta hipdtesis no
pudimos evaluarla ya que no es factible discriminar los anticuerpos maternos de los inducidos
por la vacunacién neonatal.

Un hallazgo importante fue que la inmunizacién neonatal con omvP o wP en cualquiera
de los tiempos respecto de la vacunacidon maternal probados no afectd la proteccién inducida
por la inmunidad maternal. Los resultados sobre la dependencia del tipo de vacunas utilizadas
en las madres y en los neonatos en la interferencia de la induccién de la inmunidad, concuerdan
con los reportados por Feunou y colaboradores, quienes demostraron que la proteccidn
inducida por la vacunacién primaria se ve afectada por anticuerpos maternos si la vacuna
utilizada en la infancia era la misma que la vacuna utilizada durante el embarazo 2. Sin
embargo, cuando las madres y los neonatos fueron inmunizados con dos tipos de vacunas
diferentes, no se observé ninguna interferencia >

Los resultados aqui descriptos se observaron tanto en esquema maternales que
consisten en 3 dosis de vacuna acelular como aquellos que incluyen dos dosis de vacuna wP y
una dosis de aP durante el embarazo. El esquema de 3 dosis de omvP resultd ser el menos
efectivo en la transferencia de la inmunidad protectora.

Todos los resultados presentados muestran que, en el modelo animal, la estrategia de
vacunacidn neonatal contra pertussis es factible de aplicar incluso en aquellos lactantes que

tienen inmunidad materna. Sin embargo, para los neonatos con inmunidad materna inducida
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por la vacuna aP, seria aconsejable utilizar una vacuna diferente para la inmunizacién neonatal.
Si bien no se espera que el uso de modelos de ratén para investigar la vacunacidon neonatal
reproduzca completamente la fisiologia humana, los resultados obtenidos con un modelo de
este disefio permitirdn probar las hipdtesis propuestas en condiciones controladas, donde los
proximos resultados pueden luego refinar esas hipétesis para validacién adicional en estudios

posteriores en humanos.
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Capitatly 3
INMUNIZACION NEONATAL

FRENTE A LAS CEPAS DE B.
PERTUSSIS CIRCULANTES
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Introduccion

El resurgimiento de pertussis obligd a la comunidad cientifica y a los profesionales de la
salud a investigar las posibles causas del aumento de casos detectados en numerosos paises de
forma de poder mejorar el control de la enfermedad. Asi se identificaron como posibles casusas
de la resurgencia de la enfermedad a la pérdida de la inmunidad inducida por las vacunas en el
tiempo, en particular las vacunas aP 2% |a adaptacidon de patdgenos para escapar de la

241 242 243 244
7 7’

inmunidad inducida por la vacuna 24, 245 246 247 248

y la falla de las vacunas, en particular

7

las vacunas aP, para prevenir la infeccién y propagacién de B. pertussis 24°,2°,

En cuanto a la evolucién de B. pertussis, los primeros reportes se relacionaron con
polimorfismo en genes codificantes de proteinas incluidas en las vacunas acelulares (pertactina

y toxina pertussis, entre otras) y posteriormente en el promotor de toxina pertussis (ptxP)1%,17,

El impacto de las vacunas en la evolucién del patégeno y en la diversidad de los
microorganismos, en particular de B. pertussis fue abordado desde afios atras cuando se
evidencio el resurgimiento de la enfermedad. Asi por ejemplo en el Reino Unido, se evaluaron
700 aislamientos de B. pertussis entre 1920y 2006 a través del empleo de técnicas de multi locus
variable-tandem repeat analysis (MLVA), genotipificacion de las secuencias que codifican para
PTx y PRN y serotipificacion. Este estudio demostrd que, durante los afios de mayor cobertura
de vacunacion, la variabilidad genética entre los aislamientos clinicos fue menor prevaleciendo
solo algunos genotipos. Durante el periodo 1977 y 1986 debido a los reportes sobre las
reacciones adversas asociadas a la vacunacién con vacunas celulares, la aceptacion de la vacuna
por parte de la poblacién se redujo, promoviendo la ocurrencia de brotes. En este periodo de

menor cobertura de vacunacién, la diversidad genética fue mayor®!

. Durante este periodo
epidémico se detectaron nuevos MLVA, en particular el MLVA-27 aparecié en 1982 que fue
codominante durante el periodo 1998 a 2001 y comprendidé aproximadamente el 70% de los
aislamientos durante los periodos 2002 a 2004 y 2005 a 2006. El Reino Unido estd dominado
actualmente por el tipo clonal MLVA-27 prn2- ptxA-1 y serotipo Fim3. Incluso durante los
periodos recientes dominados por MLVA-27, se encontraron muchos genotipos nuevos con
bajas frecuencias, lo que sugiere que hay una gran cantidad de genotipos MLVA poco comunes
que circulan a bajas frecuencias o que surgen constantemente nuevos tipos. El patron MLVA-27,

que se diferencia del de las cepas que se emplean en la produccion de vacuna, se ha detectado

en numerosos paises que tienen altas tasas de vacunacion 2,253,254 255 251 Ge ha propuesto por
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ello que MLVA-27 esta bajo alguna forma de seleccién positiva ejercido por las vacunas que le
confiere a la bacteria una mayor supervivencia en una poblacién altamente vacunada.

Recientemente, ha habido un aumento en las cepas de B. pertussis que no producen
algunos de los antigenos de la vacuna 143,138,133 141 140 142 139 134 ‘o ha propuesto que la pérdida
de la expresiéon de pertactina probablemente proporciona una ventaja selectiva para la
supervivencia bacteriana en poblaciones vacunadas con vacunas aP. Existe consenso sobre el
hecho de que las vacunas aP comerciales actuales que contienen PTx, PRN y hemaglutinina
filamentosa (FHA) no resultan tan eficaces como se esperaba para controlar la infeccién causada
por las bacterias circulantes de expansién reciente que no expresan PRN %, Como evidencia
gue apoya esta hipdtesis se observa el incremento de la prevalencia de las cepas de B. pertussis
deficientes en PRN solo en los paises que emplean a la vacuna acelular en todo el esquema de
vacunacion recomendado para pertussis. Esta prevalencia alcanza el 85% del todas de las cepas
circulantes en Estados Unidos 26,141, el 78% en Australia >’ y un 24,9% en Europa 2*8. En Estados
Unidos se detectd una mayor proporcién de los aislamientos PRN deficientes en personas
vacunadas en poblacién no vacunada 2°¢, En Australia la prevalencia de las cepas deficientes en
la expresion de PRN pas6 de un 5,13 % en el afio 2008 a un 77,78% para el afio 2012 *°. En la
mayoria de los paises donde prevalecen las cepas deficientes en pertactina se pudo detectar
que la insercidn de la secuencia 15481 en la secuencia codificante de la pertactina resulta la
alteracién mas frecuente que conduce a dicho fenotipo 2°°,133,141, Recientemente se demostré
en un modelo de ratdn con infeccién mixta que PRN (-) B. pertussis coloniza el tracto respiratorio
de ratones inmunizados con aP de manera mas efectiva que la cepa PRN (+), superando
cuantitativamente a la cepa PRN (+) 244,

Todos estos datos muestran que en la vacunacidn contra pertussis, el tipo de vacuna y
la cobertura han impactado en la evolucidn del agente causal de la enfermedad que hoy
encuentra a su uUnico huésped mayormente inmunizado. La prevalencia de cepas deficientes en
antigenos vacunales en los paises que emplean a la segunda generacién de vacunas
representadas por las vacunas acelulares marca una grave preocupacion que debe ser abordada
a través del desarrollo de nuevas vacunas o nuevas estrategias de vacunacién que permitan
mejorar el control de la enfermedad causada por las cepas de B. pertussis actualmente en

circulacion.

En este capitulo presentaremos los resultados alcanzados al evaluar la capacidad
protectora que inducen esquemas que incluyen la inmunizacion neonatal frente a aislamientos
circulantes, en particular frente a los aislamientos de B. pertussis los deficientes en pertactina.

Para contextualizar este trabajo y como parte de nuestras actividades como laboratorio de

Capitulo 3: Inmunizacién neonatal frente a las cepas de B.pertussis circulantes 74



referencia presentaré resultados sobre la caracterizacion molecular de los aislamientos clinicos
de B. pertussis que circulan en nuestro pais y mds especificamente en la provincia de Buenos
Aires. Este trabajo lo llevamos a cabo entre varios miembros de nuestro grupo de investigacién

y parte de estos resultados han sido publicados recientemente en Ref.?,

Resultados

Analisis epidemioldgico de la situacion de pertussis en nuestro pais,
caracterizacion de los aislamientos clinicos de B. pertussis circulantes.

Nuestro pais emplea la vacuna celular contra pertussis para cubrir las tres dosis
primarias y los dos refuerzos que se aplican antes de los 7 afios, mientras que la vacuna acelular
se utiliza para refuerzos en adolescentes y grupos especificos de adultos que entran en contacto
con bebés. Aunque en la mayor parte de Argentina, la cobertura de DTP3 durante los ultimos
anos oscild entre el 91% y el 95%, en algunas jurisdicciones esa cifra fue del 80% o menos. Las
coberturas oficiales de refuerzos para adolescentes e inmunizacidon materna para el afio 2015
fueron 75,3% y 81,9% respectivamente, para el 2016 88%, y 61,7%, y para el 2017 y 65,6% y
67%.

Segun el Boletin Integral de Vigilancia del Ministerio de Salud, del 2000 al 2002 se
presenté una situacion epidemioldgica estable con un bajo nimero de casos notificados de
pertussis, pero después del afio 2002, el nimero de casos aumentd de manera sostenida con
tres brotes en 2008, 2011 y 2016 (http://www.msal.gob.ar/index.php/home/boletin-integrado-
de-vigilancia). De ellos, el principal fue en el afio 2011 con una incidencia de casos confirmados
de pertussis de 6,9 por 100.000 habitantes y una letalidad del 2,6%. Como consecuencia de este
brote, se introdujo en el afio 2012 la inmunizacién maternal durante la gestacién y, como
consecuencia, en el brote de 2016 la incidencia y la tasa de letalidad disminuyeron alcanzando
valores de 3,9% y 0,6%, respectivamente. La mayoria de los casos de pertussis notificados en
Argentina correspondieron a las provincias mas pobladas. Ademas, el patrén epidemiolégico en
estas provincias reflejé el del pais en su conjunto. En consecuencia, debido a que la informacidn
a nivel de provincia de Buenos Aires es mds detallada, en esta secciéon describimos la
epidemiologia y la epidemiologia molecular de los uUltimos afnos.

Durante el periodo 2000-2019 como laboratorio de referencia recibimos 19.094
muestras clinicas provenientes de pacientes con un cuadro clinico compatible con pertussis. De
estas muestras, 3.594 (18,82%) fueron casos confirmados por laboratorio mediante ensayos de
PCR en los que participé activamente. La mayoria de los casos se detectaron en los grupos de

lactantes de 0 a 2 meses y de 2 a 4 meses (Figura 3.1). Del total de muestras de muestras clinicas
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recibidas en nuestro laboratorio de referencia durante el periodo 2000-2019, el 18,82% fueron

positivas por PCR para genes especificos de B. pertussis, aunque solo el 2,16% fueron positivas

por PCRy cultivo. Parte de estos resultados fueron publicados recientemente en la ref 2%,
Todos los aislamientos que obtuvimos durante el periodo analizado provinieron de

pacientes menores de 1 afo. A partir de estos aislamientos realizamos su caracterizacion
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Figura 3.1: Distribucién por aiio del nimero de casos con resultado de laboratorio positivo para pertussis
segun la edad de los pacientes. Periodo 2000-2019. Informacidn proveniente de la provincia de Buenos Aires
a partir de muestras clinicas procesadas y asentadas en nuestra base de datos.

genotipica y su serotipificacion. En esta actividad participamos varios miembros de nuestro
equipo. A través del empleo de técnicas de PCR pudimos determinar que de 350 aislamientos
analizados contenian los alelos ptxA1 prn2 en el 99,7% y 98,8%, respectivamente. El alelo prni
se detectd en 6 aislamientos clinicos y el alelo no 1 ptxA en 1, cabe destacar que estas ultimas
variantes alélicas son las mismas que presentan las cepas utilizadas en las vacunas. Estos
aislamientos se obtuvieron antes de 2004. La variante ptxP1 o ptxP4 también fueron detectadas
antes de 2004; a partir de entonces prevalecié el locus ptxP3. Después del aifio 2004 la mayoria
de los aislamientos obtenidos contenian el genotipo ptxP3-ptxAl-prn2-fim3-2 (291/350, 83,1%).
Con respecto a la serotipificacién de fimbrias, del total de aislamientos probados (n= 350) en
solo 1 obtenido en 2016 se clasificd como Fim2 mientras que el resto de los aislamientos fueron

Fim3.
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Para el analisis de la secuencia codificante de la PRN aplicamos técnicas moleculares y
ensayos de inmuntransferencia empleando un anticuerpo especifico obtenido por nuestro
laboratorio luego de un esquema de inmunizacidén de tres inmunizaciones con 2 ug de la
proteina purificada. Respecto de los analisis moleculares, realizamos ensayos de PCR de punto
final con los primers especificos prnF y prnR (5'-CCCATTCTTCCCTGTTCCAT-3' y 5'-
CCTGAGCCTGGAGACTGG-3' respectivamente) para detectar la insercion de la secuencia 15481
en un punto caliente ubicado en la posicion 1613-1614 de la secuencia codificante para
pertactina y otros primers para detectar deleciones en la regién promotora de del gen de prn
260 Mediante el empleo de estas técnicas pudimos detectar de manera relevante que solo dos
aislamientos de un total de 350 resultaron ser deficientes en la expresién de PRN. Estos
resultados estan en acuerdo con la observacidon que la mayor prevalencia de aislamientos
deficientes en pertactina se observa en paises que usan vacunas acelulares para cubrir las dosis
primarias, mientras que, en nuestro pais, que emplea la vacuna celular para esas dosis solo dos
aislamientos resultaron ser deficientes en la expresion de PRN. Estos aislamientos se obtuvieron
de pacientes menores de 1 afio con sintomas tipicos de pertussis. Pudimos evidenciar que la
secuencia de insercidon 481 (/S481) interrumpid el gen prn en la posicion 1613-1614. Una de estas
cepas fue la empleada como cepa de desafio en los ensayos de proteccion que describiremos a

continuacion.

Evaluacidn de la capacidad protectora de esquemas que incluyen la
inmunizacion neonatal frente a aislamientos clinicos de B. pertussis
circulantes.

En los capitulos anteriores hemos demostrado que, en el modelo animal puesto a
punto en nuestro laboratorio, la vacunacidon neonatal es posible y efectiva. En esta seccién de
mi trabajo de tesis presentaré los resultados que obtuvimos al evaluar la capacidad protectora
de la inmunizacidon neonatal frente a aislamientos clinicos de B. pertussis actualmente en
circulacidn, en particular aquellos aislamientos deficientes en la expresion del antigeno vacunal
pertactina (PRN). Este tema cobra relevancia ya que como he mencionado en la Introduccién de
este capitulo, en los uUltimos afos se ha detectado un aumento en la prevalencia de estos
aislamientos de B. pertussis en paises que sélo incluyen a las vacunas acelulares en sus
calendarios.

Para evaluar la capacidad protectora de las formulaciones combinadas frente a
aislamientos circulantes deficientes en PRN, seleccionamos dos aislamientos clinicos de nuestra

coleccion la cual contiene cepas locales y cepas importadas. Dentro de las cepas locales,
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seleccionamos al aislamiento ArBpPRN™ (uno de los dos aislamiento que describimos en la

seccion anterior) y al aislamiento CDC-PRN™ obtenido durante el brote de pertussis detectado

en el 2012 en la ciudad de Washington (USA) 2°® como cepa representativa de un pais que
emplea sélo vacuna aP en su calendario. Este ultimo aislamiento fue gentilmente cedido a
nuestro laboratorio por la Dra. Lucia Tondella y su grupo pertenecientes a los Centros para el
Control y Prevencion de Enfermedades, (CDC) de Atlanta, USA, con quienes trabajamos en
colaboracidn hace ya 10 afios. Estos aislamientos comparten el mismo genotipo respecto del
promotor de ptx, la subunidad A de ptxy prn, es decir ambos contienen el genotipo ptxP3, ptxAl

y prn2 que es el que mayormente circula en todos los paises 1*°.
Sobre el aislamiento CDC-PRN™ nuestro grupo ya habia ensayado la capacidad

protectora de las vacunas individuales aP y la basada en OMVs en el modelo murino infantil. Los

resultados obtenidos que fueron recientemente publicados °® mostraron que mientras para la
vacuna aP la proteccidn contra el desafié subletal de B. pertussis CDC-PRN” en el modelo murino

fue inadecuada, para la vacuna basada en OMVs la proteccion fue satisfactoria logrando reducir
al menos 4 6rdenes de magnitud el nimero de UFCs recuperados de los pulmones de los ratones
inmunizados respecto del grupo control no inmunizado 6.

Durante mi trabajo de tesis, utilizando el protocolo de inmunizacién indicado en el
capitulo 1, extendimos los andlisis de proteccion de los esquemas de dos dosis que incluyen la
dosis neonatal a los 7 dias de edad frente a este aislamiento. En particular evaluamos el esquema
aP-aPy los esquemas que incluyen a nuestro candidato vacunal basado en omvP. Como control
se empled un grupo de ratones no inmunizados (control negativo de proteccion). Los resultados
se presentan en la Figura 3.2 panel A. En dicha figura y con fines comparativos se incluyen los
datos obtenidos cuando se empled como cepa de desafio a la cepa B. pertussis Tohama fase |
(Figura 3.2 Panel B). Como puede observarse en la Figura 3.2 Panel A, los esquemas de
vacunacion empleados fueron capaces de reducir la colonizacidn en los pulmones de los ratones
inmunizados en al menos 2,2 érdenes de magnitud respecto de la detectado en el grupo de
ratones no inmunizados (p<0,05). Sin embargo, la proteccién inducida por cualquiera de los
esquemas ensayados frente a este aislamiento fue significativamente inferior a la detectada
frente a la cepa B. pertussis Tohama fase | (Figura 3.2 Panel B) en el que la disminucion del

recuento en relacién al control fue de 4 érdenes de magnitud para aP-omvP, de 3,5 para aP-aP
y 3 para omvP-aP. Mds aun, frente al aislamiento CDC-PRN" la capacidad protectora inducida

por los distintos esquemas no se diferencian entre si, mientras que frente al desafio con B.
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pertussis Tohama fase |, los esquemas que comienzan con una dosis de vacuna acelular son mas

eficientes.
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Figura 3.2: Evaluacion de la proteccion conferida por la inmunizacion neonatal e infantil, frente al
aislamiento clinico de B. pertussis deficiente en PRN CDC-PRN-. Grupos de ratones BALB/c (n= 4 por grupo
por ensayo) fueron inmunizados con una dosis neonatal y una dosis infantil. Las vacunas utilizadas para cada
dosis se indican al pie de la figura. Como control negativo se empled un grupo de ratones sin inmunizar. Para
el desafio se utilizaron suspensiones subletales del aislamiento CDC-PRN- (1x10% UFC en 40 ul ) Panel A, y de
la cepa referencia B. pertussis Tohama fase | (1x10® UFC en 40 pl ) Panel B. Los resultados que se muestran
se corresponden a los obtenidos en un experimento representativo de 3 ensayos realizados de manera
independiente. El nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones se expresa como el logio
de UFC por pulmén = ECM. La linea horizontal punteada indica el limite de deteccion. * p <0,05;**
p<0,01;**** p<0,0001

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de la inmunizacion frente a la cepa local
PRN (-), repetimos estos ensayos para el aislamiento BpArPRN™, los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 3.3. Como puede observarse, a diferencia de los hallazgos para el
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Figura 3.3: Evaluacion de la proteccion conferida por la inmunizacién neonatal e infantil, frente al
aislamiento clinico circulante local de B. pertussis deficiente en PRN ArBp-PRN-. Grupos de ratones BALB/c
(n= 4 por grupo por ensayo) fueron inmunizados con una dosis neonatal y una dosis infantil. Las vacunas
utilizadas para cada dosis se indican al pie de la figura. Como control negativo se empled un grupo de ratones
sin inmunizar. Para el desafio se utilizaron suspensiones subletales de ArBp-PRN- (1x106 UFC en 40 ul ). Los
resultados que se muestran se corresponden a los obtenidos en un experimento representativo de 2 ensayos
realizados de manera independiente. El nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los ratones se
expresa como el logio de UFC por pulmén + ECM. La linea horizontal punteada indica el limite de deteccidn.

* p <0,05.
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aislamiento CDC-PRN’, la capacidad protectora de los esquemas heterdlogos resulta mas

eficientes que el esquema aP-aP (p<0,05). Los niveles de UFCs detectados en los pulmones de
los ratones inmunizados con estos esquemas heterdlogos frente al desafio con el aislamiento
BpAr-PRN" son al menos 2,5 érdenes inferiores en comparacion con los detectados en el grupo
control no inmunizado (p<0,05).

Todos los resultados presentados aqui muestran que la capacidad protectora de
esquemas que incluyen una dosis neonatal resulta benéfica en términos de proteccién aun
contra aislamientos clinicos de B. pertussis que hoy representan un problema grave para los
paises que solo emplean vacunas acelulares en sus calendarios. Sin embargo, la capacidad
protectora de estos esquemas resulta inferior a la detectada para la cepa B. pertussis Tohama
fase I. Otro aspecto a destacar es que los aislamientos deficientes en el factor de virulencia
pertactina de diferentes origenes, aunque tienen la misma alteracién genética no se comportan
de la misma manera en términos de su resistencia a la inmunidad inducida por las vacunas. Para
el aislamiento argentino pertactina negativo, la capacidad protectora del esquema aP-aP resulté
fuertemente afectado.

Finalmente nos preguntamos cual seria el impacto de la proteccién de estos esquemas
de inmunizacidon neonatal sobre crias con un entorno de inmunidad maternal transferida.
Primeramente, ensayamos esquemas de 1 dosis neonatal sobre crias nacidas de madres que
recibieron un esquema de 3 dosis con vacuna acelular, la dltima aplicada durante la gestacion.
Para la dosis neonatal utilizamos la vacuna acelular o nuestro candidato vacunal. En la Figura
3.4, Panel A, se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de proteccién frente al
aislamiento CDC-PRN". En dicha figura y con fines comparativos se incluyen los datos obtenidos
frente al desafio con la cepa B. pertussis Tohama fase | (Figura 3.4 Panel B). En dicha figura se
puede observar que tanto las crias inmunizadas con una dosis neonatal de la vacuna aP o con la
vacuna a base de OMVsBp, se encuentran protegidas si se comparan con los resultados
obtenidos en el grupo control sin proteccién (grupo de animales sin inmunidad maternal sin
dosis neonatal; p< 0.05). La reduccion en el nimero de UFCs en los ratones que recibieron una
dosis neonatal independientemente de la vacuna utilizada fue de 2 érdenes de magnitud
respecto del grupo control negativo de proteccién. Es de destacar que los ratones con
inmunidad maternal pero que no recibieron la dosis neonatal también estuvieron protegidos en
niveles indistinguibles respecto de los hallados en los grupos que recibieron una dosis neonatal.
Estos datos muestran que la inmunizacién neonatal, aunque no mejoré la proteccién tampoco
afectd la capacidad protectora de la inmunidad maternal transferida. Por otra parte, si

observamos los datos de colonizacién de los mismos tratamientos frente a B. pertussis Tohama
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fase | (Figura 3. 4, Panel B), estos muestran que los niveles de proteccién frente a la cepa
deficiente en PRN son significativamente menores a los hallados para la cepa B. pertussis

Tohama fase | PRN+.

Luego nos propusimos evaluar si la inmunidad transferida por estas madres era capaz
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Figura 3.4: Evaluacion de la proteccion conferida por la inmunizacion neonatal e infantil en crias con
inmunidad maternal, frente al aislamiento clinico de B. pertussis deficiente en PRN CDC-PRN-. Grupos de crias
de ratones BALB/c nacidos de madres inmunizadas con esquema aP-aP-aP e inmunizados con 1 dosis neonatal a
los 7 dias de edad con aP u omvP fueron desafiados a los 21 dias de edad con una suspensién subletal (1x10°6
UFC en 40 pl) de: un aislamiento clinico de B. pertussis deficiente en pertactina proveniente de Estados Unidos
(CDC-PRN-), Panel A o B. pertussis Tohama fase I, Panel B. Como control negativo de proteccion se incluy6 un
grupo de ratones sin inmunidad. Como control de inmunidad transferidas por las madres se incluyé un grupo de
crias nacidas de madres inmunizadas. En la grafica se representa el nUmero de bacterias recuperadas de los
pulmones de los ratones, expresado como el logio de UFC por pulmdn. Estan representados las medias £ ECM
obtenidos de 3 ensayos realizados de manera independiente (n= 4 ratones por grupo por ensayo). El sacrificio
se realiz6 a los 28 ddv. La linea horizontal punteada indica el limite inferior de deteccion. ** p<0,01;****
p<0,0001.

de proteger frente a aislamientos circulantes locales. Para ello de nuestra coleccién de cepas
seleccionamos al aislamiento ArBpPRN" deficiente en pertactina ya ensayado y sumamos un
aislamiento obtenido durante mismo periodo pero que a diferencia de este expresa PRN
(ArBpPRN*). En la Figura 3.5 observamos que las crias con inmunidad maternal cuentan con
inmunidad protectora frente a los aislamientos ensayados. Sin embargo, frente al aislamiento
ArBp-PRN- de origen local la proteccion fue significativamente menor (reduccion en la
colonizacion de menos de 1 orden de magnitud respecto al control sin inmunidad, p<0,05) que
la detectada para el aislamiento de B. pertussis PRN* (reduccion 5 érdenes de magnitud respecto
al control sin inmunidad, p<0,001) obtenido el mismo afio. Los datos de UFCs para el aislamiento
ArBpPRN* (Figura 3.5) fueron indistinguibles de los detectados para la cepa B. pertussis Tohama

Fase | (Figura 3.4 Panel B).
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Figura 3.5: Evaluacion de la proteccion en crias nacidas de madres inmunizadas, frente a aislamientos
clinicos B. pertussis locales deficientes o no en la expresion PRN. Grupos de crias de ratones BALB/c nacidos
de madres inmunizadas con esquema aP-aP-aP fueron desafiados a los 21 dias de edad con una suspension
subletal (1x10® UFC en 40 pl) de un aislamiento clinico deficiente en PRN ArBpPRN- y de aislamiento clinico
que si expresa PRN ArBpPRN+. Como control negativo de proteccion se incluyd un grupo de ratones sin
inmunidad maternal. En la grafica se representa el nimero de bacterias recuperadas de los pulmones de los
ratones, expresado como el logio de UFC por pulmdn. Estadn representadas las medias £ ECM obtenidos de 2
ensayos realizados de manera independiente (n= 4 ratones por grupo por ensayo). La linea horizontal
punteada indica el limite inferior de deteccion. * p<0,05; **** p<0,0001.

Nos preguntamos entonces si en crias con inmunidad maternal, los esquemas con 2

dosis de vacuna, una neonatal y una infantil, podrian mejorar la proteccion frente al aislamiento

ArBpPRN'". Para ello ensayamos esquemas con 2 dosis homdlogo y heterélogo. En particular

ensayamos los esquemas aP-aP y aP-omvP que habian resultado eficaces frente a B. pertussis

Tohama fase I. En la Figura 3.6 puede observarse que con los esquemas de dos dosis no se logra
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Figura 3.6: Evaluacion de la proteccion conferida por la inmunizacion neonatal e infantil en crias con
inmunidad maternal frente al aislamiento clinico ArBp-PRN". Grupos de crias de ratones BALB/c nacidos de
madres inmunizadas con esquema de aP-aP-aP e inmunizados con 1 dosis neonatal de aP y una dosis infantil
con aP u omvP a los 21 dias, fueron desafiados a los 35 ddv con una suspension de un aislamiento clinico de
B. pertussis deficiente en pertactina local subletal (1x10° UFC en 40 pl). Como control negativo de proteccion
se incluyd un grupo de ratones sin inmunidad. Como control de inmunidad transferidas por las madres se
incluyd un grupo de crias nacidas de madres inmunizadas. En la grafica se representa el nimero de bacterias
recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como el logiy de UFC por pulmdn. Estan
representados las medias + ECM obtenidos de 3 ensayos realizados de manera independiente. La linea
horizontal punteada indica el limite inferior de deteccién. * p<0,05.
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mejorar la proteccidn frente al aislamiento local, y peor aun la capacidad protectora resultd ser
menor que para el esquema de 1 dosis contra cepas deficientes en PRN y no mejora la observada

en los ratones que sdlo tienen inmunidad maternal (p<0,05) .

Aunque la circulacién en nuestro pais de cepas deficientes en PRN es rara, tal como
notificara nuestro grupo oportunamente %°, nos parecié importante analizar si las crias nacidas
de madres inmunizadas con esquemas propios de nuestro pais pueden hacer frente a la
infeccidn causada por estas cepas En la Figura 3.7 podemos observar que las crias nacidas de
madres inmunizadas con un esquema de 3 dosis wP-wP-aP estan adecuadamente protegidas
frente a la infeccién causada por la cepa de referencia Tohama Fase |. Resultados similares se
obtuvieron frente al desafio con una cepa circulante en nuestro pais que expresa pertactina.
Nuevamente observamos para estas crias que la inmunidad transferida por las madres no
resulta suficiente para hacer frente a la infeccidon causada por la cepa argentina deficiente en

PRN.
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Figura 3.7: Evaluacidn de la proteccion en crias nacidas de madres inmunizadas, frente a aislamientos clinicos
B. pertussis locales deficientes o no en la expresion PRN Grupos de crias de ratones BALB/ nacidos de madres
inmunizadas con esquema de 2 dosis wP Y 1 dosis aP durante la preiez, fueron desafiados a los 21 dias de edad
con una suspension subletal ( 1x108% UFC en 40 ul) de una cepa de referencia Bp Tohama Fase I, un aislamiento
clinico deficiente ArBp-PRN-y a un aislamiento clinico que si expresa PRN ArBpPRN*. Como control negativo de
proteccion se incluydé un grupo de ratones sin inmunidad. En la grafica se representa el niUmero de bacterias
recuperadas de los pulmones de los ratones, expresado como el log10 de UFC por pulmédn. Estan representados
las medias + ECM obtenidos de 2 ensayos realizados de manera independiente (n= 4 ratones por grupo por
ensayo). La linea horizontal punteada indica el limite inferior de deteccidn. * p<0,05,**** p<0,0001.
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Discusion

En el contexto actual de resurgencia de pertussis se ha vuelto imprescindible diseiar
formulaciones vacunales o esquemas vacunales que permitan a la poblacién mas vulnerable
hacer frente a los aislamientos circulantes actuales en particular los deficientes en la expresion
de PRN. Respecto de su capacidad de proteger frente a la infeccidon causada por diferentes
genotipos de B. pertussis, en un trabajo previo hemos podido corroborar que nuestro candidato
vacunal basado en omvP es capaz de proteger a aislamientos que contienen el genotipo ptxP3-
ptxAl-prn2 de amplia circulaciéon®. Hoy el desafio se centra en inducir proteccién contra los
aislamientos de B. pertussis mas modernos deficientes en la expresién de PRN ya que se ha
demostrado que las vacunas acelulares no resultan adecuadas para prevenir las infecciones
causadas por estos aislamientos *25, Como hemos comentado anteriormente, la alta
prevalencia de estos aislamientos ha sido detectada hasta el momento sélo en paises que
emplean Unicamente vacunas acelulares en sus calendario 149,133,141 Estos hallazgos apoyan la
hipdtesis de la mayor presién de seleccidn que ejercen las vacunas acelulares respecto de las
vacunas celulares con multiples epitopes. Los datos sobre la caracterizaciéon de la poblacién
bacteriana circulante en nuestro pais que realizamos como laboratorio de referencia ha
permitido corroborar esta hipodtesis. Durante el periodo 2000-2017 logramos recuperar y
caracterizar 350 aislamientos clinicos de B. pertussis propios de nuestro pais que emplea en su
esquema primario la vacuna celular. Como era esperado, la mayoria de los aislamientos de B.
pertussis se obtuvieron de individuos que por su edad no debian ser vacunados o de individuos
con esquema de vacunacidn incompleta para la edad. Como se detectd en otros paises, casi
todos los aislamientos caracterizados se clasificaron como serotipo Fim32%, Las variantes ptxP1
y ptxP4y el alelo prnl se detectaron en aislamientos obtenidos antes de 2004. Después de 2004,
los aislamientos (n = 313) contenian los alelos ptxP3-ptxAl-prn2 con fim3-1 o fim3-2. Estos
genotipos difieren de los detectados para las cepas de B. pertussis que se emplean en la
produccién de vacunas 22,

En cuanto a una deficiencia en la expresién de PRN, detectamos sdlo dos aislamientos
gue contienen un IS481 en la secuencia codificante de prn. Estos aislamientos se obtuvieron de
pacientes con menos de 1 afio de edad obtenidos ambos en el mismo afio (2016) pero en
distintas localidades no relacionadas uno con el otro. Este trabajo que corrobora la hipotesis
planteada respecto de la presién de seleccion de la vacuna acelular también nos permite contar
con una coleccidn de cepas/aislamientos a partir de la cual podemos seleccionar las cepas de

desafio para los ensayos de proteccion que realizamos buscando poner a prueba nuestro
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candidato vacunal en el contexto de nuevos esquemas de inmunizacién y de combinaciones de
nuestro candidato con las vacunas comerciales ya existentes.

Para completar nuestros estudios sobre la capacidad protectora de esquemas de
inmunizacidon que incluyen una dosis neonatal elegimos de nuestra coleccidn bacteriana
caracterizada el aislamiento local BpArPRN™ obtenido en el afio 2016. Teniendo en cuenta la
relevancia de los aislamientos PRN defectivos sumamos para los ensayos presentados aqui a un
aislamiento deficiente en PRN representativo del brote de Estados Unidos del 2012. Estos
aislamientos contienen el genotipo ptxP3, ptxAl, fim3-2,y prn2 1,

En el modelo de inmunizacién neonatal puesto a punto durante mi trabajo de tesis
pudimos detectar que los esquemas que incluyen dos dosis (una neonatal y otra infantil) en crias
gue no tiene inmunidad maternal confieren proteccion muy robusta (reduccion de UFCs de 4
ordenes de magnitud para aP-aP y aP--omvP, y de 3 6rdenes para omvP-aP respecto a los
animales no inmunizados, p<0,05) frente a las cepas de referencia B. pertussis Tohama fase |
gue expresa pertactina en un entorno genotipico antiguo (ptxP1, ptxA2, fim3-1, y prnl) propio
de las cepas vacunales pero también frente al genotipo mas moderno ptxP3, ptxAl, fim3-2, y
prn2, que también expresan PRN. Los resultados alcanzados en los esquemas de dos dosis en
crias nacidas de madres no inmunizadas frente al aislamiento local deficiente en pertactina
mostré que los mismos resultan poco eficaces en reducir la colonizacién en los pulmones.
Lamentablemente estos resultados se repitieron al ensayar otro aislamiento de B. pertussis
carente de PRN proveniente de un brote de Estados Unidos (Figura 3.2 Panel A). Esta ineficacia
para inducir proteccion se observa marcadamente en los esquemas en los que ya sea como
primera, segunda o ambas dosis se incluye a la vacuna acelular. Estos hallazgos no resultan del
todo Illamativos ya que estas vacunas, que en su composicién cuentan con 3 antigenos de B.
pertussis purificados, incluyendo a la pertactina, se ha descripto que generan una respuesta
inmunolégica mediada por anticuerpos bactericidas que no serian eficaces frente a los
aislamientos deficientes en PRN 263,

Es de destacar que los esquemas que incluyen a nuestro candidato vacunal basado en las
omvP mostraron diferencias significativas respecto del control sin inmunizar cuando fueron
evaluados contra el aislamiento circulante local deficiente en PRN. El hecho de que nuestro
candidato vacunal induzca una respuesta inmune humoral de mejor calidad en términos de
avidez y capacidad bactericida que vaya mas alla de la PRN por ser multi epitope podria ser la
razon de su mayor eficacia protectora frente al aislamiento B. pertussis local deficiente en PRN.
Frente al aislamiento PRN deficiente proveniente de Estados Unidos los niveles de proteccion
de nuestro candidato fueron similares a los observados frente al aislamiento local ArBp-PRN"

aunque pare este aislamiento el esquema aP-aP también exhibié una adecuada proteccion. Esto
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podria indicar que los aislamientos provenientes de los distintos paises, aunque comparten su
deficiencia en PRN podrian presentar otros cambios asociados que otorgan un comportamiento
diferencial. Estudios de protedmica comparativa se estan llevando a cabo dentro de nuestro
grupo de trabajo para avanzar en este aspecto.

Los resultados aqui obtenidos utilizando el modelo de inmunizacién neonatal murino en
el contexto de individuos nacidos de madres inmunizadas con aP, refuerzan la observacién del
escape de los aislamientos clinicos actuales de B. pertussis que no expresan pertactina a la
inmunidad generada por esta vacuna. Observamos que, mientras la inmunidad maternal
inducida por la vacuna acelular transferida a la cria es efectiva frente a los aislamientos mas
antiguos como la cepa de referencia B. pertussis Tohama | o a aislamientos actuales que
expresan al antigeno vacunal pertactina, no logra sobrellevar adecuadamente las debilidades de
las vacunas de componentes o acelulares frente a los aislamientos pertactina negativos que se
han expandido justamente en poblaciones en las que se ha utilizado de forma sostenida vacunas
acelulares. Lamentablemente, ni el agregado de una dosis neonatal o de dos dosis, neonatal e
infantil logran revertir este comportamiento aun incorporando una vacuna mas compleja como
la basadas en omvP multi-epitope.

En el caso de los esquemas maternales que simulan los esquemas que reciben las
embarazadas en nuestro pais, es decir dosis de vacuna celular en la infancia (priming) y acelular
para el refuerzo (boost) durante el embarazo, pudimos observar que la inmunidad transferida
protege de manera muy eficaz frente a las infecciones causadas por cepas circulantes que
expresan pertactina, pero la proteccidn se ve significativamente disminuida cuando se enfrenta
a un aislamiento que no expresa este antigeno. Estos resultados muestran que adn con
esquemas heterdlogos que han mostrado ser efectivos para pertussis y otras patologias como
Chagas o COVID-19 no se logra mejorar la proteccidn contra estas infecciones 264,265,266,

Todos los resultados presentados hasta aqui muestran que la inmunizacidn neonatal si
bien no logra superar la debilidad de las vacunas acelulares actuales en inducir proteccidén contra
los aislamientos de B. pertussis carentes del antigeno vacunal PRN, no interfieren en la
inmunidad generada por la inmunizacidn maternal ni la inducida por las dosis de la infancia. Sin
dudas la inmunizacidon neonatal es una estrategia con potencialidad de ser aplicada de manera
complementaria a la inmunizacion maternal independientemente del esquema de vacunacion

gue se emplee en las madres
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En la década de 1950, los bebes prematuros no llegaban a sobrevivir y por ello las
herramientas terapéuticas existentes se empleaban mayormente para hacer frente a las
infecciones en los bebés nacidos a término. En ese momento, las infecciones mas frecuentes
eran las causadas por Staphylococcus aureus y Escherichia coli. A medida que avanzaba la
capacidad sanitaria para apoyar la supervivencia de bebés mas pequefios y menos maduros, la
variedad de microorganismos con potencialidad de causar infeccién se expandié incluso a
organismos infecciosos mas oportunistas 27

Desde la década de 1960 hasta la de 1990, la infeccidn por Streptococcus agalactiae
superd a la causada S. aureus. #68,26°,270 271 | 3 |ista de patdgenos causantes de infecciones que
son graves para los bebés ha ido creciendo en parte influenciado por las practicas médicas
actuales y el uso desenfrenado de antimicrobianos, incluidos medicamentos de amplio espectro
gue han contribuido a la seleccidon de organismos multirresistentes dentro y fuera de los
entornos hospitalarios 272,273,274, Asi ademas de E. coli se suman organismos Gram-negativos
multirresistentes como Pseudomonas, Klebsiella y los hongos.

En la actualidad aunque se han logrado muchos avances en tratamientos y vacunas
todavia se registran un nimero importante de muertes en los recién nacidos*”. Segun
estimaciones de la OMS, cada afio fallecen 2,5 millones aproximadamente de bebés recién
nacidos siendo causadas por enfermedades como el sarampidn, pertussis, malaria, meningitis
neumococcica, diarrea y neumonias bacterianas o virales.

La enfermedad pertussis que es objeto de este trabajo de tesis es una enfermedad
respiratoria que por muchos afos estuvo adecuadamente controlada por la vacunacién, sin
embargo, en las ultimas décadas la enfermedad ha resurgido en muchos paises incluidos
aquellos con altas coberturas de vacunacién 276,107,130 277 111 A escala global, se estima ocurren
anualmente alrededor de 24 millones de casos y mas de 116 mil muertes, de las cuales mas de
48 mil se detectan en sen lactantes menores de 1 afio. Nuestro pais no es ajeno a esta situacién
epidemioldgica preocupante 278279128 |3 fuerte contribucién de nuestro laboratorio en el
establecimiento de metodologias diagnosticas especificas para la patologia en la red de
laboratorios de enfermedades respiratorias, ha permitido detectar en las ultimas dos décadas
la ocurrencia de brotes y la prevalencia de casos en los menores de 6 meses de edad y en

128 156 157 158 159 161 162 163 41 Ho
100,20 10T R A . El conocimiento de la

particular en los menores de 2 meses
epidemiologia de la enfermedad en nuestro pais ha permitido a las autoridades sanitarias
evaluar e implementar estrategias tendientes a mejorar el control de la enfermedad. Asi a través
de la Comisién Nacional de Inmunizaciones en reuniones de la que fue participe la directora de
nuestro grupo se tomo la decisidon incluir a la vacunacion contra pertussis (vacuna acelular)

durante la gestacion, primero como recomendacién (2012) y luego de forma obligatoria al
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incluirse en el Calendario Nacional de Vacunacién (2013). Esta medida primeramente se aplicé
para un Unico embarazo (2012-2015) y luego se extendié para todos los embarazos (2016). Esta

176 150 279
’

estrategia ha permitido reducir la enfermedad y la letalidad asociada a pertussis */°, 128

7

Datos similares se han hallado mas recientemente en otros paises??®,%!1. De hecho se ha podido
establecer que efectividad en nuestra poblacién de la vacunacién contra pertussis durante la
gestacion es del 80.7% 1. La incorporacién de la vacunacién durante el embarazo ha permitido

alcanzar coberturas cercanas al 70%. Si bien esta cobertura no es dptima, supera a la otros paises

280 281
, .

Todos estos datos son muy alentadores, pero aun se requiere de mas informacion para
hacer a la inmunizacidn durante el embarazo una estrategia universal. Dado que el modelo
murino se utiliza para estudios de vacunacién materna, nuestro grupo de investigaciéon hace uno
afnos adoptd el modelo para reducir las brechas en nuestra comprensidn sobre la inmunizacion
durante el embarazo 8. Empleando este modelo pudimos detectar que inmunizacion durante
la gestacién es capaz de proteger a la descendencia contra pertussis y que inmunidad protectora
de la madre puede transferirse varios meses después de haber recibido la madre la ultima dosis
de vacunacién. Mas aun, la inmunidad adquirida por vacunacidn desde el primer embarazo es
capaz de conferir proteccién a la descendencia hasta el cuarto embarazo. En las condiciones de
nuestro protocolo experimental, la proteccidon de la descendencia inducida por la vacuna aP
administrada en el embarazo se transfiere tanto a través de la placenta como a través de la
lactancia. Los experimentos de transferencia adoptiva demostraron que los anticuerpos
transferidos eran los mayores responsables de la proteccidn detectada en las crias. En contraste
con los hallazgos reportados 2, la proteccidn transferida no se perdié después de la vacunacion
de ratones lactantes con la misma u otra preparacidon formulacién vacunal y, por el contrario, la
inmunidad transferida no interfirié con la proteccién inducida por la vacunacién infantil.

En mi trabajo de tesis evaluamos en el modelo murino la potencialidad de emplear a la
vacunacidn neonatal como estrategia complementaria a la inmunizacién durante la gestacion.
La vacunacion neonatal busca sobrellevar las ineficiencias de la estrategia de vacunacion en la
gestacion: coberturas de vacunacidn inadecuadas para lograr el impacto buscado, las posibles
interferencias con la induccion de la respuesta inmune producida por la vacunacién infantil y su
ineficacia para los neonatos que nacen prematuramente antes que la madre pueda transferirle
la inmunidad?’®,1% 41, Respecto de este Ultimo punto, seguin la organizacién mundial de la salud,
el 18% de los partos viables del mundo es prematuro, esto es que, aunque los bebés nazcan de
madres inmunizadas 1 de cada 5 no tendran la inmunidad suficiente para hacer frente a la
enfermedad causada por B. pertussis. Otro aspecto sobre la vacunacién durante la gestacion

que aun preocupa la posible interferencia de la inmunidad maternal con la inmunidad conferida
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por las dosis que se aplican durante la infancia. Este fendmeno denominado blunting refiere al
bloqueo de la respuesta inmune por parte de los anticuerpos maternales presentes en los
lactantes 3.

Nuestro primer desafio en el abordaje del estudio de la vacunacidon neonatal en el
modelo murino fue contar con nimero suficiente de neonatos de forma de obtener resultados
estadisticamente significativos y por otro hacer manipulaciones en los neonatos que implican
mucho cuidado no sélo por su tamafio y peso minimo sino para no alterar su comportamiento y
su relacién con la madre. Superado este desafio procedimos a implementar los esquemas de
inmunizacidon que nos propusimos ensayar. Para contextualizar los resultados me resultar
interesante recordar que hace no muchos afos atras se consideraba al neonato como anérgico,
es decir incapaz de montar una respuesta inmune frente a un estimulo, ya sea por una infeccién
0 por una inmunizacidn. Esto es los linfocitos pese a estar presentes en el neonata, no son
activos. Esta visién del sistema inmunolégico neonatal se ha modificado y hoy se lo reconoce
como un sistema con menos células y con vias de sefializacién y maduracion disminuidas o
depletadas, pero con capacidad de generar respuestas frente a estimulos *°-Los neutrdfilos por
ejemplo estan presentes en menor nimero en la médula dsea y son mas inmaduros en
comparacién con los individuos adultos, tienen ademdas menos péptidos antimicrobianos
preformados y una menor capacidad de eliminacién de bacterias Gram negativas, lo que justifica
su mayor susceptibilidad a infecciones y sepsis 2%2. Los recuentos de células NK estan elevados
en la sangre periférica de los recién nacidos, pero estas células secretan pequefias cantidades
de IFN-y 28, La inmunidad innata esta deteriorada en parte por la inmunomodulacién de las
células supresoras eritroides CD71 +. Estas células estan presentes en un gran numero en los
recién nacidos y en la sangre del cordon humano y son capaces de inhibir por ejemplo la
respuesta innata a la infeccidn por B. pertussis en ratones recién nacidos mediante la expresion
de arginasa Il 284, De manera similar, y asociado a la susceptibilidad a las infecciones y en
particular a la infeccidn por B. pertussis es la presencia de células supresoras eritroides que
provocan la reduccién de la produccién del TNF-a y de la fagocitosis de B. pertussis por células
CD11b + humanas in vitro. Los neonatos no tienen un microambiente anatémico
completamente desarrollado que resulte adecuado para la interaccion entre las CD vy los
linfocitos T y B (no existe una demarcacion definida entre las diferentes zonas linfoides y las
zonas T CD4 + en los recién nacidos 2%, las células del recién nacido tienen una menor capacidad
de generar células de memoria y respuestas efectoras Thl, también debido a la menor
produccion de IL-12 por las CD 2%, Los linfocitos T colaboradores proliferan preferentemente

hacia perfiles de tipo Th2 como consecuencia de la hipometilacién de regiones codificantes de
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los factores involucrados en dicha diferenciacion. Los linfocitos Th17 también se encuentran en
baja concentracidn probablemente debido a la baja transcripcién de RORyt 2%,

Las células T foliculares se encuentran arrestadas en una conformacién inmadura no
funcional, con bajos niveles de expresién de factores clave para la proliferacidn y diferenciacién
como el CXCR5, 11-21 y BLC6 si se los compara con los valores de la vida adulta .

Este contexto inmunoldgico sin dudas se presenta como un desafio que la vacunacién
debe sortear para que resulte exitosa. Varias alternativas se pueden abordar, en nuestro caso
decidimos ensayar distintas vacunas contra pertussis que difieren en su composicién y en el
perfil de respuesta inmunoldgica que inducen: vacuna acelular comercial (aP), que induce
principalmente un perfil Th2, vacuna celular (wP), que genera principalmente respuesta Thly
Trm; o la vacuna basada en OMVP disefiada por nosotros; que induce un perfil mixto Thl / Th17
y Th2 més una respuesta Trm %,

A priorila vacuna aP y en menor medida la omvP utilizadas como dosis neonatal podrian
generar una respuesta protectora por el perfil Th2 que son capaces de estimular. Cuando
evaluamos la proteccién en animales nacidos de madres sin inmunidad inducida por la
vacunacion efectivamente hallamos que la vacuna aP en un esquema de dos dosis, una neonatal
y otra en la infancia, resulta eficaz en evitar la colonizacién en los pulmones de la cepa de
referencia B. pertussis Tohama Fase I. Sin embargo, nuestro candidato vacunal omvP en
esquemas heterdlogos de dos dosis (neonatal e infantil) que incluyen a ambas vacunas resultan
tan efectivos como los esquemas de dos 2 dosis de vacuna aP, pero inducen una respuesta
humoral de mayor calidad en cuanto a la avidez de los anticuerpos y al perfil Th de respuesta
inmunoldgica. Interesantemente pudimos evidenciar en el contexto neonatal el efecto de prime
boost del esquema omvP-aP, que ademas de inducir una respuesta humoral robusta, direcciona
la respuesta hacia el perfil Thl recomendada para la proteccidn contra pertussis. El peso relativo
del rol de los anticuerpos y de las poblaciones celulares del bazo en la respuesta protectora
contra pertussis fue evidenciado mediante ensayos de transferencia pasiva (Figura 1.13).

Cuando evaluamos la propuesta de la inclusidon de una inmunizacién neonatal contra
pertussis, lo pensamos también en un contexto en el que puede coexistir con la estrategia de
vacunacion durante el embarazo. Los calendarios de vacunacién que incluyen la inmunizacion
durante el embarazo podrian ser desfavorables para implementar la estrategia de vacunacion
neonatal. Esto esta sustentado en la preocupacion que existe sobre la posible interferencia de
los anticuerpos maternales transferidos al feto en la induccidn de la respuesta inmunitaria
generada por la vacunacién en las etapas tempranas de la vida. Este fendmeno es conocido
como interferencia inmune o embotamiento (blunting) de respuestas inmunes 2° La

interferencia de los anticuerpos maternos con respuestas inmunes después de la vacunacion
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infantil se ha descrito para otras vacunas infantiles (como el sarampién, la hepatitis A y B,
paperas) 2%,

Para abordar este objetivo trabajamos con neonatos murinos nacidos de madres
inmunizadas durante la prefiez. Trabajamos con distintos esquemas de inmunizacién en las
madres, pero en la mayoria de ellos se utilizé a la vacuna aP como dosis durante la prefez. A
través de estos ensayos pudimos evidenciar que la vacunacién a los 7 dias de vida en el ratén no
interfiere con la inmunidad protectora transferida por la madre. En el contexto de la inmunidad
maternal con una sola dosis de vacuna (dosis neonatal) se alcanza el maximo de proteccion
posible en el modelo murino. Estos hallazgos resultan de interés para la salud publica ya que
permiten aplicar la estrategia de vacunaciéon neonatal independientemente si la madre fue
vacunada o no, sin la necesidad de generar protocolos para el vacunador que sean diferenciales
segun el estado inmunoldgico de la madre. El efecto blunting en nuestro modelo solo se hizo
evidente en el caso en que las crias nacieran cierto tiempo después que sus madres hayan
recibido la vacuna y que la dosis neonatal se haya realizado con vacuna acelular (Figura 2.4).
Estos resultados sobre la aparicidn del efecto blunting en situaciones que incluyen el mismo tipo
de vacunas para la prefiez y la infancia, concuerdan con los publicados por Feunou y
colaboradores 2, Para evitar este efecto parece ser necesario emplear vacunas maternales y
neonatales distintas. Otro dato interesante que obtuvimos fue la factibilidad de realizar la
vacunacion neonatal en crias nacidas de madres con esquemas que combinan vacunas celulary
acelular durante el embarazo o en aquellas que nacen de madres que tienen un esquema de
vacunacion que incluye solo a la vacuna acelular.

Respecto del desafio de lograr estrategias de vacunacidén contra pertussis que sean
efectivas frente a las infecciones causadas por aislamientos clinicos de B. pertussis que estan
circulando en la actualidad, los experimentos realizados nos mostraron que la estrategia de
vacunacién neonatal es efectiva para aislamientos modernos que expresan al antigeno vacunal
pertactina tanto en el entorno sin inmunidad maternal como con inmunidad maternal. La
estrategia de vacunacién neonatal sin embargo no se mostré como superadora de las actuales
estrategias para hacer frente a las infecciones causadas por aislamientos clinicos que no
expresan PRN y que prevalecen en los paises que solo emplean en sus calendarios de vacunacion

a la vacuna acelular.

A continuacién, presentamos un esquema que resume nuestros hallazgos (Figura 4.1).
Este esquema busca resaltar que la estrategia de vacunacién neonatal con vacunas que inducen

un perfil mayoritariamente del tipo Th2 o un perfil mixto, pero que incluya de manera
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significativa al perfil Th2, se presenta en el modelo murino como una estrategia factible de

implementarse tanto en los calendarios de vacunacidn que no incluyen a la vacunacién durante

el embarazo como en los que si la incluyen. La implementacion de esta estrategia asegurara que

para aquellos neonatos que nacieron de madres que no se vacunaron o que nhacieron

prematuramente tengan inmunidad contra pertussis en esta edad tan critica por la severidad de

la enfermedad.

Madres

/‘\

No inmunizadas

Tipos de vacunas

aP (th2)

WP (Th1/Th17)

omvP (Th1/Th2/Th17)

Figura 4.1: Resumen de experimentos de proteccion del trabajo de tesis. Panel A: Esquema experimental y
resultados obtenidos en crias nacidas de madres no inmunizadas desafiadas con la de referencia B. pertussis
Tohama Fase |. Panel B: Esquema experimental y resultados obtenidos en crias nacidas de madres
inmunizadas desafiadas con la de referencia B. pertussis Tohama Fase I. Panel C: Esquema experimental y
resultados obtenidos en crias nacidas de madres inmunizadas desafiadas con aislamientos circulantes de B.
pertussis PRN+y PRN-.

@
Crias (]

Nacimiento
Dia 0 Dia 7 Dia 21 Dia 35
Determinaciones Interpretacion

Capacidad protectora
Titulo 1gG

Avidez

Relacién 1gG2a/1gG1

/W Dosis c|aDosis ﬁDasafio
| | |

w
o
©
<
o
=
o
=
—
o

o> =[]
O[>-i|:|.
@>-=[l

Discusion final

©
- —
e £ 3€ g
g & =8 >
c £ S 9 @ ®
o2 @w  af 2 o
w wn [ U] > (U)
o o O a B0 < oo
o a
aP — (- °ﬂ"
omvP — . \HJ
wP [ "ﬁ"
Esquema
C ap  ap [ A
Homédlogo J omvP omvP L“L A "
wP wP ] "ﬂ" 7l
' aP  omvP [ A >Calidad Esquema de
Heterdlogo omvP aP [ Ac./Thl eleccién
b wp [l JAN
L w > _mm Yy [A :
93



Madres

].3

inmunizadas

Nacimiento respecto

de la ultima dosis
maternal

1 mes

Nacimiento

>2,5
meses

omvP-omvP-omvP

/’a Dosis /da Dosis

Ié:Desafio

Dia 0

Dosis neonatal

Sin refuerzo

Dia 21

aP

1 mes

omvP

wP

Sin refuerzo

« Blotting
PTx

aP

omvP

wP

Sin refuerzo

Dia 28

1 mes

Nl

2
aPlenllalpreneziresultéimaslefectival
[para]lajproteccionlde]lasicrias]

>

aP-aP-aP/
wP-wP-aP

—

aP

omvP

i

wP

Sin refuerzo

T

aP

omvP

L ARKREE =K =KL 16

wP

<«0UN0 DOED ERED WERE e

[lalvacunalneonatallnolinterfiere)

len]laJproteccionimaternal
©
L
[1+]
5
9 Proteccion frente a aislamientos
2 de B. pertussis circulantes
a PRN+ PRN-
Sin refuerzo | ]
aP (| ]
omvP | I

La inmunizacion neonatal no afecta la capacidad
protectora de la inmunidad maternal frente a un
aislamiento PRN+ pero no mejora la capacidad
protectora frente a un aislamiento PRN-

Discusion final

94



MATERIALES

Y METODOS

Materiales y métodos



Medios y condiciones de cultivo para B. pertussis

Los stock bacterianos de las cepas de B. pertussis utilizadas se conservaron como una
suspension en el medio sintético de Stainer-Scholte (SS) 27 suplementado con casaminoécidos
1 % p/v a—20 °C, en glicerol 50 % v/v. Para obtener biomasa de B. pertussis se inocularon 50uL
de estos stocks conservados a -20°C en placas de Petri conteniendo el medio de cultivo Bordet
Gengou suplementado con sangre de carnero desfibrinada al 10% v/v (BGAS) a 36,5 oC durante
72 h. Transcurridas las 72 horas del primer cultivo efectuamos un subcultivo en el mismo medio

durante 24 horas mas.

Cepa de referencia y aislamientos clinicos de B. pertussis

En este trabajo de tesis se emplearon una cepa de referencia y 3 aislamientos clinicos
de B. pertussis. Como cepa de referencia se empled a la cepa B. pertussis Tohama Fase | aislada
por primera vez en Japdn en 1954 (Coleccidn del Instituto Pasteur de Paris CIP 8132). El genotipo
de esta cepa es ptxP1, ptxA2, prnl. Respecto de los aislamientos utilizados, uno, denominado
CDC-PRN-provino de un brote detectado en Washington, Estados Unidos, en el afio 2016, y otros
2, denominados ArBpPRN"y ArBpPRN*, fueron obtenidos el mismo afio en Argentina. El genotipo
de estos 3 aislamientos es ptxP3, ptxAl, prn2. Respecto del fenotipo, la cepa de referencia y el
aislamiento ArBpPRN+ se caracterizan por expresar al antigeno vacunal pertactina, mientras que

los aislamientos CDC-PRN- y ArBpPRN- no expresan dicho antigeno.

Vacunas utilizadas

Como vacuna acelular comercial se utilizd Boostrix (Glaxo Smith Kline, GSK), incluida
como aP durante la redaccién de la tesis, cuya composicion es PT (8 ug), FHA (5 ug), PRN (2, 5
pg), 2,5 Lf y del toxoide diftérico y 5 Lf del tetanico. Como adyuvante contiene una mezcla de
hidréxido de aluminio (0,3 mg) y fosfato de aluminio (0,2 mg). Como vacuna celular comercial
se utilizé la proveniente del Serum Institute of India LTD (wP en la redaccion de esta tesis) que
se compone de una suspension bacteriana de B. pertussis muerta por calor y detoxificada (< 16
UO0), toxoide diftérico (< 25 Lf) y toxoide tetanico (= 5 Lf). Como adyuvante esta vacuna contiene
1,25 mg de fosfato de aluminio. También se empleé nuestro candidato vacunal basado en
vesiculas de membrana externa derivadas de B. pertussis (3 pug de proteina) formulado con 2,5
Lf de toxoide diftérico y 1,8 Lf de toxoide tetanico. Esta formulacién figura como omvP en la

redaccion de esta tesis.
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Obtencion de vesiculas de membrana externa de B. pertussis

Para la obtencidn de OMVs derivadas de B. pertussis Tohama fase | se cultivd en medio
liguido SS con casaminoacidos 10% p/v suplementado con los componentes detallados mas
abajo (complemento 10X). La biomasa proveniente de las 16 horas de cultivo fue recolectada a
través de una centrifugacion a 6.000 x g por 20 min a 4°C. Dicha biomasa fue resuspendida en
una solucién 20mM Tris-HCl, 2mM EDTA pH 8,5 (buffer TE) y disgregada por sonicacién en bafio
de agua fria. Posteriormente se centrifugé dos veces a 10.000 x g por 20 min a 4°C con el objetivo
de eliminar los restos bacterianos. El sobrenadante se sometid a una ultracentrifugacion a
100.000 x g por 2 h. El sedimento obtenido se resuspendié en una solucion20 mM TRIS. La
presencia de OMVs en el preparado fue confirmada mediante una tincién negativa con Acido
Fosfotungstico a través del microscopio electrdnica. La observacion se realizd con una
magnificacién de 40.000x en un Microscopio de transmisién Jeol JEM 1200EX, del Servicio de

Microscopia de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacidon de proteinas se realizd mediante la técnica de Bradford 2% con el
reactivo comercial (BioRad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) segun indicaciones del
fabricante. Se utilizé Seroalbimina bovina (BSA por sus siglas en inglés) como proteina patrén

(en concentraciones de 0,062 pg/ul a 0,5 pg/ul).

Ensayos en animales

Se utilizaron ratones BALB/C hembras y machos de mas de 5-6 semanas de vida
obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. Para la produccion de
neonatos en cantidades adecuadas para realizar los experimentos, se propicio la ovulacién y
apareamiento de hembras en forma sincronizada tal como se detalla a continuacién. Los
protocolos disefiados y aplicados en la utilizacion de los animales fueron autorizados por el
CICUAL, Comité de ética para el uso de animales de experimentacién de la Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP (numero de aprobacion 004-06-15, 003-06-15 extendido y con validez hasta el 10
de agosto de 2023).

Apareamiento sincronizado para la produccion de neonatos

Para obtener suficiente cantidad de animales con la misma fecha de nacimiento
llevamos a cabo la sincronizacién de ovulacion y apareamiento en ratones BALB/c. Para la
sincronizacién, en primera instancia las hembras y los machos fueron mantenidos en jaulas

separadas, luego se procedié a la estimulacién del celo de la hembra mediante la introduccién
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de feromonas masculinas presentes en viruta proveniente de la jaula de los machos.
Transcurridas las 48 -72 h de la estimulacidn se introdujeron los machos en las jaulas de las
hembras y a partir de alli se realizé la revision del area genital en las hembras, para determinar
presencia de tapén mucoso vaginal. La evidencia de tapdn mucoso en el introito vaginal de la
hembra se considerd6 como parametro decisivo de un apareamiento exitoso. Para
reconfirmacién de prefiez ademds se observan cambios en comportamiento, visualizados como
nidacidn a partir del dia seis, y cambios fisicos, abultamientos laterales en la regidon abdominal y

palpacion fetal, caracteres que se hacian evidentes aproximadamente al dia 12 de la gestacion.

Ensayos de proteccion utilizando el modelo desafio intranasal en ratones

Los esquemas de inmunizacion utilizados en los ratones consistieron en la inyeccién
subcutanea (s.c) con 1/10 de la dosis humana de las vacunas bacterianas celulares wP, con 1/10
de la dosis humana de la vacuna acelular aP, o con la formulacién obtenida en nuestro
laboratorio basada en OMVs, omvP. Los esquemas de inmunizacién consistieron en la
administracién de 1, 2 o 3 dosis separadas por 14 dias. A los 14 dias de la ultima inmunizacidn
(a excepcidén de los ensayo de largo plazo) los ratones fueron desafiados por via intranasal con
una suspensién bacteriana en PBS a dosis subletal de B. pertussis (5x10° -107 UFC/40ul). Los
controles de estos experimentos consistieron ratones sin inmunizar (inyectados con PBS) y
desafiados con las cepas utilizadas en cada ensayo (controles negativos de proteccion). Los
ratones desafiados fueron sacrificados mediante dislocacion cervical a los 7 dias post-desafio.
Se extrajeron los pulmones en esterilidad y se colectaron en 1000 uL de PBS para ser
homogeneizados con un homogeinizador Pro Scientific INC 200. Luego se realizaron diluciones
seriadas 1/10 de los homogenatos de pulmén, se plaquearon en medio BGAS por duplicado y se
realizaron los recuentos de UFC después de 4-5 dias de incubaciéon a 36,5 2C. El limite de
deteccion de esta metodologia esta dado por la capacidad de contar colonias crecidas en una
placa BGAS inoculada con un pulmdn conteniendo bacterias viables. La placa que denominamos
directa (se plaquean 100 pL del homogenato pulmonar sin diluir), contendra 10 veces menos
UFC que el pulmdén completo, la primera dilucion 100 veces menos, y asi sucesivamente. El limite
inferior de deteccidn esta dado por la placa directa, pero a causa de tomar una alicuota de la
décima parte, no es posible asegurar que el numero de UFC en el pulmdn sea nulo, aun cuando
en la placa directa no aparezcan colonias. Este problema admite un planteo en términos de la
distribucidn de Poisson para muestreo aleatorio. Si admitimos esta distribucion, la probabilidad
de encontrar al menos una colonia en nuestra alicuota de un décimo del volumen total sera de
practicamente 1 cuando el nimero de colonias esperado sea de 10 UFC en el pulmén. Este es el

limite inferior de deteccién que establecimos en nuestros experimentos (el valor
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correspondiente es logio 10=1). El limite de deteccién superior no es problematico, porque
realizamos las diluciones necesarias para lograr un nimero deseado de entre 30 y 300 colonias

por placa.

Analisis estadistico.

Los datos correspondientes a la media y desviaciones estandares de los recuentos de
UFC/pulmodn de ratén, correspondientes a los distintos tratamientos, fueron transformados a
Logio(1+UFC). Para los recuentos de viables por debajo del limite de deteccion (<10
UFC/pulmodn) se utilizé un valor correspondiente al Logio de 10 UFC. Las diferencias entre
Logio(UFC) de las medias entre los distintos grupos fueron analizadas mediante Test de ONE-
WAY ANOVA con comparaciones multiples entre los grupos de manera no-pareada. Se utilizaron

versiones 5.0,6.1y 7.0 del software GraphPad Prism.

Obtencion de sueros para caracterizacion de la respuesta inmune
humoral e inmunizacion pasiva

Los sueros murinos utilizados en los ensayos de inmunoblot, ELISA, inmunizaciones
pasivas y de lisis por complemento fueron obtenidos 14 dias después de haber recibido la ultima
dosis vacunal o a partir de los ratones control no inmunizados. El sangrado se realizé por puncion
de la vena submandibular con agujas 21G estériles, siguiendo protocolos aprobados por el
CICUAL. Los sueros fueron separados por centrifugacién a 4.000 x g 10 m luego de obtener el

coagulo por incubacién a 4°C, y conservados hasta su uso a -20°C.

Obtencion de esplenocitos para transferencia a receptores naive

Los esplenocitos de ratones inmunes se obtuvieron mediante una esplenectomia.
Brevemente este procedimiento quirdrgico consistié en anestesiar al animal utilizando
isofluorano a dosis constante, se atravesaron las capas cutdnea y peritoneal del animal fijado a
una cama de cirugia. Se expuso el bazo y se disectd con un bisturi electrocoagulador. El bazo se
recibié en Buffer PBS. Se administrd solucion fisioldgica termostatizada a 37°C al animal para
gue recupere la volemia, se cerraron las capas utilizando suturas 5.0. Se administré Tramadol
subcutdneo al terminar el procedimiento como analgésico pos-operatorio. El bazo obtenido
luego se homogeniza por disgregacién y filtrado. Se realiza un recuento de células con una

camara de Neubauer para determinar nimero de esplenocitos presentes.
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Ensayos de transferencia pasiva de la inmunidad

Los experimentos de transferencia pasiva de sueros o esplenocitos se realizaron
mediante la inyeccidn intraperitoneal a receptores naive de 100 uL de un pool de sueros o de
esplenocitos (5 x 107) de ratones inmunes o control. 24 h luego de la transferencia, los ratones
receptores son desafiados con una dosis subletal de B. pertussis (5x10° -10” UFC/40ul) y los

resultados de proteccién se obtuvieron de determinar el recuento de UFCs en pulmdn.

Caracterizacion de la respuesta humoral mediante técnica de ELISA

Para determinar los titulos de inmunoglobulinas (totales e isotipos) se sensibilizaron
placas de ELISA fondo plano (Nunc A/S, Roskilde, Denmark) con un lisado de B. pertussis Tohama
fase | en una concentracién final de 3g/mL, o subunidad PtxA cedida por el Dr. Giorgio Fedele
del Department of Infectious Diseases, Istituto Superiore di Sanita, Rome, Italia a concentracion
final de 6 g/ml en buffer carbonato 0,5M pH 9,5, a 4°C durante una noche. Luego de realizar un
lavado, las placas se bloquearon por 1h a 37°C con una solucién al 3% de leche descremada en
buffer PBS-Tween 20 al 0,05% . Las placas fueron lavadas con una solucidn de PBS-Tween 20 al
0,05%, e incubadas con la dilucion seriada de cada suero por 1h a temperatura ambiente. El
revelado se realizd incubando por 1h a temperatura ambiente un anticuerpo secundario
obtenido en cabra y anti ratdn conjugado a peroxidasa de rabano (HRP). Para la medida de IgG
totales se utilizd una diluciéon 1/8000 (Invitrogen, USA), para IgG1 1/8000 y para IgG2a 1/1000
(ambos de Sigma, Aldrich). El sustrato utilizados fue o-fenilendiamina 1,0 mg/ml (Bio Basic
Canada, Inc.) en 0,1M buffer fosfato citrato-fosfato, pH 5,0 conteniendo 0,1% (v/v) perdxido de
hidrogeno. La absorbancia fue medida a A: 492nm en un lector Titertek Multiskan de 340 pocillos
(ICN, USA). El titulo de los sueros se obtuvo graficando la curva Absorbancias a 420nm vs log de
la reciproca de la dilucién en el programa GraphPad Prism. Los titulos se expresan como la
inversa de la dilucidn del punto de inflexién de la curva (EC50). Como control inter ensayo se
incluye un suero testigo. Para los ensayos de Avidez se realizé una incubacion de 10 minutos a
372C con el agente caotrdpico tiocianato de amonio NH,SCN en 2 concentraciones: 0,375M y
0,1875M previo al revelado; la afinidad medida se expresa como porcentaje del elucidn en
relacién al tratamiento control (sin incubacion con el agente caotrépico) que refleja la fuerza de
unién del anticuerpo al antigeno. Cada uno de estos ensayos se realizaron en al menos 3 réplicas

independientes.
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Caracterizacion de la respuesta humoral mediante la determinacion de
lisis bacteriana mediada por complemento.

Este ensayo se utilizd para evaluar la lisis mediada por el complemento activado via
anticuerpos especificos contra B. pertussis (denominada via clasica del complemento). El
procedimiento consistié en primera instancia en inactivar el complemento del suero que
contiene los anticuerpos especificos mediante tratamiento a 56°C por 30 min. Este
procedimiento se realizd para eliminar como variable la posible activacién por la denominada
via alternativa por actividad del complejo C3 del sistema del complemento, que es una via
independiente de anticuerpos y es proclive a suceder en presencia de polisacaridos, como los
presentes en la membrana de B. pertussis. Luego, los sueros inactivados se pusieron en contacto
50pul de una suspension bacteriana (DOssonm=3,33x107) preparada en Buffer de LISIS (PBS, MgCl
0,5mM, CaCl 0,15mM) con 50ul de suero inactivado, durante 1 hora y 30 minutos a 36,5°C en
agitacién moderada. Se agregaron 10ul de un suero conteniendo complemento a todas las
muestras por igual para homogeneizar entre las muestras los niveles de complemento
disponibles y se incubd por 2h a 36,5°C. En este caso se utilizd suero de ratén naive fresco como
fuente de complemento. Finalmente se plaquearon diluciones en placas BGAS para realizar el
recuento de UFC viables luego de cada tratamiento. Los resultados se calculan como el

porcentaje de UFCs al final de la incubacion en comparacidn con las incluidas en la mezcla inicial.

Obtencion de proteinas totales para electroforesis en geles SDS-PAGE

La preparacion de proteinas totales se realizé siguiendo el método descripto por
Laemmli %, Brevemente, las bacterias provenientes de un repique de 24 h en medio sélido BGA
Se resuspendieron en PBS de modo de obtener una suspensién de DOgsonm = 10. Se agregd buffer
Laemmli (con 5%v/v de B-mercaptoetanol) para favorecer la ruptura celular, y luego, las
preparaciones se hirvieron por 15 minutos y se sonicaron en bafio de agua (TESTLAB).
Finalmente, la muestra se centrifugd por 5 minutos a 10.000 x g (Thermo scientific sorvall Legend

Micro 21). Las muestras se conservaron a -20°C.

Electroforesis en geles de poliacriamida (SDS-PAGE)

Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes de acuerdo a la metodologia descripta por Laemmli %°. Se utilizé un gel de
separacion desnaturalizante con una concentracidon de acrilamida de 12,5% p/v (acrilamida:
bisacrilamida 30:0,8, en buffer Tris-HCl 1M pH 8,8 y SDS 10 %p/v). El gel de apilamiento o
stacking se prepard en una concentracién de 4 % de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida

30:0,8, en buffer Tris-HCl 1M a pH 6,8 y SDS 10 % p/v). En cada calle se sembro el volumen
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equivalente a 30 ug de la preparacion de la subunidad PTxA purificada, solubilizada en buffer de
Laemmli y calentada a 100°C durante 10 minutos. Las electroforesis se realizaron en equipos
Miniprotean |l (BioRad) durante 40 a 60 minutos a 110 volts en buffer de corrida (Glicina 0,37
M, SDS 10 % p/v, Tris-HCI 0,05 M pH 8,39).

Inmunodeteccidon de proteinas (Inmunoblot).

Las muestras de subunidad PTxA purificada especificas de B. pertussis sometidas
previamente a corridas electroforéticas fueron transferidas a membranas de difluoruro de
polivinildieno (PVDF) (Immobilon, Millipore) utilizando el equipo Mini Trans-Blot transfer Cell
(BioRad) segun las indicaciones del fabricante. Las membranas transferidas fueron bloqueadas
en con leche descremada (San Regim) 5 % p/v en buffer TBS (Tris-HCl 12 mM, NaCl 4 mM) para
evitar el reconocimiento inespecifico. Seguidamente la membrana se incubd durante la noche a
4 2C con agitacidn suave junto con los anticuerpos murinos obtenidos para cada esquema de
inmunizacion en una dilucién 1/250 6 1/500 en buffer TBS - leche 5 % p/v. Luego de esta
incubacion, se realizaron 6 lavados con buffer TBS- leche 5 % p/v y se agregd el segundo
anticuerpo especifico anti IgG total de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno
Research Laboratories, Inc.) disuelto en TBS-leche en una dilucién 1/1000 que se incubaron
durante 2,5 horas a temperatura ambiente con agitacidn suave. Se realizaron tres lavados con
buffer TBS y un lavado con buffer para el revelado con fosfatasa alcalina (PA) (Composicién: 50
mM NacCl, 2,5 mM MgCl,, 50 mM Tris-HCl pH 9,5). Finalmente, para el revelado se prepard una
solucién con el sustrato de la fosfatasa alcalina que contiene NBT (Nitroblue Tetrazolium
Chloride) y BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-indolylphosphate p-toluidine) en buffer PA. El sustrato de
la enzima se deja reaccionar hasta desarrollo de color y luego la reaccién se detiene con agua

bidestilada.

Genotipificacion de variantes alélicas de aislamientos de B. pertussis

Se realizaron determinaciones de variantes alélicas del gen de la pertactina (prn), del
promotor de la toxina pertussis (ptxP), de la subunidad PTxA de la toxina pertussis (ptxA),
presencia de la secuencia de insercién 15481 en el gen prn y la presencia de la variante fim3 de
la fimbria (fim3), mediante ensayos de reaccidon en cadena de polimerasa (PCR) . Se utilizaron
los siguientes primers para la genotipificacion de los aislamientos locales de B. pertussis de

nuestra coleccion.
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Gen Primers

F:AATCGTCCTGCTCAACCGCC

ptxP
R:GGTATACGGTGGCGGGAGGA
F:CCCCTGCCATGGTGTGATC
ptxA
R:TCAATTACCGGAGTTGGGCG
F:CAATGTCACGGTCCAA
prn

R:GCAAGGTGATCGACAGGG

Insercion IS 481 en el | F:.GGGCTGTTCCGCATGA
gen prn R:CTGCGCATTGCCGTTGC

F:GACCTGATATTCTGATGCCG
fim3
R:AAGGCTTGCCGGTTTTTTTTGG

La mezcla de reaccidn para la PCR se realiza en un volumen final de 10 uL y se preparé
de la siguiente manera: 1 pL de buffer de reaccién 10x (200 mM Tris-HCl pH 8,4), 0.5 uL de MgCI2
50 mM, 1 uL de mezcla de dNTPs 5mM, 1 uL DMSO (Dimetilsulféxido), 1 uL de cada primer 5
mM, 0,075 pL de Tag ADN polimerasa (5 U/mL, Genbiotech), 2 uL de ADN gendmico, y agua

hasta completar el volumen final.

Condiciones de ciclado para la deteccién de Insercion IS 481 en el gen prn:
Desnaturalizacion, 1 minuto a 94 °C

35 ciclos:

45”7 a 94 °C

15" a52°C

30" a72°C

Extension final, 1 minuto a 72 °C.

Condiciones de ciclado para la amplificacidn de regiones polimérficas del gen ptxA:
Desnaturalizacion, 1 minuto a 94°C

12 ciclos de:

15" a 94°C

15" a 60°C

15" a 72°C

Extensioén final, 30" a 72°C.
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Condiciones de ciclado para la amplificacion de regiones polimérficas del gen prn:
Desnaturalizacion, 1 minutos a 94°C

35 ciclos de

15" a 94°C

10" a 52°C

20" a72°C

Extension final, 1 minuto a 72°C.

Condiciones de ciclado para la amplificacidn de regiones polimérficas del gen ptxP
Desnaturalizacion, 1 minuto a 94°C

17 ciclos de

20”a94°C

10” a 60°C

20”a72°C

Extension final, 45" a 72°C.

Condiciones de ciclado para la amplificacion de regiones polimaérficas del gen fim3
Desnaturalizacion, 1 minuto a 94°C

17 ciclos de

2mina94°C

10" a 53°C

10”a72°C

Extension final, 45" a 72°C.

La reacciéon de amplificacién se llevé a cabo en un equipo GenePro (BIOER).Los

productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa 1,5% p/v.

Electroforesis en gel de agarosa.

Se realizd una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5 % p/v utilizando SYBR Safe
(Invitrogen) como agente intercalante de ADN para permitir la visualizacién de los productos de
la reacciéon de PCR. Las muestras se sembraron en el gel utilizando un buffer de siembra. La
electroforesis se desarrollé en un equipo Bio-Rad PowerPac Basic a 100 V durante 8 minutos,

utilizando buffer de electroforesis TBE 0,5X, cuya composicidn se detalla en el Anexo. Una vez
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finalizada la corrida electroforética, se visualizd el gel con un transiluminador Safe Imager 2.0y

se registré una imagen del mismo con una cdmara Kodak EasyShare M530.

Anexo: medios de cultivo, soluciones y buffers
Medios de cultivo
= Medio Bordet-Gengou agar sangre (BGAS):
Agar Bordet Gengou DIFCO CATALOG N°248200, 30g/L de medio
Peptona DIFCO, 10 g/L de medio
Glicerina, 10 g/L de medio
Luego de esterilizar 15 minutos a 121°C, se suplementa con 10% v/v de sangre

desfibrinada de carnero.

= Medio Regan Lowe (RL):
Agar carbon Oxoid, 51g/L de medio
Agua estéril y deionizada, 900ml/L de medio
Luego de esterilizar 15 minutos a 121°C, se suplementa con 10% v/v de sangre

desfibrinada de carnero.

=  Medio Stainer Scholte (SS):
Glutamato de sodio monohidrato, 10,7 g/L
L- Prolina, 0,24 g/L
Nacl, 2,50 g/L
KH,PO4, 0,50 g/L
KCl, 0,20 g/L
MgCl,.6H,0, 0,10 g/L
CaCl,.6H,0, 0,02 g/L
Tris-HCl, 1,52 g/L
Esta solucidn se lleva a pH = 7,2 con HCl 1:1, y se esteriliza 15 minutos a 121 °C.

Luego se afade el complemento esterilizado mediante filtracion:

e Complemento 10X:
L-Cisteina, 4 g/L
FeS04.7H,0, 1 g/L
Acido Ascérbico, 2 g/L
Acido Nicotinico, 0,4 g/L
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HCI (concentrado), 1 % v/v

Se lleva a un volumen final de 20 mL con agua destilada.

SOLUCIONES
e Buffer PBS
KH2PO4 3,14 mM
Na;HP04.12H,0 9,77 mM
NaCl 123,2 mM

BUFFERS
Buffers para la obtenciéon de OMVs
e Buffer de obtencion de OMVs
Tris-HCI 20mM
EDTA2mM
pH 8,5
Buffer de resuspension

Tris 20 mM

Buffers para preparacion de muestras para electroforesis desnaturalizante SDS PAGE
e Buffer de Laemmli
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 8% p/v
Glicerol 20% v/v
EDTA 0,004 M
Tris-HCI 0,2 M, pH 6,8
Azul de Bromofenol 0,01 %

B-mercaptoetanol 5 % v/v

Buffer para immunoblot
o Buffer de transferencia 5X
Tris 15g
Glicina 57,6 g
Llevar a 1 L con H,0 bidestilada
Diluir a 1X con 200 ml de buffer 5X + 200 ml MeOH + H,0 para llegar al litro.
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Buffers para ELISA
o Buffer de sensibilizacién
Na,C031,59 g/l
NaHCO052,93 g/I
pH 9,6

e Buffer fosfato citrato
Acido citrico 0.1 M
Na;HPO,; 0.1 M

Llevar a pH 5 con NaOH

Electroforesis en geles de agarosa

= Buffer de siembra:
Sacarosa 40% p/v
Azul de bromofenol 0,25% p/v.

= Buffer TBE (0,5X):
EDTA 0.5 M (pH=8), 20 ml
Acido Bérico, 0,275 %p/v
Tris, 0,57 %p/v
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