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Muchos paises han registrado durante los ultimos 20 afios un aumento alarmante en la

incidencia de Bordetella pertussis, el principal agente causal de la enfermedad respiratoria
aguda conocida con el nombre de tos convulsa, pertussis o coqueluche [1]. En los Estados
Unidos (EEUU) por ejemplo, en el afio 2012 se registraron 48.277 casos de pertussis;
incluyendo 20 muertes relacionadas con la enfermedad. Este registro fue el mds alto desde
1955 [1]. El Reino Unido (UK) por su parte detectdé un aumento sorprendente en el nimero
de casos, con mas casos en el 2013 que los correspondientes a la década de 1970 y 1980;
cuando la vacuna era rechazada por la poblacién debido a los reportes sobre las reacciones
adversas asociadas con la vacunacion [2]. Argentina, por su parte, detectd a partir del afio
2003 un aumento de casos sostenido llegando a una tasa de 16/100.000 habitantes en el afio
2011. En dicho afio también se registrd el mayor nimero de fallecimientos asociados a la
enfermedad (76 fallecimientos) [3]. Esta situacidon que resulta preocupante y se repite en
otros paises, ha alarmado a los sistemas de salud y ha ocasionado que esta enfermedad hoy

sea considerada como una enfermedad resurgente.

Se han esgrimido varias hipotesis sobre la resurgencia de la enfermedad: una de ellas
estd relacionada con las bajas coberturas de vacunacion, lo que llevaria a que parte de la
poblacién siga siendo susceptible de contraer la enfermedad y luego transmitirla. Otra
hipdtesis es que los individuos vacunados pueden infectarse pese a haber sido vacunados [4,
5]. Mientras que la cobertura de vacunacién probablemente haya jugado un papel primordial
en el aumento de la incidencia hace algunos anos, en la actualidad pareceria ser menos
relevante ya que hay registros de mejoras sustanciales en las mismas [4, 6]. La baja efectividad
de las vacunas hoy en uso parece ser hoy la causante principal del resurgimiento de la
enfermedad. Al presente se han propuesto varias explicaciones sobre del por qué ha
disminuido la efectividad de las vacunas. Una de las causas posibles es que la inmunidad
conferida por las vacunas disminuye con el tiempo y determina que los individuos vacunados
puedan ser infectados por B. pertussis [7]. Otra causa se refiere a que el agente causal de la
enfermedad haya evolucionado para escapar de la inmunidad conferida por las vacunas [8].
Por “Gltimo las vacunas no son capaces de inducir inmunidad contra la infeccién ni contra la
transmisién [9]. Mientras que los dos primeras explicaciones han recibido considerable

atencién, la tercera fue sdlo recientemente propuesto por Warfel, Zimmerman y Merkel
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(2014) [9] . En este estudio, Warfel y colaboradores emplearon un modelo de primates no
humanos como modelo para la infeccidon por B. pertussis y describieron que los individuos
vacunados con vacunas acelulares pueden infectarse y transmitir la infeccién a individuos
susceptibles. Estos autores postulan que el hecho de que los individuos vacunados que cursan
una infeccidon asintomdtica puedan infectar a individuos susceptibles podria explicar, al
menos parcialmente, el aumento en la incidencia de B. pertussis. Sin dudas la situacion es
compleja y, mds alld de cual sea el peso de cada uno de estos factores que afectan la
incidencia de la enfermedad, resulta evidente y urgente revisar, implementar y disefiar
nuevas estrategias que permitan mejorar el control de esta enfermedad; sobre todo para la
poblacién mas vulnerable representada por los niflos menores de 1 afio de edad. Respecto de
acciones a corto plazo muchos paises han decidido incorporar nuevos refuerzos intentando
prolongar la duracién de la inmunidad conferida por las vacunas y disminuir asi la infecciéon
en las poblaciones que han sido descriptas como fuente de infeccién de los menores de 1 afio
de edad [10-14]. Asi, se han recomendado, y en algunos paises incluso incorporado, refuerzos
en adolescentes, en el personal de salud que trabaja en contacto con los nifnos, en los padres
y contactos cercanos de los recién nacidos y en las madres embarazadas [15, 16]. De hecho,
afio tras afo nuevos refuerzos se estan incorporando a los calendarios nacionales de
vacunacion, sin contar aun con la evidencia epidemiolégica que lo sustente. Sin embargo esta
estrategia de incorporar nuevos refuerzos se esta viendo obstaculizada por varios factores:
dificultades en disponibilidad de las vacunas ya que son pocos los productores de vacunas y
existe una alta demanda, elevado costo de cada dosis de vacuna acelular que son las Unicas
recomendadas para la aplicacion en los mayores de 7 afios y la inversiéon elevada que debe
realizarse para lograr coberturas adecuadas para que los refuerzos incorporados puedan
tener el efecto buscado. Esta situacidén podria mejorarse si se evidencia que alguna y no todas
estas medidas resulta realmente beneficiosa en la reduccidn de la incidencia de pertussis. De

esta manera se lograria bajar las demandas y los costos de las vacunas.

Otra estrategia que podria mejorar la situacion de pertussis, pero a mediano-largo
plazo, seria el desarrollo de una nueva generacién de vacunas capaces de superar las
deficiencias asociadas con las vacunas actuales [17]. Varias son las alternativas que pueden
explorarse [18, 19]. Una de ellas es la desarrollada por nosotros, que consiste en una

formulacion basada en vesiculas de membrana externa (OMVs de la sigla en ingles) derivadas
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de B. pertussis y también de B. parapertussis. Estas formulaciones noveles han resultado ser
excelentes en su capacidad protectora en el modelo aceptado de desafio intranasal en
ratones frente a diferentes genotipos de B. pertussis y B. parapertussis [20-24] (Patente de
invencion -Expediente INPlI 2013010123, en tramite; Patente internacional: Submission
Number: 060143 Application Number: PCT/IB2014/060143, en tramite, Receiving Office:
International Bureau of the World Intellectual Property Organization). Esta formulaciéon
acelular es ademds biosegura y presenta la capacidad de inducir una respuesta inmune
protectora con un perfil de Th1/Th2 mixto y también una respuesta de anticuerpos robusta
[20]. Los resultados alcanzados hasta el presente muestran a nuestra formulacién vacunal
como una buena alternativa a las formulaciones actuales ya que contienen un mayor nimero
de inmunégenos que las vacunas acelulares actuales y en conformaciones cercanas a las
encontradas en las bacterias, hechos que favorecerian la capacidad de proteccion otorgada
por las vesiculas. Ademds, estas formulaciones proporcionan proteccién tanto frente a B.
pertussis como a B. parapertussis, ampliando el espectro de proteccidn por sobre las vacunas

actuales, lo que contribuiria a un mejor control de la enfermedad.
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Muchos paises han registrado durante los ultimos 20 afios un aumento alarmante en la
incidencia de Bordetella pertussis, el principal agente causal de la enfermedad respiratoria
aguda conocida con el nombre de tos convulsa, pertussis o coqueluche [1]. En los Estados
Unidos (EEUU) por ejemplo, en el afio 2012 se registraron 48.277 casos de pertussis;
incluyendo 20 muertes relacionadas con la enfermedad. Este registro fue el mas alto desde
1955 [1]. El Reino Unido (UK) por su parte detectdé un aumento sorprendente en el nimero
de casos, con mas casos en el 2013 que los correspondientes a la década de 1970 y 1980;
cuando la vacuna era rechazada por la poblacién debido a los reportes sobre las reacciones
adversas asociadas con la vacunacion [2]. Argentina, por su parte, detectd a partir del afio
2003 un aumento de casos sostenido llegando a una tasa de 16/100.000 habitantes en el afio
2011. En dicho afio también se registrd el mayor numero de fallecimientos asociados a la
enfermedad (76 fallecimientos) [3]. Esta situacion que resulta preocupante y se repite en
otros paises, ha alarmado a los sistemas de salud y ha ocasionado que esta enfermedad hoy

sea considerada como una enfermedad resurgente.

Se han esgrimido varias hipotesis sobre la resurgencia de la enfermedad: una de ellas
esta relacionada con las bajas coberturas de vacunacidn, lo que llevaria a que parte de la
poblacién siga siendo susceptible de contraer la enfermedad y luego transmitirla. Otra
hipdtesis es que los individuos vacunados pueden infectarse pese a haber sido vacunados [4,
5]. Mientras que la cobertura de vacunacién probablemente haya jugado un papel primordial
en el aumento de la incidencia hace algunos anos, en la actualidad pareceria ser menos
relevante ya que hay registros de mejoras sustanciales en las mismas [4, 6]. La baja efectividad
de las vacunas hoy en uso parece ser hoy la causante principal del resurgimiento de la
enfermedad. Al presente se han propuesto varias explicaciones sobre del por qué ha
disminuido la efectividad de las vacunas. Una de las causas posibles es que la inmunidad
conferida por las vacunas disminuye con el tiempo y determina que los individuos vacunados
puedan ser infectados por B. pertussis [7]. Otra causa se refiere a que el agente causal de la
enfermedad haya evolucionado para escapar de la inmunidad conferida por las vacunas [8].
Por “Gltimo las vacunas no son capaces de inducir inmunidad contra la infeccién ni contra la

transmisién [9]. Mientras que los dos primeras explicaciones han recibido considerable
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atencién, la tercera fue sdlo recientemente propuesto por Warfel, Zimmerman y Merkel
(2014) [9] . En este estudio, Warfel y colaboradores emplearon un modelo de primates no
humanos como modelo para la infeccidn por B. pertussis y describieron que los individuos
vacunados con vacunas acelulares pueden infectarse y transmitir la infeccién a individuos
susceptibles. Estos autores postulan que el hecho de que los individuos vacunados que cursan
una infeccidon asintomdtica puedan infectar a individuos susceptibles podria explicar, al
menos parcialmente, el aumento en la incidencia de B. pertussis. Sin dudas la situacion es
compleja y, mas alld de cual sea el peso de cada uno de estos factores que afectan la
incidencia de la enfermedad, resulta evidente y urgente revisar, implementar y disefar
nuevas estrategias que permitan mejorar el control de esta enfermedad; sobre todo para la
poblacién mas vulnerable representada por los nifios menores de 1 afio de edad. Respecto de
acciones a corto plazo muchos paises han decidido incorporar nuevos refuerzos intentando
prolongar la duracién de la inmunidad conferida por las vacunas y disminuir asi la infeccidn
en las poblaciones que han sido descriptas como fuente de infeccidon de los menores de 1 afio
de edad [10-14]. Asi, se han recomendado, y en algunos paises incluso incorporado, refuerzos
en adolescentes, en el personal de salud que trabaja en contacto con los nifnos, en los padres
y contactos cercanos de los recién nacidos y en las madres embarazadas [15, 16]. De hecho,
ano tras ano nuevos refuerzos se estan incorporando a los calendarios nacionales de
vacunacion, sin contar aun con la evidencia epidemiolégica que lo sustente. Sin embargo esta
estrategia de incorporar nuevos refuerzos se esta viendo obstaculizada por varios factores:
dificultades en disponibilidad de las vacunas ya que son pocos los productores de vacunas y
existe una alta demanda, elevado costo de cada dosis de vacuna acelular que son las Unicas
recomendadas para la aplicaciéon en los mayores de 7 afios y la inversién elevada que debe
realizarse para lograr coberturas adecuadas para que los refuerzos incorporados puedan
tener el efecto buscado. Esta situacidén podria mejorarse si se evidencia que alguna y no todas
estas medidas resulta realmente beneficiosa en la reduccién de la incidencia de pertussis. De

esta manera se lograria bajar las demandas y los costos de las vacunas.

Otra estrategia que podria mejorar la situaciéon de pertussis, pero a mediano-largo
plazo, seria el desarrollo de una nueva generacién de vacunas capaces de superar las
deficiencias asociadas con las vacunas actuales [17]. Varias son las alternativas que pueden

explorarse [18, 19]. Una de ellas es la desarrollada por nosotros, que consiste en una
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formulacion basada en vesiculas de membrana externa (OMVs de la sigla en ingles) derivadas
de B. pertussis y también de B. parapertussis. Estas formulaciones noveles han resultado ser
excelentes en su capacidad protectora en el modelo aceptado de desafio intranasal en
ratones frente a diferentes genotipos de B. pertussis y B. parapertussis [20-24] (Patente de
invencidon -Expediente INPI 2013010123, en tramite; Patente internacional: Submission
Number: 060143 Application Number: PCT/IB2014/060143, en tramite, Receiving Office:
International Bureau of the World Intellectual Property Organization). Esta formulaciéon
acelular es ademas biosegura y presenta la capacidad de inducir una respuesta inmune
protectora con un perfil de Th1/Th2 mixto y también una respuesta de anticuerpos robusta
[20]. Los resultados alcanzados hasta el presente muestran a nuestra formulaciéon vacunal
como una buena alternativa a las formulaciones actuales ya que contienen un mayor nimero
de inmundgenos que las vacunas acelulares actuales y en conformaciones cercanas a las
encontradas en las bacterias, hechos que favorecerian la capacidad de proteccién otorgada
por las vesiculas. Ademads, estas formulaciones proporcionan proteccion tanto frente a B.
pertussis como a B. parapertussis, ampliando el espectro de proteccidn por sobre las vacunas

actuales, lo que contribuiria a un mejor control de la enfermedad.

OBJETIVOS GENERALES

En este trabajo de tesis nos hemos propuesto avanzar en dos aspectos globales que

entendemos tienen impacto en el mejoramiento de la situacion actual de pertussis:

1- Predecir mediante un modelo matematico de transmisién de pertussis el
impacto de la implementacién de nuevas estrategias de vacunacidn sobre la incidencia de la

enfermedad.

2- Avanzar en la identificacién de los componentes de las vesiculas de membrana
externa que resultan ser esenciales en la proteccion contra la infeccién causada por
Bordetella. De esta forma se espera asegurar la presencia de estos componentes en los
procesos productivos y también poder aportar a la identificacion de nuevos candidatos que

puedan incorporarse en las actuales formulaciones acelulares.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluacion del impacto de la incorporacion de nuevos refuerzos de vacunas en la incidencia
de pertussis en la poblacion mas vulnerable.

- Establecimiento de parametros caracteristicos de la enfermedad y su epidemiologia.

- Validacion del modelo a través de comparaciones con datos reales.

- Andlisis del efecto de la incorporacién del refuerzo de los 11 afos en la incidencia de la

enfermedad en la poblacién menor de 1 afio de edad.

Identificacion de componentes de las vesiculas de membrana externa que resultan
esenciales en la proteccion por ellas conferida.

- Obtencién y caracterizacion molecular de OMVs derivadas de cepas de B. pertussis
defectivas en la expresién de inmundgenos incluidos en las actuales vacunas acelulares:
toxina pertussis (OMVsAPTx), pertactina (OMVsAPrn) o hemaglutinina filamentosa
(OMVsAFHA)

- Caracterizacion funcional de las OMVs derivadas de los mutantes de B.pertussis defectivos
antes mencionados.

- Obtencidn y caracterizacion molecular y funcional de las OMVs derivadas de una cepa
defectiva en la expresidon de un inmundgeno vacunal recientemente propuesto, la adenilato
ciclasa —hemolisina (OMVsAAC-Hly)

- Obtencidn y caracterizacion molecular y funcional de las OMVs derivadas de una cepa de B.
pertussis bloqueada en fase avirulenta (OMVsBpavir)

- Ensayos de inmunoprotedmica para identificar componentes comunes en todas las OMVs
estudiadas con potencialidad de ejercer un rol protector contra las infecciones causadas por

B. pertussis.

A continuacidn haré un repaso de las principales caracteristicas de la enfermedad, del
agente causal y de la epidemiologia de pertussis y las vacunas; que entiendo permitiran

contextualizar mas adecuadamente los resultados alcanzados durante mi trabajo de tesis.
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INTRODUCCION

LA ENFERMEDAD

Pertussis, coqueluche o tos convulsa son sindnimos que se emplean para describir una
enfermedad respiratoria aguda que generalmente comienza con sintomas parecidos a un
resfrio y tal vez con una leve tos o fiebre. Luego de 1 a 2 semanas, comienza una tos violenta
que se presenta en forma de ataques que continlda durante semanas. Esa tos violenta y
rapida, ocurre una y otra vez, hasta que los pulmones se quedan sin aire y ello obliga al
paciente a inhalar haciendo un fuerte sonido conocido como estridor inspiratorio. Esta tos
extrema puede hacer que el paciente vomite luego de toser. En los bebés, la tos puede ser
minima o ni siquiera existir. En ellos es mas frecuente la aparicion de apneas, es decir, una
pausa en el ritmo respiratorio del nifio, asimismo también la cianosis. Pertussis es mas
peligrosa para los bebés, de hecho la mitad de los bebés menores de 1 afio de edad que
contraen la enfermedad son hospitalizados y muchos de ellos tienen un desenlace fatal. En
los adolescentes y adultos, especialmente en aquellos que han sido vacunados la

sintomatologia es mas leve.
Asi para esta enfermedad se describen 3 fases sintomaticas:

Fase Catarral: esta primera etapa tiene una duracion de 1 a 2 semanas. La
sintomatologia que se presenta en esta fase puede confundirse con otras infecciones
respiratorias pues en general aparece como un resfrio con tos seca. En la fase catarral se
describe la mayor tasa de diseminacién de la enfermedad; de ahi su gran importancia

epidemioldgica.

Fase Paroxistica: esta fase dura de 3 a 6 semanas y se caracteriza por la presentacion
de accesos o paroxismos de tos que son propios de la enfermedad, vémitos después de toser,
cianosis y apnea [25], Los paroxismos de tos estan caracterizados por accesos repetidos de
tos en forma violenta, sin inhalaciones intermedias, seguidos de un estridor inspiratorio
marcado y caracteristico. Al finalizar el paroxismo es frecuente la eliminacién de mucosidad
clara y blanquecina seguida de vémitos. Los pacientes en general presentan leucocitosis
marcada con linfocitosis absoluta, pierden peso, a veces presentan hipoglucemia pero

raramente fiebre. No se detecta bacteremia durante esta fase.
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Fase Convalecencia: comienza con una disminucidon gradual de la sintomatologia,
disminuyendo en frecuencia e intensidad los ataques paroxisticos y la tos, llegando a

desaparecer en aproximadamente en 2 a 3 semanas [26, 27].

Todo este cuadro clinico se corresponde con la presentacién tipica de la enfermedad.
Sin embargo, existen distintos factores que lo condicionan como por ejemplo la edad del
paciente, el estado de vacunacién, el tratamiento con antibidticos y la coinfeccion con otros

microrganismos [26].

Las complicaciones mas frecuentes de esta enfermedad, que se presentan en los nifios
menores de 1 afio, son neumonias (22%), convulsiones (3%), encefalitis (1%) y en algunos
casos puede ocurrir la muerte (0,3% en nifios de 2 afios a 6 meses y 1,3% en el primer mes de
vida) [25, 27]. Si comparamos esta enfermedad con la meningitis bacteriana, su gravedad y
mortalidad, asi como las secuelas que puede ocasionar son comparables, sin embargo, no se

le da la importancia que si se da a la meningitis bacteriana.

En el caso de los adolescentes y adultos las complicaciones mas comunes son dificultad

para dormir, incontinencia urinaria, neumonia y quebraduras de costillas

En la Figura 1 presentamos, a modo de ejemplo, los datos publicados para EEUU sobre
la distribucidn de la ocurrencia de complicaciones de la enfermedad de acuerdo a la edad de

los pacientes. En la Figura 2 se observa la proporcién de muertes segln la edad del paciente.

~ N
Complicaciones de Pertussis por edad Muertes por Pertussis en Estados Unidos
Neumonia [ Hospitaliacion S-ANE
07 Edad
60 <3 meses >3meses Total
o 50 2004 23 4 27
Eaw} 2005 32 7 27
S a2l 2006 12 5 16
= T 2007 9 2 11
= i 2008 16 2 18
1 ] . Total 92 20 111

e (83%) (17%)
<6m 6-11m 1-4y 5-9y 10-19y 20+y

edad

. o » — Figura 2 Numero de muertes asociados a
Figura 1 Distribucion de la proporcién de complicacione en B.Pertussis en nifios menores de 1 afo.

funcion de la edad de los pacientes
Casos reportados por el CDC 1997-2000 (N=28, 187)
Fuente: CDC (1997-2000)
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UN POCO DE HISTORIA SOBRE LA ENFERMEDAD

La primera crénica médica de esta enfermedad aparece en 1578 en una descripcién de
Gillaume de Bailllou (1538-1616) sobre una epidemia ocurrida en ese afio en Francia. Este
médico francés, considerado como el principal epidemidlogo de occidente después de
Hipdcrates, trabajé por rescatar la tradicidén hipocratica basada en la observacion clinica, el
entendimiento humano y la macroscémica de las enfermedades y su tratamiento. A este
médico se le acredita la descripcién clinica de la tos convulsa, aunque otros sefialan que fue
un médico irani el responsable de esta descripcidon algunos anos antes, en 1501. Algunas
descripciones de cuadros clinicos compatibles con el de la tos convulsa que datan de afios
anteriores, hacen dudar respecto si la primera mencién de la enfermedad la hizo Baillou. De
hecho Kohn [28] sugiere que la descripcidon de Perinthus cough realizada por Hipdcrates
alrededor del afio 400 A.C. se correspondia a una enfermedad cuya sintomatologia es
compatible con tos convulsa. Mas aun en el afio 1190, en el Reginad’s Vita Godrici, se emplea
la palabra kinkehost para describir una enfermedad que pareciera ser la tos convulsa ya que
kink es el sindnimo escocés de paroxismo de tos [29]. En el diccionario medieval holandés
Middelnederlandasch woordenboek se sugiri6 que la palabra gisschen podria ser una
denominacidn para tos convulsa en el este de Holanda en la primera mitad del siglo XIV. En
“Historia de la Pediatria en Holanda”, van Lieburg [30] se refiere al libro de los Milagros de la
Catedral de Hertogenbosch, al sur de Holanda, donde se describe un peregrinaje a la estatua
de Santa Maria en el afio 1383 en agradecimiento a la recuperacion de un nifio que padecia
de una enfermedad respiratoria denominada kychoest. Si bien resulta imposible confirmar
retrospectivamente como tos convulsa o pertussis cualquiera de estos antecedentes clinicos,

los mismos al menos sitdan la aparicién de la enfermedad varios siglos atras [31-33].

Mas dudas aun se suscitan respecto del origen del nombre de la enfermedad. Los
norteamericanos han adoptado el término latino per (intensa) tussis (tos), los espafioles
prefieren la denominacién de tos ferina (“tos de las fieras”). Un poco mds oscuro es el origen
del término usado por los franceses, coqueluche. Existen dos teorias respecto a este ultimo:
una es onomatopéyica y lo hace derivar del vocablo coq (gallo) refiriéndose al sonido con que
culminan las quintas de tos. La otra hace derivar a coqueluche de coqueluchon, que seria el
nombre empleado para designar una caperuza aislante que se ponia a los nifios tosedores o

quiza la que usaban los antiguos infectélogos. En 1865 el profesor Trousseau durante su clase
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magistral en el Hotel-Dieu de Paris, se refiere a la enfermedad como la “toux qui houpe”, de

donde los ingleses hicieron derivar el término “whooping cough”.

DESCUBRIENDO AL AGENTE CAUSAL

Desde los inicios de la enfermedad se especulaba que existia un agente infeccioso
causante de pertussis, pero el origen microbiolégico del mismo era discutido. En 1766 el
profesor sueco Nils Rosen von Rosentein planteaba la idea de que “la verdadera causa de esta
enfermedad es una materia heterogénea o semilla...que se trasmite por infeccion y parte es
atraida por la respiracion hasta los pulmones”[34]. Por otra parte, en 1850 médicos de
Filadelfia sugerian que la enfermedad era un desorden del sistema nervioso que generaba
efectos en el tracto respiratorio. Para fines del 1800, varios microbiélogos ya planteaban la
hipdtesis de un microorganismo como agente causal de la enfermedad. En 1870 Letzerich
describié un hongo como el agente causal ya que habia podido obtener esporos a partir de
un niflo que presentaba una tos caracteristica para esta enfermedad; ademdas Tschamer lo
cultivd y se lo inoculd a conejos. Ambos describieron la presencia de micelios filamentosos.
Por otro lado en 1883 Burger publicé el hallazgo de un bacilo pequeiio en la expectoracién de
los coqueluchosos y elipsoidal. En 1887 Afanassjew describié en forma bastante acertada al
bacilo, pero no pudo cultivarlo, tarea en la que también fracasaron Czaplewski y Hensel. Diez
anos después, Koplik cultivd en agar ascitis colonias perladas de Bacillus pertussis: pero
parecian ser cultivos impuros. Ademas en 1901 Jochmann y Krause aislaron en agar sangre,
del esputo de un pequeno paciente, un pequefio bacilo que llamaron Bacillus pertussis
Eppendorf, honrando el sector de Hamburgo donde estaba situado su hospital. Sin embargo

se los cuestiono con que el cultivo era mas influenzae que pertussis [35].

Asi, no fue hasta 1906 que se logré determinar la etiologia bacteriana de la pertussis.
Fue en ese afio que los microbidlogos Jules Bordet (de origen belga) y Octave Gengou (de
origen francés), trabajando en el Instituto Pasteur de Bruselas, lograron aislar a la bacteria a
partir muestras clinicas tomadas de pacientes con la sintomatologia caracteristica de la
enfermedad. Al describir su hallazgo decian: La pululacién 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 enfermedad. Pero el microbio se mostro rebelde a

todas las tentativas que se hicieron para cultivarlo” [36]. Esto demuestra ademas, de la
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importancia que tuvo correlacionar la sintomatologia de la enfermedad con el bacilo; el
desarrollo de un medio de cultivo complejo, que hoy en dia lleva sus nombres (Medio
Bordetet-Gengou). Este medio basado en extracto de papa, glicerol y sangre,les permitié
cultivar a la bacteria inhibiendo la flora microbiana que cominmente acompafia en la boca y

fauces.

BORDETELLA PERTUSSIS: AGENTE CAUSAL

En la actualidad el género Bordetella pertenece a la familia Acaligenaceae, orden
Burkholderiales, clase Betaproteobacteria. Dentro de este género se describen 10 especies
(ver Tabla 1) entre las que se encuentra B. pertussis, considerado el principal agente causal
de la tos convulsa[37]. B. pertussis es un cocobacilo Gram negativo de pequefio tamafio
(0,2um por 0,7-1um), aerobio estricto con un metabolismo respiratorio no fermentativo. Se
lo considera un microorganismo de desarrollo fastidioso, no debido a sus requerimientos
nutricionales especiales sino a la dificultad de desarrollo por la inhibicién ejercida facilmente
por compuestos tales como metales pesados, acidos grasos insaturados, detergentes,

peréxidos y sulfuros.

—

Especie Rango de hospedador/fuente Enfermedad Referencia
B.pertusis Humanos Pertussis Bordet y Gengou, 1906
B. parapertusis hu Humanos Pertussis Eldering y Kendrick, 1938
B. parapertusis ov Ovejas Neumonia Cullinane et al. 1987, Porter et al., 1996
B. bronchiseptica Varios mamiferos Enfermedad respiratoria Ferry, 1912
B. holmesii Humanos Septicemia, tos Weyant et al., 1995
B. avium Pajaros Rinotraqueitis Kersters et al., 1996
B. trematun Humanos Infecciones de heridas, otitis media Vandamme et al., 1996
B. hinzii Pollos, humanos Infecciones oportunistas en humanos Cookson et al., 1994
B. petrii Ambiente, humanos Infecciones oportunistas Von Wintzingerode et al., 2001
B. ansorpii Humanos Infecciones oportunistas Ko et al., 2005

Tabla 1: Especies identificadas pertenecientes al género Bordetella

El Unico huésped hasta ahora descripto para B. pertussis es el hombre. Para B.

parapertussis se han descripto dos especies: B. parapertussishy capaz de infectar a los
humanos y producir un cuadro clinico similar a pertussis, y B. parapertussiso, que infecta
exclusivamente al ganado ovino. B. bronchiseptica presenta el mayor rango de huésped ya

gue ha sido aislada de numerosos animales incluyendo perros, monos, conejos, cerdos y
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caballos, aungue también se han documentado infecciones esporadicas en humanos [38]. Las
infecciones en humanos por B. bronchiseptica en general estan referidas a pacientes inmuno
deprimidos aunque hay reportes sobre infecciones en individuos sanos [39]. B. petrii es la
Unica especie que siempre se habia aislado del ambiente, pero recientemente se la ha aislado
de pacientes [40]. La caracteristica principal de esta especie es su notable plasticidad génica
qgue le permite su adaptabilidad in vivo [41], generando persistencia en los pacientes con
enfermedades respiratorias [42, 43]. Por ultimo, la otra especie del género asociada a
infecciones en humanos es B. holmesii, estd asociada primariamente a septicemias pero
recientemente se la ha descripto en infecciones del tracto respiratorio con una
sintomatologia similar a un cuadro de pertussis [44, 45]. Estos hallazgos, donde otras especies
del género Bordetella son los agentes causales de la enfermedad, resultan de gran
preocupacion para la salud publica debido a que las vacunas existentes no estan desarrolladas

contra estos patégenos.\

De todas las especies las tres mas ampliamente estudiadas son B. pertussis,
B.parapertussis y B. bronchiseptica; a las cuales se las denominan especies clasicas. Estas tres
especies estan filogenéticamente muy relacionadas, como fue confirmado con Ia
comparacion de los genomas completos de tres cepas representativas [46]. También fue
reportado que la adaptacion de B. pertussis y B. parapertussis a los huéspedes humanos se
asocia con la reduccion en el tamafio de sus genomas, asi como también con un aumento en
el numero de secuencias de insercién (IS) y pseudogenes, respecto de B. bronchiseptica [47].
Por lo tanto, y desde el punto de vista evolutivo, se planted la hipétesis que B. pertussis y B.
parapertussis habian evolucionado de una cepa particular de B. bronchiseptica
Recientemente, mediante el andlisis de los datos de Multilocus Sequence Typing (MLST) de
aislamientos del género Bordetella que infectan diferentes especies de mamiferos, se han
podido identificar un linaje antecesor especifico [48]. En este elegante estudio los autores
proponen a B. bronchiseptica como el ancestro del que derivan las especies de Bordetella
patdgenas para el humano. Ademas lograron clasificarlos en cuatro poblaciones bacterianas
diferentes que han sido designadas como: complejo | y IV que comprenden cepas de B.
bronchiseptica, y los complejos Il y lll que comprenden los patégenos humanos B. pertussis y

B. parapertussisny, respectivamente (Figura 3) [48]. El complejo | es mas cercano al complejo
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lIl'y el complejo IV donde la mayoria de las cepas de B. bronchiseptica se corresponden a

aislamientos humanos, es mds cercano al complejo Il de B. pertussis.

Bordetella petrii
18323
B1193
B1920

B1834

_ B1831 Comp|9j0 "
(B. pertussis)
- B1917

— B0558

- CS

- Tohama |

Complejo IV
(B. bronchiseptica)

Complejo llI
(B. parapertussis)

Complejo |
(B. bronchiseptica)

Figura 3 Arbol filogenético de expansion minima para las especies

de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica.

EEI arbol filogenético se elaboré en base a la secuencia de 7 genes “houskeeping”
combinando informacién obtenida de MLST, comparacién de los genomas completos

por técnicas de microarrays y la tipificacion de las secuencias de insercion.

Fuente: Bordetella pertussis, the Causative Agent of Whooping Cough, Evolved from a Distinct, Human-Associated
Lineage of B. bronchiseptica. Diavatopoulos, Cummings, Schouls, Brinig, Relman, Mooi. PLoS Pathogens
December 2005 Vol1. Issue 4.
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PROCESO DE INFECCION Y PATOFISIOLOGIA

El proceso infeccioso que desencadena B. pertussis se inicia en un individuo
susceptible cuando el mismo entra en contacto con las secreciones respiratorias de una
persona infectada. Una vez dentro del huésped, las bacterias se adhieren a las células
epiteliales ciliadas de la nasofaringe e incluso la traquea, se multiplican y secretan una serie

de factores destinados fundamentalmente a evadir la respuesta inmune del huésped [49].

En ese primer contacto con el epitelio ciliado, B. pertussis compite con la flora habitual
por el lugary los nutrientes, ademas se enfrenta a un amplio rango de mecanismos de defensa
gue buscan limitar y evitar la colonizacién. La limitacién del ion hierro y la inmunidad innata
son alguno de los mecanismos que B. pertussis debe sortear para que el proceso infeccioso
progrese. En los pulmones, la primera lesidon causada por pertussis parece ser la hiperplasia
linfoide de los nddulos linfaticos peribronquiales y tragueobronquiales. Se ha reportado que
pueden ocurrir incluso necrosis y descamacion de las capas superficiales epiteliales de los
bronquios pequenos [50]. En la mayoria de los casos de muerte por pertussis los pacientes
presentan bronconeumonia, generalmente debida a una infeccién secundaria. Sin embargo
hay también casos en que la muerte es causada por la infeccidon primaria por pertussis. La
misma parece estar asociada a la obstruccion de las vias aéreas por la migracion excesiva de

poblaciones celulares del huésped.

Los modelos de infeccidon en animales han permitido conocer un poco mas sobre la
patofisiologia de esta infeccidn. Asi, empleando el modelo de infeccidn intranasal de pertussis
en ratones se pudo observar que B. pertussis causa una bronconeumonia asociada a
hemorragia alveolar con edema, sin evidencia de lesiones necréticas [26, 51]. El pulmdn
infectado presenta una inflamacién perivascular y peribronquial generalizada, con un gran
nimero de células infiltrativas, predominando entre ellas los polimorfonucleares. La
distribucién de estas células es homogénea en todo el pulmén. Se observa en general,
inflamacién del parénquima pulmonar con aflujo de linfocitos, mientras que el exudado intra

alveolar estd compuesto principalmente por monocitos. En la infeccién temprana también se
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ha observado una afluencia de células T y 6 en pulmones de ratones asi como un rapido

reclutamiento de células dendriticas.

En animales inmunizados el curso de la infeccion es menos prolongado y el influjo de

células es mas transitorio [51].

B. pertusss

TCT [ LPS

o ROS-inducido
Adhesion ! dafio ciliar citotoxicidad

Figura 4 Esquema de interaccion entre B.periussis con el epitelio mucosal.

B.pertussis desarrolla diferentes estrategias para generar un nicho de colonizacion. Varios factores de
virulencia permiten la adhesion a las células del tracto respiratorio, La citotoxina traqueal (TCT) y el
Lipopolisacarido (LPS) provocan dafo en las células ciliadas por medio de la activacion de la liberacion

de especies reactivas de oxigeno (ROS) como es el 6xido nitrico (NO) via interleukina 1 (IL-1)-ademas
activan la secrecion de mucus (células violetas). B.pertussis es capaz de invadir las células epiteliales y
tiene la capacidad de formar biofilm en la mucosa respiratoria. Por medio de la Adenilato ciclasa (ACT) y

el sistema de secrecion de tipo III(T3SS) con su proteina efectora BteA provocan la citotoxicidad de la celula,
lo que provoca una libercion de hierro y genera criptias como posibles sitios de union.

Fuente: De Gouw, et al. "Pertussis: a matter of immune modulation.” FEMS microbiology reviews “ (2011)

En la Figura 4 se esquematiza las primeras etapas de interaccidn del patégeno-huésped.
Para el desarrollo de las distintas etapas de infeccién, la bacteria requiere de una serie de
factores de virulencia muchos de los cuales ya han sido identificados y caracterizados [26, 52].
Algunos de estos factores denominados factores de virulencia pueden agruparse en dos
categorias: adhesinas y toxinas, aunque también existen sistemas mas complejos como el

sistema de secrecidn tipo lll que también juegan rol clave en la patogénesis de pertussis.

Asi, mientras que las adhesinas median la adhesion al epitelio ciliado, a macréfagosy a
neutrdfilos[53, 54], las toxinas son conocidas por contribuir a la patogénesis y en muchos de
los casos estar involucradas en la evasidn de la respuesta inmune montada por el huésped

[55-57]. Estas bacterias también sintetizan sistemas mas complejos que estadn asociados a la
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patogenicidad y también a la evasidon de la respuesta inmune del huésped, entre ellos el

sistema de secrecion tipo Il (TTSS) [58, 59].

A continuacién presentamos un esquema que resume el rol funcional que cada uno de

los principales factores de virulencia presentan durante la patogénesis [52].

Figura 5 : PRINCIPALES FACTORES DE VIRULENCIA DE B.pertussis.

Adhesinas Toxina Otros factores
de virulencia
Fimbria (Fim) Citotoxina BrkA

traqueal (TCT)

1- Trasmision de la

Bacteri |
i 2- Adhesion de B.pertussis

\ == en las células epiteliales ciliadas
& / via FHA, Fim, Prn.
2

< 3- Multiplicacién de la bacteria
e incremento de la secrecién
de mucus.

Hemaglutinina Toxina pertussis (PTx) TefA i
[ |
Filamentosa (FHA) o : A T o gy
5= Secrecion deo ol stoxinas | = -\_\ 4- Paralisis y destruccién de las
como AC-Hly y PTx | % L . .
células epiteliales ciliadas via
Pertactina (Prn) Adenilato ciclasa- Vag8 i TCTy LPS.
hemolisina (AC-Hly) Reaccion inflamatoria
Hiperlinfocitosis
Toxina dermonecrotica LPS

De todos estos factores presentados en la tabla de la Figura 5, describiremos con mas
detalle las caracteristicas de los inmundgenos presentes en las vacunas acelulares junto con

la Adenilato ciclasa- Hemolisina [60] ya que son objeto de estudio de este trabajo de tesis.

Hemaglutinina filamentosa (FHA). Es una proteina en forma de bastén de 232 kDa
asociada a la superficie de la bacteria y ademas es secretada al medio extracelular. El gen
estructural de esta adhesina, fhaB, codifica para una proteina precursora de 367 kDa, FhaB,
qgue luego sufre una serie de modificaciones en el extremo N terminal y un clivaje en el
extremo C terminal, antes de ser secretada como proteina madura. [61-64]. FHA ha sido
descripta como necesaria y suficiente para mediar la adhesion de la bacteria a diferentes
células eucariotas en ensayos de cultivos in vitro [63, 64]. Sin embargo, otras proteinas
también se han descripto como adhesinas lo cual marcaria lo crucial que es la etapa de

adhesidn para este patégeno [65, 66].
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Interesantemente se ha observado que mutantes defectivos en la expresion de FHA
inducen una respuesta inflamatoria mds robustas que las cepas salvajes [67]. Esta respuesta
se caracteriza por mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias en los pulmones y un
mayor reclutamiento de neutréfilos [67]. Estos datos sugieren que FHA permite modular la
respuesta inflamatoria durante el establecimiento de la infeccidn, facilitando de este modo
su persistencia de B. pertussis en el huésped [67]. FHA también seria capaz de inducir un
proceso apoptdtico en monocitos y células epiteliales de pulmén [51]. Ademas, se ha sugerido
gue la FHA podria actuar sinérgicamente con otros factores de virulencia tales como la ACT

[67].

Fimbrias (Fim). Las fimbrias o aglutindgenos son estructuras filamentosas de naturaleza
proteica que se extienden de la superficie bacteriana [54]. Formadas por subunidades
mayores denominadas Fim2 (22 kDa) y Fim3 (22,5 kDa) que se encuentran codificadas en dos
loci cromosomales no ligados, fim2 y fim3, respectivamente [26]. Ademas de la regulacién
positiva por el sistema BvgAS que describiremos mds abajo, los genes fim estan sujetos a
corrimientos del marco de lectura dentro de una regiones promotoras alterando los niveles

de expresién de cada gen [68][73].

En las primeras etapas de la infeccion las fimbrias parecen mediar la uniéon de la bacteria
al epitelio respiratorio del huésped [51]. Estudios in vivo realizados con mutantes defectivos
en Fim- han permitido determinar el rol de las fimbrias en la infeccién y en la habilidad de B.
pertussis para multiplicarse y persistir en la nasofaringe y traquea del huésped [69]. Ademas,
las fimbrias estarian involucradas en la generacion de la respuesta inmune del huésped por

lo que han sido incluidas en varias formulaciones acelulares [70].

Pertactina (PRN). La pertactina es una proteina autotransportadora presente en la
membrana externa de B. pertussis. El polipéptido precursor de la PRN denominado P.93, tiene
un PM de 93.5 kDa y es codificado a partir del gen prn. Este polipéptido es procesado
proteoliticamente, elimindandose un polipéptido sefial de 34 aminoacidos del extremo N-
terminal y un polipéptido de 30 kDa (P.30) del extremo C-terminal [57]. Este péptido de 30
kDa cuya presencia ha sido detectada en la membrana externa de la bacteria, participaria en

el mecanismo de la secrecién de la pertactina [26].
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La estructura secundaria de PRN contiene dos regiones inmunodominantes que
presentan repeticiones de secuencia: la regidn 1, cuya secuencia aminoacidica es (GGXXP) se
encuentra ubicada a continuacién del tripéptido RGD involucrado en la adhesidn a las células
del huésped; y la regiéon 2 (PQP) que se encuentra en el extremo C-terminal. Esta regién es
considerada el epitope inmunoprotector de mayor importancia. Los altos titulos de
anticuerpos contra PRN asociados a los de toxina pertussis o a los de fimbria en general han

sido correlacionados con la proteccién contra las formas severas de la enfermedad [71].

La estructura cristalina obtenida por rayos X muestra la presencia de un plegamiento

helicoidal que consiste en 16 cadenas [ hélice paralelas con una seccién transversal en forma

a Filamentous haemagglutinin b Fimbriae ¢ Pertactin

MCD

%lea se

Fim2,
Fim3

domains

Figura 6 Presentacion de la hemglutinina filamentos, fimbria y pertactina sobre la superficie de
B.pertussis

a) FHA es una exoproteina translocada a través de la membrana externa. La translocacion se lleva a cabo
por un sistema se secrecion de dos componentes. El procesamiento de la FhaB remueve el extremo
C-terminal (amarillo) para producir la FHA madura. MCD es el extremo C-terminal de la FHA madura y
requerido para su funcion en la adhesion.

b) La fimbria es un pili tipo |, FimB es similar a una chaperona y transporta las subunidades mayores

de Fim2 y Fim3.

¢) PRN es un clasico autotransportador. El extremo C-terminal (naranja) forma un canal en la membrana
externa. A través de este canal se transloca la regién de 69kDa (dominio B helical passenger — azul )
hacia la superficie bacteriana.

Fuente: Melvin, et al. "Bordetella pertussis pathogenesis: current and future challenges." Nature Reviews Microbiology (2014).
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de V, también se diferencian regiones con conformacién estructural de loops que sobresalen
uniendo las regiones . Uno de estos loops o lazos contiene la secuencia arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) y diversas regiones repetidas ricas en prolina (P) y leucina (L), motivo asociado

con la adherencia a los tejidos del huésped [72].

Para el gen que codifica para la pertactina, prn, se han descripto diferentes variantes
alélicas. El polimorfismo entre las cepas vacunales y los aislamientos de la poblacidon
bacteriana circulante ha sido propuesto como una de las potenciales causas que contribuyen

a la reemergencia de pertussis descripta hace 20 afios y que continuda en la actualidad [73].

Toxina pertussis (PTx). Es una proteina multimerica de 106 kDA, compuesta por cinco
subunidades diferentes denominas S1 a S5, de acuerdo a su peso molecular decreciente [26].
B. pertussis es la Unica especie del género que sintetiza y secreta esta toxina. Si bien B.
parapertussis y B. bronchiseptica contienen en sus genomas al operén que la codifica, la
expresion de PTx estd silenciada debido a mutaciones en la regién promotora [74]. De

acuerdo a su estructura PTx es considerada dentro de la familia de las toxinas tipo AB [75][76].

La subunidad S1 también llamada mondmero A, estd formada por 269 aminodcidos
incluyendo al péptido sefial y contiene un sitio catalitico que transfiere ADP-ribosa desde el
NAD+ a las subunidades-a heterotriméricas de las proteinas G. El efecto de esta ADP-
ribosilacién mediado por la PTx es impedir la activacidon celular mediada por receptores e

interferir en la transduccidn de sefales intracelulares.

Por otra parte, el oligdmero B es un pentamero formado por las subunidades restantes
S2 a S5 que adopta una disposicidn espacial en anillo y toma contacto con los receptores

glicoproteicos de la célula huésped.

Luego del proceso de adhesion, el mondmero A de la toxina es translocado al citosol de
la célula blanco en un proceso independiente de endocitosis. La unién de ATP al oligdmero B
de la toxina causa la liberacién de la subunidad S1 en el citosol y es activada luego de sufrir la
reduccion de su puente disulfuro. En su forma reducida, S1 cataliza la transferencia de ADP-
ribosa desde el NAD+ hacia la subunidad a de proteinas Gi [52] que transmiten sefiales
inhibitorias al complejo adenilato ciclasa, resultando en el aumento intracelular de AMPc, lo
cual afecta las vias de sefalizacion en muchos tipos de células, incluidas las células del sistema

inmune [75, 77]. PTx es capaz de inhibir la quimiotaxis de macréfagos (in vivo), de neutréfilos
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y linfocitos (in vitro) debido a la alteracion de los niveles intracelulares de calcio, asi como
también es responsable de la inhibicidn de las respuestas oxidativas y de la liberacién del
contenido lisosomal en macréfagos y neutrofilos [78]; y de la estimulacién de la sintesis y

secrecion de TNFa, IL-1 e IL-6 (Figura 7).

La toxina se secreta al medio extracelular mediante un sistema proteico llamado
sistema Ptl (del inglés Pertussis toxin liberation), que se encuentra embebido en la membrana
externa bacteriana formando un poro. Las proteinas que constituyen este sistema de
secrecioén estan codificadas por 9 genes denominados ptlA-I que mapean justo por debajo de

los genes que codifican para la Ptx [57].

En su conjunto, los resultados alcanzados in vivo han permitido establecer que la PTx
contribuye en el establecimiento de la infecciéon suprimiendo la inflamacién temprana e

inhibiendo los mecanismos antimicrobianos de las células inflamatorias [79].

mmne cells

‘7: peiane :... L
cod B%fi? _
| L cAMP 3 A subanil

.-@83\ ADP-ribosylation
Enduspme/ NAD* L

f 8 \ .-"U.ul:uunl:—“r ':—E!l‘}if?f'l'i?

—"IP

Golgi y :
/ \—/ Nucleus

Host cell

Figura 7 Estructura tridimensional de la toxina pertussis y su mecanismo de accioén sobre una
célula huesped.

a) Protein Data Bank (PDB) acceso 1PRT. La toxina pertussis es una toxina tipo AB5 compuesta de una
subunidad catalitica (Subunidad A) y cinco subunidades transportadoras o de unién a membrana
(Oligomero B).

b) Mecanismo de toxicidad de la PTx comienza con la unién de la subunidad B a los receptores de

las células. Luego de ser endocitada, realiza la via inversa de secrecion de proteinas hacia el Golgi

y finalmente al reticulo endoplasmico (RE) Una vez liberada la subunidad A, ADP-ribosila la subunidad

de la proteina Gi. Esta modificacion altera el funcionamiento de esta proteina G sobre diversas actividades
enzimaticas (incluida la inhibicion de la formacion de AMPc). Esto suprime la produccion de citoquinas

pro inflamatorias y la inhibicion del reclutamiento de células inmunes al sitio de infeccion.

Fuente: Melvin, et al. "Bordetella pertussis pathogenesis: current and future challenges." Nature Reviews Microbiology (2014).
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Adenilato ciclasa-Hemolisina (AC-Hly). La AC-Hly es una proteina bifuncional secretada
por todas las especies de Bordetella que infectan mamiferos [80]. Pertenece a la familia de
las toxinas RTX (repeticiones en toxinas) y es codificada por el gen cyaA, el cual forma parte
de un operén (cyaABDE) cuyos productos génicos estan involucrados en la secrecidén y

activacion de esta proteina [81] .

La AC-Hly es sintetizada como una pro-toxina monomérica de 1706 aminodcidos. La
actividad adenilato ciclasa estd localizada en los primeros 400 aminoacidos del extremo N —
terminal y es activada por calmodulina. Los 1300 aminoacidos restantes de la toxina forman
el dominio hemolisina, que es capaz de formar canales selectivos en las membranas de los
eritrocitos causando hemdlisis. Este dominio es responsable también de la adhesién e
internalizacion de la toxina dentro de la célula eucariota [60]. El ingreso de la toxina a la célula
huésped a través de la membrana plasmatica, posiblemente ocurra través de ganglidsidos
presentes en la superficie de la célula eucariota [82]. La translocacidn a través de la membrana
plasmatica requiere ademas de la presencia de concentraciones milimolares de calcio [82]. La
region rica en glicina y aspartato que caracteriza a las toxinas RTX posee una alta afinidad por
los iones calcio y presenta cambios conformacionales al producirse la unidn de dicho ion es
necesario para el ingreso al interior de la célula. Una vez dentro, la AC-Hly es clivada por una
proteasa intracelular, liberando de esta forma el dominio ciclasa catalitico [83]. Luego, es
activado por la calmodulina y comienza la producciéon de cantidades suprafisiolégicas de

AMPc [84].

Tanto la actividad hemolitica como la de ciclasa son esenciales para el inicio de la
infeccion de B. pertussis [51]. Estudios recientes demostraron la capacidad de la AC-Hly de
bloquear la fagocitosis por macréfagos mediada por complemento [85]. Esta toxina también
puede suprimir la activacion y la quimiotaxis de células T [86]. Ensayos en modelos animales
demostraron que inmunizaciones con esta proteina inducen proteccidn contra la colonizacién
bacteriana [60]. Ademas, AC-Hly participaria también en etapas posteriores a la colonizacion,

modulando la respuesta del huésped [95].
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REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA.

La efectividad de la patogénesis involucra una delicada regulaciéon coordinada de los
factores de virulencia en respuesta a las sefiales del entorno [87]. Una de las primeras
observaciones mostraban que B. pertussis era capaz de variar la expresion de los antigenos
en su superficie en respuesta a sefiales del ambiente, designandolo en ese momento como
“modulacion antigénica”[88, 89]. Actualmente se conoce que este fendmeno es debido a la
existencia de un sistema regulador que controla la expresion de la mayoria de los factores de
virulencia con excepcidon de la citotoxina traqueal, denominado locus Bordetella master
virulence regulatory system (bvgASR). Posteriormente se describidé un segundo sistema
regulatorio de dos componentes (TCS) denominado RisAS que participaria en la represion de
ciertos antigenos [90]. Sin embargo es importante aclarar que existen un mayor nimero de
sistemas de transduccién de sefial presente en el genoma de B. pertussis cuyo rol aun debe

ser investigado.

El locus bvgASR codifica para un sistema de dos componentes (BvgAS) y fue identificado
por Weiss y colaboradores (1989) cuando observaron que la insercién del transposén Tn5
dentro del mismo eliminaba simultdaneamente la sintesis de la PTx, la FHA, la AC-Hly, la toxina
TDN y la Fim (cuyos genes se denominan vag por virulence activated genes) [91]. Estos
ensayos utilizando transposones y otro posteriores que implican un andlisis global del genoma
demostraron que el sistema BvgAS controla mas de cien genes en respuesta a los cambios del
entorno [92, 93]. Esto incluye genes que codifican para proteinas estructurales de la
superficie, proteinas de secrecion que intervienen en la patogénesis, factores requeridos para
la supervivencia fuera del huésped, enzimas involucradas en el metabolismo y la fisiologia

celular, y otros sistemas reguladores adicionales [93].

BvgAS es un tipico sistema de dos componentes que estd compuesto por una proteina
sensor denominada BvgsS, y otra proteina reguladora de la respuesta BvgA. BvgA presenta
un dominio receptor en el extremo amino terminal y en el extremo carboxilo un dominio de
unién al DNA (del tipo hélice-giro-) [87]. Por el otro lado BvgS es un sensor con multidominios
y actividad kinasa, que contiene dos dominios N-terminal venus flytrap (VFT), localizados en
la regién periplasmica [94]. Hacia el extremo C-terminal del VFT contiene una region

transmembrana seguida por un dominio PAS localizado en el citoplasmas, que se continua
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con un dominio Histidine Kinasa (HK), un dominio Receptor y finalmente el dominio Histidine
fosfotranferasa (Hpt) encargado de fosforilar a la proteina BvgA que actia como regulador

transcripcional.

Aunque todavia no se conocen exactamente la/s sefial/les que in vivo activan a este
sistema, se demostré en ensayos de laboratorio que la bacteria cultivada en medios
estdndares a 37°C activa el sistema BvgAS. Por el contrario en presencia de concentraciones
milimolares de sulfato de magnesio o acido nicotinico o temperaturas por debajo de los 25°C,
el sistema BvgAS se inactiva. Estas sustancias son consideradas moduladores o inhibidores del

sistema BvgAS [95]. Una vez que BvgS es activado por las sefiales mencionadas en el dominio
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Figura 8 Sistema de dos componentes BvgAS

BvgsS es la proteina sensor del tipo histidin-kinasa. Posee una estructura con
multi dominios: dos dominios periplasmicos venus flytrap (VFT1 y VFT2), un
dominio transmembrana, un dominio PAS, seguido por el dominio con actividad
histidin-kinasa (HK), el dominio receptor (Rec) y en el extremo C terminal el
dominio histidin-fosforil-transferasa (Hpt). BvgA es la proteina reguladora con
un dominio Rec y un domino hélice-giro-hélice (HTH)

Este sistema se activa a 37°C y desencadena la senalizacion de fosforilaciones.
Termina formando dimeros de BvgA-P que activan los genes vag y reprimen los
gens vrg. Las sefiales que inactivan el sistema son: temperaturas (~25°C) o a
37°C en presencia de los moduladores quimicos (Ac. Nicotinico o MgS04)

Fuente: Melvin JA, Scheller EV, Miller JF, Cotter PA. Bordetella pertussis pathogenesis: current and
future challenges. Nat Rev Microbiol 2014 Apr;12(4):274-88.
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periplasmico, dicha sefial es transmitida a través de la membrana al dominio de emisor, el
cual mediante ATP se autofosforila en la histidina conservada del dominio HK [96]. Luego este
grupo fosfato se tramite a un aspartato de dominio receptor, luego a otra histidina en el
dominio Hpt que finalmente se los transfiere al dominio receptor de la proteina reguladora
de la respuesta BvgA (ver Figura 8) [96]. Una vez fosforilado, BvgA (BvgA-P) es capaz de
dimerizarse y unirse a secuencias especificas del DNA para activar o reprimir la transcripcion
de determinados promotores [97]. Simultdneamente se activa la transcripcion de una tercera
proteina del locus bvgASR cuya funcion es reprimir la expresion de los genes denominados en
su conjunto vrgs (son las siglas de virulence repressed genes). Esta proteina citoplasmatica de

32kDa ha sido denominada BvgR [98, 99]

Los genes regulados por este sistema BvgAS se han clasificado en cuatro clases y como
resultado de su regulacion diferencial, podemos encontrar a la bacteria en al menos tres fases
fenotipicas distintas (Figura 9). Entre los genes de la Clase 1 se incluyen el operdn ptx—pt/ (que
codifica para la PTx y su sistema de transporte), cyaA—E (que codifica para la ACT) y el operdn
bsc (codifica para el sistema de secrecién de tipo Il[(T3SS)). Los niveles maximos de expresiéon
de estos genes se alcanzan cuando BvgAS esta completamente activado, y se denomind a esta
fase como Bvg+ o fase vir+ ya que expresa todos los factores de virulencia. La Clase 2 de genes
se expresan tanto en la fase Bvg+ como en la fase Bvg intermedia (Bvg;). Esta fase Bvgiocurre
cuando la bacteria es cultivada en presencia de los moduladores o en las primeras etapas de
activacion del sistema BvgAS . Dentro de la Clase 2 se encuentran los genes fhaB (que codifica
para la Hemaglutinina filamentosa (FHA)), los genes fim (Fimbria) y el mismo bvgAS, el cual es
autorregulado. De la Clase 3 de genes sélo se ha descripto un Unico gen denominado bipA
(que codifica para una proteina de membrana BipA). La expresién de bipA es mdxima en la
fase Bvg; y disminuye en las otras dos fases descriptas. Finalmente la Clase 4 de genes
contiene al loci vrg, el cual se encuentra reprimido con la activacién del sistema BvgAS. La
maxima expresion de estos genes se observa en la fase denominada Bvg- o avirulenta, donde
se expresan por ejemplo los genes requeridos para la sintesis del flagelo y la movilidad en el

caso de B. bronchiseptica [92, 100].

En cuanto al rol de la regulacién mediada por BvgAS in vivo cabe destacar que, aunque
no es conocido, el hecho que el sistema se haya conservado dentro del género Bordetella spp

sugieren su importancia en ciclo infeccioso[57]. Debido a que B. pertussis y B. parapertussisuy
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no son capaces de sobrevivir fuera del huésped por periodos largos de tiempo, se hipotetizo
gue la regulacion mediada por BvgAS debiera ocurrir dentro del tracto respiratorio. En el caso
de B. bronchiseptica se realizaron experimentos donde empleaban cepas mutantes
blogueadas tanto en fase Bvg+ como en Bvg- [101], o donde expresaban ectépicamente
factores Bvg- en un contexto de Bvg+ [102]. Estos ensayos demostraron que la fase Bvg+ era
necesaria y suficiente para desarrollar la infeccidn respiratoria en el modelo animal. En
cambio, las bacterias bloqueadas en fase Bvg- no sobreviven ni desarrollan la infeccién, y la
expresion ectépica de los factores Bvg- dieron lugar a resultados en algunos casos
contradictorios [103, 104]. Mas recientemente, usando sistemas reporteros de la expresién
de genes, se evidencié que esta variacion a la fase Bvg- no ocurriria in vivo [105, 106]. Sin
embargo, cabe aclarar que sélo se evalué como factor vrg al gen de la flagelina de B.
bronchiseptica, por lo tanto parece ser una conclusidn acotada, por lo deberia ser re-evaluada

a la hora de realizar generalizaciones.

(

frlAB bvgR
v
v

flaA vrg loci

Nivel relativo de expresion

Fase Bvg- Fase Bvgi Fase Bvg+
(ex vivo) : (transmisién?) (in vivo)

Figura 9 Esquema de los genes regulados por el sistema de
dos componentes BvgAS

En la parte superior se indica los genes sobre los que actia
BvgA de acuerdo a su grado de activacion (BvgA-P).

Las curvas indican los niveles de expresion relativos de cada
uno de los genes de acuerdo a la fase fenotipica. Ademas se
muestran las cuatro clases en las que se agrupan los distintos
genes.

Fuente: Melvin JA, Scheller EV, Miller JF, Cotter PA. Bordetella pertussis
\ pathogenesis: current and future challenges. Nat Rev Microbiol 2014 Apr;12(4):274—HS.J
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En B. bronchiseptica, se postula que la fase Bvg- es requerida para sobrevivir en
condiciones limitantes de nutrientes como la que se encuentra fuera del huésped, quizas en
el medio ambiente[107]. Ademds se ha postulado que la fase Bvgi es importante para la

transmisién en el modelo de infeccion murino [108].

Aunque las fases Bvg+, Bvg- y Bvgi son distinguibles ya que cada fase presenta la
expresion especifica de ciertos genes (Figura 9), es importante sefialar que estos resultados
aplican para B. pertussis en condiciones relativamente estdticas in vitro. En contraste, el tracto
respiratorio humano es un entorno altamente variable, y bajo estas condiciones, es muy poco
probable que el sistema BvgAS funcione en un sentido de prendido y apagado (‘on-off'), sino
que deberia presentar un amplio espectro en los niveles de expresidn que permitan la
transicion entre las distintas fases en respuesta a cambios en las condiciones ambientales
locales. Debido a esta flexibilidad, se considera hoy en dia a este sistema como un 'redstato’

[109].

Aunque los sistemas reguladores adicionales son sin duda importantes durante el ciclo

infeccioso de Bordetella spp., sus funciones precisas aun no se han determinado.

RESPUESTA INMUNE FRENTE A B. PERTUSSIS

Para realizar una breve revisidn sobre el conocimiento existente de respuesta inmune
frente a este patdgeno, describiremos aspectos relevantes tanto de la inmunidad innata como
de la adaptativa. Primeramente expondremos datos sobre la inmunidad frente a infeccién, y
luego describiremos la respuesta observada frente a la vacunacion. Los datos aqui resumidos

provienen tanto de estudios clinicos como de ensayos utilizando modelos animales [51, 110].

Los estudios inmunolégicos seialan la complejidad de la infeccidn por B. pertussis, en
la cual parece no haber un Unico perfil de respuesta relevante sino que diversos mecanismos
inmunoldgicos son capaces de brindar proteccion contra la enfermedad [51]. Por otra parte,
a diferencia de lo que ocurre frente a otros patdgenos, en B. pertussis no existe un antigeno
dominante sino que la respuesta a distintos antigenos y factores de virulencia de la bacteria
parecen tener una contribucion significativa, existiendo cierto grado de redundancia entre los

mismos. La informacion disponible sefiala que tanto la inmunidad humoral como la celular
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son relevantes en la resoluciéon de la infeccion participando ambos tipos de respuestas en la

inmunidad conferida por las vacunas [110].

RESPUESTA INMUNE INNATA

Dentro de las células que juegan un rol en la respuesta innata frente a B. pertussis se

encuentran:

Macroéfagos. Estudios in vitro e in vivo empleando el modelo de infeccidon en animales
han revelado que B. pertussis es capaz de persistir en los macréfagos [111, 112]. Estos
hallazgos indicarian que estas células pueden proporcionar un nicho intracelular para
extender la infeccidn y diseminarse a otros huéspedes susceptibles. La mayor parte de las
bacterias que son fagocitadas son destruidas dentro de los compartimentos acidos. Sin
embargo, un grupo de bacterias elude la destruccion pudiendo multiplicarse y residir en los

compartimientos no acidos [113].

Se ha observado en ratones que los macréfagos contribuyen también a la inmunidad
protectora ya que su deplecién en las vias aéreas conduce a un incremento de la infeccién
causada por B. pertussis [114]. La capacidad de destruccion bacteriana de los macréfagos se
ve aumentada por IFN-y e IL-17 a través de un mecanismo que puede ser tanto dependiente
como independiente de dxido nitrico (ON) [115] . Esto proporciona parte de la evidencia sobre

la importancia de las células Thl y Th17 en la eliminacién de B. pertussis del huésped[116].

Células dendriticas (CD). Las CD inmaduras residentes y las infiltradas del tracto
respiratorio son las responsables de sensar los patrones moleculares asociados a patégenos
o PAMPs (del inglés, pathogen-associated molecular patterns) y los factores de virulencia de
B. pertussis. Este reconocimiento promueve sefales pro-inflamatorias que resultan ser
cruciales para gatillar la produccién temprana de citoquinas y quimioquinas [51]. Esta etapa
se acompana de la infiltracidn de leucocitos, seguida por la activacidén de células T. La unién
del LPS a los TLR4 de las CD promueve la maduracion de las mismas y la secrecién de IL-12 e
IFN-y[117], que lleva a la induccion de células Th1 las cuales ayudan a mediar la eliminacién

de la bacteria. Las CD que son activadas por la AC-Hly también promueven la induccion de
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células Th17 especificas, las cuales actuan junto con las células Thl para eliminar a las

bacterias.

Neutrofilos. B. pertussis puede sobrevivir dentro de estructuras subcelulares en los
neutrdfilos[118], aunque a diferencia de los macréfagos, no actuarian como reservorios
intracelulares de la bacteria debido a su corta vida media. Sin embargo, los neutrdfilos si
juegan unrol en la destruccién de bacterias fagocitadas. Los neutrdfilos infiltran los pulmones
desde los 5 dias post-infeccidon y parecen ser importantes en el control de la infeccién en
ratones inmunes, posiblemente a través de la captacion mediada por anticuerpos y la muerte

intracelular [119].

Células NK. Las células NK luego de la infeccidn por B. pertussis proporcionan la fuente
inicial de IFN-y, el cual es esencial para contener las bacterias dentro del tracto respiratorio y
para promover una respuesta Th1l responsable de la eliminaciéon bacteriana [120]. La
deplecion de las células NK lleva a la diseminacién de la bacteria a otros érganos como higado
[120] y a la reduccidn de las células Thl y al aumento de la respuesta Th2. Estos resultados
marcan el rol de las células NK en la proteccidn y regulacién de las respuestas de células T

[121]

Ademas de estas células existen otros mecanismos de defensa de la respuesta inmune
innata entre los que se encuentran la secrecion de péptidos antimicrobianos y proteinas del
complemento. Todos estos elementos participan en las defensas del huésped contra la
infeccion pero no son suficientes para eliminar al patégeno y controlar efectivamente la

infeccidn por B. pertussis, necesitando de una respuesta inmune adaptativa.

RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Inmunidad humoral

La infeccidn natural con B. pertussis induce la formacion de 1gG e IgA en ratones y
humanos. La IgA secretoria (IgA-S) ha sido detectada en las secreciones de la mucosa antes
que la IgG en suero, sugiriendo que puede tener un rol importante en el control de la infeccidon

de B. pertussis [122].

En humanos, los anticuerpos IgA e IgG que estan presentes en el pulmdn tendrian un

rol mas relevante que los que se encuentran en circulacion [110]. Sin embargo, algunos
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estudios mostraron que la severidad de pertussis es menor en individuos con altos niveles de
anticuerpos séricos contra PTx y PRN [71]. Los anticuerpos anti-FHA parecerian tener poca
relevancia y seria necesaria una combinacion de anticuerpos. Estos datos estarian de acuerdo

con los ensayos clinicos de las vacunas acelulares de 3 y 5 componentes.

Los hallazgos en ratones defectivos en inmunoglobulinas mostraron que cuando estos
animales son inmunizados con una vacuna acelular o celular no son capaces de eliminar a las
bacterias del huésped, sugiriendo el rol de las mismas en la proteccién [123]. Todos estos
datos muestran que los anticuerpos juegan un rol importante en la defensa contra el
patégeno aunque no hay un correlato directo entre proteccién y titulo de anticuerpos. De
hecho, recientemente se ha establecido que la respuesta humoral por si sola no alcanza para

brindar una proteccion completa frente a la infeccidn por B. pertussis [110].

Inmunidad celular

Si bien al comienzo los estudios sobre la inmunidad protectora contra pertussis se
centraron en el andlisis de la respuesta de anticuerpos en suero, existe evidencia creciente de
gue la inmunidad celular es necesaria para el control efectivo de la infeccion inducida por B.

pertussis [26].

En humanos, la infeccidn por B. pertussis da como resultado la produccion de células
T CD4+ especificas para los antigenos PTx, FHA y PRN [124, 125]. Mas aun, se encontrd que
en sangre de bebés que padecian tos convulsa, las células T presentes secretaban IFN-y e IL-
2, pero poco o nada de IL-4 o IL-5 [125]. Estos resultados, que han sido confirmados por otros
estudios [126, 127], sugieren que durante la infeccidon por B. pertussis se desencadena una
respuesta de tipo Thl. Por otra parte, estudios recientes han sugerido que las células Th17

también son inducidas en respuesta a la infeccidon con B. pertussis [115].

En ratones, las células Ty6 son reclutadas tempranamente a los pulmones luego de la
infeccidon con B. pertussis [128]. Por otra parte, células CD4+ especificas de antigeno de
ratones infectados o convalecientes secretan IFN-y y/o IL-17, lo que sugiere que las células
Th1ly Th17 soninducidas por la infeccidn con B. pertussis, al igual que en humanos[121, 129].
El IFN-y producido por las células Th1l activa la produccion de éxido nitrico por los macréfagos,
el cual ayuda a eliminar la bacteria [130, 131]. Curiosamente, ratones IFN-y-/- pueden

eliminar a la bacteria si sobreviven a la infeccidn inicial aunque carezcan de una respuesta
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Th1yno desarrollen una respuesta Th2 [132]. Esta eliminacion de la bacteria probablemente
ocurra a través de la funcion de las células Th17. Las células CD4+ que producen IL-17 son
inducidas durante la infeccién [119, 129, 133] y su induccidn es impulsada por las citoquinas
de la respuesta innata, IL-1 e IL-23. Estas células CD4+ productoras de IL-17 son criticas para
la eliminacidn de B. pertussis mediada tanto por macréfagos como por neutréfilos [115, 134].
Por otra parte, luego de la infeccidon primaria con B. pertussis en ratones se producen muy
pocas células Th2. Mas aun, ratones IL-4-/- eliminan a la bacteria de la misma manera que los
ratones salvajes [135]. Por lo tanto, la inducciéon de una inmunidad adaptativa eficaz contra

B. pertussis requiere tanto de células Thl como Th17.

En la Figura 10 se muestra la respuesta inmune del huésped frente a B. pertussis en el

modelo murino.\

‘J | | ‘ S ssTT

L( ST

AC-Hy @ 4
~ 1 s % . TNFa
\ Macréfago/CD ON
inmadurn quimoquinas <

\
IL-12 IL-23
1 IL-1 Oymris/ \

19G2a  cg4jylaNK .

|

IFN-y

IFN-y IL-17 s
| I T Neutréfilos

|
| Célula Th1

CélulaTh17 ~—

CélulaB

IL-10, TGF-B

|

Célula T naive

¥ CélulaTreg

Ganglio linfatic

Figura 10: Inmunidad del huésped frente a B.pertussis en el modelo murino.

La bacteria se adhiere a células epiteliales ciliadas y es captada por células del sistema inmune innato como macrofagos (Mac) y celulas dendriticas
inmaduras (CDi). Las CD procesan y presentan antigenos bacterianos a las células T. La produccion de IL-12 por las células innatas resulta en la
polarizacion de la respuesta de células T hacia el subtipo Th1, vy las interleuquinas IL-1B e IL-23 promueven la diferenciacion de las células Th17.

En la infeccion temprana las respuestas locales de células T son reprimidas por las células innatas secretoras de |L-10 en respuesta a la FHA, AC-Hly
0 T3SS, y por las células Treg. El ON y las citoquinas pro inflamatorias, IL-1 y TNF-ason inducidos por el LPS, TCT, AC-Hly y PTx. El INF-y secretado por
las CD y las células NK, y luego por las Th1, estimula el reclutamiento y la activacién de Mac y neutréfilos. Ayudan a las células B a secretar
anticuerpos IgG2a. La IL-17 promueve el reclutamiento y activacion de neutrdfilos.Las bacterias opsonizadas o no opsonizadas son captadas por
neutrofilos y Mac y son eliminadas por el NO o por los intermediarios reactivos del oxigeno. Las flechas negras representan la respuestas
inmunes/efectoras y las flechas rojas representan las respuestas anti-inflamatorias e inmunosupresoras.

Fuente: Higgs, et al. Nature (2012)
. >
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INMUNIDAD INDUCIDA POR LA VACUNACION

En relacién a la inmunidad inducida por vacunacién, resulta importante tener en
cuenta que en la actualidad existen dos tipos de formulaciones vacunales, una denominada
celular o wP (del inglés, whole cell pertussis vaccine) constituida por una suspensién de
bacterias enteras muertas por calor y detoxificadas, y otra acelular denominada aP (del inglés,
acellular pertussis vaccine) o de componentes constituida por antigenos purificados (ver mas
adelante). La respuesta inmune que generan ambos tipos de vacunas esta representada en la
Figura 11. En las vacunas wP se incluyen PAMPs tales como LPS, que inducen la activacion de
las interleuquinas IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23 por las CD y los macroéfagos. Estas citoquinas
proinflamatorias promueven la induccién de células Thly Th17 a partir de células T naive. El
IFN-y y la IL-17 estimulan la produccidon de anticuerpos opsonizantes y la activacién de
macrofagos y neutrdéfilos que ayudan a lisar las bacterias que persisten dentro de las células
[110]. Por el contrario, las vacunas aP, que se administran junto con hidréoxido de aluminio
como adyuvante, carecen de PAMPs pero estimulan la produccién de IL-1, y en consecuencia
de células Th17. Las células Th17 ayudan al reclutamiento y activacidon de neutrdfilos, los
cuales captany aniquilan a B. pertussis. Las células Th2 son también inducidas por la influencia
de la IL-4 y proporcionan ayuda a las células B para la secreciéon de inmunoglobulina E (IgE),
IgG1l e IgG3, las cuales evitan fundamentalmente la adherencia de la bacteria al epitelio

respiratorio.
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Figura 11: Mecanismos de inmunidad inducidos por las vacunas
celular y acelular contra B.pertussis.
NLR: NOD like receptor. TLR: Toll like receptor

L Fuente: Higgs , et al. Nature (2012)

ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA ENFERMEDAD

Antimicrobianos

Para el tratamiento de esta patologia y en el control de foco, se emplean
antimicrobianos de forma de favorecer la eliminacion bacteriana de las vias respiratorias y
limitar la transmisién a los contactos susceptibles. Existen varios antimicrobianos con
actividad in vitro efectiva contra B. pertussis. Los antimicrobianos recomendados en la
terapéutica son los macrdlidos como eritromicina y también los mas nuevos como
azitromicina o claritromicina. En caso de intolerancia a los mismos puede emplearse
trimetoprima sulfametoxazol (TMS). La duracion del tratamiento serd de 7 o de 14 dias segun
el antimicrobiano que se emplee. Si el tratamiento se instaura en la primera semana de

iniciados los sintomas, durante la fase catarral de la enfermedad, su efecto es el de reducir la
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duracion y severidad de los sintomas y de esta manera se logra eliminar al organismo del
tracto respiratorio superior dentro de los cinco dias de iniciada la terapia. Sin embargo, a
veces esto no es posible ya que existen demoras en la consulta al médico, en la sospecha de
caso y en su confirmacion en el laboratorio. Esta serie de factores lleva a la indicacién de
tratamiento con antibiéticos con el objetivo fundamental de limitar la diseminacion de la
enfermedad, ya que no produce efectos apreciables sobre la duracidn ni la severidad de los
sintomas. Es asi que la recomendacion es la administracién de antibidticos en las primeras
cuatro semanas de iniciados los sintomas y en las seis a ocho semanas para individuos que
estdn en contacto con personas de alto riesgo como nifios, mujeres en el tercer trimestre de

embarazo y profesionales de la salud [136]

El uso de antibidticos también estd indicado como quimioprofilaxis (QP) para los
contactos de casos detectados [25, 137]. Estd demostrado que la QP disminuye la tasa de
casos secundarios pero no previene la infeccién. Se obtiene la mayor eficacia cuando se
administra antes de los 21 dias de la aparicidon de sintomas en el caso indice. Para evitar el
uso indiscriminado de macrdlidos, que conduce a un aumento en la resistencia de
Streptococcus pyogenes y Streptococcus pneumoniae, actualmente se recomienda brindar QP
post-exposicion sélo a los contactos intimos de pacientes de alto riesgo, incluyendo dentro
de estos a: menores de 1 afo de edad, mujeres embarazadas en el tercer trimestre, pacientes
inmunocomprometidos, pacientes con enfermedades crénicas, etc. En los ultimos anos se ha

sugerido también la QP para trabajadores de la salud y personal de escuelas .

Vacunas

El desarrollo de vacunas contra pertussis comienza temporalmente en 1906 cuando
se logra identificar al agente causal de la enfermedad. La metodologia utilizada consistia en
preparar una suspension del agente causal inactivado por calor y detoxificada con agentes
guimicos. Aunque en la década de 1920 ya existian varias vacunas contra otras enfermedades,
el caso de la vacuna contra pertussis fue bastante cuestionado. Recién en 1923 el investigador
danés Madsen logro no sélo desarrollar una vacuna celular sino que evidencié su efectividad
durante un brote en la Islas Faroe. Durante su aplicacion también se evidencié por primera
vez la aparicidon de reaccion adversas asociadas a la vacunacion [138, 139]. Luego de usarse

algunas formulaciones desarrolladas por las empresas farmacéuticas, en 1931 la Asociacién
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Médica Americana estadounidense declard que las vacunas contra pertussis licenciadas
desde 1914 parecian no tener absolutamente ninguna influencia en el desarrollo de la
enfermedad [117]. Posteriormente Pearl Kendrick y Grace Elderling comenzaron sus estudios
sobre pertussis en 1932 en Michigan, Estados Unidos. Durante estos afios llevaron adelante
varios ensayos clinicos rigurosamente disefiados, en los que establecieron los niveles de
proteccion de las vacunas por ellas mismas desarrolladas. Fue esta la primera vez que se
hicieron ensayos clinicos en la poblacién general, y no en nifios institucionalizados o poblacién
carcelaria [140]. Las vacunas por ellas utilizadas estaban formuladas en base a una mezcla de
cepas locales recientemente aisladas. En 1940 estas investigadoras incluyeron sales de
aluminio como adyuvante y toxoide diftérico para proteger a la poblacién de esta patologia
prevalente [141]. Adema3s este grupo de investigacion desarrollé en 1946 un test en ratones
gue incluia un desafio intracraneal que permitié evaluar la potencia de la vacuna [142]. Este
test correlaciona con la proteccién en humanos y por ello continda utilizdndose. Los
resultados alcanzados con esta formulacidn fueron satisfactorios, y asi en los afios cincuenta
la vacuna de Kendrick y Elderling comenzd a usarse masivamente en Estados Unidos. En el
afio 1949 se adiciond el toxoide tetanico a la formulacidn de las investigadoras. La vacuna asi
formulada, denominada vacuna triple bacteriana DTP (por Difteria Tétanos Pertussis) mostré
una buena respuesta para cada uno de los antigenos que la constituian [143]. Es desde
entonces que esta vacuna celular DTP se comenzd a usar masivamente. La vacuna mostrd
muy buenos resultados, disminuyendo 20 veces la incidencia de |la enfermedad para 1960. Se
la haincluido asi en todos los calendarios de vacunacién nacionales de muchos paises y desde
1974 en los programas de inmunizacion de la Organizacién Mundial para la Salud (EPI de la

OMS Expanded Program of Inmunization).

Las vacunas celulares han demostrado alcanzar entre un 80 a un 95% de efectividad
dependiendo de la definicidon de caso empleado en los ensayos clinicos [144]. Sin embargo,
se ha reportado la aparicién de reacciones secundarias adversas asociadas a la vacunacién .
Entre otros se han descripto llanto prolongado e inconsolable y convulsiones febriles. Para
eventos como el sindrome de muerte subita de los nifios, que también fue atribuido al empleo
de vacunas celulares contra pertussis, no existen resultados que puedan indicar una relacidn
causal y para otros desordenes la evidencia es insuficiente como para extraer conclusiones

contundentes que lleven a la no recomendacion del uso de estas formulaciones.
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Sin embargo la publicidad de los efectos adversos determinaron que en la década del
‘70 diversos paises desarrollados como Japdén, Suecia, Alemania, lItalia e Inglaterra
suspendieran el uso de la vacuna celular de pertussis o implementaran una vacunacion
voluntaria. Esta determinacién trajo aparejado un aumento muy marcado en la incidencia de

casos reportados (Figura 12).
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Figura 12: Distribucién del nuemro de casos reportados, el numero de muertes y las
coberturas de vacunacion por ano.

Consecuencias en el nimero de casos reportados con la aplicacion de la vacuna contra pertussis
y la caida de la cobertura de vacunacién en Inglaterra y Gales. Un descenso en los niveles de
vacunacion en los 70 permitié un rapido incremento en el nimero de casos.

Esta situacién llevé al desarrollo de una nueva generacidon de vacunas, las vacunas
acelulares o de componentes. Las primeras formulaciones acelulares contenian sdélo toxina
pertussis, luego se fueron adicionando diferentes componentes. En la actualidad existen
formulaciones de tres a cinco componentes formuladas con PTx, FHA, y Prn en el primer caso

y en el segundo se agregan ademas los dos serotipos de antigenos fimbriales (Fim2 y Fim3).

Todas las vacunas acelulares han mostrado ser seguras y presentar menor

reactogenicidad que la vacuna celular. En cuanto a la efectividad de estas vacunas, la misma
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fue probada en varios ensayos clinicos en distintos paises. Aungue no es sencillo comparar
los resultados obtenidos en cada uno de estos ensayos - fundamentalmente a raiz de las
distintas definiciones de caso adoptadas en cada estudio- el consenso general es que las
vacunas acelulares de mayor nimero de componentes mostraron una eficacia al menos

similar a la de las vacunas a células completas [145].

En la actualidad no existe un consenso internacional respecto a qué vacuna emplear,
ni qué esquema de vacunacion seguir, asi hay paises que sélo emplean en sus Calendarios
Nacionales de Vacunacion vacunas celulares, otros que emplean en las primeras dosis
vacunas celulares y luego realizan refuerzos con vacunas acelulares y otros usan vacunas

acelulares en todo el esquema de vacunacion.

Una diferencia significativa que se describe para ambas formulaciones vacunales, es
la distinta respuesta inmune que se obtiene luego de la inmunizacion con cada una de ellas.
Por un lado las vacunas celulares se caracterizan por dar una respuesta mas de tipo celular
(una respuesta mas polarizada a la tipo Th1l) mientras que la respuesta a las vacunas
acelulares estaria mediada principalmente por una respuesta humoral (respuesta del tipo
Th2) [51]. En ningun caso la inmunidad conferida es de por vida. La duracién de la proteccion
luego de la vacunacién varia segun el tipo de vacuna, el plan de vacunacion, el nivel de
exposicién y la edad de aplicacién de la primera dosis [146]. La inmunidad protectora en el
caso de las vacunas parece no superar los 12 afios. Tampoco la infecciéon natural confiere
inmunidad de por vida, se ha estimado que la duracién de la inmunidad hasta que el individuo

puede infectarse nuevamente varia de 7 a 20 afios [147].

Dado que en un momento los perfiles de eficacia para los dos tipos de vacunas parecié
ser similar, la eleccién de qué clase de vacunas emplear dependié de cada pais. Las estrategias
elegidas por cada uno se basaron en la historia nacional de la enfermedad, de la calidad y
disponibilidad de las vacunas [148]. La mayoria de los paises en desarrollo hoy emplea
vacunas celulares debido al menor costo de las mismas. En general, los paises desarrollados
han modificado sus calendarios nacionales de vacunacidon y han incorporado el uso de
vacunas acelulares en todo el esquema [149]. Mas alld de que vacuna se utilice, la mayoria de

las naciones recomiendan una serie primaria de 3 dosis entre las 6 semanas y los 6 meses de
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vida, (WHO Expanded Program of Immunization). Muchos calendarios incluyen ademas

refuerzos y una cuarta o quinta dosis a los 4-6 aifos de edad.

Debido al creciente numero de casos entre individuos adolescentes y adultos, en los
ultimos anos se ha recomendado el empleo de dosis de vacunas como refuerzos sobre estos
grupos etarios. Las formulaciones vacunales acelulares son las utilizadas con este fin, ya que
éstas tienen menor probabilidad de inducir efectos adversos en paciente no infantes. Se han
formulado incluso vacunas acelulares dirigidas especificamente a adolescentes y adultos
constituidas por los mismos componentes que las formulaciones pedidtricas, pero con
distinta cantidad de cada uno de ellos, sobre todo se suele disminuir la cantidad de la toxina
pertussis [150]. Los grupos de adultos en los que se ha recomendado el uso de vacuna contra
pertussis son el de mujeres embarazadas o puérperas y sus grupos familiares cercanos
(estrategia capullo o cocoon), personal de salud y los individuos que tengan al cuidado grupos

de ninos [11, 14].

En nuestro pais la vacunacion contra la tos convulsa se vale de la vacuna pentavalente
DTP-Hib-HB (Difteria, Tétanos, pertussis, H. influenzae tipo b y Hepatitis B) recomendada en
el Calendario Nacional de Vacunacion en 3 dosis a los 2, 4, 6 meses y a los 18 meses se
recomienda la cuarta dosis con vacuna cuadruple bacteriana DTP-Hib. Finalmente se indica
un refuerzo a los 6 afios con vacuna triple bacteriana DTP. Recientemente se ha incluido en
el calendario un nuevo refuerzo a los 11 anos con vacuna triple bacteriana acelular DTaP

[151].

Todo este escenario diverso respecto de las vacunas en uso parece ser consecuencia,
entre otros, de la falta de un conocimiento acabado de la patologia, su dindmica vy

epidemiologia.

EPIDEMIOLOGIA

En esta seccién abordaremos un aspecto esencial de la enfermedad que enmarca
nuestro trabajo. El mismo esta referido a la deteccién desde hace mds de 20 afios de manera
sostenida de un incremento significativo de casos de pertussis, pese a utilizar en forma masiva

vacunas contra la enfermedad desde hace mas de 60 afios [152-155]. Esta situacion
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epidemioldgica ha llevado a considerar a pertussis como una enfermedad resurgente y un
problema para la salud publica tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo

[156-160].

A continuacion presentaremos una seleccion de datos epidemioldgicos que
entendemos reflejan claramente la situacidn antes descripta. En particular proporcionaremos
datos de Estados Unidos no sdlo por su experiencia de afios en la vigilancia epidemioldgica de
la enfermedad sino por el facil acceso a los datos [161, 162]. Incluiremos también datos de
Argentina no sélo por nuestro interés particular sino por nuestra accesibilidad a la
informacién epidemioldgica por ser Laboratorio Nacional de Referencia de la enfermedad en

nuestro pais.

Empezaremos analizando dos épocas epidemiolégicas diferenciadas por el uso de
vacuna contra esta enfermedad: la era prevacunal y la vacunal (figura 3). La era prevacunal es
anterior a la década del cincuenta y la vacunal posterior [163]. En la era prevacunal la
enfermedad era la primera causa de muerte por infecciones en nifos afectando

principalmente a los nifios menores de 5 afios [164].
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Figura 13: Transmisibilidad de pertussis en la era pre y post vacunal.

Fuente: Pertussis— Not Just for Kids. Erik L. Hewlett, M.D., and Kathryn M. Edwards, M.D. n engl j med 352;12
www.nejm.org march 24, 2005.
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En el caso de Estados Unidos por ejemplo, esta enfermedad a partir de 1922 fue
considerada de notificacion obligatoria registrandose asi un total de 100.000-300.000 casos
por aino. En el 1934 el nimero de casos notificados fue 265.000 [165]. La incidencia anual
promedio era de 157/100 000 habitantes con tasa de muerte de 1 cada 10 casos. Pertussis asi
provocaba la muerte de mas nifios que los causados por enfermedades como la Polio y la
Viruela juntas [166]. En Inglaterra y Gales, la incidencia de pertussis durante la era prevacunal
fue de 230/100 000 habitantes. Esta incidencia podria ser aun mayor, ya que existen
estimaciones que indican que la situacién era aun peor y que estos valores de incidencia en
realidad se corresponden con el 20% del total de los casos reales debido al subreporte y
subregistro de la enfermedad [26]. Otra caracteristica epidemioldgica de la enfermedad,
tanto la era prevacunal sino en la vacunal, es que la enfermedad se presenta con brotes

epidémicos cada 3 a 5 afios [164].

T T T T T T T T T T T T T T
# 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002

Ao

Figura 14 Distribucion del nimero de casos de pertussis registrados por ano en
Canada. Periodo 1987-2002

Los brotes de pertussis se observan ciclicamente cada 3 a 5 anos.

Fuente: E:Galanis et al., “changing Epidemiology & Emerging Risk Groups for Pertussis” 2006[10].

El patrdn ciclico de epidemias como el representado en la Figura 14 parece deberse a
la acumulacion de un numero significativo de personas susceptibles a la infeccién que pueden
propagar la enfermedad rdpidamente dada la alta contagiosidad de la misma [167]. El hecho
que el patron ciclico se presente también en la era vacunal parece deberse a que la

inmunizacién controla la enfermedad pero no la infeccidon ni la circulacién de pertussis. Esta
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falla en las vacunas fue propuesto por varios autores como Fine y Clarkson hace mas de 30

afios , y aun sigue sosteniéndose de manera mas generalizada [168].

El desarrollo de la primeras vacunas celulares (wP) y su aplicacion masiva a partir de
la década de 1940 dio comienzo a una nueva era epidemioldgica para pertussis, la era vacunal.
En 1943 la Academia Americana de Pediatria recomendd la aplicacion sistematica de 3 dosis
de vacuna acelular y un refuerzo lo que redujo drasticamente la morbilidad y la mortalidad
asociada a esta enfermedad. Asi, para EEUU ya para el afo 1948 se notificaban menos de
100.000 casos por aio, llegando a un minimo histérico de casos en 1976 con 1010 casos
reportados en todo el pais [166]. Esta disminucién de casos resultd del 92,2% si se analizan

los casos de la era prevacunal y vacunal; como puede observarse en la siguiente Figura 15

60,000
300,000 50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

250,000

200,000

150,000 0
1990 1995 2000 2005
100,000

Numero de casos

Tdap

1922 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Ano

Figura 15: Distribucion del nimero de caso de pertussis detectados en EEUU por afio.

Periodo 1922 — 2013. DTP siglas utilizadas para la vacuna triple bacteriana celular que contiene los toxoides
diftérico, tetanico y una suspension bacteriana de B. Pertussis muerta por calor y detoxificada, ademas de
hidroxido de aluminio como adyuvante. DTaP hace referencia a la vacuna acelular pediatrica y Tdap es la
vacuna acelular con menor cantidad de toxoide ddifterico y de pertussis

Fuente: E:Galanis et al., “changing Epidemiology & Emerging Risk Groups for Pertussis” (20086).

De hecho entre los afios 1976 y 1982 la incidencia de pertussis en EEUU fue de 0.5 a
1.0 casos cada 100.000 habitantes. Como hemos sefialado el nimero de muertes también se

redujo significativamente: 99,3% respecto de la era prevacunal [169].
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Sin embargo, el éxito de estas vacunas celulares comenzd a ensombrecerse con la
apariciéon de reportes que hablaban sobre reacciones adversas asociadas a la vacunacion.
Estas reacciones podian ir desde un enrojecimiento en el lugar de la inyeccidon hasta
convulsiones e incluso la muerte. La Organizacion mundial de la Salud estimd que se
producian 1 muerte cada 310.000 vacunaciones. Estos datos resultaron preocupantes y en
algunos casos llevé a la no aceptacidn de la vacuna con el consiguiente aumento en el nUmero
de casos y de muertes. Asi, las investigaciones sobre pertussis se focalizaron al desarrollo de
nuevas vacunas menos reactogénicas [170, 171]. En 1981 se licencia la primera vacuna contra
pertussis constituida por inmundgenos proteicos purificados. Comienza entonces el
desarrollo de las vacunas de componente o acelulares (aP) las cuales fueron primeramente
utilizadas en los paises industrializados [57, 172]. La asociacion de reacciones graves con las
vacunas celulares nunca fue demostrado por lo que la OMS recomendd su uso para la

poblacién menor de 7 afios [171].

Las vacunas acelulares por su parte podrian ser utilizadas en la poblacién pediatrica
pero también en los mayores de 7 afios. Asi, EEUU en el afio 1992 decide recomendar un
esquema de vacunacion consistente en 3 dosis con vacuna celular y 2 refuerzos con vacuna
acelular. En el afno 1997 recomienda usar en todo el calendario vacuna acelular [166]. Sin
embargo desde ese momento y en adelante, EEUU como otros paises ha registrado un
constante incremento en el nimero de casos acompafnado con un corrimiento en la edad de
los pacientes con mayor incidencia hacia el grupo de adolescentes y adultos [173] ademas de

los infantes menores de 1 afio de edad (Figura 16)

Los adolescentes y adultos son considerados la fuente de infeccion de los nifios mas
pequeiios que son los mas vulnerables a la enfermedad y los que presentan mayor
sintomatologia y proporcidon de muertes causadas por la enfermedad [163]. Este incremento
en la poblacidn adolescente vacunada, muy probablemente sea un reflejo de la pérdida de
inmunidad conferida por la vacuna [166]. En este punto es interesante resaltar que la
inmunidad conferida por la infeccién tampoco dura toda la vida. De hecho se estima que la
duracidon de lainmunidad conferida por infeccion es de 15 a 20 afos, mientras que la duracion
de la inmunidad adquirida por la vacunacién es de 10 — 12 afios en el caso de las vacunas

celulares y de 3 para las acelulares [147, 174].
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Figura 16 Distribucion de las tasas de incidencia por edad y por afio en EEUU
Incidencia reportada de casos de Pertussis cada 100.000 habitantes por afio por grupo etario. En Estados
Unidos desde 1990 al 2012 . Cada curva representa un rago etario distinto.
Fuente: Center for Disease Control and Prevention (CDC) — National Notificable Diseases Surveillance System and Supplemntal Pertussis
Surveillance System

Asi en EEUU para el afio 2000 se registraron tasas altas de incidencia para los infantes
pero también para los grupos de 11 a 19 afios [166]. Esta situacidon epidemioldgica que se
repitié en los afios posteriores llevé a licenciar y luego recomendar la aplicacién a la poblacion
de 11 afos de edad de una dosis de refuerzo con una vacuna aP. Esta vacuna presenta menor
contenido de toxoide diftérico y el inmundgeno toxina pertussis (Tdap) para disminuir la
aparicion de posibles reacciones adversas [175]. La situacion en paises como EEUU no pudo
controlarse con aquel refuerzo y nuevos refuerzos fueron recomendados: vacunacién al

personal de salud en contacto con nifios, vacunacion en embarazadas, vacunacion en adultos.

Pese a la incorporacién de estos refuerzos, la situacién epidemiolégica en EEUU de
pertussis se describe como preocupante ya que entre el 2001 y 2010 se reportaron 189
muertes de casi 28 mil casos de Pertussis en infantes (6,8/100000 casos fatales en casos de
infantes) [10]. La situacidn pareceria ser aln peor porque se estima que hay un subregistro
de las muertes por pertussis en las hospitalizaciones del orden de 2 a 3 veces menor a la real
[176]. Durante el afio 2010 y 2012 ocurrieron brotes epidémicos de gran envergadura en

distintos estados de EEUU. En el brote detectado en California en 2010 y en Washington en
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el 2012, la mayor incidencia se encontré en nifios menores de 1 afio [154, 164, 166] pero
también en los nifios de 7 a 10 aifios, que en su mayoria habian recibido hasta 5 dosis de
vacunas acelular (vacuna acelular pediatrica, TDaP) y en adolescentes de 13 -15 afios de edad
gue habian recibido el refuerzo de los 11 afios. Todos estos datos sin dudas evidencian las
falencias en las actuales vacunas contra pertussis. En el 2012 en todo el pais, se reportaron
48.277 casos de pertussis, incluidas 20 muertes relacionadas con esta afeccién, la mayoria en
bebes menores de 3 meses. Este niumero de casos es el mas alto desde el afio 1955. En el afio
2013 el numero de casos de pertussis total pais disminuyé a 28. 639 casos aunque 13 estados
y Washington, D.C. registraron aumento de casos. Para ese afio, la mayores tasas se
observaron nuevamente en los infantes, adolescentes de 13 y 14 afios, asi como en los de 15.
Hasta mediados del 2014, 50 estados y Washington, D.C. reportaron 17. 325 casos de
pertussis lo que representa un aumento del 30 % en comparacién con el mismo periodo en el

2013([166].

Una situacién similar se ha descripto para diferentes paises de Europa, Asia,
Latinoamérica y Oceania [153]. Por ejemplo, en Europa entre los afios 2003-2007 se
notificaron 43.500 casos con una tasa de incidencia de 4,1/100.000 y de 35,3/100.000 para
nifos menores de 1 afo de edad. Durante dicho periodo se detectaron 30 muertes, el 87% de
las mismas registradas en los nifios <1 afio. La tasa de hospitalizaciones fue de 82/1.000 casos
de pertussis [177]. Para el ano 2010 de manera alarmante se reportaron 15.750 casos y en el
2012 56.000 casos de pertussis [178, 179]. En Suiza los valores de incidencia se mantuvieron
por debajo de 100 casos cada 100 000 habitantes hasta el afio 1993, pero a partir de ese afio
se comenzo a detectar un aumento de casos llegando a tasas de 185 /100 000 [180]. En
Holanda, hasta el afio 1996 las tasas fueron inferiores a 2.3 casos por 100 000 habitantes pero
a partir de ese afio se detecta un aumento que llega a un pico de incidencia de 27.2/100 000
con coberturas a vacunales de mas del 97%. En el brote epidémico de 1996 se detectd un
aumento en la incidencia en los nifios de 4 a 9 afios de edad y vacunados, lo que se considera
otro ejemplo de la disminucién en la efectividad de la vacuna aplicada quizds como

consecuencia de una poblacidn bacteriana divergente a la contenida en las vacunas[160].

La situacién en Holanda abrié un nuevo campo de investigacion en pertussis el cual
estd referido a la caracterizacidon de la poblacién bacteriana circulante. Fue a partir del brote

de 1996 que se comienzan a detectar variantes alélicas en la poblacion bacteriana circulante
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gue son diferentes a las contenidas en las cepas que se utilizan en la produccidén de vacunas
[181]. Asi, la genotipificacion de aislamientos clinicos de B. pertussis circulantes mostré la
existencia de 17 variantes alélicas de la regién promotora de la toxina pertussis ptxP, 5
variantes de la proteina de la subunidad PtxA de la toxina pertussis, 13 variantes de la proteina
PRN y 2 variantes alelicas de fim2 y de fim3 [182]. Se pudo evidenciar que las cepas que se
usan en la produccién de vacunas y los aislamientos mas antiguos contienen el geno/fenotipo
ptxP1-ptxA2/4-PRN1- Fim2. Los aislamientos mas reciente contiene en cambio el
geno/fenotipo ptxP3 ptxAlfim3 PRN2 —Fim3 [183, 184].. Esta divergencia entre las cepas
vacunales y la poblacién bacteriana circulante actual podria en parte explicar el resurgimiento

de la enfermedad [185].

En nuestro pais la enfermedad también se describe como endémica con brotes
epidémicos cada 3-5 afios [186]. En la Argentina la vacunacidon masiva contra la enfermedad
pertussis se comenzé mas tardiamente ya que fue incorporada en la década de 1970 [187].
Como ya hemos mencionado el esquema de vacunacién que se emplea en la actualidad en
nuestro pais consiste en 7 dosis totales. Las tres primeras dosis a los 2, 4 y 6 meses de edad
con la quintuple bacteriana celular (Difteria, Tétanos, Pertussis, Haemphilus tipo b, Hepatisis
B, DTP-Hib Hb), luego un refuerzo a los 18 meses con la Cuadruple bacteriana (Difteria,
Tétanos, Pertussis y Haemphilus tipo b, DTP-Hib) o quintuple, otro al ingreso escolar (5-6
anos) con la triple bacteriana celular (Difteria, Tétanos, Pertussis,DTP) y el Gltimo a los 11 anos
de edad con la vacuna triple acelular (dTap). También se ha incluido un refuerzo a las
embarazadas y una dosis al personal de salud ambas con la dTap [151] . Hasta el afio 1985 se
aplicaban las 3 dosis primarias y el refuerzo de los 18 meses, luego se incluyd el refuerzo al
ingreso escolar y a partir del afio 2011 se incorporé el refuerzo de los 11 afios, y mas

recientemente a las embarazadas y personal de salud [151].
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Argentina luego de la incorporacién de la vacunacion registra un descenso sostenido
de casos hasta el afio 2002. A partir del afio 2003 se detecta un aumento en el nimero de
casos que en el aio 2011 llega a su valor mas alto con 16 casos de pertussis por cada 100.000
habitantes. En dicho afio también se registrd el mayor nimero de fallecimientos asociados a
la enfermedad (76 fallecimientos). Todas las muertes ocurrieron en el grupo de menores de
1 afo, excepto cinco casos que ocurrieron en el grupo de 1-4 aios (3), 25 a 34 afios (1) y
mayor de 75 afos (1). Entre 2002-2011, las coberturas de vacunacion anti-pertussis a nivel
nacional para la 3ra dosis de la serie primaria 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% (Figura 17). El refuerzo de los 11 afios, incluido en el Calendario desde 2009,
tuvo una cobertura del 54,6% y 72,8% en los afos 2010 y 2011 respectivamente.
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Figura 17 Distribucion de las notificaciones de pertussis y las coberturas de vacunacion en Argentina.
Notificacion de coqueluche y coberturas de vacuas seleccionadas. Argentina,2002-2011

I Fuente: C2-SNVS y Programa Nacional de Control de E des inmunop ibles. M de Salud de la Nacion ‘

Respecto de la distribucion de casos respecto de la edad de los pacientes, la mayoria
de los casos se registra en los nifios mas pequefios. Es importante aclarar aqui que quizas esta
mayor proporcion se deba en parte a que la vigilancia de pertussis en la poblacion adolescente

adulta es débil.

La situacion epidemioldgica de la enfermedad en nuestro y otros paises ha mostrado

gue la enfermedad representa en la actualidad un problema grave para la salud publica. Las
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causas de esta situacion se estan debatiendo fuertemente, de forma que en base al
conocimiento de las mismas se puedan dar respuestas efectivas que lleven a un mejor control
de la enfermedad. En este contexto se ha incrementado el desarrollo y uso de modelos
matematicos de forma de poder evaluar mas oportunamente las estrategias de control que

se estan proponiendo.

Las posibles causas hasta ahora esgrimidas para la resurgencia de la enfermedad
hacen referencia a mejoras en el diagndstico laboratorial y a la vigilancia en general, pero
también a las debilidades en las vacunas disponibles tanto de las clasicas vacunas celulares
como de las vacunas acelulares mas modernas: relativa baja efectividad, necesidad de
muchas dosis con coberturas del 95% para lograr proteccion, pérdida de la inmunidad y

adaptacion del patégeno a la inmunidad conferida por las vacunas.

Respecto al diagnéstico, la incorporacién del diagndstico molecular basado en ensayos
de PCR ha impactado positivamente no solo en la aplicacidn de un tratamiento mas oportuno
sino en la sensibilidad de la deteccidén del caso tanto clinica como laboratorialmente [188].
Estos casos probablemente con las metodologias basadas en microbiologia y serologia no
podian ser detectados ni tratados llevando asi a un subregistro del nimero de casos y una
diseminacion de la enfermedad por falta de acciones para controlar los focos. La
incorporacion de sistemas de notificacion online también ha permitido una mejora del
registro y una disminucién en el subreporte. Estas mejoras sin dudas han permitido una mejor
visualizacién de los casos circulantes que en los primeros afios de aplicacién motivaron la
deteccion de un aumento de casos que no necesariamente son reflejo de un incremento real

de casos sino en la mayor sensibilidad del sistema de salud en detectarlos [26, 189, 190].

Respecto de las vacunas utilizadas actualmente, es vasta la informacién que refiere a
la moderada efectividad de las mismas [145, 191-199]. La efectividad de vacunas celulares y
de las acelulares con 5 componentes no supera el 80% -85% dependiendo la definicion de
caso utilizada en los ensayos clinicos llevados a cabo para su determinacién [194, 198]. Esta
moderada efectividad de las vacunas obliga a los sistemas de salud a incluir en los calendarios
de vacunacién varias dosis (inclusive en adolescentes y adultos) para lograr proteccion y a
lograr coberturas de vacunacion altas. La alta contagiosidad de pertussis sumada a la

efectividad moderada de las vacuna imposibilita la erradicaciéon de esta enfermedad [200].
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No obstante es importante destacar que el uso de las mismas ha logrado reducir la incidencia
de la enfermedad un 90 % respecto de la era pre-vacunal en aquellas poblaciones donde se

aplicaron con altas tasas de cobertura.

Un aspecto también preocupante de las vacunas es que la inmunidad inducida por
ellas no dura toda la vida. Mas aln, se ha propuesto que el uso masivo de las vacunas esta
ejerciendo una presion de seleccién sobre la poblacidn bacteriana circulante haciendo
prevalecer bacterias con caracteristicas geno y fenotipicas que le permiten evadir la respuesta
inmune inducida por las vacunas [185, 201, 202]. En el caso de las vacunas acelulares el
fendmeno de pérdida de la inmunidad y la presidn de seleccion ejercida por ellas sobre la
poblacién bacteriana circulante parecen ser mas acuciantes; ya que en los ultimos afos se ha
demostrado que la pérdida de la inmunidad ocurre mas temprano (2 -3 afos) que en
poblaciones en las que se emplean esquemas con vacunas celulares [147, 174, 182, 185, 203].
Ademas, en los paises con mas tradicidn en el uso de las vacunas acelulares se han recuperado
aislamientos de B. pertussis que no expresan el antigeno vacunal pertactina [202, 204-207].
Pareciera que el cambio de la vacuna celular wP por las vacunas acelulares aP ha complicado
la situacion de la enfermedad, debido probablemente a que la respuesta inmune inducida por
las vacunas aP es menos robusta que la inducida por las vacunas wP [17, 190, 208]. Esto pudo
evidenciarse en el modelo no-humano de primates recientemente desarrollado, en donde se
observd que las vacunas aP protegen contra la enfermedad, pero no son capaces de prevenir
ni la infeccién ni la transmision [9]. Mas aun, un estudio clinico de caso y control, disefado
para evaluar el riesgo de contraer pertussis entre los jévenes de 10 — 17 afios durante el brote
de California 2010 reveldé que los adolescentes que habian recibido cuatro dosis de wP
presentaron una probabilidad de contraer la enfermedad 6 veces menor que los que habian
recibido todas las dosis con aP; y casi cuatro veces menos probabilidad de contraerla que los
jévenes que habian recibido una combinacién de vacunas (algunas dosis con wP y otras con
aP) [209-211]. En otro estudio también se evidencié que el riesgo de contraer la enfermedad
se ve incrementado en escolares y adolescentes cuyas dosis vacunales sélo habian sido con
aP en comparacion con los sujetos que recibieron igual niUmero de dosis pero con vacuna wP
[212-214]. Estos hallazgos son consistentes con el conocimiento de que las vacunas aP
inducen una respuesta Th2 y también Th17 que es menos eficaz que la fuerte respuesta Thl

inducida por la infecciéon natural o por wP [116, 125, 215-218]. Esta observacion ha sido
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confirmada en el modelo de los monos babuinos [9, 219]. Como ya dijimos, este modelo es
muy valioso porque en él se presenta la tos y el contagio tipico de la enfermedad que se
observa en humanos [220-222]. Estas caracteristicas permiten realizar una serie de
experimentos referidos a la biologia de la infeccidn y a la proteccién hasta ahora impensables
y a pesar de los costos la comunidad cientifica lo ha aceptado rdpidamente. En particular, una
de las observaciones mas contundentes realizadas en este modelo consistié en evaluar la
capacidad protectora de las aP comparadas con las wP. Si bien ambas previnieron el
desarrollo de la enfermedad, los monos vacunados con aP mantenian un curso tipico de
infeccidn, con alta carga bacteriana de B. pertussis en vias respiratorias, mientras que los
vacunados con wP eliminaban casi completamente a las bacterias en unos dias. Mds aln, se
constatd que los animales vacunados con aP, a pesar de no mostrar sintomas de enfermedad,
eran capaces de transmitirla a animales sanos no inmunizados [9]. Estos resultados tienen
una profunda implicancia en la comprensién de la dindmica de los brotes epidémicos de B.
pertussis y constituyen una seiial terriblemente preocupante para paises que mantienen un

esquema completo de vacunacion con aP.

Ademas de la disminucién de la inmunidad inducida por la vacunacidn, se estan
describiendo como posible causa de la resurgencia a los cambios en las caracteristicas
antigénicas y genotipicas de las cepas de B. pertussis circulantes: los alelos de los antigenos
gue se incluyen en las vacunas y los expresados por bacterias circulantes difieren entre si
[185, 201, 223]. La aparicion de aislamientos bacterianos divergentes a los contenidos en las
vacunas parece reflejar el efecto de la presidn selectiva ejercida por la vacunacion [17, 207].
En algunos, pero no todos los paises, la aparicion de variantes alélicas coincide
temporalmente con el resurgimiento de la enfermedad. Mas recientemente, han aparecido
aislamientos bacterianos que no expresan en particular Pertactina [202, 204-207] . La
aparicién de aislamientos deficientes en pertactina exclusivamente en las regiones donde las
vacunas aP son las Unicas utilizadas, sugiere que la vacunacién con vacuna aP resulté en la
expansidon de cepas que tienen una ventaja selectiva en las poblaciones humanas vacunadas

[204, 224-226].

Otro factor que también contribuye al resurgimiento de pertussis es el aumento del
numero de casos causados por B. parapertussis para la que no hay vacunas disponibles. Esta

especie de Bordetella no era considerada de importancia hasta que el desarrollo de
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metodologias diagndsticas permitieron identificarla mas adecuadamente [26]. El uso de
metodologias diagndsticas mejoradas ha permitido detectar en alguno paises que entre un
14-16 % de las muestras clinicas tomadas de pacientes con sospecha de pertussis se
correspondian con pacientes infectados con B. parapertussis [198, 227]. Estos casos
representan un numero importante de casos contra los que las vacunas utilizadas en la

actualidad no estarian protegiendo.

Estas falencias que hemos descripto para las actuales vacunas que se emplean en los
distintos paises llevé a plantear, de manera uniforme entre los especialistas de la tematica, la
necesidad de realizar acciones a corto plazo como puede ser la incorporacion de una nueva

generacién de vacunas [17, 18, 208].

RESPUESTAS A CORTO PLAZO

Mads alld de las causas y el peso relativo de las mismas, resulta evidente la necesidad
de implementar medidas a corto y largo plazo que intenten mejorar el control de la
enfermedad. A corto plazo podria evaluarse mejorar el uso de las actuales vacunas
implementando un esquema de vacunacién que responda a las caracteristicas
epidemioldgicas actuales de la enfermedad con el objetivo de lograr inmunidad en los grupos
vulnerables y en aquellos que puedan ser fuente de infeccion para la poblacion mas
desprotegida [57]. La opcidn a mas largo plazo es el desarrollo de una nueva generacién de

vacunas que sean mas efectivas y bioseguras que las anteriores.

Respecto de las medidas a corto plazo recientemente diversos organismos
internacionales y nacionales han recomendado entre otras las siguientes estrategias de

vacunacion:

Vacunacion universal de los adultos: Con la inmunizacién universal de los adultos de 19 afios
de edad y mayores se espera reducir la incidencia de pertussis en este grupo etario, pero
también en los nifios pequefiios a través de la inmunidad de rebafio. Sin embargo, hasta ahora

no hay datos disponibles que muestren si esta estrategia logra cumplir con estos objetivos.
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En la actualidad, esta estrategia no se aplicado en nuestro pais ni en ninguno de

Latinoamérica.

Inmunizacion de las madres, familiares y contactos cercanos de recién nacidos (estrategia

“Cocoon”): Para esta estrategia, se consideraron dos esquemas principales de vacunacion:

la vacunacidon materna durante el embarazo (durante el tercer trimestre de gestacion) o la
vacunacion luego del nacimiento de las madres, padres, miembros de la familia y otros
contactos cercanos. La vacunacién materna durante el embarazo podria reducir Ila
transmisién de pertussis de la madre al recién nacido. Tendria también la ventaja de la
transferencia de anticuerpos al bebé a través de la placenta. En 2011, esta estrategia fue
recomendada por el Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP) para todas las
mujeres embarazadas después de 20 semanas de gestacion [10, 11]. En América Latina,
algunos paises como Argentina, Colombia y México han implementado esta estrategia en
2012. A finales de 2012, la ACIP modificé la recomendacién indicando un refuerzo en cada
embarazo independientemente del intervalo entre embarazos [11].Esta estrategia no esta

implementada en la region latinoamericana.

El segundo esquema consiste en la vacunacidon posparto de los padres y todos los
contactos cercanos de los recién nacidos. A través del desarrollo y uso de modelos
matematicos de transmisién de la enfermedad se ha podido estimar que con esta estrategia
podria lograrse la reduccion de la incidencia de la enfermedad en lactantes [228, 229]. De
hecho, algunos informes confirman que esta estrategia reduce significativamente la
transmisidn de la enfermedad a los bebés [230, 231]. El Unico pais de América Latina que ha

incluido la vacunacién de los padres fue Costa Rica durante los brotes 2006/2007.

Inmunizacion selectiva de trabajadores de la salud y cuidadores de los nifios: La vacunacién
de trabajadores de la salud se recomienda sobre todo para prevenir la transmision
nosocomial a los infantes e inmuno-comprometidos. Argentina y Panama ya han

implementado desde el 2010 la inmunizacidn de trabajadores de la salud.
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Vacunacion de refuerzo pre escolar: Con la administracién de una dosis de refuerzo a los 4-6
anos de edad se espera extender la inmunidad en la adolescencia y también en los nifos, ya
gue se espera que reduzca la transmisién de los hermanos a los nifios pequefios. Sin embargo,
Hviid et al. ha reportado que la eficacia del refuerzo preescolar para prevenir la
hospitalizacién por pertussis en los nifios menores de 1 afio de edad es modesta [232].
Aunque esta estrategia parece tener un impacto modesto en lactantes, si resulta eficaz en
reducir la incidencia en los individuos con 4-6 afios de edad. De hecho, se ha observado que
después de la introduccidn de una dosis de refuerzo de 4 a 6 afios de edad nifios, la morbilidad
en preescolares y escolares ha disminuido [158, 233, 234]. Todos los paises de América Latina

en la actualidad la han implementado

Inmunizacion universal de los adolescentes: Con el refuerzo de vacuna anti pertussis en los
adolescentes, se espera extender la duracidon de la inmunidad contra la enfermedad y de
forma indirecta reducir la transmisidon hacia los mas vulnerables [165, 175]. La efectividad de
esta medida es cuestionada pero todavia no se cuentan con datos contundentes como para
revocar o ratificar esta recomendacion [24][223]. En América Latina, entre los paises que han
incorporado esta estrategia se encuentra Argentina (2010), Panama (2010) y Uruguay (2012).

Cabe destacar que estos paises solo la aplican a una cohorte de edad (11-12 afios).

Todavia se necesitan mas datos para poder universalizar cualquiera de las medidas
antes mencionadas. Los modelos matematicos sin embargo pueden ayudar a la toma de
decisiones. De hecho en los ultimos afios el disefio de diferentes modelos se ha incrementado
marcando sin duda el rol de los mismos como herramientas que pueden contribuir a la toma

de decisiones.

Mas alld de estas estrategias aplicables a corto plazo, es claro que en el mediano plazo
se necesita una nueva generacion de vacunas capaces de superar las deficiencias asociadas
con las actuales vacunas [17, 19, 223, 235]. Una posibilidad es promover el uso de las vacunas
de células enteras, pero mejoradas sobre todo en lo que se refiere a su seguridad [236]. Sin
embargo, aunqgue se logre este tipo de desarrollo el retorno a la utilizacion de la vacuna wP
seria dificil de ser aceptado en algunos paises luego de las campafias realizadas en pos del uso

de las vacunas acelulares.
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Otra posibilidad es mejorar las actuales vacunas aP a través de la inclusidn de factores
de virulencia de B. pertussis adicionales tales como la Adenilato ciclasa [129, 237] y/o las
proteinas reguladas por hierro (IRP1-3) [238, 239] y/o incorporando un nuevo adyuvante, que
como los agonistas de los receptores de tipo Toll, sean capaces de inducir una alta respuesta

Th1 [240, 241].

Dentro de los desarrollos de nuevas vacunas mds avanzados que podrian contribuir a la
solucion del problema de la reemergencia de la enfermedad se encuentra la que incluye una
cepa atenuada de B. pertussis que se propone se administre por via intranasal [242, 243] .
Aunque este es un desarrollo prometedor que ha demostrado algunas ventajas, el mismo
presenta potenciales problemas de seguridad relacionadas con el uso de patégenos

atenuados [244, 245].

Una alternativa interesante que combina algunas de las estrategias mencionadas
anteriormente es el uso de vesiculas de membrana externa, también Ilamadas
nanoparticulas, que contienen antigenos de superficie bacterianas. Existen dos vacunas
contra la meningitis que contienen componentes derivados de la membrana externa vy
periplasma de Neisseria meningitidis del serogrupo B [246, 247]. Los datos sobre seguridad y
eficacia de estas vacunas y el conocimiento de que la mayoria de las bacterias Gram-negativas
secretan vesiculas hacen que la estrategia de vacunacion con vesiculas o nanoparticulas sea
factible para enfermedades como pertussis [246, 248-250]. En este contexto, nuestro grupo
de investigacién ha disefiado una vacuna aP nanoparticula derivada de B. pertussis y B.
parapertussis. Esta nueva formulacion es capaz de ejercer un excelente poder protector en el
modelo aceptado de desafio intranasal en ratones contra diferentes cepas de B. pertussis y B.
parapertussis [20, 22-24, 221]. Esta formulacion tiene un perfil de seguridad en ratones que
es comparable a la de la aP comercial y mucho mejor que la wP [23, 24]. Adema3s, nuestra
vacuna a OMVs induce una respuesta de anticuerpos robusta y una respuesta inmune
protectora con un perfil mixto Thl / Th2 [20]. Hemos caracterizado la composicion de las
nanoparticulas y hemos identificado a mas 40 componentes proteicos que en su mayoria
estan referidas a proteinas unidas a membrana [22, 24]. La presencia de un alto nUmero de
inmundgenos en la formulacidn vacunal es por demds importante, ya que esto puede evitar
la excesiva presion selectiva conferida por uno solo o muy pocos inmundgenos como los

contenidos en las actuales vacunas aP. Esta formulacion también es atractiva
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econdmicamente, hecho que resulta critico para su uso en paises en desarrollo. Se estima que
el costo final por dosis de nuestra formulacién sera menor que el de las formulaciones aP
existentes ya que para este Ultimo caso se requiere de tantos procesos de purificacion como
componentes tenga, lo que sin dudas repercute en el costo final de la vacuna. En nuestro caso
el procedimiento de obtencion de las vesiculas de membrana externa sélo requiere de

centrifugaciones.

En resumen, la formulacién a base de nanoparticulas de Bordetella parece ser una
buena alternativa a las formulaciones actuales ya que contienen un mayor nimero de
inmundégenos que las vacunas acelulares actuales y en conformaciones cercanas a las
encontradas en las bacterias, hechos que favorecerian la capacidad de proteccion otorgada
por las vesiculas. Estas formulaciones también proporcionan proteccion contra B. pertussis y
B. parapertussis, ampliando el espectro de proteccidn por sobre las vacunas actuales, lo que

contribuiria a un mejor control de la enfermedad.
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CAPITULO 1: MODELO MATEMATICO DE TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD COMO

HERRAMIENTA PARA EVALUAR EL IMPACTO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS CONTROL

INTRODUCCION

La vacunacién es la mejor estrategia para el control de pertussis incluso para la
complicada situacién epidemiolégica actual. Pertussis es una enfermedad respiratoria
altamente contagiosa y aunque existen antibidticos, los mismos no afectan el curso de la
infeccién sino la sintomatologia, sélo si son tomados precozmente. Las vacunas contra
pertussis comenzaron a desarrollarse poco después que Jules Bordet y Octave Gengou
lograran en 1906 identificar a B. pertussis como agente causal de la enfermedad [36]. Las
primeras evidencias de éxito con esta vacuna fueron obtenidas por el investigador danés
Madsen durante un brote en la Islas Faroe, pertenecientes en ese momento al reino de
Dinamarca (1923-1924). Estos ensayos permitieron comprobar la efectividad de la vacuna
aunque también detectaron por primera vez efectos adversos asociados con la vacunacion.
Al avanzar el conocimiento microbiolégico sobre B. pertussis, se describieron fases
antigénicamente distintas [89], y se atribuyd la potencialidad de infectar humanos a las
bacterias en la Fase virulenta o también conocida como fase 1. Haciendo uso de este
conocimiento Louis Sauer entre 1928 y 1933 formuld y probd una vacuna mas potente en la
qgue incluyd cepas en fase | recientemente aisladas y de cultivos fuertemente hemoliticos
(marcador de virulencia). Esta vacuna fue probada en 1.300 ninos en Estados Unidos,
vacunando a la mitad de ellos y desafiando luego al conjunto con la bacteria viva por via
intranasal. Luego del desafio, solamente los nifios no vacunados desarrollaron la infeccion
[251]. Pero fue gracias al trabajo de Pearl Kendrick y Grace Elderling que se evidencié en varios
ensayos clinicos rigurosamente disefiados los niveles de proteccidon de las vacunas por ellas
mismas desarrolladas. Estas vacunas estaban formuladas en base a una mezcla de cepas
locales recientemente aisladas [140]. Los resultados alcanzados con esta formulacion fueron
satisfactorios, y asi para los afios 1950 muchos paises centrales adoptaron estas vacunas en
la forma de vacunas que combinaban antigenos de difteria, tétanos y pertussis (DTP). En los
lugares en que se aplicaron la incidencia de la enfermedad bajé en forma contundente y por

ello su uso se extendio a nivel mundial.
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La preocupacién sobre la seguridad de estas formulaciones vacunales consistentes en
suspensiones bacterianas del agente causal muerto por calor y detoxificado (vacunas
celulares) persistid e incluso se hizo mas notoria cuando el nimero de casos habia disminuido.
En varios paises, aunque sin mucho sustento, asociaron la muerte de varios nifios con la
vacunacion contra pertussis. Uno de estos paises fue Japdn, que tras la muerte de dos bebés
poco tiempo después de ser vacunados suspendieron el uso de estas vacunas. Aunque la
vacunacion luego se desestimd como causa de las muertes, las vacunas celulares quedaron
fuertemente cuestionadas. La suspensidn de la vacunacién en Japdn tuvo como consecuencia
gue ese pais pase de tener 393 casos —ninguno fatal- en 1974, a mds de 13.000 casos con 41
muertes en 1979. En 1975 Suecia suspendié también la vacunacion, con resultados

epidemioldgicos muy similares [252].

Si bien los efectos mas graves parecen no haber estado asociados con la vacunacién
contra pertussis, el perfil de reactogenicidad de esta vacuna es controvertido y desde el
momento de la publicidad de los reportes sobre la reactogenicidad la busqueda de mejores

vacunas mas seguras resulta intensa.

Hacia fines de los aifos 1970, se logré identificar y caracterizar algunos de los principales
factores de virulencia de B. pertussis. Asi siguiendo con la conceptualizaciéon de incluir
inmundgenos propios de la fase virulenta y al poco tiempo de haber suspendido la vacunacion
en varios paises, comenzaron en Japon los desarrollos que llevaron a una nueva generacion
de vacunas que a diferencia de las anteriores solo estan constituidas por componentes
proteicos purificados derivados de B. pertussis. Este tipo de vacunas, llamadas vacunas
acelulares, son las que se usan actualmente en la mayoria de los paises centrales para cubrir
las dosis primarias y refuerzo, y en algunos paises para los refuerzos en la poblacion mayor

de 7 afos.

La primera vacuna acelular fue licenciada en Japon en 1981, luego otras formulaciones
constituidas por mas factores de virulencia fueron licenciadas en los siguientes anos. En el
ano 2005 se licenciaron 2 nuevas formulaciones acelulares que contenian los mismos
constituyentes que las anteriores pero en menor dosis para poder ser empleada en la

poblacién mayor de 7 afios.
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Todos estos desarrollos empleados en 3 dosis primarias y 1 o 2 refuerzos antes del
ingreso escolar han permitido controlar adecuadamente la enfermedad hasta los afios
noventa pero a partir de alli brotes de envergadura comenzaron a detectarse en varias
regiones del planeta evidenciado debilidades de las vacunas en uso. Esto motivé consensuar
la necesidad de contar con nuevos desarrollos que suplan las debilidades de las actuales
vacunas contra pertussis. Si bien es clara la necesidad una tercera generacién de vacunas,
hasta tanto se obtenga es necesario usar lo mas adecuadamente posible las formulaciones
actuales de forma de lograr algun efecto positivo en el corto plazo. Bajo esta
conceptualizacién diferentes organismos internaciones y nacionales han recomendado la
incorporacion de nuevos refuerzos sobre todo para intentar disminuir la morbilidad y
mortalidad en los ninos mdas pequefios ya que esta resulta la poblacion mas gravemente
afectada por esta enfermedad. Diferentes estrategias se han recomendado y aplicado pero
aun no se han podido universalizar ninguna de ellas ya que sus efectos sobre la transmision e
incidencia de la enfermedad no son conocidos debido principalmente al hecho que las mismas
han sido recientemente implementadas y por lo tanto no se han recopilado los suficientes

datos como para recomendar o no su uso[154, 223].

Dado el costo de las vacunas que se estdn usando para los refuerzos (vacunas
acelulares) y los asociados a su implementacion resulta urgente contar con evidencias que
permitan sostener o no el uso de las mismas. Una herramienta que esta tomando importancia
dado capacidad de hacer predicciones son los modelos matematicos de transmisiéon de
enfermedades. En la actualidad existen varios modelos que representan la epidemiologia de
pertussis [253-260]. Nuestro grupo desde hace varios afios ha abordado un trabajo
interdisciplinario que combina saberes de diferentes areas del conocimiento e intercambia
experiencias sobre todo con el grupo liderado por el Dr Fabricius y el Dr Rumbo. Asi, logramos
disefiar de manera conjunta un modelo de transmisidn de la enfermedad que permite realizar
predicciones. El modelo matematico disenado por nosotros esta basado en los modelos SIR
cuyo nombre proviene de las iniciales S (poblacidn susceptible), | (poblacién infectada) y R
(poblacion recuperada). Nuestro modelo considera estos tres grupos aunque mas
particionados y un grupo mas que se corresponde con los individuos que poseen algln grado
de inmunidad ante la infeccion al que designamos con la letra Gi. Los grupos | y G, estan

subdivididos de acuerdo al grado de inmunidad de los individuos, adquirido naturalmente
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(por haber estado infectados) o adquirido artificialmente (por haber recibido distintas dosis
de vacuna). Asi la clase G| fue dividida en: PAII, PAZI,PA31, Ca; y R. Estas clases agrupan
individuos con un grado creciente de inmunidad, de manera que los individuos de las clases
Cai y R poseen inmunidad total (no adquieren la infeccién en contacto con individuos
infectados). Por su parte, el grupo de individuos infectados se dividié en |3, |; e I3 con el objeto

de diferenciar a los que poseen una infeccion tipica (l1) de los que poseen una infeccién con

( )

Figural8 Diseiio del modelo matematicode transmision para pertussis.

Con la letra S se designa a la poblacion susceptible, con | a los infectados los cuales fueron
dividido en s, I2 e I3 con el objeto de diferenciar a los que poseen una infeccién tipica (I1) de
los que poseen una infeccion con sintomas atenuados (I2) y de los que estdn infectados pero
no presentan sintomas (I3). Con Pai a la clase parcialmente inmunizada y Cai la totalmente
inmunizada, R representa a la poblacidn recuperada. El pasaje de una clase se describe por
ecuaciones diferenciales como las detalladas en el texto

\. J

sintomas atenuados (I2) y de los que estan infectados pero no presentan sintomas (I3). El
modelo relaciona las variaciones las tres poblaciones (Susceptible, Infectada y Recuperada) a
través de la tasa de infeccion y el periodo infeccioso promedio). A continuacién se presenta

un esquema del modelo

El modelo ademas se ha estructurado en edades, es decir cada uno de los grupos de
individuos incluidos fue particionado en clases etarias. Esta division obedece a dos razones.

Por un lado, es sabido que la fuerza de infeccién no es homogénea en la poblacién, por
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ejemplo, es mayor para los nifos en edad escolar que para cualquier otra franja etaria [200,
253]. Esta heterogeneidad tiene consecuencias que es preciso tener en cuenta si se quiere
dar una descripcion realista de la dinamica de la enfermedad. Por otro lado, al estar
particionada la poblacidon podemos estudiar especificamente el impacto de las medidas de
control en un determinado grupo etario, en general hemos elegido el grupo de riesgo (0-1

afio) por ser el mas vulnerable a la enfermedad.

Este modelo, como otros, incluye parametros que contienen informacién de las
caracteristicas de la enfermedad, su transmisién, y de la vacunacidn. Algunos de estos
parametros son conocidos pero otros como la duracién de la inmunidad resultan de dificil
determinacion [147, 212, 261]. Otros parametros incluso no son homogéneos en la poblacién,
como las coberturas vacunales y los patrones de contacto especificos por edades. Para
contemplar las incertezas y la variabilidad de alguno de los parametros hemos trabajado en
diferentes escenarios que se definen por una combinacién de los los valores de parametros
de modo de cubrir un amplio rango de situaciones posibles. Este proceder nos permite
explorar la sensibilidad de los resultados que alcancemos ante cambios en los pardmetros y

asi distinguir cuan robustos son los resultados.

Durante mi trabajo de tesis he participado de esta linea de investigacién que en la
actualidad se ha consolidado y continla aportando resultados de impacto sobre la
epidemiologia de pertussis. A continuacion presentaré los resultados que hemos alcanzado
en la parametrizacidon y en la evaluacion del impacto que tiene sobre la incidencia de la
enfermedad en la poblacion mas vulnerable (0-1 afio) la aplicacién de distintas estrategias

como la incorporacién de la dosis de vacuna a los 11 afios de edad.

Respecto de los parametros, en primer lugar, consideramos que la poblacién no cambia
con el tiempo y que los nacimientos y las muertes se producen siguiendo una mortalidad tipo
I, que consiste en suponer que todos los individuos viven exactamente hasta la misma edad
(en este caso 75 afios). Para la duraciéon de la infeccion hemos considerado 21 dias ya que es
el reportado en bibliografia [26]. Para la eficacia de cada dosis de vacuna hemos considerado
VE=0.9 [253] lo cual implica que entre 1 y 2 afios de aplicada la tercera dosis de vacuna,

nuestro modelo predice que entre el 95% y el 86 % estarian protegidos de contraer una forma
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severa de pertussis y entre un 81% y el 63% estarian protegidos de contraer una enfermedad

moderada.

La dinamica del modelo mds arriba presentado responde a la evolucidon temporal de
la cantidad de individuos en los distintos compartimentos o clases epidemioldgicas
esquematizadas. Esta transferencia de individuos de una clase a otra, representada en el
esquema por las flechas unidireccionales que unen los diferentes grupos de individuos, fue
descripta por un conjunto de ecuaciones diferenciales no lineales. Las letras, junto a cada

flecha, indican la tasa de transferencia de individuos por unidad de tiempo.
o =1/(100 afios): pérdida total de la inmunidad

op = 1/(5 afios) : pérdida parcial de la inmunidad

U= 1/ (3.5 afios): pérdida parcial de la inmunidad

T-1 (2 afios) : pérdida parcial de la inmunidad

Y= 1/ (21 dias) : tasa de recuperacion

La fuerza de infeccidn (A) como hemos mencionado es dependiente de la edad y viene

dada por la expresion:
A= Zﬁu ([lj +p1[2j +:02[3j)
i=1

Aqui 8; corresponde al numero de contactos infectivos promedio por unidad de
tiempo que tiene un individuo del grupo etario i con otro del grupo etario j. Contacto infectivo
se define cuando un individuo susceptible se encuentra con otro individuo infectado (l1) y se
produce la infeccién de este ultimo. Por su parte p2 < p 1 < 1 tienen en cuenta que los
infectados /> e I3 contribuyen menos a la fuerza de infeccidén que los /1. Los valores tomados
fueron p1=1/2, p2= 1/4 los cuales estan de acuerdo con los datos hallados en bibliografia

[254].

Para la estimacién de los valores de 8 se requiere del conocimiento de una gran
cantidad de datos epidemioldgicos que, en general, no estan disponibles. Por esta razén, un

procedimiento usual que se sigue para estimarlos, consiste en establecer una matriz de
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contactos con una estructura que permite reducir el nimero de 8 incégnita de N2 a N, donde
N es el numero de clases etarias. La forma de la matriz 6;; que resulta de este procedimiento
es conocida en la literatura como matriz WAIFW (por la abreviatura en inglés de: Who
Adquires Infection From Whom) [200, 262]. En nuestro trabajo hemos empleado estas
matrices para definir los valores de 8j;, y con estos valores calculados pudimos luego simular
la dindmica de propagacién de pertussis en la poblacidn y evaluar los efectos que tendrian en
esta dinamica diversos cambios en la politica de vacunacion. Debido a que no hay suficientes
datos locales empiricos sobre los cuales podamos disefiar matrices locales, decidimos
emplear estructuras de contactos sociales de otros paises ya gue muestran
comportamientos regulares entre ellos que podrian en principio extenderse a cualquier

poblacién[263]][264]

Asi para las estimaciones de 8;; entonces disefiamos una estructura de matriz WAIFW

como la que se esquematiza en la Tabla 2jError! No se encuentra el origen de la

é )

WAIFW
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Tabla 2: Matriz WAIFW donde se definen los rangos etarios y el
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esquema de contactos entre los distintos grupos.

eferencia..
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Los grupos etarios incluidos en la matriz aunque fueron seleccionados arbitrariamente se
incluyeron para poder diferenciarlos y analizarlos en forma particular. Con esta estructura de
contactos y a partir de los valores de A tomados de la era prevacunal calculamos los valores
de Bij.. Los valores tomados parala A de los distintos grupos etarios considerados fueron
de 0,1; 0,1; 0,14; 0,23; 0,47; 0,25; 0,07; 0,04 y 0,03. Algunos de estos valores surgen de la
interpolacion de valores reportados para la era pre-vacunal de Inglaterra y Gales [200]. Para
las clases 35-50 afos y 50-70 afios tomamos los valores sugeridos por Van Rie y

colaboradores [255].

Con el objetivo de plantear otras alternativas que den cuenta de los posibles contactos
de los nifios <1 afio con sus madres y con el personal encargado del cuidado en este rango
etario (maestras del jardin maternal, nifieras, etc.) disenamos dos matrices de contactos en
las se modificaron los valores para los contactos de los grupos etarios marcados en rojo
(WAIFW-2), o se modificaron ademas la divisién del rango etario <1 afio (WAIFW-3). A

continuacion se presentan las matrices disefiadas.

p
WAIFW- WAIFW-3
. 212 3]s (s =m| 3|22 (2 (22729
HRE 2lz2l2121s8ls 3'1:_2 213121388
s 3(3(2(3]s]s 31312388
153 Alal2lzlsls 3-5a 4141313188
5|6|3]3]|s I EVNERE
6(7]7]9 o 67|79
717(¢ 7179
o 7|9 o 719
rom 9 o 9
Tabla 3: Esquema de las dos matrices de contactos que se proponen como variantes.
\
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Estas matrices se emplearon en los diferentes escenarios epidemioldgicos que
utilizamos. Estos escenarios surgen de combinar distintos rangos de valores para la duracién
de la inmunidad, de los parametros que describen los contactos entre individuos (matrices y

fuerza de infeccidn) y de coberturas vacunales.

Respecto de las coberturas vacunales consideramos las correspondientes al esquema
de vacunacion oficial de Argentina. En particular consideramos en un caso la cobertura
reportada por el Ministerio de Salud de La Nacién y en otro consideramos valores mas bajos
ya gque es una situacion factible. En la Tabla 4 se incluyen los valores de coberturas utilizadas

en las 2 situaciones planteadas para cada una de las dosis del esquema basico de vacunacién.

Cobertura: o,
Dosis £ Cror Cons
1 Zm {1958 .70
2 4 {1958 70
3 G m {1955 .70
4 18 m {844 .70
5 Ea .93 .93
Tabla 4: Esquema de las diferentes dosis de vacunas. ai:edad de la aplicacion de la dosis “i”. pi:
cobertura de la dosis “i” ( es la fraccion de la poblacion de la edad ai vacunada). Eficiencia de la
vacuna = 0.9 para todas las dosis

Con respecto a la fuerza de infeccidn en este trabajo se consideraron tres sets de
valores posibles. Uno se corresponde al detallado por Hethcote [253], el cual se basa en
estimaciones realizadas a partir de datos epidemioldgicos obtenidos de Inglaterra y Gales
para la era pre-vacunal [200]. Estos valores de fuerzas de infeccidn en nuestro trabajo fueron
tomadas como valores basales (AB) ya que luego consideramos una situacién en que los
valores estuvieran por encima de estos valores (designada como A+)y otra situacién en que
los valores estuvieran por debajo de los valores AB (designada como A-). En la Figura 19 se

muestran los valores utilizados.
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Figura 19 En esta figura mostramos tres conjuntos de fuerzas de infeccién

considerados en este trabajo: A B determinados por Hethcote para estudios en
USA; A - asumiendo que los valores en adultos son un 35% menores; A +
asumiendo que los valores en adulto son un 35% mayores.

Respecto de la duracidon de la inmunidad conferida por cada dosis de vacuna
consideramos un valor de 3,5 afios para la perdida de la inmunidad luego de haber recibido
al menos 3 dosis sea compatible con el rango reportado en trabajo de Wendelboe et al 2005

[147].

Con todos estos posibles valores considerados para las coberturas de vacunacién,
las WAIFW, coberturas y fuerzas de infeccion y la duracién de la inmunidad definimos los
escenarios antes mencionados. En estos diferentes escenarios calculamos, con las ecuaciones
diferenciales mostradas mas abajo e incluidas en un programa desarrollado por los fisicos de
nuestro equipo, la incidencia de la enfermedad en nifios menores de 1 afio. Los valores

calculados fueron luego comparados con los datos epidemiolégicos reales.
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Estas comparaciones nos permitieron analizar cuales pardmetros de los ensayados
reflejaron mejor la situacion epidemioldgica del ambito local. Asi a partir de los datos
obtenidos del Laboratorio Nacional de Referencia —VACSAL — IBBM en el afio 2008, vy
considerando la poblacién de la ciudad de La Plata de 650.000 pudimos estimar la incidencia
en un valor de 12.5 casos nuevos por afio cada 100.000 habitantes para los nifios menores de
1 afo de edad. Este valor registrado se corresponderia a una subvaloracién ya que se sabe
qgue el sistema de salud no registra todos los casos debido a diversas situaciones socio

sanitario de la poblacion. Se estima que el subreporte es de 30 al 50% .

En la tabla 5 se presentan los datos arrojados por el modelo al considerar los distintos

valores de fuerza de infeccién ensayados y distintas coberturas de vacunacién.
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Inc. g A- o+
Cror 12 15 7 9 15 19
Coo 19 25 14 19 23 29

Tabla 5 : Incidencia para el rango etario de 0 a 1 afio obtenida del modelo utilizando
diferentes combinaciones de fuerzas de infeccion (A) y cobertura de la vacunacién.(C)

Como puede observarse en la tabla, los valores de incidencia obtenidos de todos los
casos analizados resultaron ser compatibles con las estimaciones que realizamos a partir de
los datos epidemioldgicos locales. Por lo tanto, podriamos emplear cualquiera de las
combinaciones de fuerza de infeccion y coberturas ensayadas. Sin embargo, respecto de la

fuerza de infeccion decidimos emplear de manera conservadora el valor de As .

Respecto de las distintas WAIFW asi como las distintas coberturas de vacunacion y
duracidn de la inmunidad, los resultados alcanzados tampoco permitieron excluir ninguno de
los valores ensayados y dado que en la literatura no existe informacion que nos permita hacer
una seleccion de los sets de valores decidimos seguir nuestros andlisis haciendo evaluaciones

en los distintos escenarios.

ANALISIS DEL IMPACTO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE VACUNACION EN LA INCIDENCIA DE
PERTUSSIS

Una vez definidos los pardmetros y los escenarios decidimos analizar el efecto de la
implementacién del refuerzo de los 11 ainos en la incidencia de la enfermedad en la poblacién

mas vulnerables..

Este analisis nos parecid importante de realizarl ya que Argentina ha incluido
recientemente en el Calendario Nacional Vacunacién este refuerzo. La inclusién de este
refuerzo buscaba disminuir la incidencia de la enfermedad en el grupo de los 11 afios pero

también en los nifios menores de 1 afio de edad. Este efecto en los nifios no resulta tan obvio
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puesto que la introduccién de una dosis afecta la dinamica de la enfermedad en forma

general.

Decidimos entonces emplear nuestro modelo para realizar estimaciones sobre el
posible impacto de este refuerzo sobre la incidencia de pertussis en los nifios menores de un
afio de edad. Para ello consideramos especificamente las siguientes situaciones definidas por

los parametros que se detallan a continuacion:

- Situacion I. definida por considerar fuerza de infeccion Ag (base) y coberturas de

vacunacion C tor (corresponde al valor de 90%) y C 70% (cobertura disminuida al 70%)

-Situacién |l: definida por valores de A que se calcularon a partir de los valores Bij
determinados con los A de la era pre vacunal pero incluidos en las WAIFW- 2 y 3, y coberturas

de vacunacién C ror (corresponde al valor de 90%) y C 70% (cobertura disminuida al 70%)

- Situacion lll: definida por considerar la fuerza de infeccion  Ag (base),valores de la duracidn

de lainmunidad T a 1/5afios y los dos valores de coberturas de vacunacién (Cror y Cro%).

Los valores de incidencia para poblaciones |1 e I; de 0 -1 afo calculadas para las

distintas situaciones se presentan en la Tabla 6:.

Incid. Sin dosis 11a | Con dosis 11a | % dismin. Inc.

0-1 afio I, 1, I, L I, I, +1,
Ags Crot 12.4 15.5 11.7 14.7 -5.6 -5.4
Ag > Chpos 19.6 25.5 18.8 24.5 -4.1 -4.0
Aws s Crot 12.1 15.4 11.3 14.4 -6.6 -6.5
Aw.zs Crpon 20.1 23.6 19.2 22.5 -4.5 -4.6
Aw.ss Cro 6.7 17.8 6.2 16.8 -7.5 -6.1
Aw.ss Croon 14.8 29.7 14.1 28.4 -4.7 -4.5
Ag,1=5,Cqy, |10.5 12.5 9.3 11.1 |-11.4 -11.3
Ag,1v=5,C 0, | 17.8 20.6 16.4 19.0 -7.8 -7.8

Tabla 6 : Efecto de aplicar el refuerzo contra pertussis a los 11 afios en la incidencia del grupode 0a 1 afio
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En dicha Tabla se incluyen los valores hallados tanto en ausencia del refuerzo de los
11 afios como en presencia del mismo. Para una mejor interpretacién de los resultados
incluimos una columna donde se presentan los porcentajes de reduccion de la incidencia
logrados por la incorporacién del refuerzo. Como puede observarse en casi todos los casos
evaluados la incorporacion del refuerzo de los 11 afios redujo la incidencia en valores
cercanos al 5%. Sélo para el caso en que la duracidn de la inmunidad fue mayor el porcentaje
hallado fue cercano al 10%. Los datos muestran claramente que el efecto de la incorporacién
del refuerzo de los 11 afios es independiente de la cobertura de vacunacién para las dosis

primarias y de la matriz de contacto empleada.

Si bien el efecto del refuerzo tiene muy bajo impacto en la poblaciéon de 0-1 aiio, la

misma si provoca una reduccion apreciable (35%) en la poblacion de 11 afos.

Un aspecto interesante a analizar es la consecuencia que tendria el incorporar este
refuerzo en tiempos cortos ya que los modelos compartimentalizados y deterministas como
el aqui utilizado predice que el sistema alcanza un estado de equilibrio estacionario. Este valor

del equilibrio representa la fase endémica de la enfermedad y como sabemos que cualquier

N
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Figura 20 Efectos dinamicos en la incidencia: con el escenario de AB y Cror
J
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perturbacion de este equilibrio genera oscilaciones pronunciadas en las variables dindmicas
del modelo que suavemente se van amortiguado con el tiempo, es necesario evaluar el efecto
de la perturbacion (refuerzo de los 11 afios) en la incidencia a tiempos cortos. Asi analizamos
el efecto dindmico en la poblaciones |1 e l1+]; de las clases etarias 0-1 afio y 11-13 anos luego
de la aplicacidn de la dosis vacunal de los 11 afios. Los valores calculados para las incidencias
respecto del tiempo transcurrido luego de la incorporacién del refuerzo t=0 se muestran en

la Figura 20.

Para la poblacién de 0-1 afio observamos que a los 2 afios de incorporado el refuerzo,
la incidencia se reduce en un 13 %. Sin embargo a los 2 afios siguientes, este valor de
incidencia se incrementa superando el valor hallado en el estado estacionario. Asi los valores
de incidencia para la poblaciéon de 0-1 afio van oscilando alrededor del 5% a medida que
transcurre el tiempo respecto de la incorporacion del refuerzo. Para la poblacién de 11 a 13
anos, a los dos afos de incorporado el refuerzo su incidencia decae a 47% respecto del valor
inicial. Sin embargo, esta abrupta disminucién luego comienza a oscilar alrededor del valor
estacionario (35% menor que el valor inicial). Por lo tanto, el éxito de la estrategia deberia

evaluarse en los distintos afos luego de incorporar el cambio en las estrategias de vacunacion

Finalmente evaluamos el efecto que tendria aplicar una estrategia de vacunacién cada
10 afios sobre la incidencia en los nifios < 1 afio. Consideramos para ello que el 1ler refuerzo
se da a los 11 afios, y los restantes cada 10 afios a partir de ahi. Para estos andlisis incluimos
los dos escenarios de coberturas de vacunacion (Tabla 4). En la Tabla 7 se muestran las
reducciones en las incidencias de las poblaciones |1 + |2 en el grupo etario de 0 -1 afio luego

de aplicar 1, 2, 3 y 6 dosis de refuerzos.

Incid. |Sin +1erref |+ 1er + 1er
~ + 6 refuerzos
0-1 afio |refuerzos | (11a) |+ 2doref|+2do
Mg Cror 29.9 -5 % 4% | -21% | 20.1 | -28%
Mg Crov 451 -4 % 1% | -17% 34.2 | -24%

Tabla 7 : Efecto de aplicar 1 dosis adicional contra pertussis cada 10 afios, en la incidencia del grupode 0O a 1
afio.
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Estos datos muestran que se requieren de varias aplicaciones vacunales para lograr
una reduccidn sustancial en la incidencia en los nifios de 0-1afio. Esta estrategia de varias
dosis en principio pareceria dificultosa de ser llevada a cabo porque se requiere de tener

éxito en la aplicacidn de cada una de las dosis de refuerzo aplicada.

DISCUSION

La construccidon de modelos matematicos es una de las herramientas utilizadas hoy en
dia para el estudio de problemas en medicina, epidemiologia, farmacocinética, entre otras
areas del conocimiento. Sus objetivos primordiales son describir, explicar y predecir
fendmenos y procesos en dichas dareas. La relevancia de la construccion de los modelos
matematicos para enfermedades infecciosas es algo evidente ya que: a) provee un medio que
posibilita entender la transmisidn de una enfermedad infecciosa a través de una poblacién
bajo diferentes escenarios, b) revela algunas veces relaciones que no son obvias a primera
vista; c) es posible extraer propiedades y caracteristicas de las relaciones entre los elementos
qgue de otra forma permanecerian ocultas; d) en la mayor parte de los problemas de
enfermedades infecciosas del mundo real no es factible experimentar con la realidad debido
a que puede ser muy costoso, poco oportuno o incluso imposible. Por lo tanto, resulta
atractivo intentar superar estas dificultades con un modelo que describa de manera adecuada
las caracteristicas basicas de la enfermedad y su transmision de forma de poder predecir las

consecuencias de introducir cambios especificos.

Cabe senalar que los modelos matematicos para enfermedades infecciosas cada vez
estan resultando mas demandados como herramienta para tomar decisiones. Los resultados
gue se pueden alcanzar con los modelos deben valorarse en su justa medida, ya que
dificilmente es comprensible un problema complejo sin una minima modelacién, aunque
también hay que reconocer que no es posible modelar la totalidad de las situaciones reales.
En esencia, la funcién central de crear y analizar modelos matematicos es mejorar la

comprensién de un sistema para prevenir futuras situaciones de enfermedades, determinar
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la prevalencia e incidencia y complementar como una herramienta adicional, a la hora de

tomar decisiones objetivas para controlar o erradicar las enfermedades

En este contexto y dada la situacién de pertussis nuestro grupo de trabajo hace unos
anos ha comenzado un trabajo transdisciplinario para desarrollar un modelo matematico de
transmisién de la enfermedad. Asi hemos logrado disefiar un modelo basado en el modelo
mas sencillo denominado SIR. En estos modelos se parte del supuesto de que los individuos
se encuentran en uno de varios estados posibles. En funcién de dichos estados, la poblacidn
puede incluirse en algunas categorias: individuos susceptibles (S), infectados (I) o recuperados
(R), etc. Hemos logrado asi disefiar un modelo determinista compartamentalizado en edades.
Alguno de los pardmetros incluidos en este modelo son conocidos pero otros son inciertos y
ello nos ha llevado a definir escenarios epidemioldgicos posibles que cubren rangos de
parametros que resultarian factibles. Hemos trabajado asi con varios escenarios posibles que
surgen de la combinacién de considerar distintas duraciones de la inmunidad, distintos
valores para los parametros que describen los contactos entre individuos (matrices y fuerza

de infeccion) y distintas coberturas vacunales.

Una vez logrado la parametrizacién y habiendo confirmado que con los distintos
escenarios analizados llegamos a reproducir valores de incidencia que se correspondia con
los reales procedimos a analizar el efecto sobre la incidencia de pertussis en los menores de
1 afo de la incorporacién de un refuerzo vacunal en los adolescentes para todos los
escenarios planteados. Los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla 6. Alli se observa que
la reduccidn en la incidencia como consecuencia de la adicion de refuerzo de los 11 afios ya

sea en Incl, Inc2 o la suma Incl + Inc2, esta alrededor del 5% en todos los casos.

Evaluamos también si el potencial efecto de incluir la vacuna de refuerzo de los 11
anos dependia de la cobertura alcanzada para las dosis primarias. Los resultados hallados
muestran claramente que, mas alld de la duracién de la inmunidad o el escenario de contacto
considerado, mejorar la cobertura de la vacunacién produce una disminucién significativa en
la incidencia 0-1 afio en comparacién con la incorporacién de la dosis de refuerzo a los 11
anos. Estos datos muestran que aumentar la cobertura de la primera dosis (a los 2, 4y 6
meses) daria lugar a una mejora sustancial en el control de esta enfermedad (Tabla 6, donde

la Incidencia dada por l1+l2 para la Cyo es de 45,1 y para Cror 27,9). La incidencia disminuye
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para este grupo etario en un 38% cuando se lograr alcanzar coberturas del 90% en las dosis

iniciales.

El modelo compartimental determinista aqui desarrollado y utilizado predice que el
sistema alcanzara un estado de equilibrio estacionario que representa la fase endémica de la
enfermedad y cualquier perturbacién de este equilibrio genera oscilaciones que luego seran
amortiguadas. En particular, la introduccién de la vacuna de refuerzo de 11 afios produce un
comportamiento oscilatorio de las incidencias que se muestra en la Figura 20. La figura
muestra la evolucion dindmica de Incl (t) + Inc2 (t) en un periodo de 10 afos para el grupo de
11-13 afios y grupos 0-1 afos. En dicha figura se observa que dos afios después de la
introduccidn de la dosis de refuerzo, cuando incidencias alcanzaron su minimo (47% respecto
del valor inicial), la incidencia para el grupo 11-13 afios vuelve a aumentar superando el valor
estacionario, mientras que para el grupo 0-1 afio luego de disminuir 13% aumenta luego oscila
alrededor del 5% respecto del valor inicial. La incidencia para el grupo 11-13 afos oscila
alrededor de un nuevo valor de equilibrio que es 43,5% menor que antes de la introduccién

de la dosis de refuerzo.

El comportamiento oscilatorio que se muestra en la Figura 20 se ha predicho tanto en
los modelos epidémicos deterministas como estocasticos [253, 254, 257, 260, 265]. En el caso
de pertussis, estas oscilaciones se han reportado en varios paises y se muestra que las mismas
ocurren en un periodo de entre 3 y 5 afios, aunque el valor exacto puede fluctuar entre los

paises e incluso en el mismo pais en diferentes épocas.

En suma los resultados alcanzados en este trabajo valorizan a los modelos
matematicos como herramienta Utiles que pueden ayudar a las tomas de decisiones en salud.
En particular, los resultados obtenidos muestran que la inclusiéon de una sola dosis a los 11
anos reduce significativamente la incidencia de la enfermedad en este grupo de edad, pero
tiene un impacto muy bajo (<5%) en el grupo de riesgo (0 -1 afio). Mds importante aln es que
mejorar la cobertura de la primera dosis tendria un impacto mucho mayor en los lactantes.
Estos resultados se mantienen en los distintos escenarios considerados, mostrando asi la

solidez de estas conclusiones.
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SECCION 2.1: EVALUACION DE LA CONTRIBUCION DE LOS INMUNOGENOS PTx, Prn Y

FHA EN LA PROTECCION CONFERIDA POR LAS OMVS DERIVADAS DE B.pertussis.

INTRODUCCION

Como parte de nuestro trabajo de tesis buscamos identificar aquellos componentes
gue contribuyan a la capacidad protectora inducida por las OMVs, de forma de luego poder
utilizarlos como marcadores indispensables de la calidad de nuestra formulacién. Dado el
conocimiento del poder protector de algunos factores bacterianos, que por su propiedades
fueron incluidos en la mayoria de las vacunas acelulares, decidimos como primera estrategia
evaluar la contribucion de la toxina pertussis, la pertactina y la hemaglutinina filamentosa
[145, 199, 266]. La presencia de estos tres factores ya fueron identificados en las OMVs con las

qgue se formula la vacuna [24].

Como hemos mencionado en la introduccidn, la PTx es una proteina multimérica del
tipo AB, donde la subunidad A (monomérica) es la responsable del efecto toxico a través de
su funcion de ADP-ribosil transferasa sobre proteina Gij en la membrana de varias células del
sistema [26]. La resultante de la inhibicion de las vias de sefializacién acopladas a Gi inhibe a
su vez varias vias de sefializacion de quimioquinas y conduce a discapacidad de quimiotaxis
de macrdéfagos, neutrdfilos y linfocitos [110]. La produccidén de esta toxina también se ha
asociado con un retraso en la infiltracidon de neutréfilos a los pulmones con la consecuente
letalidad [59, 114, 204, 267]. Por otra parte se ha descripto que esta toxina tiene la capacidad
de actuar como adyuvante activando la respuesta humoral tanto local como sistémica,
estimulando la produccidn de IgE, IgA e IgG [268, 269]. Se ha demostrado también que PTX es
capaz de inducir un perfil de respuesta Thl y Th2 cuando es co-administrada con otros
antigenos [270, 271]. Recientemente Nasso y colaboradores demostraron que la PTx
detoxificada genéticamente, es capaz de estimular una respuesta Th1/Th17 por la via de la

interleuquina IL10 [272].

La pertactina por su parte es una proteina de las superficie bacteriana, que contiene
un dominio RGD (Arg-Gly-Asp) que interviene en la interaccion con las células eucariotas [26].

Los anticuerpos anti-Prn mostraron ser esenciales en la opsonofagocitosis descripta para B.
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pertussis [273]. Mas aun, estudios clinicos lograron evidenciar la existencia de cierta

correlacidn entre los titulo anti-Prn y los niveles de proteccidn [274].

La otra proteina incluida tanto en las vacunas acelulares de 3 como en la de 5
componentes es la hemaglutinina filamentosa (FHA), cuyo principal rol descripto es el de
adhesina [26, 275]. Esta proteina de 232KDa se encuentra presente en la superficie bacteriana
pero también en el medio extracelular. De esta proteina se han descripto propiedades
inmumoduladoras por lo que su inclusién en las vacunas aun hoy es controlvertida [190]. No

obstante, las vacunas siguen conteniendo esta proteina.

Para desarrollar el objetivo propuesto trabajamos con bacterias deficientes en cada
uno de los inmundégenos descriptos. Fue a través del empleo de estos mutantes defectivos que
obtuvimos OMVs para ser caracterizadas tanto in vitro como in vivo. A continuacidn presentaré

los resultados alcanzados.

CARACTERIZACION DE LOS PRINCIPALES INMUNOGENOS PRESENTES EN LA VESICULAS DE
MEMBRANA EXTERNA (OMVS)

Para poder evaluar el rol de los antigenos vacunales en cuanto a su contribucién en la
proteccion inducida por las OMVs trabajamos con 3 mutantes de B. pertussis defectivos en la
expresion de cada uno de estos inmundgeno. Al mutante defectivo en la expresion de PTx lo
hemos designado BpAPTX, el que no expresa Prn, BpAPrn y por ultimo el que no expresa FHA
(BpAFHA). Estos mutantes defectivos que fueron cedidos gentilmente por los investigados

gue los obtuvieron, derivan toda de la cepa parental B.pertussis Tohama | (Bpwt) [276-278].

Para obtener las OMVs derivadas de cada de uno de los mutantes de B. pertussis
defectivos en la expresién de los inmunogenos mencionados seguimos la metodologia
descripta por Hozbor y colaboradores (1999). Para ello realizamos cultivos liquidos
empleando el medio de Stainer Scholte suplementado con casaminoacidos. A partir de
bacterias cosechadas en fase exponencial tardia hicimos los tratamientos con buffers, el
proceso de sonicacion y las distintas etapas de centrifugacién segun lo descripto [250]. Tanto
el proceso de obtencion de las OMVs como las metodologias empleadas para su
caracterizacion han sido puestas a punto en nuestro laboratorio varios afios atras [20-24,

250].
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El proceso de obtencién de las distintas OMVs se realizé al menos 4 veces. Las OMVs
derivadas de cada cepa mutante fue analizada en su identidad y morfologia mediante
observaciones utilizando microscopia electronica de transferencia (MET) [250]. A modo de
ejemplo en la Figura 21 se muestran las imagenes obtenidas por tincidon negativa con acido

fosfotugnstico al 2%.

~
OMVsBpwt OMVsBpAPtx

200nm b3 a2 & u s 200rm

200em
FIGURA 21
Microscopias electrénicas de OMVs derivadas de la cepa parental Bp Tohama fase | (OMVsBpwt) y de los mutantes
defectivos en la expresion de PTx (OMVsBpAPtx), PRN (OMVsBpAPrn ) o FHA (OMVsBpAFHA). Para la visualizacion
se realizo una tincién negativa, La observacion se realizé en un microscopio electrénico de transmision (Jeol JEM
1200EX ). La barra refiere a la escala: 200nm

J

Como puede observarse en todos los casos se detecta la presencia de vesiculas con
tamarfios entre 50-200nm de didmetro y de una distribucion homogénea tanto para las OMVs
obtenidas de la cepa parental como para las OMVs derivadas de las cepas mutantes. No se
observaron diferencias entre lotes ni entre las OMVs derivadas de las distintas cepas

mutantes.
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El perfil proteico de cada una de las preparaciones de OMVs fue analizado mediante
corridas electroforéticas en geles desnaturalizantes del tipo SDS-PAGE (12,5% p/v). Los
resultados alcanzados se muestran en la Figura 22. Como puede observarse, los perfiles
proteicos en todos los casos estd constituido por al menos 20 bandas con PM que varian entre
12 y 120 kDa. Los perfiles son similares para las distintas OMVs obtenidas. Sélo se han
detectado algunas bandas diferenciales. Los resultados obtenidos se han repetido para los

distintos lotes obtenidos para cada una de las OMVs.

OMVs: Bpwt BpAPtx BpAPrn

BpAFHA

96 KDa

66 KDa

40 KDa

29 KDa

14 KDa

FIGURA 22: Corrida electroforética de OMVs obtenidas
de la cepas Bpwt y BpAAC-HIly en geles desnaturalizantes
del tipo SDS-PAGE al 12,5%.

La visualizacién de las subunidades peptidicas se realizan mediante
el colorante Coomassie Blue R250.
A la izquierda se detallan los marcadores de PM expresados en kDa.

Para confirmar que las OMVs derivadas de la cepa parental contenian los inmundégenos
Ptx, PRN y FHA como habia sido descripto oportunamente realizamos ensayos de inmmunblot
empleando anticuerpos policlonales especificos para cada una de las proteinas mencionadas.
Esta metodologia fue extendida a las demas OMVs obtenidas de las cepas mutantes. Los

resultados alcanzados se presentan a modo de ejemplo en la Figura 23.
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OMVs OMVs OMVs OMVs
BpAPtx BpAPrn Bpwt BpAFHA

a-Prn
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FIGURA 23

Inmunoblots de cada una de las OMV's derivadas de las distintas cepas mutantes
(OMVsBpwt, OMVsBpAPTx, OMVsBpAPrn y OMVsBpAFHA). Empleando como anticuerpos
primario antisueros anti-toxina pertussis (a-PTx), anti-pertactina {(a-prn) y anti-hemaglutinina
filamentosa (a-FHA).

Como puede observarse en la Figura 23, en las OMVs derivadas de la cepa parental cada
uno de los antisueros reconocié bandas de PM correspondiente a cada uno de los
inmundgenos ensayados por lo que nos permite confirmar la presencia de los mismos en estas
OMVs. Por otra parte y como esperabamos, en cada una de las OMVs obtenidas de las
distintas cepas defectivas de B. pertussis pudimos detectar la ausencia del inmundgeno cuya
secuencia estd deletada, y la presencia de los demds inmundégenos analizados. Como control
del blotting y de carga proteica incluimos el revelado con anticuerpos anti-fimbria (FIM).
Como puede observarse en la figura el reconocimiento de este anticuerpo frente a las

distintas OMVs fue similar (Figura 23).
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Para completar la caracterizacién de las OMVs derivadas de las distintas cepas
evaluadas realizamos corridas electroforeticas para detectar la presencia del lipopolisacarido
(LPS). Los resultados presentados en la Figura 24 muestran un perfil similar del LPS para las
distintas OMVs evaluadas. Aunque esta metodologia no es cuantitativa nos permite
evidenciar que no existen diferencias abruptas entre las distintas OMVs del contenido del LPS.
Este componente es ubicuo de la membrana externa de todas las bacterias Gram negativas
por lo que su presencia contribuye a identificar la naturaleza de nuestras preparaciones. La
presencia de esta molécula es controvertida ya que por un lado a se le ha adjudicado un
importante poder adyuvante pero también se le ha asociado con la induccion de reacciones
adversas de forma dependiente de la cantidad [279, 280]. En el laboratorio hemos podido
determinar que esta cantidad de LPS se corresponde a la contenida en una suspension
bacteriana que contiene 1x10’ bacterias. Este valor es mucho menor (1000 veces menor) al

contenido en una dosis de vacuna celular humana (10%° bacteria por dosis).

OMVs OMVs OMVs OMVs
Bpwt BpAPtx BpAPrn BpAFHA

Figura 24: Perfil de Lipopolisacarido (LPS) presnte en las OMVs
Corrida electroforética en geles desnaturalizantes al 15% p/v de los Lipopolisacarido presentes
en las OMVs derivadas de las cepas de Bpwt, BpAPTx, BpAPrn y BpAFHA. La visualizacién del LPS

se realizé mediante una técnica de tincién con plata empleando los reactivos BIORAD y siguiendo
las instrucciones del fabricante.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LAS DISTINTAS FORMULACIONES VACUNALES.

En experimentos previos sobre distintos lotes de OMVs de la cepa parental obtenidos
en el laboratorio hemos evaluado la toxicidad de las vacunas formuladas en base a las mismas

y hemos observado que estas formulaciones resultan seguras ya que cumplen con las

93



Tesis Doctoral 2015 Ormazabal Maximiliano

recomendaciones de bioseguridad establecidas por la OMS [23, 24]. Con los lotes hasta aqui
caracterizados decidimos evaluar la toxicidad no sélo de las OMVs derivadas de la cepa
parental sino de aquellas derivadas de las cepas defectivas en la expresion de los distintos
inmundégenos (OMVsBpAPTx, OMVsBpAPrn y OMVsBPAFHA). Para ello empleando el modelo
de inmunizacién intraperitoneal en ratones realizamos medidas de una interluequina que da
cuenta de la inflamaciéon como lo es la IL-6 y ensayos de ganancia de peso en ratones. Con
fines comparativos incluimos también un grupo de ratones inmunizados con vacuna

comercial celular (wP) y la vacuna acelular (TdaP).

Todos los ensayos funcionales de la OMVs se realizaron a partir de formulaciones que
contenian a cada una de las OMVs detoxificadas con formaldehido, aluminio como adyuvante
y los toxoides tetanico y diftérico, de modo de obtener una formulacién similar a las vacunas
comerciales [24]. De aqui en mas estas formulaciones fueron designadas como
TdapOMVsBpwt, TdapOMVsBpAPTX, TdapOMVsBpAPrn y TdapOMVsBpAFHA

respectivamente.

Los niveles hallados de IL-6 a las 4 h post primera inmunizacién se presentan en la

Figura25
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Figura 25: : Niveles de IL-6 sérico en ratones inmunizados con TDaP, TDwP,
TdapOMVsBpwt, TdapOMVsBpAPTx, TdapOMVsBpAPrn y TdapOMVsBpAFHA.

Las determinaciones de IL-6 se realizaron mediante la técnica de ELISA.
Los resultados se expresan en pg/ml como el promedio y el error estandar
de 4 determinaciones. Como controles se evaluaron los niveles séricos de
IL-6 inducidos por la vacuna celular comercial (TDwP) y la vacuna acelular
comercial (TDaP). Letras diferentes indican diferencias significativas p<0,001

94



Tesis Doctoral 2015 Ormazabal Maximiliano

Como podemos observar en dicha figura, la cantidad de la interleuquina IL-6 serica
expresada en pg/ml detectada en los ratones inmunizados ya sea con la vacuna comercial aP
o con cualquiera de las formulaciones que contienen a las OMVs resulta menor que 400 pg/ml
siendo los valores similares a los detectados en los ratones no inmunizados (p<0,001). Por el
contrario y como era esperable para el tratamiento con vacuna comercial wP los niveles de
de IL-6 resultaron ser superiores con valores de 9.262 + 1.600 pg/ml. Estos valores de IL-6
para wP son significativamente mas alto que los detectados para cualquiera de las vacunas

ensayadas.

Siguiendo las recomendaciones de la OMS también realizamos el test de ganancia de
peso [281] que involucra el seguimiento del peso de los ratones inmunizados a 16 horas, 3
dias hasta 7 dias post primera inmunizacién. Para que una vacuna sea considerada como no

toxica, deben cumplirse los siguientes requisitos:

a) El peso total del ratédn vacunado al 3er dia debe ser el mismo o mayor que el peso
inicial.

b) Al 7mo dia el promedio de la ganancia de peso en el grupo vacunado no puede ser
menor al 60% de la ganancia de peso promedio del grupo control.

c) No se deben morir mas del 5% de los animales durante el ensayo

o N R
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Figura 26: Test de ganancia de peso para las vacunas formuladas a partir de las OMVs derivadas de las cepa Bpwt,
BpAPTx, BpAPrn y BpAFHA respectivamente.
El ensayo se realizé en ratones Balb/c inmunizados con TdapOMVsBpwt, TdapOMVsBpAPtx, TdapOMVsBpAPm o TdapOMVsBpAFHA.
Ala izquierda de la figura se presenta la ganancia de peso a los 3 dias post-vacunacion: promedio de las diferencia de peso de los ratones inmunizados respecto
del peso inicial.
A la derecha se representa el porcentaje de ganancia de peso al 7mo dia post-inmunizacién: se calcula el promedio de ganancia de peso de cada ratén normalizado
respecto a la ganancia promedio del grupo control, ratones sin inmunizar (PBS, 100%). La linea punteada indica el 60% de la ganancia de peso del grupo control
(valor requerido para superar el test).
Como referencia en ambos casos se emplearon ratones no inmunisados (PBS).
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En la Figura 26 se muestra a modo de ejemplo los registros de pesos correspondientes a

los 3y alos 7 dias post primera inmunizacion

Los datos recolectados nos han permitido confirmar que todas las formulaciones
empleadas en los ensayos cumplen con las recomendaciones de la OMS. Asi detectamos que
a los tres dias post primera inmunizacion todos los grupos no solo recuperan el peso de los
animales al iniciar la inmunizacidn sino que logran aumentar de peso. A los siete dias también
pudimos detectar que los pesos de los ratones superan el 60% del aumento que alcanzan los

ratones no inmunizados (PBS).

Todos estos resultados nos permiten asegurar que los niveles de toxicidad para todas las
vacunas formuladas a partir de las distintas OMVs son los adecuados. Mds aun, nos permiten
afirmar que las modificaciones en la expresion de los componentes de la membrana externa

no producen cambios significativos que pudieran alterar la toxicidad de las mismas.

Una vez caracterizadas las OMVs y las formulaciones basadas en ellas procedimos a
evaluar la capacidad protectora de las mismas a través del empleo del modelo de desafio

intranasal en ratones.

EVALUACION DE LA PROTECCION CONFERIDA POR LAS VACUNAS ACELULARES BASADAS EN
VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA

Para evaluar el poder protector de una vacuna se emplean modelos animales y en
algunos casos, en los que exista un correlato de proteccién medible in vitro, se evitan los

€nsayos in vivo.

Para el caso de pertussis, no se ha podido establecer un correlato de proteccidn que sea
factible de ser medido in vitro por lo que se deben emplear modelos animales. De hecho para
este patdgeno, en principio estricto del hombre, se han desarrollado y empleado distintos
modelos en conejos, cobayos, cerdos, ratas, ratones y pequefos primates [282]. Estos
modelos se han empleado con distintos fines de investigacion. El modelo de rata tiene la
particularidad de que utilizando una determinada dosis el animal no sélo desarrolla la
infeccion sino que también presenta la sintomatologia caracteristica de la enfermedad, es

decir la tos paroxistica [283]. Este modelo puede asi utilizarse para evaluar el proceso de
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transmision de la enfermedad. Recientemente se ha desarrollado un modelo en primates que
supera al anterior ya que permite ademads evaluar la inmunidad desencadenada por la
vacunacion. Los resultados que se extraen en el modelo de primates son mas préximos a los
datos hallados en el hombre [222]. Lamentablemente el uso de este modelo es bastante
restringido por la inaccesibilidad y el costo de los animales. Otro modelo que se ha empleado
es el de lechones recién nacidos los cuales interesantemente presentan sintomas clinicos
similares a los humanos y en particular presentan una bronconeumonia severa que

correlaciona con la patofisiologia encontrada en pulmones de nifios [284, 285].

El modelo animal murino ha sido y lo sigue siendo, el mas ampliamente utilizado por la
facilidad en la manipulacion de los animales, accesibilidad y porque refleja caracteristicas de
la infeccion humana tales como la alta susceptibilidad a B.pertussis de ratones recién nacidos
respecto a los adultos, periodos similares de infeccidn pulmonar y manifestaciones causadas
por acciéon de la toxina pertussis (hipoglucemia, leucocitosis y sensibilizacion a la histamina)
[286]. La afeccion en ratones también es dependiente, al igual que en humanos, de la dosis
de bacteria utilizada en la infeccidon. Aunque no desarrollan tos, se ha podido evidenciar que
existe una correlacion muy buena entre la efectividad de la vacuna en humanos y la capacidad
de eliminar bacterias de los pulmones en ratones inmunizados y luego desafiados con una
suspension bacteriana [282, 287]. El primer modelo murino utilizado para evaluar la
efectividad de las vacunas fue el desarrollado por Perla Kendrick y Grace Elderling en 1946.
Este modelo incluia un desafio intracraneal letal luego de lainmunizacidn [142]. La efectividad
e incluso la potencia de las vacunas se evaluaban analizando la supervivencia de los ratones
inmunizados. Este método es el que se ha utilizado y todavia se sigue utilizando como método
de referencia para evaluar la eficacia de vacunas celulares[288]. Para las vacunas acelulares
sin embargo se determiné que el desafio intranasal es el mas adecuado para evaluar
capacidad protectora de las mismas[289]. En este modelo en lugar de analizar la cinética de
muerte, se evalla el nimero de bacterias (unidades formadoras de colonias, UFC) que se
encuentran colonizando el tracto respiratorio del animal luego del desafio [289, 290]. Se ha
podido evidenciar que la protecciéon en términos de reduccién de UFC determinada en este
modelo correlaciona de forma adecuada con la eficacia de las vacunas acelulares pero
también las celulares. En el caso de vacunas protectoras los ratones inmunizados resuelven

la infeccion en un plazo de entre 3 y 10 dias, mientras que los ratones no inmunizados lo
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hacen en un plazo de entre 30 y 40 dias. Las dosis que se emplea para el desafio son subletales
aproximadamente 107 bacterias y estos valores deben descender de manera significativa en

caso de estar en presencia de una formulacién protectora.

En este contexto, para evaluar la capacidad protectora de formulaciones basadas en
OMVs utilizamos el modelo murino de desafio intranasal [24]. En trabajos previos hemos
establecido la dosis protectora de las formulaciones a OMVs en términos de cantidad de
proteina [23, 24]. La via de inmunizacidon empleada es la intraperitoneal, y el nimero de dosis
es dos (separadas 14 dias) segun lo aceptado en B. pertussis [289]. Para el desafio empleamos
una suspensién bacteriana de B. pertussis Tohama | que contenia aproximadamente 5x10’
UFC/40ul. La proteccion la evaluamos realizando recuento de colonias recuperadas de los
pulmones al dia 7 post desafio [289]. Como control negativo de proteccién empleamos a un
grupo de ratones que fueron tratados con PBS. Como control positivo empleamos un grupo
de ratones inmunizados con una vacuna acelular comercial en alta dosis (1/10 de la dosis
humanas). Estos experimentos los hemos realizados al menos 3 veces en ensayos

independientes.

4 2

Log (UFC/ml)

PBS TDap TdapOMV  Tdapomvs TdapOMVs TDwP
1:10 Bpwt BpAPTx BpAPrn BpAFHA

Figura 27 . Efecto de la inmunizacion sistémica con TdapOMVsBpwt, TdapOMVBpAPtx,
TdapOMVBpAPrn o TdapOMVBpAFha en el modelo de desafio intranasal raton.

Como control positivo de protecciéon se empleé a la vacuna Tdap Comercial (1/10 de la

dosis humana). Para el desafio se empled una suspension subletal de B. pertussis

Tohama | (5 x 10 7 CFU 40ul -1). Se realizaron tres experimentos independientes.

Los resultados presentados son representativos de un experimento. Los resultados
mostrados se corresponden a los hallados a los 7 dias post desafio y refieren a la media

de cuatro ratones por grupo. La linea discontinua indica el limite inferior de deteccion.

El nimero de bacterias recuperadas de los pulmones del ratén se expresan como el Log

de la mediat error estandar (barras de error) de las unidades formadoras de colonias por ml.
El analisis estadistico se realiz6é mediante el test de Bonferroni. Letras diferentes indican
diferencias significativas con p <0,001.
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En la Figura 27 se muestra el efecto en la colonizacion de B. pertussis por la

administracion de 2 dosis de cada una de las vacunas ensayadas.

Como puede observarse en la Figura 27 los recuentos bacterianos detectados en los
pulmones obtenidos de los ratones tratados con TdapOMVsBpwt resultaron ser
significativamente menores que los del grupo control negativo (p <0,001). Estos resultados
confirman nuestros resultados anteriores sobre las OMVs derivadas de la cepa parental. En
esta figura también se puede observar que el nimero de colonias recuperadas de los
pulmones de ratones inmunizados con la vacuna TdapOMVsBpAPtx al dia 7-post desafio fue
menor que elobservado en animales tratados con PBS, pero mas alto que el tratamiento
TdapOMVsBpwt (Fig 27). Se obtuvieron resultados similares con la TdapOMVsBpAPrn. La
vacuna conteniendo la OMVs derivada del mutante defectivo en Prn disminuye su capacidad
de proteccion en aproximadamente dos ordenes de magnitud, mostrando asi su rol

determinante en la capacidad de proteccion que confieren las OMVs (Fig. 27).

El analisis de los resultados obtenidos para la vacuna TdapOMVsBpAFHA muestra que
el nivel de proteccion por ella ejercido no resulta diferencial respecto del observado para la
formulacion con las OMVs derivadas de la cepa parental (p<0,05). Estos resultados indicarian
gue la ausencia de FHA en las OMVs no impactaria en la capacidad protectora por ellas

ejercidas.

Todos los resultados presentados datos aqui confirman la importancia de PTx y Prn en
la obtencién de una respuesta protectora contra pertussis. El rol protector de la FHA en el

marco de las OMVs pareceria no ser importante.

DISCUSION

Previamente hemos demostrado en nuestro laboratorio que las vesiculas de membrana
externa obtenidas de B. pertussis son buenos candidatos vacunales con caracteristicas que
parecen superar a las limitaciones que presentan las actuales vacunas [18, 182, 198, 223,
235]. En trabajos previos hemos caracterizado la respuesta inmune protectora inducidas por
las OMVs [23, 24], pero restaba avanzar en la identificacidn de factores que fueran claves en

la proteccién por ellas inducidas [20]. En el trabajo aqui presentado hemos podido confirmar
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a través del empleo de OMVs derivadas de bacterias deficientes en la expresion de PTx, la
importancia de este inmunogeno en la capacidad protectora que inducen las vacunas que

contienen OMVs [21].

Los ensayos realizados con formulaciones que contienen OMVs que carecen de Prn o
FHA nos permitieron evidenciar que la presencia de Prn en las OMVs pero no la de FHA resulta
esencial en el desarrollo de la capacidad protectora inducidas por las OMVs (resultados
recientemente publicados Ormazabal et al. 2014 ref:[21]). Estos resultados sefialan una vez
mas la importante contribucidon de Prn a la respuesta anti-pertussis por encima de la FHA.
Estos datos concuerdan con la relativa pronta inclusidon de este componente en las vacunas
acelulares de 3 y 5 componentes [198]. Mds aun, en varios estudios realizados en animales y
humanos se ha demostrado que la Prn de B. pertussis es capaz de inducir anticuerpos que
estarian involucrados en los mecanismos de proteccion contra B. pertussis [273, 274]. De
hecho se ha reportado que los anticuerpos anti-pertactina son cruciales para la fagocitosis de
B. pertussis, mecanismo que resulta escencial en la proteccién contra la enfermedad [113,

273,291, 292].

La prevalencia actual de aislamientos clinicos de B. pertussis en los que no se detecta la
presencia de Prn en regiones geograficas con alta cobertura de vacuna, marcaria también la
importancia de este componente en la proteccién ya que la ausencia del mismo significaria
una ventaja adaptativa en una poblacidon inmunizada [202, 204-207]. Las actuales vacunas
acelulares constituidas por unos pocos componentes en dosis alta parecerian ser las

responsables de la emergencia y propagacion de aislamientos antigeno-deficientes [198].

En suma nuestros resultados no sélo han permitido confirmar la capacidad protectora
de OMVs derivadas de la cepa parental sino que también han demostrado la relevancia de
inmundgenos como Prn y PTx en la proteccién. Estos datos resultan valiosos ya que la
evaluacién de estos inmundgenos podria ser utilizada como marcadores de calidad de las

OMVs durante el proceso productivo.
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SECCION 2.2: CARACTERIZACION DE LA TOXINA ADENILATO CICLASA EN EL CONTEXTO

DE LA VACUNA BASADA EN LAS OMVs

INTRODUCCION

En la seccion anterior hemos presentado los resultados obtenidos al evaluar el rol de
la presencia de conocidos inmundgenos constituyentes de las actuales vacunas aP
comerciales en el marco de las OMVs. En este capitulo evaluaremos el rol funcional de otra
proteina de B. pertussis : la Adenilato Ciclasa-Hemolisina (AC-Hly) ya que ha sido detectada
en las OMVs [250] y para la que se han descripto caracteristicas que podrian hacerla atractiva
como antigeno vacunal [60, 293]. Esta toxina que se expresa en B. pertussis y en otras especies
gue constituyen el género Bordetella, se localiza en la superficie de la bacteria y en el medio
extracelular. Se sintetiza como precursor de 1.706 residuos aminoacidicos y presenta dos
tipos de actividades, la actividad adenilato ciclasa (AC) y como hemolisina (Hly) [84, 294, 295].
Esta ultima es dependiente de una modificacion post traduccional que consiste en el agregado
de un grupo palmitoilo a dos residuos de Lisina ubicados en las posiciones 860 y 983. La
actividad adenilato ciclasa (AC) estd asociada al extremo N-terminal de este polipéptido
(aproximadamente 400 aminodcidos) mientras que la capacidad hemolitica (Hly) esta
confinada al extremo C-terminal. Ambos dominios, AC y Hly presentan caracteristicas
estructurales similares a las toxinas de la familia de toxinas RTX (Repeat in Toxin) ya que
contienen un arreglo de repeticiones en tandem de 9 aminoacidos L-X-G-G-X-G (N/D)-D-X-
(U)-X (cédigo de aminoacido de una letra, X representa cualquier aminodcido y U representa
cualquier residuo grande hicrofébico como |, L, V, F, Y) que estdn involucrados en la unién a

calcio [60, 296].

La mayor parte de la toxina permanece asociada a la superficie celular y su secrecidn
al medio extracelular pareceria estar regulada por la proteina FHA. Se ha demostrado que
mutantes de B. pertussis que no expresaban FHA, liberaban mas AC-Hly al medio extracelular
y que la asociacion de la toxina a la superficie bacteriana podia ser restablecida mediante la

expresion de FHA a partir de la secuencia codificante contenida en un plasmido [297].

La actividad ciclasa de la proteina AC-Hly altera las funciones fisioldgicas de la célula

eucariota mediante la sintesis descontrolada de cAMP intracelular a partir de ATP [298, 299].
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Esta proteina bi funcional es capaz de formar canales selectivos de cationes en las membranas
eucariotas mediante el dominio con actividad hemolisina [300, 301]. Esta toxina inhibe
ademas la fagocitosis de los macréfagos e induce la apoptosis en estas células [82, 85, 302,

303].

En cuanto a las propiedades inmungénicas de esta toxina se cuenta con datos que
muestran la presencia de anticuerpos anti-AC-Hly en la mayoria de los pacientes
diagnosticados con pertussis [304]. Mdas aun, en un estudio publicado en el 2004 se
presentaron resultados que demuestran la presencia de anti—AC-Hly no sdlo en pacientes
infectados no vacunados, sino también en pacientes infectados que habian recibido dosis de
vacunas. Sin embargo, el nivel en los pacientes vacunados fue mucho menor [305]. Este
trabajo logré demostrar de manera concluyente que existe una importante respuesta de

anticuerpos contra la AC-Hly en los chicos infectados.

Otro aspecto importante que se ha descripto para esta proteina es su capacidad que
tiene de actuar como adyuvante al co-administrarse con otros antigenos [306-310]. Se ha
demostrado que el empleo de la proteina sin actividad enzimatica en combinacion con los
distintos antigenos de la vacuna aP conduce a un aumento en el titulo de anticuerpos, y en la
respuesta celular orientandola a un perfil mixto Th1/Th2 a diferencia del tipico Th2 de la

vacuna aP [311, 312].

En base a estas propiedades y al hecho de la deteccién de la presencia de la AC-Hly en
las OMVs decidimos evaluar el rol de esta proteina en la proteccidn conferida por las OMVs.
Para desarrollar este objetivo contamos con una cepa defectiva en AC-Hly (BpAAC-Hly)
gentilmente cedida por el Dr. Peter Sebo. Este mutante es derivado de la cepa parental B.

pertussis Tohama .

A partir de esta cepa obtuvimos OMVs, las cuales fueron caracterizadas empleando
las mismas metodologias anteriormente descriptas. A continuacién presentamos los

resultados alcanzados.
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CARACTERIZACION DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA (OMVs) OBTENIDAS.

Para la caracterizacidn funcional de la AC-Hly en el marco de las OMVs, primeramente
procedimos a la obtencidn y caracterizacidn de las vesiculas derivadas de la cepa mutante
defectiva en la expresion de la AC-Hly (de aqui en mas designada como BpAAC-Hly) como asi

también de la cepa parental Bpwt.

La metodologia de obtencidn para estas vesiculas fue la misma que la anteriormente
descripta para las otras OMVs evaluadas durante este trabajo de tesis [20-24, 250]. Luego de
realizar el proceso de obtencidn para al menos 3 lotes, analizamos la identidad y la morfologia
de las OMVs mediante microscopia electrénica de transferencia (MET), corridas
electroforéticas en geles 1D e inmunoblottings [250]. En la Figura 28 se muestra una de las
micrografias realizada con tincién negativa correspondiente a uno de los lotes obtenidos.
Resultados similares se obtuvieron para cada uno de los lotes mostrando una vez mas la
robustez de la metodologia seguida. En las imagenes presentadas se pueden apreciar a las
OMVs con tamafios distribuidos homogéneamente entre 50-200nm de. Estos resultados son

similares a los obtenidos para las otras OMVs ensayadas.

OMVsBpAAC-Hly

200nm
EE——

FIGURA 28

Microscopia electronica de OMVs derivadas de la cepa mutante

defectivo en la expresion de Adenilato ciclasa-hemolisina (OMVsBpAAC-Hly)
Para la visualizacion se realizé una tincién negativa, La observacion se
realizé en un microscopio electronico de transmision (Jeol JEM 1200EX ).
La barra refiere a la escala: 200nm
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En cuanto al perfil proteico de estas OMVs el mismo fue analizado comparativamente
con el de las OMVs proveniente de la cepa parental mediante corridas electroforéticas en
geles desnaturalizantes del tipo SDS-PAGE (12,5% p/v). Los resultados alcanzados se muestran
en la Figura 29. Como puede observarse en esta figura los perfiles obtenidos para ambas
OMVs son similares, ya que presentan practicamente las mismas bandas de PM distribuidos
entre 12 y 120 kDa. Existen muy pocas bandas diferenciales detectadas seialadas en la figura
mediante flechas. Estos resultados que se repitieron para los distintos lotes obtenido son

consistentes con los alcanzados para las OMVs descriptas anteriormente.

OMVs: Bpwt BpAAC-HIy

96 KDa
66 KDa

40 KDa

29 KDa s

"nn

14 KDa ==

FIGURA 29 Corrida electroforética de OMVs obtenidas

de la cepas Bpwt y BpAAC-HIy en geles desnaturalizantes
del tipo SDS-PAGE al 12,5%.

La visualizacién de las subunidades peptidicas se realizan mediante
el colorante Coomassie Blue R250.

Ala izquierda se detallan los marcadores de PM expresados en kDa.

Con el fin de evaluar la presencia de los antigenos PTx,Prn y FIM asi como la expresion
de la AC-Hly en las OMVs obtenidas realizamos ensayos de inmunoblotting empleando anti
cuerpos policlonales especificos para cada uno de los inmundgenos. Los resultados se

presentan a modo de ejemplo en la Figura 30.
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OMVs OMVs OMVs OMVs

BpAAC-Hly  Bpwt BpAAC-Hly Bpwt

a-Prn

a-AC-Hly

a-PTx

a-Fim

FIGURA 30

Inmunoblots de los distintos factores individuales sobre las distintas OMVs.

Cada una de las distintas OMVs se enfrenté contra los distintos sueros policlonales
que contienen los anticuerpos especificos anti Pertactina (a-Prn); anti Toxina
pertussis (a-PT); anti adenilato ciclasa-h lisina (a-AC-Hly) y anti fimbria (a-Fim)
respectivamente.

\ y

Como puede observarse en la Figura 30, los antisueros anti-PTx, anti-Prn y anti-FIM

reconocieron en la OMVsBpwt y en la OMVsBpAAC-Hly bandas de PM correspondiente a cada
uno de los inmundgenos ensayados (PTx, Prn y FIM). En cuanto a la presencia o ausencia de
la AC-Hly, como era esperado sélo se pudo detectar reconocimiento en las OMVsBpwt. El
perfil de reconocimiento incluye mas de una banda que segun lo descripto por otros autores
y por nosotros mismos se corresponde a productos de degradacidon de la AC-Hly, ya

gue se trata de una proteina muy sensible a la protedlisis. Como control de carga proteica en
los geles para ambas OMVs y también como control del immunoblotting se realizé la

deteccion del antigeno Fim.

Para completar la caracterizacién de las OMVs sujetas a estudio realizamos otras
corridas electroforéticas para detectar la presencia del lipopolisacrido (LPS). Los resultados
presentados en la Figura 31 muestran un perfil similar del LPS para las ambas OMVs

evaluadas.
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Al igual que para las OMVs obtenidas de las otras cepas defectiva pudimos determinar
que la cantidad de LPS en las OMVs se corresponde a la contenida en una suspension
bacteriana que contiene 1x10’ bacterias. Este valor nuevamente resulta ser mucho menor

(1000 veces) al contenido en las vacunas wP.

OMVs OMVs
Bpwt BpAAC-HIly

Figura 31: Perfil de Lipopolisacarido (LPS)
presnte en las OMVs

Corrida electroforética en geles desnaturalizantes al 15% p/v
de los Lipopolisacarido presentes en la OMV derivadas de las
cepas de Bpwt y BpaAC-Hly. La visualizacién

del LPS se realizé mediante una técnica de tincién con plata
empleando los reactivos BIORAD y siguiendo las instrucciones
del fabricante.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LA FORMULACION VACUNAL CONTENIENDO A LAS
OMVSBPAAC-HLY.

A partir de los distintos lotes de OMVsBpwt y OMVsBpAAC-Hly caracterizados
formulamos las vacunas con adyuvante y los toxoides tetdnico y diftérico (TdapOMVsBpwt y
TdapBpAAC-Hly respectivamente) para poder evaluar en primer lugar su toxicidad y luego su
capacidad protectora en el modelo murino de desafio intranasal. Para ello realizamos tanto
medidas de IL-6 en el suero de los ratones post inmunizados como también el test de ganancia
de peso en ratones siguiendo las metodologias antes descriptas [23, 24]. Con fines
comparativos incluimos un grupo de ratones inmunizados con vacuna comercial celular (wP)
y vacuna acelular (TdaP). Como control negativo de toxicidad se empled un grupo de ratones

no inmunizados (ratones PBS).
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Los niveles hallados de IL-6 a las 4 h post primera inmunizacién y los resultados de los
pesajes para evaluar la ganancia de peso se presentan en las Figuras 32 y 33 respectivamente.

( )
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Figura 32: : Niveles de IL-6 sérico en ratones inmunizados con TDaP, TDwP,
TdapOMVsBpwt y TdapOMVsBpiAC-Hly.

Las determinaciones de IL-6 se realizaron mediante la técnica de ELISA.
Los resultados se expresan en pg/ml como el promedio y el error estandar
de 4 determinaciones. Como controles se evaluaron los niveles séricos de
IL-6 inducidos por la vacuna celular comercial (TDwP) y la vacuna acelular
comercial (TDaP). Letras diferentes indican diferencias significativas p<0,001
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Figura 33: Test de ganancia de peso para las vacunas formuladas a partir de las OMVs derivadas de las cepa
Bpwt y BpAAC-HIly respectivamente.

El ensayo se realizd en ratones Balb/c inmunizados con TdapOMVsBpwt, o TdapOMVsBpAAC-Hly.

Ala izquierda de la figura se presenta la ganancia de peso a los 3 dias post-vacunacién: promedio de las diferencia de peso de los ratones
inmunizados respecto del peso inicial.

Ala derecha se representa el porcentaje de ganancia de peso al 7mo dia post-inmunizaci6n: se calcula el promedio de ganancia de peso de cada
raton normalizado respecto a la ganancia promedio del grupo control, ratones sin inmunizar (PBS, 100%). La linea punteada indica el 60% de la
ganancia de peso del grupo control (valor requerido para superar el test).

Como referencia en ambos casos se emplearon ratones no inmunisados (PBS). J

\
Como podemos observar en la Figuras 32 y 33, tanto los niveles que se detectan de IL-

6 en el suero de los ratones como el test de ganancia de peso demuestran que esta nueva
formulacidon mantiene las caracteristicas respecto a la seguridad y toxicidad como todas las
vacunas formuladas con las distintas OMVs en este trabajo de tesis ensayada. Los niveles de

IL-6 alcanzados en los ratones inmunizados con la formulacion de OMVBpACya fueron de 260
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+ 29 pg/ml unas 35 veces menor que el valor hallado en los ratones inmunizados con la vacuna
wP. Este valor para la TdapOMVsBpAAC-Hly no difiere significativamente del hallado para la
vacuna aP y para la OMVBpwt (p<0,001). En cuanto al test de ganancia de peso pudimos
observar que al 3er dia post inmunizacién (pi) todos los ratones inmunizados con ambas
OMVs recuperan el peso inicial. Mas aun al 7mo dia post inmunizacion, observamos un
aumento promedio de peso en el grupo inmunizado con las vacunas Tdap OMVs que supera
el 60% del aumento de peso que logran los ratones control. Todos estos datos concuerdan
con los requisitos para considerar a estas formulaciones conteniendo OMVs como

formulaciones seguras.

Una vez caracterizadas tanto la TdapOMVs Bpwt y la TdapOMVsBpACya en cuanto a
su composiciéon y toxicidad, procedimos a evaluar la capacidad protectora de las mismas a
través del empleo del modelo de desafio intranasal en ratones.

EVALUACION DE LA PROTECCION CONFERIDA POR LAS VACUNA ACELULAR BASADA EN
OMVSBPAAC-HLY

Con estas dos formulaciones vacunales de TdapOMVs procedimos a comparar el
poder protector de las mismas a fin de evaluar el efecto sobre el mismo de la presencia o
ausencia de la AC-Hly. Para ello empleamos el modelo murino de desafio intranasal en el que
seguimos el esquema de 2 dosis espaciadas 14 dias con desafio a los 7 dias post segunda
inmunizacién con una suspension de B. pertussis Tohama | en dosis subletal. En |la Figura 34
se presentan los resultados correspondientes al nimero de bacterias recuperadas en los
pulmones de los ratones siete dias después de haber sido desafiados con B.pertussis. Como
control positivo de proteccién incluimos un tratamiento con vacuna acelular en alta dosis

(dilucion 1:10 de la dosis humana)[23]. Estos ensayos se realizaron por triplicado.
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Figura 34 . Efecto de la inmunizacion sistémica con TdapOMVsBpwt, o TdapOMVBpAAC-HIly

en el modelo de desafio intranasal raton.

Como control positivo de proteccién se empleé a la vacuna Tdap Comercial (1/10 de la

dosis humana). Para el desafio se emple6 una suspensién subletal de B. pertussis

Tohama | (5 x 10 7 CFU 40pl -1). Se realizaron tres experimentos independientes.

Los resultados presentados son representativos de un experimento. Los resultados

mostrados se corresponden a los hallados a los 7 dias post desafio y refieren a la media

de cuatro ratones por grupo. La linea discontinua indica el limite inferior de deteccién.

El nimero de bacterias recuperadas de los pulmones del ratén se expresan como el Log

de la media error estandar (barras de error) de las unidades formadoras de colonias por ml.

El andlisis estadistico se realizd mediante el test de Bonferroni. Letras diferentes indican
\diferencias significativas con p <0,001. )

Como esperabamos el mayor recuento de UFC se detecté en los pulmones de los
ratones no inmunizados (PBS). El control de proteccién utilizado mostré que el ensayo fue
exitoso ya que los niveles alcanzados de UFC para este tratamiento resultaron ser al menos 4
ordenes inferiores respecto de los valores hallados en los animales no inmunizados (control
negativo de proteccién). En el caso de los animales inmunizados con las formulaciones
conteniendo a las distintas OMVs los recuentos detectados resultaron ser significativamente
menores que los del grupo sin inmunizar y similares a los del control positivo de proteccién
(p <0,001). Todos estos resultados muestran que ambas formulaciones conteniendo a las
OMVs presentan niveles adecuados de proteccién y que la ausencia de AC-Hly en el contexto
de las OMVs no impactaria en la capacidad protectora contra la infeccién de B. pertussis en el

modelo murino.
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DISCUSION

La toxina adenilato ciclasa-hemolisina (ACT, AC-Hly o CyaA) es un factor de virulencia clave
de B. pertussis, [57, 60, 80, 110]. A esta toxina se le ha adjudicado la capacidad de afectar
funciones bactericida de células fagociticas tales como el estallido oxidativo [85, 313, 314]. A
través de la sintesis de cAMP, la toxina CyaA también afecta la maduracién de las células
dendriticas activadas por agonistas, lleva a la inhibicién de la secrecién de IL-12 y TNF-a e
incluso incrementa de la produccidn de IL-10 y la expansion de celulas Treg. Se ha propuesto
asi que una de las funciones de la AC-Hly sea la de dificultar la induccién de la respuesta
inmune adaptativa durante la infeccion de  B. pertussis [52]. Sin embargo, como toxoide sin
actividad enzimatica, es capaz de inducir una respuesta inmune protectora y funcionar como
adyuvante potenciando la inmunogenicidad de antigenos de B. pertussis [306-310, 315]. Esto
ha motivado a que CyaA sea propuesta como un candidato a ser incluido en una nueva
generacion de vacunas aP. Mas aun, su potencial uso se ha extendido a su empleo como
vacuna inmunoterapéutica ya que ha presentado la capacidad de inducir respuestas de
linfocitos T con polarizacion Th1-CD8 + citotdxicos de actividad fundamental contra los

tumores de cuello uterino.

En base a estos antecedentes decidimos evaluar si la AC-Hly presente en las OMVs
efectivamente tiene un rol clave en la capacidad protectora por ellas ejercidas. Para ello
realizamos estudios funcionales comparativos entre formulaciones a OMVs que contienen a
la AC-Hly en su composicidn con otras en las que la AC-Hly no es detectada en la formulacion.
Los resultados alcanzados muestran, sin lugar a dudas, que la ausencia de esta proteina en el
marco de las OMVs no afecta en absoluto el poder protector por ellas ejercidas. Estos
resultados que en principio parecerian ser contradictorios con los datos previos reportados
sobre la capacidad protectora de la AC-HLy, podrian no serlo ya que su rol aqui esta evaluado
en un contexto mas complejo en los que la pequefia deficiencia que pueda provocar su
ausencia puede ser contrarrestada por otro componente de la OMV. De todas formas
podemos concluir que la presencia de AC-Hly en las OMVs no tendria un rol en la proteccién

tan crucial como el que hemos detectado para inmundgenos como la PTxy Prn

Dado los resultados obtenidos sobre los factores de virulencia, evaluados

independientemente, nos propusimos avanzar en la evaluacion del rol en la proteccién del
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conjunto de los mismos. Para ello decidimos trabajar con una bacteria en fase avirulenta que
no expresa ninguno de los factores de virulencia. Los resultados alcanzados se presentan en

la siguiente seccién de este trabajo de tesis.
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SECCION 2.3: EVALUACION DE LA CAPACIDAD PROTECTORA DE OMVS DERIVAD DE

UNA CEPA DE B.PERTUSSIS BLOQUEADA EN FASE AVIRULENTA

INTRODUCCION

En el género Bordetella y en B. pertussis en particular la expresidn de las proteinas PTx,
PRN, FHA, FIM y AC-Hly se asocia con la virulencia dela bacteria en en el huésped. Estas
proteinas en conjunto se encuentran bajo el control de un locus denominado en inglés
Bordetella virulence gene (bvg, antes designado vir por estar asociado con la regulacion de la
expresion de los factores de virulencia). Este locus bvg, que codifica para un sistema de dos
componentes denominado BvgAS, y como mencionamos anteriormente fue identificado por
Weiss y colaboradores en 1989 cuando observaron que lainsercién del transposdn Tn5 dentro
del mismo, abolia simultdneamente la sintesis de las proteinas antes mencionadas las cuales
se denominaron a partir de alli factores Bvg+ o factores de virulencia [91, 316, 317]. Los genes
gue codifican para los factores de virulencia se denominan vag por virulence activated genes.
A través de este sistema y en respuesta a determinadas sefiales del medio ambiente como
temperaturas menores a 252C, presencia de Mg>SO4 o acido nicotinico, las bacterias dejan de
sintetizar los factores denominados de virulencia o Bvg+ y sintetizan otro set de proteinas que
en conjunto se les ha asignado el nombre de factores de avirulencia o factores Bvg- [317].
Los genes que codifican para estas proteinas se los designa en conjunto vrg por virulence

repressed genes.

Mutaciones espontaneas en el locus bvg también pueden conducir al cambio de fase
de virulencia a la fase de avirulencia[318]. El funcionamiento de BvgAS en un principio fue
considerado como un sistema on/off o de encendido/apagado de los genes de virulencia. Sin
embargo, la descripcién de proteinas de expresidon intermedia que no corresponden ni a
productos de los genes vag ni de los vrg, ha conducido a una reformulacién de la hipétesis
referente al mecanismo de regulacion mediado por BvgAS [319, 320]. Este es actualmente
considerado un sistema similar a un redstato, capaz de regular la expresién de un amplio
abanico de fenotipos ubicados entre los extremos correspondientes a las clasicas fases de

virulencia y de avirulencia [26, 109].

La fase avirulenta nos resultd una fase interesante de ser evaluada en el marco de las

OMVs ya que nos permitiria analizar el rol de la ausencia de todos los factores de virulencia
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en su conjunto. Los factores de avirulencia en principio no deberian afectar la capacidad
protectora porque se han descripto como poco inmunogénicos [321, 322]. En las primeras
descripciones de la fase avirulenta o también llamada modo C, Lacey demostrd la falta
induccion de sintesis de anticuerpos contra antigenos expresados en esta fase [89]. Mds aun
en trabajos en los que se emplearon algunos de los factores vrg purificados también
detectaron débil inmunogenicidad de los mismos [321, 322]. Estos resultados sugieren que la
fase de avirulencia podria ocurrir in vivo como mecanismo de evasion de la respuesta inmune

[13].

P ara alcanzar nuestro objetivo tendiente a evaluar en su conjunto el rol de la expresién
de todos los factores de virulencia en la proteccion conferida por las OMVs, empleamos un
mutante derivado de B.pertussis Tohama | que se encuentra blogqueada en el fenotipo

avirulento a partir del cual obtuvimos OMVs.

A continuacién presentaremos los resultados obtenidos en los ensayos de
caracterizacion in vitro e in vivo realizados con las OMVs obtenidas de la cepa B. pertussis en
fase avirulenta (OMVsBpavir). Los resultados alcanzados fueron analizados
comparativamente con los obtenidos con las OMVs derivadas de B. pertussis en fase virulenta

(OMVsBpwt).

CARACTERIZACION DE LAS OMVS OBTENIDAS A PARTIR DE B.PERTUSSIS EN FASE AVIRULENTA

Como en los capitulos anteriores, primeramente obtuvimos las OMVs derivadas de una
cepa de B. pertussis bloqueada en fase avirulenta. Obtuvimos al menos 3 lotes empleando
procedimientos independientes. Las preparaciones obtenidas fueron analizadas mediante
microscopia electrénica (MET) la cual nos permitié confirmar la presencia de OMVs que

resultaron similares a las derivadas de la cepa B. pertussis en fase virulenta (Figura 35)
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FIGURA 35

Microscopia electronica de OMVs derivadas de la cepa mutante
bloqueada en fase avirulenta (OMVsBpavir)

Para la visualizacién se realizé una tincién negativa, La observacién se

La barra refiere a la escala: 200nm

realizo en un microscopio electrénico de transmision (Jeol JEM 1200EX ).

El perfil proteico de las OMVsBpavir analizado en electroforesis en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes fue comparado con el de las OMVsBpwt. Los resultados se

muestran en la siguiente Figura 36:

OMVs: Bpwt Bpavir

96 KDa
66 KDa

40 KDa

29 KDa

14 KDa

FIGURA 36: Corrida electroforética de OMVs obtenidas

de la cepas Bpwt y Bpavir en geles desnaturalizantes

del tipo SDS-PAGE al 12,5%.

La visualizacion de las subunidades peptidicas se realizan mediante
el colorante Coomassie Blue R250.

A la izquierda se detallan los marcadores de PM expresados en kDa.

\

J

Como puede observarse las OMVsBpavir presenta un perfil mas sencillo con varias

bandas de PM que difieren de las visualizadas para las OMVsBpwt. Este resultado es esperable
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ya que para la fase avirulenta se han descripto proteinas de membrana que son propias de

esta fase [92, 93].

Para confirmar que las OMVsBpavir no contenian en su composicion ninguno de los
factores de virulencia conocidos realizamos ensayos de inmunoblotting empleando anti
sueros policlonales especificos contra los factores de virulencia: PTx, PRN, FIM y AC-Hly. Con
fines comparativos realizamos blottings empleando los mismos antisueros pero enfrentados
a las proteinas correspondientes a las OMVsBpwt. Como control de y como control de
funcionamiento de la técnica de inmunoblotting utilizamos un suero policlonal especifico de
la chaperona de 60Kda (GroEl) localizada en la membrana externa de B. pertussis. La eleccion
de esta proteina se fundamente en el hecho que esta proteina no es regulada por el sistema

de dos componentes BvgAS y su expresion es constitutiva.

En la Figura 37 puede observarse que mientras para las OMVs derivadas de B. pertussis
wt todos los sueros reconocen bandas del PM correspondiente para cada factor de virulencia
analizado y para la GroEl, en las OMVs derivadas de la fase avirulenta solo se detecta una

banda de reconocimiento especifico de la proteina GrokEl. .

OMVs  OMVs OMVs OMVs
Bpwt Bpavir Bpwt Bpavir
a-Prn # — «
x a-AC-Hly \
1 .
A-PTX o ' _;
. b .. .
I Py i'i. , .
a-Fim
|- q
| a-GroEl - . -
- e
FIGURA 37

Inmunoblots de los distintos factores individuales sobre las distintas
OMVs. Cada una de las distintas OMVs se enfrenté contra los distintos
sueros policlonales que contienen los anticuerpos especificos anti
Pertactina (a-Prn); anti Toxina pertussis (a-PT); anti adenilato ciclasa-
hemolisina (a-Ac-Hly) y anti fimbria (a-Fim) respectivamente. Suero anti
GroEl como control de carga.

Al igual que para las otras OMVs, para estas preparaciones también evaluamos el

contenido de LPS como se describié anteriormente.
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En la Figura 38 se puede observar que el perfil de LPS para OMVBpavir fue similar al de
las OMVsBpwt evidenciando que al menos con esta técnica no pudimos detectar diferencias

apreciables en esta molécula.

OMVs OMVs
Bpwt Bpavir

P en

Figura 38: Perfil de Lipopolisacarido
(LgS) presnte en las (gM’\)Is

Corrida electroforética en geles desnaturalizantes

al 15% p/v de los Lipopolisacarido presentes en la
OMV derivadas de las cepas de Bpwt y Bpavir.

La visualizacion del LPS se realizé mediante una
técnica de tincion con plata empleando los reactivos
BIORAD y siguiendo las instrucciones del fabricante

EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE LAS DISTINTAS FORMULACIONES VACUNALES.

A partir de las OMVs caracterizadas realizamos las formulaciones para obtener las
distintas Tdap OMVs. Teniendo en cuenta que esta es la primera vez que se evalla una vacuna
formulada a partir de B. pertussis en fase avirulenta de decidimos incluir en los ensayos de
caracterizacion in vivo vacunas celulares derivadas de la fase virulenta y también de la fase

avirulenta.

Con estas formulaciones vacunales evaluamos primeramente la toxicidad de las mismas
con el fin corroborar que no exista algun efecto adverso que nos inhabilite su uso en el modelo
animal. Como lo hemos hecho para las otras vacunas ensayadas, para estas vacunas también
evaluamos los niveles de IL-6 en el suero de los ratones 4 horas después de ser inmunizados

y realizamos el test de ganancia de peso recomendado. En las Figuras 39 y 40 se muestran los
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resultados obtenidos para las 4 formulaciones ensayadas. Como control se empled un grupo

de ratones no inmunizados.

12000 b
b
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o
o
|
= 6000 a
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300 -
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0 T 1
PBS TDwWP TDWP  TdapOMvs TdapOMvs TDaP
1:10 avir Bpwt Bpavir 1:10
Figura 39: : Niveles de IL-6 sérico en ratones inmunizados con TDaP, TDwP,
TDwPavir, TdapOMVsBpwt y TdapOMVsBpavir.
Las determinaciones de IL-6 se realizaron mediante la técnica de ELISA.
Los resultados se expresan en pg/ml como el promedio y el error estandar
de 4 determinaciones. Como controles se evaluaron los niveles séricos de
IL-6 inducidos por la vacuna celular comercial (TDwP) y la vacuna acelular
comercial (TDaP). Letras diferentes indican diferencias significativas p<0,001
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Figura 40: Test de ganancia de peso para las vacunas formuladas a partir de las OMVs derivadas de las cepa

Bpwt, Bpavir, TDwP y TDwPavir respectivamente.

El ensayo se realiz en ratones Balb/c inmunizados con TdapOMVsBpwt, TdapOMVsBpavir, TDWP y TDwPavir
Alaizquierda de la figura se presenta la ganancia de peso a los 3 dias post-vacunacion: promedio de las diferencia de peso de los ratones

inmunizados respecto del peso inicial.

Ala derecha se representa el porcentaje de ganancia de peso al 7mo dia post-inmunizacion: se calcula el promedio de ganancia de peso de cada
raton normalizado respecto a la ganancia promedio del grupo control, ratones sin inmunizar (PBS, 100%). La linea punteada indica el 60% de la

jganancia de peso del grupo control (valor requerido para superar el test).
Como referencia en ambos casos se emplearon ratones no inmunisados (PBS).

Como podemos observar, los niveles de IL-6 mds elevados se corresponden a las

determinaciones realizadas a partir de muestras de animales inmunizados con vacunas

celulares en fase virulenta y vacunas celulares en fase avirulenta: 9.200 + 1600 pg/ml en los
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animales inmunizados con la wP en fase virulenta y de 10.300 + 2000pg/ml para la vacuna wP
en fase avirulenta. Estos valores resultaron ser significativamente (p<0,001) mayores a los
valores detectados en los ratones control no inmunizados (tratamiento PBS) y en las demas
formulaciones vacunales basadas en OMVs. Como control también incluimos un grupo de
ratones inmunizados con vacuna Tdap comercial. En este caso los valores hallados fueron
similares a los de las vacunas Tdap formuladas a base de OMVs. Todos estos resultados
muestran que las modificaciones en la composiciéon proteica detectadas para las OMVs
obtenidas de la cepa bloqueada en fase avirulenta no provocan un cambio significativo en la

toxicidad de esta formulacion.

En relacidon a los ensayos de test de ganancia, los resultados alcanzados sobre los pesos
de los animales muestran que las formulaciones vacunales basadas en OMVs cumplen con los
requisitos para ser consideradas vacunas seguras. En cambio las vacunas wP presentan una
disminucion en el peso de los ratones a los 3 dias posteriores a la vacunacién, y aunque logran
recuperar su peso, al séptimo dia esta ganancia de peso es menor al 60% del aumento que
logran los ratones del grupo control (PBS). Estos resultados muestran una vez mas a las

vacunas celulares como mas toxicas que las acelulares.

EVALUACION DE LA PROTECCION CONFERIDA POR LAS VACUNAS ACELULARES BASADAS EN
VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA DERIVADAS DE LA FASE AVIRULENTA DE B. pertussis.

En esta seccidon presentaremos los resultados alcanzados al evaluar la capacidad
protectora de formulaciones que contiene OMVsBpavir. Los datos se obtuvieron del empleo
del modelo murino de desafio intranasal, que incluye un esquema de vacunacion consistente
en 2 dosis espaciadas 14 dias y el desafio a los 7 dias post segunda inmunizacién con una

suspension bacteriana de B. pertussis Tohama | en dosis subletal.
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Los resultados alcanzados se presentan en la Figura 41 donde se muestran los niveles
de bacterias recuperadas en los pulmones de los ratones siete dias después de haber sido

desafiados con B.pertussis. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

( 2
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PBS TDap TdapOMV  TdapOMVs TDwP TDwP
1:10 Bpwt Bpavir Bpwt Bpavir

Figura 41 . Efecto de la inmunizacion sistémica con TdapOMVsBpwt, TdapOMVBpavir, TDwPBpwt
y TDwPBpavir en el modelo de desafio intranasal ratén.

Como control positivo de proteccién se empled a la vacuna Tdap Comercial (1/10 de la

dosis humana). Para el desafio se empled una suspensién subletal de B. pertussis

Tohama | (5 x 10 7 CFU 40ul -1). Se realizaron tres experimentos independientes.

Los resultados presentados son representativos de un experimento. Los resultados
mostrados se corresponden a los hallados a los 7 dias post desafio y refieren a la media

de cuatro ratones por grupo. La linea discontinua indica el limite inferior de deteccion.

El nimero de bacterias recuperadas de los pulmones del raton se expresan como el Log

de la media error estandar (barras de error) de las unidades formadoras de colonias por ml.
El analisis estadistico se realizé mediante el test de Bonferroni. Letras diferentes indican
diferencias significativas con p <0,001.

. J

Como puede observarse los niveles de UFC en los pulmones de todos los grupos de
ratones vacunados se diferencian significativamente de grupo control no inmunizado (p <
0,001). En concordancia con los resultados obtenidos con anterioridad, los niveles de UFC
recuperadas tanto de los animales inmunizados con vacuna celular en fase virulenta como
con acelular comercial y acelular basada en OMVs derivadas de B. pertussis wt estuvieron
cerca del limite de deteccion de la técnica (recuento menor a 10UFC/ml). Contrariamente, los
recuentos de UFC obtenidos en los ratones inmunizados con la vacuna celular en fase
avirulenta o con la vacuna TdapOMVsBpavir fueron significativamente mayores a los hallados
en los ratones inmunizados con cualquiera de las otras vacunas incluidas en estos ensayos
(p<0.001). Sin embargo los valores de UFC para ambas formulaciones resultaron ser
significativamente inferiores a los hallados en los ratones no inmunizados. Estos hallazgos no
eran los esperados teniendo en cuenta los antecedentes sobre la baja inmunogenicidad de
los factores de avirulencia. Mientras que una vacuna formulada con los factores de avirulencia

nunca fue desarrollada ni siquiera ensayada, esperabamos que los resultados de la misma
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fueran nulos en cuanto a los niveles de proteccidn. Estos resultados estarian indicando que
las OMVs en fase avirulenta contienen inmundgenos que otorgan a las OMVs cierto nivel

protector.

DISCUSION

En base a los resultados presentados en los capitulos anteriores que muestran el rol que
tienen algunos factores de virulencia en la proteccién inducida por las OMVs, decidimos
evaluar si la falta de todos los factores de virulencia puede eliminar completamente la
capacidad protectora inducida por las OMVs. Para este fin, decidimos obtener y caracterizar
a OMVs derivadas de una cepa B. pertussis bloqueada en la fase avirulenta. Este enfoque nos
parecié apropiado ya que por un lado B. pertussis en fase avirulenta no expresa ninguno de
los factores asociados con virulencia de esta bacteria, y por otro lado, los factores propios de
la fase avirulenta parecen comportarse como inmundégenos pobres ([321, 322].
Sorprendentemente, al evaluar la capacidad protectora de las OMVs obtenidas a partir de B.
pertussis bloqueada en la fase avirulenta en el modelo murino evidenciamos que las mismas
eran capaces de ejercer cierto poder protector contra la infeccidon. La inmunizacion con
vacunas basadas en OMVsBpavir logra reducir en 2 log (p <0,001) los recuentos bacterianos
respecto del grupo control no inmunizado. A pesar de que este nivel de proteccidn es inferior
al obtenido con cualquiera de las formulaciones vacunales derivadas de B. pertussis en fase
virulenta aqui ensayadas, la capacidad protectora de formulaciones derivadas de la fase

avirulenta no habia sido reportada hasta el momento.

En relacion a seguridad de las formulaciones basadas en componentes derivados de B.
pertussis en fase avirulenta, de acuerdo con los niveles de la IL-6 pro-inflamatoria hallados
después de la inmunizacion y al test de ganancia de peso, juntos evidencian que las

formulaciones Tdap OMVsBpavir resultan ser seguras.

Un aspecto interesante que surge del analisis de todos los resultados obtenidos hasta
aqui es el hecho que los niveles de proteccidn inducidos por las OMVs derivadas de una cepa

gue carece de un Unico inmundgeno, ya sea PTx o de PRN, resulta ser similar a los obtenidos
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a partir de OMVs que carecen de estos dos y mas inmunogenos protectores al mismo tiempo.
Este hallazgo nos hizo pensar en la posibilidad que exista un nicleo comuin de componentes
gue son los esenciales para inducir un nivel minimo de proteccion en lo que se refiere a la
capacidad protectora de las OMVs. En el proximo capitulo presentaremos los resultados
alcanzados en la identificacion de componentes comunes entre las distintas OMVs con

potencial rol en la proteccién por ellas inducida.
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CAPITULO 3: IDENTIFICACION DE NUEVOS COMPONENTES INMUNOGENICOS

PRESENTES EN LAS OMVs

INTRODUCCION.

El empleo de cepas de B. pertussis defectivas en la expresion de antigenos de virulencia
especificos nos ha permitido evaluar la contribucién de cada uno de ellos en la protecciéon
conferida por las vacunas basadas en las OMVs. La extension de esta estrategia al empleo de
una cepa de B. pertussis bloqueada en la fase avirulenta que no expresa ninguno de los
factores de virulencia nos ha permitido alcnazar un resultado sorprendente: las vacunas
basadas en inmundgenos provenientes de fase avirulenta siguen protegiendo aunque en
niveles menores que las correspondientes a las formuladas con inmundgenos provenientes
de la fase virulenta. Este resultado nos resulta sorprendente porque como hemos discutido
en el capitulo anterior, los factores propios de la fase avirulenta han sido descriptos como
poco inmunogénicos [322]. Esperabamos por ello un valor casi nulo de proteccidn para estas
OMVs, sin embargo, el nivel de proteccion alcanzado con la formulacién TdapOMVsBpavir
resultd ser similar al obtenido con formulaciones conteniendo OMVs provenientes de una
cepa en fase virulenta carente de 1 Unico factor de virulencia. La similitud entre los niveles de
protecciéon entre las diferentes OMVs nos hizo pensar que las distintas formulaciones
provenientes de cepas defectivas compartian componentes comunes los cuales podrian ser

responsables de la proteccién observada.

Teniendo en cuenta que estos factores bacterianos comunes entre las distintas OMVs
podrian constituirse en nuevos candidatos vacunales que podrian sumarse a los actualmente
en uso, decidimos avanzar en la identificacion de los mismos. Para ello planteamos como
estrategia trabajar con técnicas que den cuenta de aspectos estructurales y funcionales de la
respuesta humoral inducida por las formulaciones que contienen a las OMVs. Si bien no existe
una clara correlacion entre el titulo de anticuerpos especificos y la proteccién, el rol de la

respuesta humoral en la proteccién es bien conocida [110, 323, 324].

Especificamente, empleamos técnicas de inmunoprotedmica y otras que permiten

evaluar las funciones de los anticuerpos asociadas a la actividad bactericida mediada por
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complemento. Esta actividad fue evaluada ya que existen resultados que correlacionan la

eliminacidn de la bacteria con los niveles de proteccidon conferidos por la vacunacion [325].

A continuacién presentaremos los resultados alcanzados al emplear las técnicas antes

mencionadas.

ENSAYO DEL PODER BACTERICIDA DE LOS ANTICUERPOS INDUCIDOS POR LA VACUNACION
CON OMVS

Para evaluar si la vacunacion con las OMVs es capaz de inducir una respuesta humoral
gue active la lisis mediada por el complemento realizamos ensayos in vitro que involucran
incubaciones de una suspensién bacteriana con el suero inmune inactivado y un suero que
aporte el complemento activo. En un primer experimento empleamos a los sueros inducidos
por los sueros inducidos por la vacuna celular y acelular para evaluar la funcionalidad del
ensayo. Se incluyd también los sueros obtenidos de los ratones inmunizados con las vacunas
conteniendo a las OMVs. Incluimos dos diluciones de los sueros para definir la concentraciéon

adecuada para visualizar la lisis.

La cepa bacteriana empleada fue B. pertussis Tohama | (Bpwt) (500 bacterias por
ensayo) la cual fue incubada por 2 h a 37°C con agitacidn junto a los sueros a ensayar. Como
fuente de complemento empleamos suero obtenido de ratones no inmunizados. La lisis por
complemento fue evaluada a través de recuentos bacterianos por plaqueo luego de las

incubaciones. En la Figura 42 mostramos los resultados obtenidos.

Los resultados presentados muestran que el suero wP (obtenido a los 14 dias post
inmunizacién, titulo 1:125) presenta la mayor capacidad bactericida cuando el mismo es
empleado sin dilucién. Dicha capacidad es dosis dependiente segun se puede observar en los
recuentos bacterianos al diluir el suero a ensayar. Resultados similares pero en niveles

menores (menor poder bactericida) pudo detectarse para la vacuna acelular.
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Los resultados alcanzados en este primer ensayo también permitieron detectar que el

suero sin diluir inducido por las TdapOMVsBpwt tiene poder bactericida.

Lisis por complemento
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FIGURA 42 Actividad bactericida del suero mediada
por complemento

En el recuento de bacterias solas se considera el control en
ausencia de suero inmune y en ausencia de los factores del
complemento. Los sueros empleados provienen de ratones
inmunizados con la vacuna celular comercial (TDwP), vacuna
acelular comercial (TdaP) y vacuna basadas en OMVxBpwt
(TdapOMVsBpwt). De cada suero se ensayaron dos
concentraciones: directo y dil 1:2.

En base a estos resultados decidimos evaluar un mayor numero de sueros de cada

tratamiento pero trabajando sélo con los sueros sin diluir.

Teniendo en cuenta reportes previos que indican que el LPS es una molécula esencial
en la actividad de lisis por complemento [326-328] decidimos incorporar como otro control
mas a los sueros de ratones inmunizados Unicamente con el LPS (titulo 1:75). En la siguiente
Figura 43 se presentan los resultados alcanzados. Como era esperado el suero anti-LPS
presenta una alta capacidad de lisis. Este resultado muestra también la validez de nuestro
ensayo y nuestros hallazgos. En cuanto a las OMVs se emplearon los sueros obtenidos de
ratones inmunizados con las distintas OMVs, pero en la figura sélo mostramos, a modo de

ejemplo, el resultado obtenido con los sueros correspondientes a la vacunacién con
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TdapOMVBpwt. Los demas sueros de las otras OMVs mostraron valores similares al descripto

en la Figura 43 (datos no mostrados).

Lisis por complemento

150 i
@ o:- & i
2 . Y
Z : i v
v
£ 1004 s Ada o
5 ey % v
i . v
g LI == freery Y
B
N
- ]

= 50 r_v

-+ ;

*
o M
- v
0 T 1 T T 3
Bacterias Suero Suero Suero Suero
Wp Tdap oMV LPS Toh

FIGURA 43 Actividad bactericida del suero mediada
por complemento

En el recuento de bacterias solas se considera el control en
ausencia de suero inmune y en ausencia de los factores del
complemento. Los sueros empleados provienen de ratones
inmunizados con la vacuna celular comercial (TDwP), vacuna
acelular comercial (TdaP), vacuna basadas en OMVxBpwt
(TdapOMVsBpwt) y suero de ratones inmunizados con LPS
purificado de B.pertussis (suero LPS). De cada suero se ensayo

solo la concentracion sin diluir.
\, J

Todos estos resultados muestran que las vacunas conteniendo las OMVs son capaces
de inducir una respuesta humoral, cuyos anticuerpos presentan la capacidad de inducir la lisis
bacteriana mediada por complemento. Esta actividad podria contribuir al menos en parte en

la capacidad protectora inducida por las OMVs

Estos sueros que resultaron activos en la lisis bacteriana fueron luego empleados para
identificar componentes inmunogénicos comunes en las distintas OMVs ensayadas en este

trabajo de tesis

ENSAYO DE INMUNOPROTEOMICA PARA IDENTIFICAR NUEVOS INMUNOGENOS PROTECTORES
PRESENTES EN LAS OMVs

Con el objetivo de identificar aquellos componentes comunes a todas las OMVs que
hemos utilizado en este trabajo de tesis realizamos ensayos de inmunoprotedmica. Para ello
realizamos corridas electroforéticas en geles SDS-PAGE de muestras proteicas provenientes

de preparaciones de OMVsBpwt, OMVsBpavir, OMVsBpAPtx y OMVsBpAPrn. Estos geles
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fueron transferidos a membranas de PVDF para ser enfrentados con los sueros inducidos por
las distintas vacunas conteniendo las diferentes OMVs. Como control negativo empleamos un
suero proveniente de animales no inmunizados. Asi obtuvimos paneles de reconocimiento

antigeno anticuerpo.

En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos al enfrentar las distintas
preparaciones de OMVs, OMVsBpwt, OMVsBpAPtx, OMVsBpAPrn y OMVsBpavir con sueros
prevenientes de animales inmunizados con: TdapOMVsBpwt, TdapOMVsBpAPtx,
TdapOMVsBpAPrn y Tdap OMVsBpavir, cada vacuna empleada por separado. El primer
resultado relevante que obtuvimos fue que el suero naive no reconocié a ninguin polipéptido
de ninguna de las OMVs ensayadas. Luego, pudimos detectar que los perfiles de
reconocimiento para las distintas OMVs frente a un suero particular y frente a los distintos
sueros inmunes ensayados resultaron ser homogéneos y simples. En todos los casos el
numero de bandas reconocidas no superé a 10 reconocimientos. Si bien el perfil de
reconocimiento con el suero inmune anti OMVsBpavir resulta ser el mas sencillo, lo que es
mas interesante es el hecho que este suero comparte bandas de reconocimiento con sueros
inmunes provenientes de OMVs obtenidas de cepas de B. pertussis en fase virulenta. Para las
OMVsBpavir en todos los casos se detecta la ausencia una banda de PM aprox 72kDa la cual

sefialamos con una flecha en la Figura 44.
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En todos los casos el reconocimiento por parte de los sueros inmunes se localizé en la

region por encima de los 50 kDa y en la regién de 15-20 KDa
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FIGURA 44 Inmunoblots de cada una de las OMVs
derivadas de las distintas cepas mutantes (OMVsBpwt,
OMVsBpAPTx, OMVsBpAPrn y OMVsBpavir).

En el recuento de bacterias solas se considera el control en
ausencia de suero inmune y en ausencia de los factores del
complemento. Los sueros empleados provienen de ratones
inmunizados con la vacuna celular comercial (TDwP), vacuna
acelular comercial (TdaP) y vacuna basadas en OMVxBpwt
(TdapOMVsBpwt). De cada suero se ensayaron dos
concentraciones: directo y dil 1:2.

Para identificar las bandas comunes reactivas a los sueros extrajimos de los geles 1D las
bandas que coinciden en PM a las reconocidas en los inmunoblots. A partir del material
extraido de los geles 1D procedimos a la digestion triptica para poder identificarlas mediante
al uso de un espectrometro de masa (EM) del tipo MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight) y asi obtener de cada banda un registro de la huella

peptidica. Esta huella peptidica obtenida con el MALDI TOF fue luego comparada con la que

131



Tesis Doctoral 2015 Ormazabal Maximiliano

se obtiene in silico, a partir de la digestion virtual de todas las proteinas potenciales de ser
expresadas por el genoma anotado de B. pertussis de forma de poder asi identificar las

distintas proteinas. Se emplea para ello el software MASCOT (www.matrixscience.com)

Ay
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FIGURA 45: Inmunoblot de los distintos perfiles de OMVs
enfrentado contra suero anti-OMVsBpwt.

Las flechas muestran las bandas reconocidas que fueron
identificadas por medio de MALDI-Tof/Tof

\ J
Asi, mediante la EM se pudo determinar la identidad de 4 bandas (Figura 45): el

polipéptido correspondiente a la banda 1 fue identificado como BP3495 una chaperona de
60kDa GroEl con un score MASCOT de 158 (score >70 significativa identificacién), una
cobertura de secuencia de 32% y un alineamiento de péptidos de 7 .Los polipéptidos
correspondientes a las bandas indicadas como 2 y 3 se identificaron como BP0840 una porina
de membrana externa OmpC con un score MASCOT de 125 (score > 52 significativo), una
cobertura de secuencia de 13% y un alineamiento de péptidos de 2. El polipéptido
correspondiente a la banda 4 fue identificada como BP0943 proteina OmpA, con un score
MASCOT de 188 (score >52 significativo), una cobertura de secuencia de 17% vy un
alineamiento de péptidos de 2. La diferencia entre la identificacidn de la proteina GroEl y las
proteinas OmpC y OmpA, fue que la primera se logré identificar con el espectro de masas
correspondientes a los péptidos tripsinizados, en cambio las otras dos proteinas fueron
identificadas gracias al empleo de un Lift con el espectrémetro. Este lift permite seleccionar
para su fragmentacion un pico determinado y a partir del mismo, genera una ruptura y un

nuevo espectro para el péptido. Las tres proteinas identificadas resultaron ser proteinas
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constitutivas cuya expresion no esta regulada por el sistema de dos componentes BvgAS [93].
Estos hallasgos confirman que las bandas que resultaron comunes a las distintas OMVs
cuando fueron reveladas con los diferentes anti sueros se corresponden a la misma proteina.
Mas aln estos resultados muestran claramente que estas proteinas identificadas son
inmunogénicas. Para confirmar los resultados alcanzados nos parecié importante clonar y
expresar las proteinas identificadas para luego obtener sueros especificos contra la proteina
y hacer ensayos de inmunobloting. Estos inmunoblots los realizamos por un lado empleando
como antigeno a las distintas OMVs y como suero el obtenido contra la proteina y por otro,
utilizando la proteina purificada como antigeno y los sueros inducidos por las OMVs como
anti sueros. Decidimos aplicar esta estrategia para la proteina GroEL ya que fue la mas
abundante y la de mayor reactividad frente a los sueros. Para el clonado de la proteina
empleamos el sistema de expresion Gateway (Invitrogen) que nos permite purificar con
técnicas sencillas la proteina cuya secuencia de ADN fue clonada. El vector de expresién
empleado fue el plasmido comercial pET200/D-TOPO (Invitrogen). Para la expresién de la
proteina recombinante empleamos la cepa de E. coli BL21 (DE3). La identidad de la proteina
purificada fue confirmada mediante corridas electroforéticas asociadas a espectrometria de
masa. Una vez confirmada su identidad obtuvimos sueros policlonales especificos siguiendo
un protocolo de inmunizacién clasico. Una vez confirmada la especificidad del
antisuero obtenido y habiendo evaluado el titulo del mismo procedimos a la realizacién de

los ensayos de inmunoblotting antes descriptos.
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 46.

A a-GroEL
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FIGURA 46: A) Immunnoblot de las OMVsBpwt,
OMVsBpAPTx, OMVsBpAPrn y OMVsBpavir empleando
suero policlonales de ratén anti-GroEl (recombinante).

B) Immunnoblot de la proteina purificada GroEl
recombinante empleando suero policlonal de ratéon
inmunizado con las OMVsBpwt, OMVsBpAPTX,
OMVsBpAPrn y OMVsBpavir.

En el panel A de la Figura 46 se puede observar que el suero especifico anti Grokl
reconoce una banda del PM esperado en todas las OMVs ensayadas. Mas aun, hemos podido
evidenciar que los sueros inducidos por cualquiera de las vacunas formuladas a partir de las

distintas OMVs son capaces de reconocer a la proteina GroEl purificada

Todos estos resultados confirman la presencia de GroEl en las distintas OMVs y ademas
valida la estrategia seguida para la identificacién de las proteinas inmunogénicas comunes a

las distintas OMVs ensayadas.

DISCUSION

La via por complemento es una defensa importante contra los patégenos respiratorios
en los pulmones y también en las superficies mucosales. B. pertussis expresa la proteina BrkA
la cual es capaz de resistir la destruccién por complemento [326, 329]. Sin embargo, se ha
detectado que algunos individuos pueden llegar a montar una respuesta inmune que puede

superar la defensa bacteriana mediada por BrkA [326]. En otro estudio se ha evidenciado que
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los sueros provenientes de adultos con diferente exposicion a B. pertussis se caracterizaron
por presentar actividad bactericida contra una cepa de tipo salvaje. Todos los sueros
ensayados mostraron actividad bactericida, lo que sugiere que los adultos a menudo tienen
capacidad bactericida gracias a la infeccidén o a la vacunacién con vacunas celulares. La vacuna
acelular por su parte presenta una capacidad baja de inducir anticuerpos que lleven a la lisis
por complemento. Esta diferencia de las vacunas acelulares respecto de las celulares

pareceria estar relacionado con el contenido del LPS [9].

Teniendo en cuenta esta capacidad de los sueros inmunes y que nuestras OMVs
contienen LPS decidimos evaluar en los sueros inducidos por ellos la capacidad bactericida
como posible mecanismo que pueda contribuir en la proteccién por ellas inducidas. [273, 326,

330-333].

En los ensayos in vitro realizados pudimos detectar que los sueros inducidos por las
distintas vacunas que contienen a las OMVs presentan la capacidad de inducir la lisis por
complemento. En presencia de los sueros anti OMVs se logré detectar una reduccién del
nuimero de bacterias viables del 55,5 + 5,7 % de bacterias vivas respecto del control del ensayo
sin lisis (p< 0,001). Esta reduccidon se observd no solo respecto del control negativo sino

también respecto de los resultados obtenidos para los sueros inducidos por las vacunas aP.

Teniendo en cuenta el rol de los anticuerpos en la proteccién decidimos avanzar en la
identificacion de componentes inmunogénicos dentro de las OMVs que sean capaces de
inducir respuesta humoral. Para ello realizamos ensayos de inmunoprotedmica que incluyen
electroforesis en geles 1D asociadas a espectrometria de masa. Esta técnica nos permitié
identificar cuatro polipéptidos los cuales se corresponden a tres proteinas, cuyo
reconocimiento fue detectado en todas las OMVs. Una de las proteinas identificadas fue una
chaperona de 60kDa (clasificada dentro de las HSK 60 en procariotas) denominada Grokl
(BP3495), la segunda proteina identificada fue una Porina de membrana externa OmpC

(BP0840), y la tercera una Proteina de membrana externa OmpA.

Cuando analizamos los genes que codifican para estas proteinas corroboramos que los
mismos no estadn regulados por el sistema de dos componentes BvgAS [92, 93], por lo tanto
es esperable que la presencia de la misma se detecte en las OMVs derivadas tanto de la cepa

Bp wt como Bp avir.
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Tambien logramos confirmar por medio de sueros especificos dirigidos contra GroEL
su presencia en todas las OMVs, confirmando los resultados alcanzados con los ensayos de
espectrometria de masas. La presencia de la proteina GroEL en las distintas OMVs resulta por
demads atractivo ya que anticuerpos contra GroEL fueron detectados en personas infectadas
[304]. Mas aun, se ha descripto que GroEL es capaz de inducir proteccidn en ratones neonatos
[334]. Respecto de OmpC, previamente designada como OmpP, se ha demostrado que su
secuencia contiene regiones conservadas con otras porinas de diferentes microrganismos
[335]. Actualmente, ademas, se ha demostrado para otros patdgenos que estas porinas
podrian ser blancos factibles de vacunas [336]. Finalmente la proteina OmpA recientemente
ha sido propuesta como posible candidato vacunal por ser una de las dos proteinas mds

abundantes no reguladas por el sistema BvgAS [337].

Todos los ensayos realizados nos han permitido asi detectar que la capacidad de
protecciéon de OMVs es aportada por varios componentes, incluyendo Prny PTx. Mds aun se
han detectado varios factores comunes entre las OMVs derivadas de B. pertussis en fase
virulenta y de fase avirulenta con potencial rol en la proteccién. La estructura compleja de las
OMVs resulta una caracteristica atractiva de las mismas por contener una amplia diversidad
de componentes que contribuyen a la proteccidn conferida. Podemos anticipar que esta
caracteristica de las OMVs puede constituir una ventaja muy positiva de las mismas, ya que
la presidn selectiva sobre las poblaciones bacterianas que circulan no se centrara en un solo

0 UNOS pocos componentes.

La investigacion detallada de las propiedades bioldgicas de estos antigenos en el
contexto de las OMVs puede proporcionar la identidad de nuevos inmunégenos que podrian

constituir una segunda generacién de vacunas acelulares.
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DISCUSION GENERAL

Hace pocos afios la Organizacion Mundial de la Salud estimé que si todas las vacunas
que se disponen hoy en dia contra las enfermedades de la infancia se adoptaran
universalmente, y si los paises incrementaran las coberturas vacunales en el mundo hasta un
promedio del 90%, podrian prevenirse en el segundo decenio del 2000, dos millones de
muertes mas al afio entre nifios menores de cinco afios. Esto tendria una repercusién
importantisima en el progreso hacia el objetivo mundial de reducir la mortalidad infantil en
dos tercios en los afios venideros. Se lograria también con ello reducir en gran medida la carga
de morbilidad y discapacidad debidas a enfermedades prevenibles mediante vacunas, y
contribuiria a mejorar la salud y el bienestar de los ninos, ademds de reducir los costos de
hospitalizacidn. El éxito de estos objetivos incluye no sélo alcanzarlos sino sostenerlos y para
ello se necesita de un sistema 4agil que pueda hacer frente incluso a situaciones no esperadas.
Se necesita ademds de mas inversiones ininterrumpidas que permitan impulsar la
investigacion y el desarrollo de vacunas que requieren ser mejoradas o incluso de nuevas
vacunas contra enfermedades con alta morbi mortalidad como el paludismo, la tuberculosis
y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Se estima que en conjunto estas
enfermedades provocan mas de 4 millones de muertes al ano principalmente en los paises en

desarrollo.

Pertussis o coqueluche es una de la enfermedades inmunoprevenibles que ha hecho
dificil alcanzar aquellos objetivos para mejorar la salud de los nifios ya que por un lado para
adquirir inmunidad protectora via la aplicacion de vacunas se requiere como minimo de 3
dosis primariasy 1 refuerzo aplicados en la infancia. Por otro lado, los calculos tedricos indican
gue esta enfermedad no puede controlarse adecuadamente, y menos aun erradicarse, dada
la elevada tasa de contagio que tiene y porque seria necesario lograr una cobertura efectiva
del 96% de la poblacién; algo materialmente imposible con vacunas cuya eficacia es de
alrededor del 80% [200]. Aunque no han logrado la erradicacion de la enfermedad, las
vacunas celulares y luego las acelulares contra pertussis lograron en las primeras décadas de
su aplicacidn, una drastica reduccion del nimero de casos en todos los paises donde se

aplicaron [37].
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Sin embargo en la actualidad y luego de mas de 60 afios de vacunacién masiva, la
situacidon epidemioldgica mundial de pertussis estd lejos de ser totalmente controlada y de
hecho hoy representa un problema grave para la salud [166, 190, 208, 223]. Respecto de las
complicaciones que plantea el control de esta patologia resulta elocuente la comparacién de
pertussis con otras enfermedades infecciosas. En este sentido podemos citar los resultados
de un trabajo publicado en 2007 donde los autores comparan, a partir de las series histdricas
de incidencia para las enfermedades inmunoprevenible, el impacto de los programas de
vacunacion en Estados Unidos [169]. De entre 9 patologias para las cuales existen vacunas
licenciadas desde antes de 1980 (difteria, tétanos, pertussis, sarampién, paperas,
poliomielitis, rubéola, rubéola congénita y viruela) los casos de pertussis fueron los que
menos descendieron en comparacién con la era prevacunal, si bien este descenso fue del

92,2% (Tabla 8).

( b
Era prevacunal Era Vacunal Reduccion %
Casos Muertes Casos Muertes Casos Muertes
Difteria 21053 1822 0 0 100% 100%
Tétanos 580 472 4 4 93% 99%
Pertussis 200727 4034 15632 27 92% 99%
Saramion 530217 440 55 0 100% 100%
Paperas 162344 39 6584 0 96% 100%
Poliomielitis 36110 3272 0 0 100% 100%
Rubeola 47745 17 1 0 100% 100%
Viruela 29005 337 0 0 100% 100%
Tabla 8 Comparacion histérica de la morbilidad y mortalidad para las enfermedades inmunoprevenibles cuyas vacunas fueron implementadas
antes de 1980. El nimero de casos de la era vacunal refieren al afo 2006, y el nimero de muertes al afio 2004.
Fuente: Historical comparisons of morbidity and mortality for vaccine-preventable diseases in the United States. Roush, S.W y Murphy, T.V JAMA, 2007.
298 (18): p. 2155-63.
\ y

En algunos paises sobre todo los mas periféricos la situacién preocupante radica en
que la cobertura de la vacunacion es insuficiente. La OMS estimd que de las 200.000 muertes
producidas por esta enfermedad, |la mayoria ocurria en paises africanos o del sur de Asia con
muy bajas tasas de vacunacién [338]. Pero también existen datos preocupantes sobre la
epidemiologia de pertussis en los paises donde la vacunacidon y las condiciones

socioecondmicas son mas adecuadas. En estos paises el nimero de casos de pertussis ha
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aumentado de manera sostenida registrando brotes epidémicos de envergadura. Argentina,
China, Espafia, Estados Unidos, Holanda, Australia son ejemplos de estos paises entre otros.
Respecto de la incidencia total, en estos trabajos se reportan aumentos muy significativos: en
Argentina la incidencia de pertussis en el periodo 2004-2006 duplicé la incidencia del periodo
1995-1999 y en el 2011 se registra un brote de envergadura con 76 muertes [3, 339]. En China,
los casos reportados de pertussis en el periodo 2001-2004 fueron unas diez veces mayores a
los previos a 1992 [340]. En Holanda ocurrieron en 1987 y 1996 picos de hasta diez veces la
incidencia de los afios inmediatamente anteriores [160]. Estados Unidos ha experimentado el
brote epidémico de coqueluche mas grande de los ultimos 50 afios. Segun el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), el nimero de casos reportados durante el aio
2012 superd los 48.277, mas del doble de los registros del 2011 (18.719) y muy por encima
del récord anterior de 27.550 en 2010. En 2012, la tasa de incidencia nacional era 13,4 por
100.000 con valores muy superiores en varios estados de Estados Unidos. En el ano 2013, se
registraron un total de 28.639 casos y en el 2014, 28.660. Para ambos afos varios brotes
fueron registrados en distintos estados[166]. En Australia, entre 1995 y 2005 los reportes de
casos anuales se mantuvieron aproximadamente estables, pero se observé también un
aumento relativo en la incidencia correspondiente al grupo de 20 a 59 afos [341]. Entre 2000
y 2010, varias epidemias fueron reportadas llegando a un total de 139.000 casos con una

incidencia anual de 156 casos por cada 100 000 para el afio 2010.

Todos estos datos que se repiten en otros paises [342, 343] [344] han llevado a
considerar a pertussis una enfermedad resurgente que presenta las mayores complicaciones
en los nifos menores de un afno pero también esta presente en la poblacidon adolescente

adulta [164, 166, 212].

Para esta situacidn epidemioldgica se han esgrimido varias causas, la mayoria de ellas
asociadas a las vacunas hoy en uso: baja efectividad, corta duracion de lainmunidad conferida
por las vacunas, adaptacién de patégeno a la inmunidad conferida por las vacunas, etc. El
peso de cada una de ellas varia de pais a pais y ello ha evitado que se llegue a un consenso
sobre la principal causa que ocasionaria la situaciéon antes descripta. Pero mas alla de
identificar la/s causa/s, es claro que se requiere de manera urgente de nuevas formulaciones
vacunales que suplan las debilidades de las actuales. Los sistemas de salud deben mientras

tanto revisar sus acciones de control para fortalecer y / o implementar estrategias para que a
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corto plazo mejoren la situacion, al menos para la poblacion mas vulnerable representado por
los lactantes. Respecto de este ultimo punto resulta oportuno recordar que antes de la
reaparicion de la enfermedad, los calendarios de vacunacién consistian en una serie primaria
de 3 dosis durante el primer afio de vida y una dosis de refuerzo entre uno y seis afios de
edad, preferentemente durante el segundo aifo de edad. Con el resurgimiento de la
enfermedad, se agregaron mas refuerzos siguiendo recomendaciones de las organizaciones
internacionales [11, 12, 345]. En particular, se han recomendado refuerzos para los grupos de
poblacion con las tasas mas altas de incidencia (adolescentes y adultos) y / o en los grupos de
poblacién que se describen como las principales fuentes de infeccién para los lactantes
(trabajadores de la salud en contacto con los nifilos, miembros de la familia en contacto con

el nifio, y / o madres embarazadas ) [11, 345].

En la siguiente Tabla 9 se presentan las recomendaciones propuestas y los objetivos que se

persiguen con la aplicacidn de las mismas.

( )

Potencial Esquema

Estrategia de inmunizacion Objetivo principal Objetivo secundario

Inmunizacién universal de
adultos

Todo adulto =18 afios con intervalos
regulares (posiblemente coicidente
con refuerzos de difteria, tetanos y palio)

Reducir la morbilidad en adultos
Desarrollo de “herd immunity”

Reducir la trasmision de
B.pertussis a los mas chiquitos

Inmunizacion selectiva de
madres, familiares y contactos
cercanos de los recién nacidos

Durante el tercer trimestre de embarazo
0 también postparto antes de las
4 semanas de edad del neonato

Reducir la trasmision de la
enfermedad a los bebes

Reducir la morbilidad en adultos
Especialmente adultos jovenes

Inmunizacién selectiva del
personal de salud.

Al comienzo de ejercer la profesion
(independientemente del estado de
vacunacion para difteria, tétanos

y polio) seguido de refuerzos
apropiadamente

Redudir la trasmision de la
enfermedad a los pacientes
suceptibles (incluido bebés)

Reducir la morbilidad en personal
de la salud.

Inmunizacién selectiva del
personal encargado del
cuidado de nifos.

Al comienzo de ejercer la profesion
(independientemente del estado de
vacunacion para difteria, tétanos

y polio) seguido de refuerzos
apropiadamente

Redudir la trasmision de la
enfermedad a los nifios
mas pequefios

Reducir la morbilidad en personal
encargado del cuidado de nifios.

Inmunizacién universal
de adolescentes

Alos 11-12 afios de edad
(dependiendo de la recomendacion
para los booster de difteria, tétanos

y polio) sin pasar los 18 afos de edad.

Redudir la morbilidad en
adolescentes y jovenes adultos.
Desarrollo de “herd immunity”

Reducir la trasmision de la
enfermedad a los nifios
mas pequenos

Refuerzo universal antes del
ingreso escolar a los
4-6 anos de edad

A todos los chicos antes del ingreso
escolar 0 en los primeros anos
(4-6 anos de edad)

Redudir la morbilidad en
chicos de edad escolar.
Desarrollo de “herd immunity”

Reducir la trasmision de la
enfermedad a los nifios
mas pequefos

Reforzar y/o mejorar las
actuales estrategias de
vacunacion para

bebés y nifos

Seguin la recomendacion actual,
que varia para cada pais.

Redudir la morbilidad y
mortalidad en bebes y nifios.

Reducir la circulacion
de B.pertussis

Tabla 9: Estrategias de inmunizacién recomendadas por la Global Pertussis Initiative (GPI)

\.
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Todas las recomendaciones hasta ahora realizadas no cuentan con el sustento
epidemioldgico suficiente como para universalizarlas, sin embargo dada la situacién
epidemioldgica de la enfermedad los paises afo tras afio van incorporando mas y mas
refuerzos. Asila demanda de vacunas acelulares aplicables a la poblacién adolescente y adulta
se ha incrementado de manera estrepitosa a punto tal que las compaiiias productoras no
estan pudiendo satisfacer las demandas en su totalidad. Estos refuerzos ademas implican un
costo importante dentro de las carteras de salud de cada pais tanto para la compra y para la
administracion de los refuerzos que recomiende. Es por todo ello que resulta importante
identificar qué refuerzos tendrian un impacto mas favorable en la epidemiologia de la
enfermedad y sobre todo en la epidemiologia de los mds vulnerables, es decir la poblacion de

los lactantes menores de 1 afio de edad.

En este contexto una herramienta que esta tomando relevancia por sus
contribuciones en la toma de decisiones en el drea de la salud humana son los modelos
matematicos de transmision de enfermedades. Pertussis no es ajena a los avances en el
disefio de modelos y de hecho existen varios modelos que representan la dinamica de
pertussis [200, 253, 255, 257, 265]. Estos modelos difieren entre si en varios aspectos pero
sobre todo los asociados a los pardametros incluidos. Dichos modelos intentan reflejar la
enfermedad y su situacidn en determinadas regiones geograficas por lo que no resultan
facilmente extrapolables a otras regiones con diferentes caracteristicas. Nuestro grupo a
través de un trabajo transdisciplinario ha logrado disefiar un modelo determinista
compartimental estructurado por edad basado en dos supuestos generalizables relativos a la
inmunidad de la enfermedad, uno refiere a que la inmunidad tiene un efecto importante
sobre los casos graves de la enfermedad y otro que la inmunidad inducida por las vacunas
disminuye con el tiempo. Asi en nuestro modelo la poblacion la hemos estratificado en nueve
clases epidemioldgicas (Figura 18). Con este modelo hemos explorado diferentes escenarios
epidemioldgicos ya que existen incertidumbres en algunos parametros que se incluyen en el
modelo como lo es la tasa de contacto infectivos entre personas de diferente las edades, las
coberturas vacunales y también la duracién exacta de la inmunidad. La comparacion de los
datos epidemiolégicos reales extraidos de nuestra base de datos con los calculados con el
modelo en los diferentes escenarios considerados nos permitié reproducir la caida en la

incidencia de los nifios causado por el uso masivo de la vacunas contra pertussis comparables.

144



Tesis Doctoral 2015 Ormazabal Maximiliano

También nos permitié detectar que es importante evaluar diferentes estrategias en los
escenarios propuestos porque dados escenarios representan situaciones epidemioldgicas
posibles. Los resultados que de alli se desprendan que resulten independientes del escenario

evaluado tendran un impacto predictivo mas global.

Habiendo logrado establecer los diferentes escenarios entre los cuales estaria
representada la realidad de la epidemiologia de pertussis en nuestro dambito, decidimos
evaluar el impacto de la incorporacién del refuerzo de los 11 afios en la incidencia de la
poblacién mas vulnerables. Este refuerzo fue incluido en nuestro pais en el 2009 en respuesta
a la situacion epidemioldgica y a la posibilidad de congregar a la poblacidn objeto con relativa
facilidad ya que se aplican otras vacunas. Para la evaluacion del impacto del refuerzo hemos
realizado calculos para todos los escenarios considerados. Los resultados obtenidos
mostraron que el refuerzo de los 11-afios disminuye la incidencia de la enfermedad en este
grupo de edad. Este resultado estd de acuerdo con el reportado recientemente por otros
autores [173, 346]. Sin embargo cuando evaluamos el efecto de la introduccidon de este
refuerzo en los adolescentes en los lactantes, nuestros resultados mostraron que el mismo
reduce la incidencia en los nifios, pero a un grado muy bajo. La disminucién calculada es
cercana al 5% en cualquiera de los escenarios considerados. Estos datos al igual que otros
recientemente divulgados sugieren que las vacunas anti - pertussis en los adolescentes no
tendrian un impacto significativo en los nifios menores de 1 afo. Esto podria explicarse al
menos en parte, por el escaso rol que tienen los adolescentes como fuente de infeccién en
lactantes [147, 347]. Es importante destacar también que utilizando nuestro modelo hemos
sido capaces de demostrar que, en paises como Argentina donde algunas regiones tienen
relativamente baja cobertura de vacunacién, la estrategia de mejorar las coberturas de las
primeras dosis tiene un impacto mas beneficioso en la reduccién de la incidencia en los bebés
que el refuerzo de los adolescentes. Asi, encontramos que la disminucién de la incidencia en
los bebés de 0-1 ano era de casi el 40% si se mejoraba la cobertura vacunal de las primeras

dosis desde 70% a un 90%.

Los resultados aqui alcanzados, que concuerdan con los recientemente reportados
[150, 173, 346], no sdlo valorizan a los modelos como una herramienta importante en la toma

de decisiones sino también el trabajo transdiciplinario que estd permitiendo abordar
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adecuadamente problematicas tan complejas como la aqui presentada [348] en la que no

resulto obvio el impacto que puede tener la aplicacidn de una estrategia en particular.

Si bien hemos podido evaluar si la implementacién de un refuerzo puede traer
aparejado una mejora en la incidencia de la enfermedad en la poblacién mas vulnerable, no
es claro que el camino para mejorar el control de la enfermedad sea realmente adicionar y
adicionar refuerzos. Por el contrario el hecho que afio a afio se tengan que incorporar mas y
mas refuerzos sin que la situacidon epidemioldgica de pertussis se logre mejorar
sustancialmente probablemente se deba en realidad a los fallos en las vacunas utilizadas, en
particular, en las vacunas acelulares [174, 349]. En relaciéon a las fallas de las vacunas
acelulares, estudios recientemente reportados sobre la situacion epidemiolégica de Australia
y los EE.UU., asi como los datos de un modelo de babuinos que se asemeja mucho a la
enfermedad humana, apoyan la hipdtesis que la transicion de las vacunas de células enteras
(wP) a las vacunas acelular (aP) puede estar asociada con el resurgimiento de la enfermedad
[9, 211, 350]. En particular, el modelo de babuino ha permitido evidenciar que las vacunas
acelulares son capaces de inducir proteccién adecuada contra la enfermedad, pero no contra
la infeccion ni contra la transmision [9]. En este contexto en donde la estrategia de adicionar
refuerzos no se presenta muy alentadora, el desarrollo de una tercera generacién de vacunas
mas efectiva, mas segura y que induzca una inmunidad mas duradera se presenta como la

estrategia a seguir por lo que deben obtenerse resultados de manera urgente.

Una respuesta posible a las consecuencias del uso de las vacunas acelulares, sobre
todo para aquellos paises en los que reemplazaron las vacunas celulares por acelulares en las
dosis primarias, seria promover el regreso al uso de las vacunas de células enteras, pero con
nuevas formulaciones que resulten menos reactogénicas y mas efectivas. Sin embargo,
resultaria dificil por parte de los paises que presentan un esquema con vacunas acelulares
volver a utilizar vacunas celulares, porque este cambio fue motivado en el hecho de que la
comunidad recibié informacion sobre las reacciones adversas de las vacunas celulares como

fundamento del mismo.

Otra posibilidad dentro de los nuevos desarrollos seria el mejorar las actuales vacunas
acelulares a través de la inclusién de mas factores de virulencia derivados de B. pertussis tales

como fuera propuesta la incorporacién de la toxina adenilato ciclasa o las proteinas reguladas
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por hierro proteins [60, 238] y / o también cambiar el adyuvante de forma de incluir uno capaz
de conducir una alta respuesta Th1, es decir, agonistas de los receptores de tipo Toll, como

se ha discutido recientemente [351].

Hay incluso en la actualidad varias propuestas avanzadas de nuevas vacunas que
podrian contribuir a la solucion del problema de la reemergencia de pertussis. Una de ellas
consiste en una formulacidn que contienen una cepa atenuada de B. pertussis que se
administra por via intranasal [242-244]. Esta vacuna de hecho ha sido probado con éxito en
modelos animales y también ha sido evaluada en cuando a su seguridad en los ensayos
clinicos de fase | [245]. Aunque parece prometedora, su uso se enfrenta a los potenciales

problemas de seguridad relacionadas con el uso de cepas atenuadas.

Una alternativa interesante que combina algunas de las estrategias mencionadas
anteriormente es el uso de vesiculas de membrana externa (del inglés OMVs), también
llamadas nanoparticulas, que contienen numerosos antigenos de superficie bacteriana.
Existen dos vacunas contra la meningitis que contienen componentes derivados de la
membrana externa y periplasma de Neisseria meningitidis del serogrupo B [249, 352-354].
Los datos sobre seguridad y eficacia de estas vacunas y el conocimiento de que la mayoria de
las bacterias Gram-negativas secretan vesiculas pueden hacer que la estrategia de vacunacion
con vesiculas o nanoparticulas resulte factible para otra enfermedades [246]. En este
contexto, nuestro grupo ha disefiado una vacuna acelular basada en OMVs derivadas de B.
pertussis y también de B. parapertussis. Los resultados alcanzados con estas formulaciones
muestran que las mismas ejercen un excelente efecto protector en el modelo aceptado de
desafio intranasal en ratones frente a diferentes cepas de B. pertussis y B. parapertussis [20-
24] . Este tipo de formulaciones tiene un perfil de seguridad en ratones que es comparable a
la de las vacunas acelulares comerciales y mucho mejor que las vacunas celulares (Patente de
invencion -expediente inpi 2013010123, en tramite; Patente internacional: submission
number: 060143 application number: pct/ib2014/060143, en tramite, receiving office:
international bureau of the world intellectual property organization). Ademas, nuestra
formulacion es capaz de inducir una respuesta robusta de anticuerpos y una respuesta celular
protectora con un perfil mixto Th1/Th2. Ya hemos caracterizado la composicién de las OMVs
verificando la presencia de un alto niumero de inmundgenos incluidos los principales factores

de virulencia lo cual es importante ya que esto podria evitar la excesiva presidn selectiva
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conferida por las vacunas que contienen pocos antigenos [20] Esta formulacion también

resulta atractiva econdmicamente que solo se requieren de pocos pasos para producirlas.

En este este trabajo de tesis no sélo hemos confirmado resultados que destacan el
poder protector de nuestra formulacion basada en OMVs derivadas de B. pertussis sino que
ademas hemos podido identificar los componentes esenciales para la proteccién inducida por
nuestra formulacidon. Empleando vacunas que contienen a las OMVs derivadas de mutantes
de B. pertussis defectivos en la expresién de alguno de los principales inmundgenos incluidos
en las actuales vacunas acelulares hemos podido detectar que tanto la toxina pertussis (PTx)
como la Pertactina (Prn) son esenciales para la induccidn del poder protector de las OMVs.
Estos resultados sefalarian una vez mads la importante contribucion de PTx y PRN en
proteccidon anti-pertussis. La observacion actual sobre los efectos protectores PTx es
coherente con el uso actual de vacunas constituidas solamente por esta toxina. El rol de la
PRN en la proteccion es coherente con su pronta inclusién en la vacuna acelulares de 3
componentes [145, 199]. Varios estudios en animales y humanos han indicado que PRN puede
inducir anticuerpos protectores [273, 355, 356] que resultan cruciales para B. pertussis

fagocitosis, que también se correlaciona con la proteccion contra la enfermedad [71, 273].

Usando la misma estrategia de preparar formulaciones vacunales basadas en OMVs
derivadas de cepas de B. pertussis deficientes en la expresion de algunos factores y luego de
caracterizarlas y evaluarlas en el modelo de desafio intranasal en ratones, pudimos
determinar que ni la hemaglutinina filamentosa ni la adenilato ciclasa- hemolisina resultan
esenciales en la proteccién mediada por estas formulaciones. Estos resultados no descartan
el uso de los mismos en formulaciones mas sencillas. Nuestros hallazgos podrian deberse en
parte a que el rol de estos dos inmundgenos estaria enmascarado por otros componentes

presentes en este tipo de formulaciones complejas que contienen numerosos inmundgenos.

En base a los resultados que muestran el rol de algunos factores de virulencia en la
proteccién inducida por las OMVs, decidimos evaluar si la falta de todos los factores de
virulencia puede abrogar la capacidad protectora de las vacunas pertussis basadas en OMVs.
Para este fin, trabajamos con las OMV derivadas de una cepa de B. pertussis bloqueada en la
fase avirulenta. Este enfoque parecia apropiado a nuestro objetivo, ya que por un lado la cepa

de B. pertussis bloqueada en la fase avirulenta no expresa ninguno de los factores de
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virulencia [316, 317] y, por otro lado, los factores caracteristicos de la fase avirulenta han sido
reportados como inmundgenos pobres [98, 99, 104, 357]. Sorprendentemente, los resultados
gue obtuvimos con estas las OMVs muestran que las mismas aunque con valores menores
resultan ser protectora contra la infeccién, como puede inferirse al detectar una disminucién
de 2 log (p <0,001) en los recuentos bacterianos de pulmén respecto al grupo control no
inmunizado. A pesar de que este nivel de proteccion es inferior al registrado para las vacunas
conteniendo a las OMVs en fase virulenta, los resultados fueron inesperados y néveles ya que
esta fase fenotipica no ha sido hasta ahora reportada como capaz de conferir proteccién
contra B. pertussis. Ademas, la toxicidad de estas OMVs parece ser tan bajo como el resto de

las OMVs ensayadas.

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de tesis dan cuenta que las
OMVs derivadas de B. pertussis presentan un nivel basal de proteccion contra la infeccion
causada por B. pertussis, independientemente de la expresién de uno o mas factores de
virulencia. Por lo tanto, la eficacia protectora observado con todas las OMVs puede atribuirse
en parte a factores comunes que se expresan en todas las cepas bacterianas utilizadas. Con
el fin de identificar dichos componentes comunes que podrian tener un papel en la proteccion
se realizé un andlisis inmuno-protedmico utilizando como antigeno las distintas OMVs
obtenidas de las diferentes cepas estudiadas y los diferentes sueros de ratén inducido por los
OMVs. Estos ensayos nos permitieron identificar proteinas comunes a todas las OMVs. Estos
incluyen antigenos a OmpC y GroEL. Recientemente, se demostré que OmpC es un objeto de
una vacuna prometedora para otro patégeno[336, 358]. Respecto de GroEL, se ha reportado
de que esta proteina proporciona proteccion contra un desafio de aerosol con B. pertussis

[334, 359]

Segun los resultados que aqui se muestran, la capacidad protectora de las vacunas
formuladas a partir de las OMVs derivadas de B. pertussis es aportado por varios
componentes, incluyendo PRN y PTx pero también por varios factores que son comunes tanto
a la virulenta como a la fase bacteriana no virulenta. Es de gran importancia seguir avanzando
en la identificacion de los componentes esenciales en la proteccion para determinar su papel
individual en la construccién de la capacidad protectora de las OMVs. Podemos anticipar que
esta caracteristica de contener una multiplicidad de los inmundgenos que aportan a la

capacidad protectora de las OMVs resulta en un aspecto muy positivo de nuestra formulacién
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a OMVs, ya que la presion selectiva sobre las poblaciones bacterianas que circulan no se
centrara en un solo o unos pocos componentes, lo que haria mas dificil la aparicién de
variantes de escape, tal como se observd para acelular vacunas hechas con antigenos de

proteina purificada.

Entendemos que nuestros hallazgos son importantes no sélo en lo que refiere a las
OMVs como candidatos vacunales sino en la vacunologia de pertussis en general, ya que
hemos encontrado componentes que podrian jugar un rol esencial en la protecciéon y son
independientes de la fase de virulencia en que se encuentra la bacteria los cuales. Asi, la
busqueda de nuevos inmundgenos no deberia restringirse a la fase virulenta de la bacteria
sino al fenotipo que resulta independiente de la regulacion mediada por el sistema de dos

componentes.
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MATERIALES Y METODOS

1. CEPAS DE B. PERTUSSIS.

Como cepas de referencia de B. pertussis se empled la cepa BpTohama | (Coleccidn del
Instituto Pasteur de Paris CIP 8132). La cepa Bp Tohama | ha sido aislada en Japdén de un
paciente infectado y su genoma ha sido completamente secuenciado . Esta cepa se utiliza
para la produccidn de vacunas acelulares. Ademas se emplearon las cepas mutantes
derivadas de BpTohama |, Bp RA es la cepa defectiva en la expresidn de la toxina pertussis (APTx)
[2] ; Bp Bbc42 defectiva en el gen de la pertactina (APRN) ; Bp GR4 defectiva en la expresion de
la Hemaglutinina filamentosa (AFHA) ; Bp 3183 defectiva en la expresidon de la Adenilato
ciclasa hemolisina (ACya) y la Bp 347 la cual es una cepa mutante bloqueada en la fase Bvg-

(avir)[5].

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO PARA B. PERTUSSIS

Los stock bacterianos de las cepas de B. pertussis utilizadas se conservan como una
suspension en el medio sintético de Stainer-Scholte (SS) a —20 2C, en presencia de glicerol 50
% v/v. Para obtener células de B. pertussis, a partir de estos stock iniciamos cultivos a 37 2C
durante 72 hs. en placas de Petri conteniendo el medio Bordet Gengou suplementado con
sangre de carnero desfibrinada al 10% v/v (BGAS). Transcurridas 72 horas del primer cultivo

efectuamos un subcultivo en el mismo medio durante 24 horas mas.

Para cultivar las cepas mutantes se adicionaron a las placas de BGAS los antibidticos
correspondientes en las siguientes concentraciones finales: Gentamicina 10 pg/ml vy

Kanamicina 25 pg/ml.

A continuaciodn se detalla la composicidn de los medios de cultivo:
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~ R
Agar Bordet - Gengou Sangre (BGAS) Stainer- Scholte (SS) Complemento (20ml 10X)

Agar Bordet-Gengou Glutamato de sodio monohidrato 107 g/ L- Cisteina 800 mg
comercial (Difco®) 30 g/l cultivo L- Prolina 024 g/ FeS04 7H20 200 mg

NaCl 2509/ Ac. Ascorbico 400 mg
Peptona (Difco®) 10% piv .

KH2P04 0.50 g/l Ac. Nicotinico 80 mg
Glicerina 1% wiv Kel 0209/ HClc) 2ml

MgCi2 6H20 0109/
Una vez esterilizado se suplementa con 10 % v/v de sangre de carnero 2 9

CaCl2 6 H20 0.02 g/l

Tris-HCI 15294

Se lleva pH 7.2 con una solucidn de HCI concentrado
y se esteriliza 15 minutos a 121°C. Luego se le adiciona
el complemento esterilizado por filtracion.

3 OBTENCION DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA (OMVS)

Para obtener las OMVs de las bacterias, cada cepa se cultivd en medio liquido SS con
casaminoacidos 10% p/v a 37°C por 16 hs. Se recolecté el pellet bacteriano centrifugando a
6000g por 20 min a 4°Cy se resuspendié en una solucién 20mM Tris-HCIl, 2mM EDTA pH 8.5
(buffer TE). Se emplearon 5 ml de buffer TE por cada 1 g (de masa humeda) de bacteria. A
esta suspension se agregaron 2.5gr de bolitas de vidrio por cada 10ml de buffer TE y se
sonicaron en bano de agua fria por 20 min. Posteriormente se centrifugé dos veces a 10.000g
por 20min a 4°C con el objetivo de eliminar los restos bacterianos. El sobrenadante se sometid
a una ultracentrifugacion a 100.000g por 2hs. Este pellet se resuspendidé en una solucién de

PBS esteril.

4 MICROSCOPIA ELECTRONICA — TINCION NEGATIVA

La microscopia se llevd a cabo con una suspensidon de OMVs en 0.1mM de Acetato de
Amonio (pH 7.0). Una gota de esta suspension se colocd en una grilla cubierta de un film de
carbono reforzado. Después de 30 segundos se removid el exceso de liquido con un papel de
filtro y la grilla fue tefiida con una solucidn del 2% (p/v) de Acido Fosfotungstico pH 5.2 (con

KOH). La observacidn se realizé con un Microscopio Jeol JEM 1200EX

5. OBTENCION DE MUESTRAS PROTEICAS
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5.1. Obtencion de proteinas totales

Las bacterias cultivadas en medio sélido se resuspendieron de forma de obtener una
suspension de DO=10 (DO650nm para B. pertussis y DO600nm para E. coli). Estas
suspensiones bacterianas fueron luego tratadas con Buffer de Laemmli con 5%v/v de B-
mercaptoetanol. Antes de someterlas a corridas electroforética las muestras fueron
calentadas a ebullicién durante 15 minutos, centrifugadas y sonicadas en bafio para una

mejor resolucion de las mismas en los geles.

5.2. Obtencion de fracciones proteicas de B. pertussis enriquecidas en proteinas de

membrana

Estas muestras fueron obtenidas a partir de un cultivo bacteriano en medio SS en fase
logaritmica (DO650nm final aproximada 1-1.5). Las células cultivadas en estas condiciones
fueron cosechadas por centrifugacién a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C y resuspendidas
en buffer HEPES 10mM, pH 7.4 con PMSF 0.25 mM final, de forma de alcanzar una
DO650nm=10. La ruptura celular se realizé mediante ultrasonido realizando 6 repeticiones de
pulsos con potencia mdaxima (Branson) durante 3 min. Los restos celulares y las células
remanentes fueron eliminadas por centrifugacién, 10.000 g x 42C durante 20 min. El lisado
libre de células fue ultracentrifugado (Beckman Coulter Optima LE-80K) durante 1 hora a
100.000 g (Rotor 70Ti) a 4 °C. El sedimento obtenido resulta en una preparacién enriquecida
en proteinas de membrana que de aqui en mas denominaremos “Cubierta” de B. pertussis.
Estas cubiertas fueron solubilizadas en buffer 7 M Urea, 2 M Tiourea, 10 % Isopropanol, 2%

Triton 100 (Buffer UTIT).

6. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La cuantificacién de proteinas se realiz6 mediante la técnica de Bradford (18) con el
reactivo comercial (BioRad) segun indicaciones del fabricante. Se utilizé Seroalbimina bovina

(BSA por sus siglas en inglés) como proteina estandar (en concentraciones de 0,062 pg/ul a

0,5 ug/ul).

7. ELECTROFORESIS UNIDIMENSIONALES EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE).

Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes de acuerdo a la metodologia descripta por Laemmli [6]
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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

El gel de apilamiento o stacking se preparé en una concentracion de 4 % de
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 30:0.8) en buffer Tris-HCl 1M a pH 6.8 y SDS 10 % p/v,
mientras que el gel de separacidn se prepard en una concentracion de 10, 12.5 6 15 % de
poliacrilamida (acrilamida : bisacrilamida 30:0.8), con Tris-HClI 1M a pH 8.8 y SDS 10 %p/v. Las
electroforesis se realizaron en equipos Miniprotean Il (BioRad) durante 40 a 60 minutos a 110
volts utilizando como buffer de corrida Glicina 0.37 M, SDS 10 % p/v, Tris-HC| 0.05 M pH 8.3.
Alternativamente se utilizé un equipo Hoefer (Mighty Small™ SE245, Dual Gel Caster), en el

que las corridas se realizaron a 100 volts durante 2.5 horas.

Una vez finalizada la corrida, los geles se tifieron con Coomassie Blue R-250,

Coomassie Coloidal o con nitrato de plata.

8. TINCION DE PROTEINAS

8.1. Tincion Coomassie Blue R-250

Para esta tincion el gel se incubd en solucion de tincion (0.2% Coomassie Blue R-250
disuelto en agua desionizada/metanol/acido acético 45/45/10) por al menos 1 hora. Para la
visualizacién de las bandas el gel se destifié en una solucion 50% agua desionizada, 40%

metanol y 10 % acido acético.
8.2. Tincidon con Coomassie Coloidal G -250

Las proteinas resueltas en los geles uni o bi- dimensionales se visualizaron mediante
el método deteccidon con Coomassie Coloidal. Brevemente, los pasos seguidos fueron los
siguientes: 1) Tres incubaciones con solucién de Fijacion 1 conteniendo 30% etanol, 2% acido

fosférico, en agua desionizada, cada una de 30 minutos con agitacién moderada.
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2) Tres lavados con Soluciéon de lavado conteniendo 2% de acido fosfdrico en agua

desionizada, cada una de 20 minutos, con agitacion moderada.

3) Fijacion con 15 ml deSolucién de Fijacion 2 conteniendo acido fosforico 2% v/v, etanol 18%
v/v y sulfato de amonio 15% p/v en agua desionizada, durante 30 minutos con agitacion

moderada

4) A esta ultima solucidn se le adiciona 1,5% de su volumen de una suspensién de Coomassie
coloidal (G-250) 2% en agua desionizada. Se incuba al menos 24 horas, hasta el desarrollo

completo de la tincién.
5) Para remover el fondo que pudiera quedar se sumerge en agua desionizada.
8.3. Tincidén con Nitrato de Plata.

Luego de la corrida electroforética el gel se fija por al menos 2 horas en soluciéon
conteniendo: 50% metanol, 10% ac. acético y 40% agua. Posteriormente se procede al lavado
del gel con etanol 50 % y una vez con etanol 30%. Se realiza luego un tratamiento con Na>S,0s.
5 H20 0.02 % p/v durante 1 minuto con tres lavados posteriores de 20 segundos cada uno
con agua desionizada. Luego se incuba durante 20 minutos con solucidon de AgNO3 0.2 % p/v
con 75 | de HCOH 37 %. Seguidamente se realizan dos lavados de 20 segundos cada uno con
agua desionizada. Finalmente se revela con una solucién de Na,COsz 6 % p/v, Na;5,03.5 H20
0.4 mg/100 ml, 50 | de HCOH 37 %. Una vez que se observa la aparicién de las bandas
correspondientes se lava con agua desionizada 2 veces de 2 minutos cada una. Luego se

detiene la reaccién con metanol 50 %, acido acético 12 %.

9. IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASA (EM), MALDI-TOF.

9.1. Digestion triptica in-gel.

Las bandas (geles unidimensionales) tefiidos fueron cortados del gel y transferidos a
distintos pocillos de placas multi-well. Los spots fueron lavados alternadamente con 100 pl
de agua desionizada y acetonitrilo (2 veces de 10 minutos con agitacion moderada) para
eliminar el colorante Coomassie Blue. Luego los restos sulfhidricos fueron reducidos vy
alquilados. Se incubaron las bandas/spots con 20 ul de una solucién de DTT 5 mM en

bicarbonato de amonio 25 mM (30 minutos a 60 2C), luego se lavaron con acetonitrilo y se
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incubaron con 20 pl de iodoacetamida 55 mM en bicarbonato de amonio 25 mM; en
oscuridad, durante 15 minutos y temperatura ambiente. Se realizd un nuevo lavado con
bicarbonato de amonio 25 mM y seguidamente los spots fueron deshidratados con 3 lavados
con acetonitrilo. Cuando los spots estuvieron completamente blancos, deshidratados y libres
de acetonitrilo; éstos fueron rehidratados con pequefios volimenes, 5 pl, de bicarbonato de
amonio 25 mM conteniendo tripsina (20 pg/ml, Promega). Las bandas/spots fueron
incubados durante 45 minutos a 4 2C y una vez transcurrido este tiempo se verificd que los
spots estuvieran perfectamente hidratados, se cubrié las bandas/spots con una solucién 25
mM de bicarbonato de amonio y se efectud la digestion a 37 2C, ON. Luego los digestos fueron

recuperados para su posterior analisis mediante espectrometria de masa.
9.2. Obtencion de la huella peptidica mediante espectrometria de masa (EM).

Para realizar el analisis por espectrometria de masa se utilizé la matriz a- ciano-4
hidroxi - acido cindmico, en una concentracién 0.2 g/l preparada en una solucién 50 %
acetonitrilo / 0.25 % TFA. La muestra junto con la matriz en una relacion 1:1 se colocd en el
soporte MTP Anchor Chip™ 600/384 TF y se dejo secar durante 10 minutos a temperatura
ambiente previo al andlisis por EM. El espectro de la muestra se obtuvo luego empleando un
equipo Ultraflex Il Tof-Tof (Bruker Daltonics). Los pardametros utilizados fueron los siguientes:
potencia del laser 31-50 %, frecuencia del laser 100Hz, 100 shots por disparo, voltaje de
aceleraciéon 20 kV, deteccion de masa 800-3500 Da, sefial deflectada por debajo de 850 Da,
ganancia del detector 1650 V, ganancia electrénica 100mV. Los espectros fueron analizados
utilizando el software Flex Analysis (Bruker Daltonics) y calibrados internamente utilizando

los picos conocidos de autélisis de la tripsina.
9.3. Identificacion de proteinas y herramientas bioinformaticas.

La busqueda e identificacion de los péptidos fue realizada mediante el software
MASCOT (Matrix Science a http://matrixscience.com) utilizando la base de datos derivada del
secuenciamiento del genoma completo de B. pertussis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los
parametros de la busqueda fueron los siguientes: (i) Especie, Bacteria (Eubacteria); (ii)
Enzima, tripsina con posibilidad de un error en la digestion; (iii) modificaciones
postraduccionales variables, oxidacién de metioninas; (iv) modificaciones fijas,

carbamidometilacidn; (v) tolerancia peptidica, + 50 ppm; (vi) carga del pétido, +; y (vii) masa
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monoisotodpica. Sélo fueron consideradas las identificaciones cuyo score fue mayor al score

umbral definido por MASCOT como estadisticamente significativo (p<0.05).

10. INMUNODETECCIONES DE PROTEINAS (INMUNOBLOT).

Las muestras de proteinas 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 sus sitios inespecificos con las
proteinas de leche descremada (San Regim) 5 % p/v en buffer TBS (Tris-HClI 12 mM, NaCl 4
mM). Seguidamente la membrana se tratd con el primer anticuerpo en una dilucién 1/250 6
1/500 en buffer TBS - leche 5 % p/v. La membrana con el anticuerpo se incubé ON a 4 Cy
con agitacion suave. Se retird la solucion con el anticuerpo y se realizaron 6 lavados con buffer
TBS- leche 5 % p/v. Luego se agregd el segundo anticuerpo especifico para IgG de ratén o de
humano conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.)
disuelto en TBS-leche en una dilucién 1/1000; se incubd durante 2.5 horas a temperatura
ambiente con agitacion suave. Se retird la solucidén del segundo anticuerpo y se realizaron
tres lavados con TBS y un lavado en buffer para fosfatasa alcalina (PA: 50 mM NacCl, 2.5 mM
MgCl2, 50 mM Tris-HCI pH 9.5). Finalmente en el momento del 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. Una vez

gue se desarrollé color se detuvo la reaccidn con agua desionizada.

Se realizaron inmunodetecciones de proteinas correspondiente a las cubiertas de los
distintos aislamientos y la cepa vacunal Bp.Tohama |. Se analizé el perfil de reactividad frente

a distintos sueros obtenidos en ratones.

11. OBTENCION DE ANTISUEROS POLICLONALES EN RATONES.

11.1 Sueros anti-OMVs

En los ensayos de inmunoblot se utilizaron sueros de ratones sin inmunizar e
inmunizados ya sea con las vacunas comerciales o con vacunas preparadas por nosotros,

tanto en formulaciones celulares como acelulares a partir de las distintas OMVs
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Para obtener el anti—suero reactivo frente a las distintas vacunas se inmunizaron,
mediante inyeccion i.p. 4 ratones con 3 ug de OMVs (proteinas totales) por dosis utilizando
como adyuvante Al(OH)s. Se realizaron dos inmunizaciones con intervalos de 14 dias, después

de las cuales los ratones fueron sangrados a blanco.
11.2 Sueros anti proteinas recombinantes

A partir de las proteinas purificadas se realizé una dialisis contra PBS para eliminar los
restos de los buffers empleados en la purificacién de la proteina. Una vez dializada la proteina
se preparo con el adyuvante de Freund completo diluido 1:2 con 3ug de la proteina purificada.
Se realizaron inyecciones por via intra peritoneal, dos inmunizaciones cada 7 dias, y luego de
5 a 7 dias de la segunda inmunizacién se extrajo sangre de los ratones. Se separé el suero
luego de dejar coagular 30 minutos a 37°C y 1 hora a 4°C. Se centrifugd a 5000rpm por 15

minutos para separar el paquete globular y se extrajo el suero.

12 ENSAYOS DE PROTECCION UTILIZANDO EL MODELO DESAFIO INTRANASAL EN RATONES.

Grupos de ratones Balb/C hembras de 3 a 4 semanas de edad (4 para cada
tratamiento, 3 repeticiones de los ensayos) fueron inmunizados 2 veces con intervalos de 15
dias. Las inmunizaciones se realizaron mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.) con 1/10 de
la dosis humana de las vacunas bacterianas triple DTP (Serum Institute of India LTD), con 1/10
de la dosis humana de la vacuna acelular TDaP (Boostrix) , o con las distintas formulaciones
preparada por nosotros a partir de las distintas OMVs, empleando 3ug de proteinas totales
(para cada OMV) por dosis. A los 15 dias de la segunda inmunizacion se desafiaron los ratones
mediante inoculacién intranasal (40 pl conteniendo 5x107 - 1x108 bacterias) con la cepa

vacunal Bp Tohama I.

Los controles de estos experimentos consistieron en un grupo de ratones inmunizados
con la vacuna comercial y desafiados intranasalmente con una suspensidn bacteriana de la
cepa Tohama | (control positivo de proteccién), y un grupo de ratones sin inmunizar

(inyectados con PBS) y desafiados con la cepa Tohama | (controles negativos de proteccion).

Los ratones desafiados fueron sacrificados mediante dislocacion cervical a los 7 dias
post-desafio (4 ratones por condicidén). Se extrajeron los pulmones en esterilidad y se

homogeneizaron en PBS con un homogeinizador Pro Scientific INC 200. Luego se realizaron
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diluciones seriadas 1/10 de los homogenatos de pulmdn, se plaquearon en medio BGAS por

duplicado y se realizaron los recuentos de UFC después de 3-4 dias de incubacion a 37 2C.

El limite de deteccion de esta metodologia estd dado por la capacidad de discriminar
entre un pulmdén con bacterias viables de uno que no contenga ninguna. Dado el
procedimiento empleado, la placa que denominamos directa tendra unas 10 veces menos
UFC que el pulmén completo, la primera dilucion 100 veces menos, y asi sucesivamente. El
limite inferior de deteccién estd dado por la placa directa, pero a causa de tomar una alicuota
de la décima parte, no es posible asegurar que el nimero de UFC en el pulmdn sea nulo, aln
cuando en la placa directa no aparezcan colonias. Este problema admite un planteo en
términos de la distribucion de Poisson para muestreo aleatorio. Si admitimos esta
distribucién, la probabilidad de encontrar al menos una colonia en nuestra alicuota de un
décimo del volumen total serd de practicamente 1 cuando el nimero de colonias esperado
sea de 10 UFC en el pulmdn. Este es el limite inferior de deteccidon que establecimos en

nuestros experimentos (el valor correspondiente es logio 10=1).

El limite de deteccidn superior no es problematico, porque pueden hacerse tantas
diluciones como sean necesarias para lograr un nimero deseado de entre 30 y 300 colonias

por placa.

13 ENSAYOS DE LISIS BACTERIANA MEDIADA POR COMPLEMENTO.

Este ensayo se utiliza para evaluar la lisis mediada por el complemento activado via
anticuerpos especificos contra B. pertussis. Primero se inactivé el complemento del suero que
contiene los anticuerpos especificos mediante tratamiento a 56°C por 30 min. Luego se puso
en contacto una suspension bacteriana con estos sueros inactivados, durante 1 hora y 30
minutos a 37°C en agitacién moderada (50ul de suero con 50ul de bacterias). La suspensién
bacteriana se realizé en el Buffer de Lisis x Complemento (Considerando DOeso 1 = 3x10° UFC
para tener 1 UFC/ul la DOgs0=3,33x107). Luego se agregaron 10ul de Suero ACTIVO (con
complemento) y se incubd por 2hs a 37°C. En este caso se utilizd suero de raton naive o suero
fetal bovino. Finalmente se plaquearon las diluciones adecuadas en BGAS para realizar el

recuentode UFC.

Buffer de LISIS x Complemento: PBS + MgCl 0,5mM + CaCl 0,15mM (esterilizado por filtracion)

162



Tesis Doctoral 2015 Ormazabal Maximiliano

14. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos correspondientes a la media y desviaciones estandares de los recuentos de
UFC/pulmdn de ratdn, correspondientes a los distintos tratamientos, fueron transformados a
Logl0(1+UFC). Para los recuentos de viables por debajo del limite de deteccién (<100
UFC/pulmodn) se utilizé un valor correspondiente al Log10 de 50 UFC. Las diferencias entre
Log10(UFC) de las medias entre los distintos grupos fueron analizadas mediante Test de
ANOVA. Se realizaron comparaciones a posteriori en las que se efectuaron comparaciones
multiples y se establecieron diferencias entre grupos mediante los Test LSD y Tukey’s HSD.
Valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Para el analisis

estadistico de los datos se utilizd el software STATISTICA.
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