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RESUMEN

La diseminación de cepas de Streptococcus pneumoniae resistentes a los antimicrobianos y el

reducido impacto de las vacunas polisacarido-conjugadas, ha dificultado el tratamiento y

prevención de las infecciones neumococcicas invasivas. Los pili 1 Y 2 intervienen en la

virulencia de S. pneumoniae y el tipo 1, en especial, se considera un posible blanco para el

diseño de vacunas. Sin embargo, la escasa información acerca de la distribución de los pili en

cepas de S. pneumoniae a nivel global, dificulta predecir la cobertura real de una vacuna

basada en el pilus tipo 1. Por tal motivo, se detectaron los pili 1 Y2, mediante la amplificación

por PCR de los genes rrgC y artC-J, y un segmento de la isla de patogenicidad 2, en 41 cepas

de S. pneumoniae resistentes a los antimicrobianos aisladas en nifi.os SIO afios con enfermedad

invasiva de Lima, Pení durante el lapso 2006- 2008. Las cepas con pilus I (51%) se

distribuyeron de manera similar entre serotipos vacunales y no vacunales (p=J,OOO). La

presencia del pUus 2 (170.4), se asoció significativamente a los serotipos no vacunales (50%;

p=O,047). En general, los pili I Y 2 fueron más frecuentes en cepas resistentes a los

antimicrobianos. La presencia de pilus 2 se asoció significativamente con la resistencia a la

clindamicina (p=O,OJ5). En algunas cepas piliadas no se detectaron los genes rrgC o artC-J,

sugiriendo posibles variaciones en las secuencias de estos genes. Estos resultados proponen

que la detección combinada de ambos genes favorecería el reconocimiento de variantes

genéticas de la isla de patogenicidad 1 y la pesquisa del pilus 1 en estudios epidemiológicos.

Finalmente, consideramos que en los nifios peruanos el uso de una vacuna anti-neumocócica a

la que se adicione proteínas del pilus 1, podría reducir las infecciones invasivas incluyendo las

producidas por cepas resistentes y con serotipos no vacunales.

PALABRAS CLAVE: Streptococcua pneumoniae, piJus tipo 1, pilus tipo 2, infecciones

neumocócicas, serotipos, resistencia antimicrobiana.
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CAPÍTULO 1: EL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Streptococcus pneumoniae, también conocido como neumococo, es el agente etiológico que

posee una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Es la causa

principal de la neumonía adquirida en la comunidad, la otitis media aguda e infecciones

invasivas tales como la meningitis, sepsis y las neumonías asociadas a bacteriemias en niños

(Vesga y Cortés L., 2006; Romero Cabello, 2007; Weiser, 2010).

A nivel mundial se ha estimado que S. pneumoniae causa 1,2 millones de muertes anuales

por neumonía y que el 40% de esas muertes afectan a menores de 5 años de edad (Obaro Y

Adegbola, 2002). Cada año S. pneumoniae causa 70.000 muertes por meningitis y un número

similar de muertes por sepsis y otras infecciones en niños pequefios en países con recursos

limitados, como Venezuela y Perú (Obaro y Adegbola, 2002). La neumonía y la meningitis

neumocócicas tienen una alta tasa de letalidad de aproximadamente 20 y 5()o/c"

respectivamente (Bogaert y col., 2004). Para el año 2009, se estima que en Latinoamérica S.

pneumoniae causó entre 980.000 a 1.500.000 casos de neumonía y entre 2.600 a 6.800 casos

de meningitis, y que en la región fallecieron entre 12.000 a 28.000 personas por alguna

infección neumocócica (Valenzuela y col., 2009).

Para el afio 2007, la neumonía ocupó el noveno lugar entre las causas de mortalidad en

Venezuela, siendo responsable de 3.044 muertes. Estas cifras se traducen en la muerte de un

paciente por newnonfa cada 3 horas (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2009; OMS,

2010). En Pero, se ha observado una tasa de mortalidad por neumonías más elevada que la

observada en Venezuela. Así para el año 2008, la tasa de mortalidad en niiios menores de 5

aiios en Perú fue del 15%, un 5% mayor que el registrado en Venezuela para el mismo afto

(OMS, 2010). Con respecto a las enfermedades neum0c6cicus invasivas, la media anual

2
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estimada para nifios menores de 24 meses fue de 18.4/100,000 sólo en la ciudad de Lima,

mientras que la misma en niílos menores de 60 meses fue de 7,7/100,000 (Ochoa y col., 2010).

En las últimas tres décadas, la resistencia in viJro de S. pneumoniae a los agentes

antimicrobianos ha aumentado dramáticamente alrededor del mundo lo que ha complicado el

tratamiento de las infecciones neumocócicas y, ha destacado la importancia de la prevención

de las mismas (Lynch y Zbanel., 2009). Por el momento, la prevención de las infecciones

neumoc6cicas en el grupo etario más afectado, los nifios menores de 2 afios, se realiza

mediante la v8CW1aCión con proteínas polisacárido conjugadas que incluyen un número muy

reducido de serotipos neumocócicos de entre 7 y 13 (Gorrotxategui Gorrotxategui e lturrioz

Mata, 2010).

No obstante, las vacunas neumocócicas conjugadas han mostrado ser una solución parcial y

temporal para disminuir la incidencia de las infecciones y la resistencia antimicrobiana en

S. pneumoniae. Esto se debe en gran medida a que, en algunas regiones geográficas, luego de

la introducción de la vacuna conjugada heptavalente, se ha observado un reemplazo de los

serotipos incluidos en las formulaciones vacunales conjugadas por cepas igualmente virulentas

ylo resistentes como agentes causales de las infecciones neumocócicas. Este fenómeno ha

llevado a que, en los últimos afios, las investigaciones se hayan dirigido al ,desarrollo de

vacunas más efectivas basadas en otros componentes celulares diferentes a la cápsula

neumoc6cica (pelton y col., 2007; Henriques-Normark y col., 2008; Huang y col. 2009).

Recientemente, se ha descubierto la presencia de dos tipos diferentes de pili en S.

pneumoniae, los cuales no estan presentes en todas las cepas. El primer tipo de pilus es

codificado por los genes para las proteínas estructurales rrgA., B, y C. para las sortasas srtC-l,

2, Y3 y un regulador el rlrA (Aguiar y col., 2008). Al parecer, las cepas de S. pneumoniae que

presentan pilus de tipo 1 tienen mayor facilidad para adherirse a las células epiteliales,

colonizar y causar enfermedad invasiva en ratones, en comparación con las cepas no piliadas

(Barocchi y col., 2006). Además, el pilus tipo 1 estimula de manera eficiente la respuesta

inflamatoria por lo que ha sido considerado como candidato para la fomtulación de vacunas

neumocócicas (Gianfaldoni y col., 2007; Harfouche y col, 2011). Un segundo tipo de pitus,
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del cual se conoce menos acerca de su potencial patogénico y distribución epidemiológica,

esta codificado por la isla de patogenicidad 2. Experimentos in vitro con células respiratorias

humanas han proporcionado evidencia de que el pilus de tipo 2 está involucrado en la

adhesión de S. pneumoniae a las células del tracto respiratorio (Bagnoli y col., 2008).

Las investigaciones destinadas a conocer la distribución de los pili en cepas de

neumocococos han sido limitadas debido a los costos relacionados con la microscopía

electrónica. Sin embargo, algunos estudios epidemiológicos que han utilizado la Reacción en

Cadena de la Polimerasa (pCR, como siglas derivadas del inglés Polimerase Chain Reaction)

para la detección de algunos genes ubicados dentro de las islas de patogenicidad 1 y 2, han

mostrado ser sensibles y especificos para detectar la presencia de los pili en S. pneumoniae.

Esos estudios han revelado que los pili son una característica variable pero frecuente entre

cepas de neumococos con gran potencial patogénico y de resistencia, lo que sugieren que el

uso de una vacuna basada en los pili podria reducir la incidencia de enfermedad neumocócica

y de resistencia a los antimicrobianos (Basset y col., 2007; Bagnoli Ycol., 2008).

De la misma manera en que la distribución de los serotipos y la resistencia en neumococo

varia geográficamente, la distribución de cepas piliadas parece variar entre los diversos

serotipos y cepas resistentes. Actualmente, no se dispone de datos relacionados con la

frecuencia y distribución de pili en cepas causantes de enfermedad neumococica en nifios

latinoamericanos. Este hecho tiene gran relevancia debido a que el verdadero potencial de

cobertura de una vacuna neumocócica basada en pili y su influencia sobre la reducción de la

resistencia, solo puede establecerse conociendo ampliamente la distribución de las cepas

piliadas entre los diversos serotipos y cepas resistentes causantes de enfermedad en cada

región geográfica.

Por esta razón, en este estudio se planteó detectar los genes "gC y srtC-3 codificantes del

pilus tipo 1, la isla de patogenicidad 2 indicativa de la presencia del pilus tipo 2 Ydeterminar

su distribución en cepas de S. pneumoniae resistentes a los antimicrobianos aisladas de niftos

con enfermedad invasiva de Lima, Per6, durante el lapso 2006 - 2008.
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1.2. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA

En la colección de cepas de S. pneumoniae resistentes a los antimicrobianos aisladas de

niños con enfermedad invasiva de Lima, Perú, durante el lapso 2006- 2008 se fonnularon los

siguientes problemas:

1. ¿Estaban presentes los genes "gC y srtC-3 codificantes del pilus tipo 1 Y la isla de

patogenicidad 2 indicativa de la presencia del pUus tipo 2?

2. ¿Cuál fue la distribución de los genes "gC y srtC-3 codificantes del pUus tipo 1 Y la

isla de patogenicidad 2 indicativa de la presencia del pilus tipo 2, según el tipo de

enfermedad, los serotipos capsulares y la resistencia a los antimicrobianos?

s
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1.3. OBJETIVOS

Objetivo general

1. Caracterizar molecularmente los pili 1 Y2, mediante la amplificación de los genes de las

islas de patogenicidad 1 y 2, en cepas de S. pneumoniae resistentes a los antimicrobianos

aisladas en niflos con enfermedad invasiva de Lima, Perú durante el lapso 2006- 2008.

Objetivos espeeffteos

1. Determinar moleculannente la presencia del pilus tipo 1 mediante la amplificación por

PCR de los genes rrgC y srtC-J de la isla de patogenicidad 1en las cepas de estudio.

2. Detectar moleculannente la presencia del pilus tipo 2 a través de la amplificación por

PCR de un segmento interno de la isla de patogenicidad 2 en las cepas de estudio.

3. Conocer la distribución de los pili 1 Y2 según el tipo de enfennedad invasiva meníngea

y no meníngea en las cepas de estudio.

4. Establecer la distribución de los pili 1 Y2 según los serotipos vacunales y no vacunales

beptavalentes en las cepas de estudio.

5. Establecer la distribución de los pill 1 Y 2 en cepas con resistencia a penicilina,

ceftñaxona, clindatnicina, cloranfenicol, eritromicina, tetraeiclina y

trimetoprimlsulfametoxazol en las cepas de estudio.

6
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CAPÍTULO 2: ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACIÓN

2.1. GENERALIDADES

S. pneumoniae ha sido uno de los microorganismos más estudiados desde que Stemberg y

Pasteur, en 1881, obtuvieron información de invaluable aporte a la ciencia basando su

investigación en los datos obtenidos con esta bacteria (Romero Cabello, 2007). Así, por

ejemplo, está el descubrimiento del ADN como portador del material genético por Avery,

McLeod y McCarthy en 1944, apoyado en los estudios de Oriffith en 1928 (Romero Cabello,

2(07). De igual forma, S. pneumoniae fue objeto de estudios sobre el efecto terapéutico de la

penicilina, el papel de la cápsula en la inhibición de la fagocitosis, la producción de

anticuerpos por el polisacárido y la utilización del mismo para la producción de vacunas, entre

muchos otros experimentos (AlonsoDeVelasco y col., 1995).

s. pneumoniae pertenece a la familia Streptococcaceae y el género Streptococcus,

conformado por un grupo de cocos grampositivos, catalasa y citocromo-oxidasa negativos

(Organización Panamericana de la Salud, 2004). S. pneumoniae es un diplococo lanceolado,

que crece en pares o en cadenas cortas. Su tamaiio varia de 0,7 a 1,4 micras, es inmóvil y

capaz de formar una cápsula de gran espesor si las condiciones son favorables. No posee

flagelos ni produce esporas y es anaerobio facultativo (Romero Cabello, 2007; Mandell y col.,

2010). Es un microorganismo exigente para su cultivo in vitro ya que requiere de medios con

sangre y condiciones de microaerofilia para su crecimiento (Organización Panamericana de la

Salud, 2004).

La morfologia colonial de S. pneumoniae en agar sangre puede variar, dependiendo de la

presencia o ausencia de cápsula. Las colonias capsuladas tienen mayor 1amaño y una

apariencia mucosa, mientras que las cepas no capsuladas son más pequeilas, aplanadas y secas.

Indiferentemente de la presencia o no de cápsula, todas las colonias son grisáceas o
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blanquecinas, miden de 0,5 a 2 mm de diámetro, son a-hemolíticas y se autolisan con el paso

del tiempo, lo que crea un hoyuelo en el centro de la colonia que es característico de las cepas

de S. pneumoniae cuando crecen en asar suplementado con 5% sangre de carnero (Murray y

col., 2(09).

En el laboratorio, estos microorganismos se identifican siguiendo cuatro pruebas básicas:

(i) a-hemólisis en agar sangre; (ii) negatividad en la pmeba de la catalasa; (üi) susceptibilidad

a la optoquina y (iv) solubilidad en las sales biliares. Como prueba alterna, se puede utilizar la

detección por PCR del gen lytA que codifica para la autolisina que poseen todos los S.

pneumoniae. La presencia de este gen confirma, a nivel molecular, la identificación de la

especie (Mandell y col., 2010).

El neumococo, a pesar de ser un comensal habitual de la nasofaringe humana, también

puede convertirse en un patógeno oportunista que afecta, principalmente, a los niños menores

de dos afios y a los adultos mayores de 65 afios. Para poder sobrevivir durante la permanencia

en el hospedero, S. ¡meumoniae debe poseer mecanismos de adaptación que incluyan factores

de adherencia y colonización. Se considera que estos factores están ligados a la capacidad de

virulencia del microorganismo puesto que la colonización es el primer paso para que se

desarrolle una enfermedad neumocócica (Tuomanen y col., 1995; Weiser,2010).

2.2. CONSTITUCIÓN GENÉTICA Y FACTORES DE VIRULENCIA

El genoma de S. pneumoniae está constituido por un cromosoma circular de 2.160.837

pares de bases (Pb) que consta de una composición G + C de 39.7% (Tettelin Ycol., 2001) y

con 2302 genes identificados basta la fecha (National Center for Biotechnology lnformation).

En este genoma se ubican los genes encargados de permitir la expresión de proteínas

necesarias para la supervivencia del microorganismo.
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El avance de la tecnología ha permitido descifrar el genoma de varias cepas de S.

pneumoniae, entre ellas se ubican las cepas TIGR4, D39 YR6. La cepa TIGR4 es una cepa

invasiva serotipo 4, la cepa D39 es de serotipo 2 y la cepa R6 es un derivado no capsulado y

no virulento de la cepa D39. Las cepas TIGR4 y D39 son virolentas y generan enfermedad

invasiva al ser inoculadas por via intranasal en distintas cepas de ratones. Por otro lado, las

cepas TIGR4 YR6 divergen en su composición genética con una variabilidad del 10% de sus

genes (Albiger y col., 2008).

La diversidad genética de S. pneumoniae ha sido confirmada mediante análisis de

microarreglos e hibridación genómica comparativa. De hecho, existe entre un SOlÓ - 10% de

diversidad entre los genomas de distintas cepas en comparación con el genoma de la cepa

TIGR4 (A1biger y col., 2008). Gran parte de esta diversidad se organiza en regiones de

diversidad (RD). Hasta el afio 2008 se habían identificado 25 RD en distintos genomas de

aislados clínicos al compararse con la cepa TIGR4 (Figura 1) (Albiger y col., 2008).

Son muchos los factores de virulencia descritos en S. pneumoniae. Dependiendo de la

función que ejercen, algunos factores se ubWan en la capa más externa del microorganismo

formando estructuras, mientras que otros se liberan de la célula neumocócica. Estos factores

facilitan la colonización del hospedero y el desarrollo de la posterior enfermedad. A

continuación se pueden observar, de manera gráfica, algunas de los factores de virulencia de

S. pneumoniae (Figura 2).
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Figura l. Representación circular del genoma de S. pneumoniae TIGR4.

El poma de la cepa TIGR4 posee 2.236 marcos de lectura abierta. Mediante hibridación genómica comparativa, se han

identificado 13 regiones de diversidad (RD) entre las cepas TIGR4 Y16. Estas RO se representan en la figura (tomado de

Albiger y col., 2(08).
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Figura 2. Factores de virulencia en la superficie de S. pneumoniae.

(Modificado de Melin, 2011)
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Lactipsula

S. pneumoniae puede crear una cápsula de gran espesor cuando se dan las condiciones

ambientales apropiadas, 10 que corresponde a su mayor factor de virolencia. La cápsula

consiste de polímeros largos de alto peso molecular hechos a partir de unidades repetidas de

oligosacáridos, comprendidos por 2 a 8 monosacáridos como la glucosa, galactosa, ramnosa,

gluco~ entre otras. Este polisacárido capsular rodea por completo a la célula bacteriana

y le confiere un valor significativo en la virolencia, puesto que posee capacidad antifagocftica,

previene la eliminación de las mucosas, reduce la exposición a los antibióticos y limita la

autolisis (Miyashita, 2012). Éstas caracterlsticas le permiten al microorganismo evadir la

respuesta del sistema inmune y multiplicarse en los tejidos del hospedero (Romero Cabello,

2007; Wmn y col., 2008). De hecho, se ha comprobado que las cepas capsuladas son

aproximadamente lOs veces más virulentas que las no capsuladas (prado Marugán, 2008) y

éstas últimas raramente causan enfermedades invasivas en humanos, además que pueden

atenuarse en modelos animales de enfennedad (Brueggemann y coL, 2003).

La composición y forma en la que los monosacáridos (azúcares) se unen para formar el

polisacárido capsular ha permitido la diferenciación y clasificación de al menos 94 tipos

capsulares, denominados serotipos (Wyres y 001., 2012). La técnica utilizada con mayor

frecuencia para serotipificar los aislados de S. pneumoniae se denomina Reacción de Quellung

y se basa, especificamente, en las diferencias inmunoquímicas entre los polisacáridos

capsulares expresados por cepas diferentes (Hanage y 001., 2005). La reactividad de los

distintos polisacáridos se reconoce con un suero especifico para los distintos serotipos

(Aanensen y col., 2007). Existen dos sistemas de nomenclatura: el sistema americano asigna

serotipos siguiendo una secuencia de números, que van desde el 1 hasta 94 que son los que

existen hoy en día. El sistema danés agrupa los serotipos en serogrupos en base a su similitud

antigénica Como ejemplo, en el sistema americano los serotipos 19, 57, 58 Y 59 son

conocidos como integrantes del serogrupo 19 del sistema danés y se identifican como

serotipos 19F, 19A, 19B Y 19C, respectivamente (Musher, 1992). Este último sistema es el

más utilizado actualmente.
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LaplU'ed celulllr

La pared celular de S. pneumoniae está compuesta por una estructura de peptidoglicano de

tres capas, que fija el polisacárido capsular, el polisacárido de la pared celular y otras proteinas

(AlonsoDeVelasco y col., 1995). El peptidoglicano está formado por una serie de cadenas de

glicano que alternan entre los ácidos residuales N-acetilglucosamina y N-acetilmurámico,

unidos entre sí a través de cadenas enlaces glucosidicos y entre capas por oligopéptidos que

poseen la alanina unida al ácido N-acetilmurámico como primer residuo (AlonsoDeVe1asco y

001., 1995).

Los newnococos tienen tanto ácidos teiooioos como ácidos lipoteiooioos en su pared

celular. Los ácidos teicoicos, también conocidos como polisacárido e, están unidos

oovalentemente, mediante enlaces fosfodiéster, al peptidoglicano de la pared celular. Los

ácidos lipoteicoicos o antígeno F, están unidos a la membrana celular y provocan una

respuesta inmune inflamatoña en el hospedero (Ríes, 2007). Independientemente del serotipo

newnocócico, todas las cepas conocidas de S. pneumoniae tienen ambos antígenos y éstas

moléculas sirven para la unión de muchas de las proteínas de la pared celular (Ríes, 2007;

Winn y col., 2008).

Existen productos celulares de S. pneumoniae que le confieren protección ante la respuesta

inmune del hospedero y a su vez median los procesos de adherencia a otras células o

superficies. A continuación se describen algunas estructuras externas relacionadas con la

virulencia del microorganismo (Boulnois, 1992; AlonsoDeVelasco y 001., 1995; Winn y cel.,

2008; Orihuela, 2008):

Autollsinll (lytA) 1 el tllltlgeno de FOl'SsltIIln (ll1Itfgeno F)

El ácido N-acetilmurámico+L-alanina amidasa o autolisína, codificada por el gen lyt~ es

una enzima que hidroliza el enlace entre la alanina y el ácido N-acetilmurámico del

peptidoglicano. Su sitio de acción se encuentra en los residuos de fosforilcolina del

polisacárido de la pared celular. La autolisina promueve la liberación de otros factores como la
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neumolisina y la neuraminidasa, ubicados en el citoplasma, al inducir la lisis del neumococo

en determinadas condiciones. Principalmente, funciona en conjunto con la enzima glucosidasa

para separar las células durante la división celular (Winn y col., 2008). De igual manera, la

autolisina se segrega. en la fase estacionaria de crecimiento, por lo que todas las cepas de S.

pneumoniae poseen y expresan el gen lytA (Boulnois, 1992).

Durante la fase estacionaria, los neumococos también segregan el antígeno de Forssman

Este antígeno es un ácido lipoteicoico insertado en la membrana plasmática a través de su

porción lipidica y también contiene fosforilcolina (AlonsoDeVelasco, 1995). Este antigeno es

un potente inhibidor de la autolisina que interactúa con la enzima a través de sus residuos de

fosforilcolina. A pesar de su importancia, estudios sugieren que la inmunización de ratones

con este antígeno no los protege de una infección por S. pneumoniae (AlonsoDeVelasco,

1995).

Neumolisina

La neumolisina es una proteína intracelular que interactúa con el colesterol en las

membranas celulares del hospedero y forma poros que lisan estas células (W"mn y col., 2008).

Este factor causa la coloración verdosa característica de S. pneumoniae en los medios de

cultivo que contienen sangre (Romero Cabello, 2007).

La neumolisina es capaz de inhibir el sistema de defensa del cuerpo mediante diversos

mecanismos. Uno de los mecanismos consiste en inhabilitar el movimiento ciliar en el epitelio

del tracto respiratorio humano, 10 que afecta directamente el sistema de defensa del hospedero.

Esto permite el avance del microorganismo al tracto respiratorio inferior. Otra de las fonnas

de evasión se basa en inhibir la actividad bactericida de los neutrófilos al reducir la

fagocitosis. Además, la neumolisina liberada activa la acción del complemento y esto lo

mantiene alejado de la supercifie bacteriana (Melin, 2011).
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Prole/na de superfICie A (PspA)

Esta proteína de superficie está en casi todos los aislados clínicos de S. pneumoniae

(Bergmann y Hammerschmidt, 2006) y su estructura es única en comparación con otros

microorganismos grampositivos (Boulnois, 1992). La PspA juega un papel importante en la

adquisición de hierro por S. pneumoniae, ya que actúa como receptor específico de la

lactoferrina a través de su terminal N (Gillespie y Balakrishnan, 2000). La lactoferrina es una

proteína de defensa no específica y es liberada por los neutrófilos. La forma con hierro

reducido de esta molécula, )Jamada apolactoferrina, es importante en el sistema inmune innato

del hospedero puesto que tiene propiedades bacteriostáticas y bactericidas (Rodríguez-Franco

y co!., 2005). Al unirse la apolactoferrina al PspA se inhibe el efecto bactericida de la

molécula (Bergmann y Hammerschmidt, 2006).

Estudios realizados han demostrado que al inactivar el gen pspA se logra atenuar la

virulencia de S. pneumoniae incluso hasta hacerlos avirulentos. Además, la inmunización

pasiva con anticuerpos monoclonales y policlonales contra la proteína PspA recombinante de

un serotipo de neumococo puede conferir protección a ratones que han sido inoculados con

diferentes serotipos de S. pneumoniae. Esto supone que la protección se debe a que distintos

serotipos de S. pneumoniae comparten epitopes comunes de PspA (Melin, 2011). Por esta

razón, esta proteína puede también considerarse como un blanco para la producción de

vacunas.

Neura",;"idasa

La neuraminidasa es una enzima que facilita la adherencia de S. pneumoniae a las células

epiteliales del hospedero al romper el enlace entre al ácido siálico de los glicolípidos,

glicoproteínas y oligosacáridos del hospedero. Este proceso dafia el tejido del hospedero y

expone los receptores para las adhesinas neumocócicas (Bergmann y Hammerschmidt, 2006).
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Hialuronidflsa (By/)

La hialuronidasa es una enzima que despolimeriza el ácido bialurónico de la matriz

extracelular. El ácido bialurónico forma parte importante de las barreras polisacáridas

protectoras. Al desintegrar este polisacárido viscoso, S. pneumoniae aumenta su potencial

invasivo y se ve favorecida su propagación por los tejidos del hospedero (Boulnois, 1992).

ProtellSalgAl (lga)

La proteasa 19A1 es especifica para la inmunoglobulina humana Al (lgAl) que ocupa más

del 9001'0 de la vfa respiratoria del humano. Esta proteasa facilita la adherencia del neumococo

a las células epiteliales en modelos de colonización, ya que limita la efectividad de la

respuesta humoral del hospedero (Melro y col., 2011). Debido a la acción de la proteasa IgAl,

S. pneumoniae puede ser eJiminado por anticuerpos únicamente luego de que otras clases y

subclases de inmunoglobullnas se acumulan en suficientes cantidades (Kadioglu y col., 2008).

Fosjorllcolina (ChoP)

La fosforilcolina es un componente de los ácidos teicoicos y lipoteicoicos que se extienden

de la pared celular y de la membrana de la bacteria (Cundell y col., 1995). Muchos patógenos

del tracto respiratorio expresan esta adhesina en su superficie. Ésta es usada para adherirse al

receptor del factor activador de plaquetas (pAFr) en las células pulmonares del hospedero para

ser internalizado (Cundell y col., 1995). Como mecanismos de defensa, el individuo puede

desarrollar anticuerpos contra la fosforilcolina. Éstos, en conjunto con la proteína e-reactiva,

se unen a la fosforilcolina en el tracto respiratorio superior del hospedero evitando la

adherencia del microorganismo a las células. De esta manem se previene la infección (Oould y

Weiser, 2002).
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ProteflUlS de Adhes16n tl/tl Colina (CBPs)

Éstas son proteínas de adhesión asociadas a la pared celular. Se unen a la fosforilcolina de

manera no-covalente a través de dominios de adhesión a la colina ubicados en el segmento C­

tenninal de las proteínas. De esta manera, la porción efectora queda bacia afuera de la

bacteria, lo que le permite estar libre para interactuar. La CBPs que ha mostrado mayor

importancia en la adhesión de S. pneumoniae a las células hospedero es la proteína de

Adhesión ti la Colina A (PspC), también conocida como CbpA o SpsA (Orihuela, 2008).

La proteína PspC es capaz de unirse al receptor pollmérico de inmunoglobulinas (pIgR) en

el tracto respiratorio superior (Zhang y col., 2000). Estudios realizados por Orihuela y col.,

(2004) han mostrado que la eliminación del PspC disminuye la habilidad de la bacteria de

establecer una infección del tracto respiratorio inferior. La unión con las células del

hospedador bloquea los residuos de colina de la pared celular evitando el ataque de estos por

citoquinas humanas activadas y evadiendo asi la fagocitosis (Prado Mamgán, 2008).

AdhesintlS con secuencitJ motivo LPxTG

Las secuencias motivo LPxTG retienen los polipéptidos unidos a la membrana celular con

la ayuda de una proteína de membrana llamada Sortasa. Esta proteina, cataliza la formación de

uniones entre las intersubunidades de los isopéptidos (Liddington, 2010). El mecanismo por el

cual trabaja la secuencia motivo LPxTG consta en la unión de las proteínas de superficie de la

pared celular del neumococo a la membrana celular del hospedero. Esta secuencia consta de

Leucina-Prolina-X-Threonina-Glicina, donde X es cualquier aminoácido. La LPxTG está

seguida de un dominio bidrofóbico de cerca de 20 aminoácidos y una cola de aminoácidos

cargados positivamente (Cossart y Jonquieres, 2000).
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2.3. ISLAS DE PATOGENlCIDAD

Las bacterias tienden a adaptarse rápidamente a nuevos ambientes mediante cambios

genómicos que abarcan la pérdida o adquisición de genes. Estas modificaciones afectan

radicalmente la forma en la que los microorganismos viven y evolucionan. La adquisición y

pérdida de genes constituye una de las primeras formas por las cuales las poblaciones

bacterianas divergen y forman especies distintas. La capacidad de cambio está determinada

por la plasticidad del geno~ el grado de expresión genotípica y la presión selectiva generada

por el ambiente (Hacker y Camiel, 2001). Algunos de los mecanismos de transmisión de genes

en S. pneumoniae incluyen la transformación, la adquisición de genes de virulencia mediante

recombinación homóloga o transposones y las islas genómicas (Schmidt y Hensel, 2004).

Los bloques de ADN con elementos genéticos móviles que pueden transferirse de un

microorganismo a otro son denominados Islas Genómicas. Las islas genómicas que poseen la

función de aumentar la salud bacteriana, directa o indirectamente, son llamadas islas

saludables. Estas islas pueden dividirse en diversos subtipos: islas ecológicas, islas

saprotlticas, islas simbióticas y las islas de patogenicidad (pAlo PI, por sus siglas en inglés)

(Hacker y Camiel, 2001).

Las islas de patogenicidad son las mejor conocidas hasta ahora. Estas PI contienen

agrupamiento de genes de virulencia cuyos productos con1ribuyen con la patogenicidad de la

bacteria que los posee. En el caso de S. pneumoniae, este microorganismo posee dos islas de

patogenicidad que codifican para dos tipos de pili, denominados "pilus tipo 1" Y"pilus tipo 2".

Una isla de patogenicidad denominada 1 (también conocida como isla de patogenicidad rlrA o

PI~1) de 14 kb, contiene los genes codificantes del pilus tipo 1 (Barocchi y col., 2006; Basset Y

col., 2007), mientras que la isla de patogenicidad 2 (PI-2) que mide de 6 a 7 kb, codifica para

el pilos tipo 2 (Bagnoli y col., 2008; zabner y col., 2010).

Albiger y col., (2008) sefialan la ubicación de la isla de patogenicidad 1, que codifica para

el pUus tipo 1, en la región de diversidad 4 (RD4) entre los marcos de lectura abierta SP0460-
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SP0469 en las cepas TIGR4 (Figura 3). La isla de patogenicidad 2, que codifica para el pilus

de tipo 2, se ubica entre los marcos de lectura abierta INVI04_086070 - 1NV104_08740 de las

cepas INVI04 (Figura 4) (National Center for Biotechnology Information).

2.4. Los PILI EN S. pneumoniae

Entre las estructuras externas a la pared celular se encuentra las fimbrias o pill. Los pili son

organelos alargados que se extienden a través de la cápsula polisacárida. Ton-That y

Scbneewind en el 2003, fueron los primeros en sugerir que la formación del pilus en

grampositivos podria estar relacionada a un mecanismo en el cual se hacen uniones cruzadas

entre pilinas con el uso de sortasas especificas. Estas sortasas dividen las proteínas precursoras

de acuerdo a detenninadas señales e involucran los grupos amino de los motivos de pilinas

para generar enlaces covalentes entre sus subunidades. La comprensión del proceso de

formación del pilus planteado por estos investigadores, facilitó la detección de esta estructura

en otras bacterias grampositivas, entre las que se encuentra S. pneumoniae (Ton-That y

Schneewind, 2003).

Entre las técnicas mayormente utilizadas por los investigadores a nivel mundial para la

detección de los pill en S. pneumoniae se encuentran la PCR y la microscopia electrónica. La

PCR ha permitido detectar, con alta sensibilidad y especificidad, la presencia de los genes

implicados en la formación de los pili en las cepas estudiadas. Con el uso de la PCR es posible

amplificar exponencialmente una pequefta cantidad de ADN diana, lo que hace que la técnica

sea sensible. De igual manera, se diseñan oligonucleótidos particulares para el área que se

desea amplificar, por lo que es también una técnica específica. Así, la PCR nos provee

resultados de forma rápida, sencilla, con alta especificidad y sensibilidad. El relativo bajo

costo de la técnica de PCR frente a otros métodos más avanzados y costosos, como la

microscopía electrónica, permite su aplicación en laboratorios convencionales y en la mayoría

de los laboratorios de investigación (Winn y col., 2008).
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NCBI Reference Sequence: NC_003028,3
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Figura 3. Representación lineal de la ubicación de la isla de patogenicidad 1en el genoma de la cepa TIGR4 de S. pneumoniae.

En la figura se muestra, en la parte superior, la representación linear del genoma completo de la cepa TIGR4. En el centro, ubicados entre los 434 - 450 Kbs, se muestran los genes
que codifican para: (I) SP_0460: IS1167, transposasa; (11) SP_0461: regulador transcnpcional; (ID) SP_0462 - SP_0464: familia de la protefna de anclaje a la superficie de la pared
celular; (IV) SP_0465: proteina hipotética; (V) SP_0466 - SP_0468: sortasas; (VI) SP_0469: IS1167, transposasa.

Tomado de la página web del Centro Nacional para la Información de Biorecnologfa (National Center for Biotecbnology Information).
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Figura 4. Representación lineal de la ubicación de la isla de patogenicidad 2 en el genoma de la cepa INV104 de S. pneumoniae.

En la figura se muestra, en la parte superior, la representación linear del genoma completo de la cepa INVI04. En el centro, ubicados entre las 959 - 968 Kbs, se muestran los genes
que codifican para: (1)pepT: peptidasa; (11) INVI04_08680 - INV104_08690: proteína hipotética; (111) INV104_08700: señal de peptidasa i; (IV) INVl04_0871O: subunidad
estructural de fimbria; (V) lNVI04_08720 -INVI04_08730: sortasas; (VI) hemH: ferroquelatasa.

Tomado de la página web del Centro Nacional para la Infonnación de Biotecnologia (NationaI Center for Biotechnology Information).
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La microscopía electrónica ha ayudado a observar las estructuras ya formadas. Sin

embargo, su elevado costo dificulta su implementación en laboratorios convencionales, e

incluso de investigación. Mediante el uso de éstos implementos tecnológicos se han logrado

hacer los aportes más significativos acerca de la presencia de ambos tipos de pili, incluyendo

su confonnación genética y molecular (HiUeringman y col., 2009).

2.4.1. PILUS TIPO 1

Barocchi y col., (2006) fueron los primeros en evidenciar la presencia del pilus de tipo 1 en

S. pneumoniae. Estos investigadores determinaron que este tipo de pilus está codificado en la

isla de patogenicidad 1, presente en algunos pero no todos los aislados clínicos. Mediante el

uso de microscopía electrónica de tmnsmisió~ Barocchi y col. (2006) encontraron que las

cepas de S. pneumoniae (cepa T4 Ycepa ST162) podrlan expresar el pilus tipo 1. El papel del

pilus tipo 1 en la patogénesis es dual: por una parte, la expresión del pilus potencia la

adherencia inicial de la bacteria; por otra parte, promueve la colonización en la nasofaringe

(Barocchi y col., 2006).

La adhesión de las cepas que poseen pilus de tipo 1 a células epiteliales cultivadas se

evidenció en el estudio de Barocchi Y col., (2006) mediante el uso de Western blot. De igual

manera, se compararon cepas no capsuladas sin la isla de patogenicidad 1 con esas mismas

cepas mutadas, a las que se les insertó la isla de patogenicidad. Las cepas mutantes con la isla

de patogenicidad 1 presente tenían la capacidad de adherirse de forma similar a como lo hizo

la cepa piliada T4. Esta misma cepa T4 también se mutó, se le extrajo la isla de patogenicidad

y al compararla con la cepa pifiada original, la mutante T4 no mostró seftales de adherencia a

las células (Barocchi y col., 2006).

Barocchi y col. (2006) no sólo mostraron el papel del pilus en la adherencia del

microorganismo, sino que tambien realizaron pruebas para determinar su efecto en la

colonización. Estos investigadores realizaron modelos de infección en ratones C57BL/6
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mediante inoculaciones intranasales, para imitar la ruta natural de infección, utilizando cepas

pilladas Y no pilladas. Sus resultados, estimados mediante lavados intranasales-traqueales

postmortem, indicaron que las cepas con pUus de tipo 1 eran más virulentas que aquellas que

no poseían dicha estructura. Además, al inocular cepas pilladas Y no pilladas en conjunto, las

cepas que poseían el pUus tipo 1 sobrepasaban los niveles de recuperación en sangre, vías

repimtorias altas y pulmones, en relación a las no pilladas. Todos estos datos sugieren que esta

estructura juega un papel importante en la colonización, desanollo de neumonía y de la

enfermedad invasiva (Barocchi y col., 2006).

La isla de patogenicidad 1 posee 7 genes (Agujar y col., 2008), entre los cuales, los genes

rrgA, rrgB y rrgC codifican para las proteínas de superficie con un motivo LPxTG

denominadas RrgA, RrgB YRIge, respectivamente (Figura S). Estas proteínas son parecidas a

los componentes de superficie microbiana que reconocen las moléculas adhesivas de la matriz

(MSCRAMMs). Las proteínas secretadas por los otros tres genes, srtC-l, srtC-2 y srtC-3

(previamente identificadas como srtB, srtC y srtD), son homólogas a las sortasas y catalizan la

unión covalente de las proteínas con un motivo LPx.TG, a la pared celular (Mazmanian y col.,

2001; Hava y Camilli, 2002; LeMieux y col., 2008).

Por su parte, el gen rlrA codifica para la proteína RIfA, un regulador transcripcional. Este

regulador transcripcional reconoce los promotores presentes en la isla de patogenicidad e

induce la expresión de los genes estrocturales del pilus y las sortasas asociadas (Agujar y col.,

2008). Sin embargo, fuera de la isla de patogenicidad 1 se encuentra el gen mgrA que actúa

como un represor transcripcional y puede silenciar el locus en ausencia de la proteina RlrA

(Hemsley y col., 2003). De manera interesante, Hemsley y col. (2003) refieren que este gen

represor se encuentra distribuido en todas las cepas de S. pneumoniae aún cuando no posean la

isla de patogenicidad Estos hallazgos sugieren que es poco probable que el rol principal de

este regulador sea reprimir la expresión de la isla de patogenicidad 1 (Hemsley y col., 2003).

GIacias a los estudios realizados por HiUeringman y col. (2009), con la utilización de

microscopia electrónica, hoy en día se conoce la estroctura del pilus tipo 1 de S. pneumoniae

(Figura 6). El pUus tipo 1 está compuesto por la pilina mayor RrgB, que forma la ,,~ y dos
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pilinas menores RrgA y RrgC ubicadas a los lados de RrgB (Figura 7). La RrgC actúa como

proteína de anclaje y une la pilina mayor a la pared celular. La RrgA se ubica en la punta de la

vara, es decir, en el extremo más lejano de la pared de S. pneumoniae y actúa como proteína

de adhesión a las células del hospedero (Hilleringman y col., 2009; Liddington, 2010).

Hava y CamiUi (2002) observaron que las tres proteínas RrgA, RrgB y RrgC, parecían estar

involucradas en la adherencia de S. pneumoniae a la superficie mucosa. Estudios realizados

por estos autores reflejaron que las cepas mutantes defectivas de rrgA poseían una virolencia

disminuida en los modelos de neumonía y colonización de nasofaringe, más no en aquellos

modelos de bacteriemia. Además, concluyeron que una o más sortasas pod.rian estar

involucradas en los procesos infecciosos, debido a que observaron que una mutación de srtD

(actualmente srtC-3) afectaba severamente la capacidad de S. pneumoniae de causar infección

pulmonar en ratones (Hava y CamiUi, 2002).

Es de relevancia destacar que no todas las cepas de S. pneumoniae poseen este pilus tipo 1,

ya que la isla de patogenicidad 1 no se ha encontrado en algunas cepas. Además, los genes que

codifican para el pilus tipo 1 no son necesarios para el crecimiento de este microorganismo "in

"ilro" (Hava y Camilli, 2002). Sin embargo, el papel importante que juegan como factor de

virulencia y su relación con el serotipo capsular se soporta con diversos estudios realizados a

nivel mundial. Además, la presencia de pilus promueve la colonización de aquellas cepas que

los poseen, por lo que puede ser esencial para el éxito clona! (Sjostrom y col., 2007). Sjostrom

y col. (2007) sugieren que las cepas sin pUus pueden ser desplazadas por las cepas pilladas al

momento de colonizar la nasofaríngeo

La ausencia de la isla de patogenicidad 1 en algunos aislados neumocócicos sugiere que

pudo ser adquirida por transferencia horizontal (Tettelin y col., 2001). Esta idea es factible

puesto que la isla está flanqueada por dos secuencias de inserción ISl167 móviles. Estos

elementos transponibles están caracteriDdas por la presencia de secuencias repetidas inversas

en forma imperfecta que permiten la integración del elemento móvil al genoma mediante

recombinación homóloga o transposición (Hemsley y col., 2003; Moschioni y col., 2008).
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Figura 9. Comparación genómica de las islas de patogenicidad 1y 2 de S. pneumoniae.

(Modificado de Bagnoli y col., 2008)
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Figura 6. Microscopia inmuno-eJectrónica del pilus tipo l.

(Modificado de HilJeringmann y col.. 2(09). En la figura se observa la columna del pilus (RrgB) teftida con anticuelpOS
etiquetados con oro (A-l). Las flechas abiertas indican agregados de RrgA distribuidos a lo largo de todo el pilus (A-2.
A-3). Las flechas cerradas indican protcfoas de anclaje RrgC solitarias o en coqjunto con los agregados de RrgA (A-3).
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Figura 7. Estmctura del pilos tipo 1.

(Modificado de Hilleringman y col., 2009)
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Un análisis filogenético molecular realizado por Muzzi y col. (2008) sobre los distintos

genes de la isla de patogenicidad 1, mostró que estos genes tienen genealogias incompatibles.

Este hecho sugiere que la isla de patogenicidad 1 ha sufrido varias recombinaciones. Las

recombinaciones pueden ocurrir como resultado de intercambios al azar de secuencias cortas

de ADN. Este mecanismo de evolución se correlaciona con su función en la síntesis y

formación del pilus (Muzzi y col., 2008).

La acción de diversos factores del sistema inmune del hospedero influyen en cambios sobre

porciones del gemma bacteriano. En muchas ocasiones se originan cambios en la estructura

antigénica de un microorganismo a fin de asegurar su permanencia en un determinado nicho

ecológico (Winn y col., 2008).

Los distintos alelos que conforman un gen se identifican como clades y estos clades

organizan la variabilidad de los genes rrgA y rrgB. Estos genes son mucho más variables

puesto que el sistema inmune del hospedero ejerce una selección positiva sobre estas

estructuras (Muzzi Ycol., 2008). Así, la gran cantidad de diferencias entre clades sugiere una

evolución independiente de subpoblaciones (Muzzi y col., 2008).

El gen"gA es el mayor determinante de adhesión in vitro asociada al pilus tipo 1. Existe en

2 variantes (Clade 1y Clade TI) que poseen una capacidad de adhesión similar. Además, se ha

demostrado que las protefnas secretadas por ambos clades confieren reacción e inmunización

cruzada en modelos de ratones mediante inmunización pasiva, lo que las hace buenas

candidatas para la producción de vacunas (Moschioni y col., 2010 a).

El gen "gB es el mas variable de todos y se han identificado y secuenciado 3 clades (1, 1I Y

III) que coexisten en las cepas circulantes. Muzzi y col. (2008) encontraron evidencias

significativas de selección positiva para los clades 1y 1I, mientras que la evidencia es menor

para el clade 111. Por los momentos, la recombinaciÓD es el mecanismo principal de diversidad.

Los genes "gC, srtC-J, srtC-2y srtC-) no se han diferenciado en clades, en contraste con

los genes "cA y rrgB. De hecho, se ubican con proximidad a la secuencia de inserción /81161
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en el extremo 3'. Debido a dicha cercania, los genes "gC, srtC-l, srtC-2 y srtC-J se

intercambian entre las distintas cepas como unidades discretas. Se ha detenninado que el gen

"gC y las sortasas C-l, 2 Y3, comparadas con los genes "gA y "gB, poseen un grado de

variabilidad muy escaso lo que las hace henamientas útiles para la detección del pilus de tipo

1 (Muzzi Ycol., 2008).

Basset y col. (2007) hicieron diversos aportes de importancia con respecto a determinadas

características del pilus de S. pneumoniae. Uno de los aportes fue estandarizar la técnica de

detección por PCR de los genes que conforman el pilus tipo 1, incluyendo las secuencias a

detectar (Tabla 1). Además, estos autores propusieron que dentro de los genes que constituyen

el pilus tipo 1, el gen rrgC es el que posee menor variabilidad, por lo que tiene mayor grado de

similitud entre dos cepas. Esto permite su fácil detección en cualquier aislado que posea pilus

tipo 1 (Basset y col., 2007).

2.4.2. PILUS TIPO 2

El pilus tipo 2 tiene ciertas diferencias con otros pili expresados por distintos

microorganismos y el pilus tipo 1 de S. pneumon;ae. El segundo tipo de pilus parece estar

presente como una sola estructura por bacteria, a diferencia de la multitud de pili en las células

bacterianas de otros microorganismos, y tiene Wla conformación más gruesa que el pilus tipo 1

de S. pneumoniae (Figura 8). Además, se cree que podrla estar involucrado tanto en el proceso

de transferencia del material genético como en el de adherencia (Facciotti, 2010). La presencia

de diferentes tipos de pili reforza la teoría de que estas esttucturas podrían conferir una ventaja

selectiva critica para S. pneumoniae (8agnoli y 001., 2008).
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados por Basset y col., (2007)ien la detección de los genes que C(l)nfonnan el pilus de tipo 1/

wo

Nombre del oIigonueleótido

original

pQE3OC5

pQE3OC3

pQE30AS

pQE30A3

pQE30B5

pQE30B3

ITM301

ITM302

Gen al detectar

rrgC

rrgA

rrgB

me-)

Tamafto del A:mplif"Je8do (pb) Seeueoeia S'· 3'

ATCAGGATCCGCTCTGifGITTTTCTCTTGTATGG
360

ATCCGCATGCATCAATCCGTGGTCGCTTGTTATTTTTA
ATTAGGATCCAAGAT.ATTTCAGAAGGCAGTTGCA

837
TTAAGCATGCTTCTCT€TITGGAOOAATAOOTT€
ATTAGGATCC€TTGCTGCCTTAITACTGA

594
TATTGCATGCGATAGTGA111111lGTTGAC
ACTTGTTGATGTTGGTAGCCTGTT

469
TTCCGACGGTAAAATMTCTC1IGT

(Tomado de B8sset y co)" 2007)
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Figura 8. Microscopía electrónica inmunogold del pilus tipo 2.

(Tomado de Bagnoli Ycol., 2008). En la figura se observa la estructura del pilus tipo 2. El recuadro superior muestra un
segmento del pilus amplificado.
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Bagnoli y col. (2008) fueron los primeros en caracterizar la organización genética de la

segunda isla de patogenicidad (pI..2), que codifica para el pilus tipo 2, Y evidenciar su

presencia mediante el uso de la PeR y la microscopía inmunogold. Los datos de este estudio

sugirieron que la presencia de esta isla de patogenicidad PI..2 favorece la adhesión del

microorganismo a las células del hospedero. Para detectar la PI..2 utilizaron una serie de

amplificaciones simultáneas. El primer par de oligonucle6tidos (lOOSfor y l009rev) flanquean

el operón (cuando la PI..2 está ausente, un pequef10 fragmento podía ser detectado); en la

segunda y tercera amplificación se utilizaron los pares de oligonucle6tidos lOOSfor..INTrev y

INTfor-lOO9rev, en los que INTfor e INTrev se alinean dentro de los fragmentos de la isla

comprendidos entre lOO8for y lOO9rev (sólo se observó una banda si la isla estaba presente);

una cuarta amplificación se realizó con los oligonucle6tidos internos INTfor..INTrev,

detectando un fragmento si existía presencia de la isla (Tabla 2). De hecho, la amplificación de

los segmentos internos de la isla de patogenicidad 2, se considera tan sensible y especifica

como la amplificación completa de esta isla de patogenicidad para determinar la presencia del

pilus tipo 2 (Bagnoli y col., 2008).

Bagnoli y col. (2008) fueron los primeros en describir la ubicación y conformación de la

isla de patogenicidad 2. La PI..2 se ubica entre dos genes conservados: el gen pepT que

codifica para la peptidasa T (pepn y el gen hemHque codifica para la ferroquelatasa (HemH),

además de dos sitios de inserción putativos de 7 pb (TCC1111). La región que abarca la PI..2

se compone de 5 genes: pitA, pitB, sipA, srtGl y sr102, mediante los cuales la bacteria puede

expresar 2 proteínas de superficie PitA y PitB, una proteina parecida a una peptidasa (SipA) y

2 sortasas (SItO1 YSrtG2), respectivamente (Figura 9). Estos investigadores obtuvieron datos

en los que la secuencia se encontró idéntica en un C)9OÁ» en los aislados neumocócicos, por lo

que se determinó que esta isla de patogenicidad tiene un inusual alto nivel de conservación de

su secuencia. Además, en todas las cepas analizadas, la PI..2 estuvo presente en el mismo sitio

de inserción (Bagnoli y col., 200S; Zahner y col., 2010).
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Tabla 2. Oligonucleótidos usados por Bagnoli y col., (2008) para la detección de la isla de patogenicidad 2 de S. pneumoniae.

Nombre deloUgonueleótido original

lOO8For

lOO9R.ev

INTFor

INTRev

Gen a detectar

Pilus2

Flanquea

PI·2

Pilus2

Secuencia interna de PI·2

Tamafto del amplifieado

(pb)

1048

INT-F - lOO9r

l094pb

l008f-INT-R

lOS2pb

Seeuenda 5'· 3'

GCTGGATCGAGTTfGAAACCAGAA

TAAGGATCACCAAAGTCCAAGGCA

ATGGCTTCAGGGGCTATGITCGGTG

TITCAGTGTATGTTITAGTGCTTCA

ww

(Tomado de Bagnoli y col., 20(8)
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Figura 9. Comparación genómica de las islas de patogenicidad 1y 2 de S. pneumoniae.

(Modificado de Bagnoli y coL, 2008)
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La estructura del pilus tipo 2 está compuesta principalmente por polfmeros de la proteína

mayor de pilus PitB. Estudios sugieren que estos polímeros median la adhesión de

S. pneumoniae a las células eucariotas (Bagnoli y col., 200S; Facciotti, 2010). Sin embargo, el

gen pitA que codifica la protefna putativa de anclaje PitA contiene un codón de parada (DGA)

que causa su término prematuro, lo que lo hace un pseudogen incapaz de codificar la proteina

de manera funcional (Bagnoli y col., 2008; Facciotti, 2010).

El gen pitA no es el único pseudogen que existe en la PI-2. El gen de la sortasa SrtG2

(srtG2) puede presentarse también como un pseudogen aunque se conserva en un 99,2% de los

aislados. Sin embargo, se ha determinado que en algunos casos a este gen le falta la región C­

terminal o una inserción de dinucleótidos en la región 5', lo que inhibe la expresión de su

proteína haciéndolo un gen disfuncional (Bagnoli y col., 2008). No obstante, la proteína PitB

se polimeriza en la estructura que confonna el pilus en un proceso dependiente de SrtG1 y

SipA, mas no de PitA ni SrtG2. Aun cuando la polimerización de PitB se vea afectada por la

falta de SrtG1, su expresión permanece activa y puede encontrarse como monómero en

extractos celulares. Esto sugiere que SrtG1 es la sortasa involucrada en la polimerización del

pilus tipo 2 (Bagnoli y col., 2008).

La organización estructural del pilus tipo 2 fue evaluada por Bagnoli y col. (2008) y

mediante el uso de microscopia electrónica de tinción negativa y la microscopia electrónica

inmunogold. Con estas técnicas se pudo observar que el pilus de tipo 2 es tan largo como el

pilus de tipo 1, midiendo hasta 1flm. Sin embargo, el grosor es distinto, alcanmndo entre 40 y

sOnm (versus 30nm del pilus tipo 1). Además, el pilus tipo 2 no tiene una ubicación especifica

en la superficie bacteriana y está formado por varias copias de una estructura delgada que

forma filamentos en paralelo. Esta diferencia estructural le permitió a estos investigadores

sugerir una función distinta a la del pilus tipo 1 (Facciotti, 2010). La única representación

gráfica del pilus tipo 2 disponible basta la fecha fue realizada por Facciotti y col. (2010)

(Figura 10).
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Figura 10. Modelo de la es1lUctura del pilus tipo 2 de S. pneumoniae.

(Modificado de Fac:eiotti, 2010)
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Los filamentos que constituyen el pilus tipo 2 se asemejan a los que POsee E. coli y

recuerda a los microtúbulos observados en microorganismos gramnegativos. En las bacterias

gramnegativas, los filamentos forman un tubo delgado que confonna una estructura capaz de

transferir material genético mediante conjugación. Por lo tanto, la semejanza en estas

estructuras sugiere una nueva función de transferencia del material genético para el pilus tipo

2 de S. pneumoniae. Por otro lado, los resultados de Bagnoli y col. (2008) sugieren, más bien,

un papel de la proteína PitB relacionada a la adhesión a las células epiteliales. De esta manera,

la información reciente provee indicios de que la función del pilus tipo 2 está ligada tanto a la

adherencia como a la transferencia del material genético (Facciotti, 2010).

Debido a la detección reciente del pilus tipo 2 en S. pneumoniae. los datos disponibles

relacionados a la patogenicidad Yepidemiologfa son escasos. Actualmente, no se cuenta con

suficiente información detallada que permita la comprensión de la composición y función del

pilus tipo 2.

2.5. RELACIÓN ENTRE LOS PIL} TIPO 1 y 2 y LAS VACUNAS

Debido al creciente número de enfermedades neumocócicas a nivel mundial, se han

desarrollado vacunas que contienen los serotipos más prevalentes de S. pneumoniae. La

primera vacuna fue la heptavalente (PCV7) que contiene los serotipos 4, 6B, 9V, 14, lSC, 19F

y 23F, los cuales ocupaban la mayor tasa de frecuencia en los Estados Unidos (EEUU). Esta

vacuna fue primero introducida en EEUU en el afio 2000, para luego aplicarse en otros países.

Sin embargo, la eficacia de esta vacuna puede verse comprometida debido a la diferencia en la

distribución de serotipos, prevalencia de infecciones y resistencia antimicrobiana de cada pais

(Rodrigues De Aguiar, 2011).

Las vacunas neumocócicas actuales están diseftadas para atacar al microorganismo de

acuerdo con los polisacáridos de su cápsula, por lo que son tipo-especificas. Sin embargo,
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basta la fecha existen más de 90 serotipos. Las vacunas para adultos contienen los

polisacáridos de los serotipos capsulares más comunes en las infecciones neumocócicas

invasivas en EEUU (alcanzando basta 23 serotipos: 1,2,3,4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,10A, tIA,

12F, 14, t5B, 17F, tSC, 19A, 19F, 20, 22F, 23F Y 33F), mientras que las vacunas para

lactantes y niilos pequeiios consisten en preparados de los polisacáridos y oligosacáridos de 7,

10 o 13 (pcV7, PCVI0 y peVl3, respectivamente) serotipos unidos a proteínas

transportadoras para Wia mejor respuesta inmune (Gorrotxategui Gorrotxategui e Iturrioz

Mata, 2010).

Ciertamente, la disponibilidad de vacunas cubren un número limitado de serotipos y, peor~

cada dia aumenta la prevalencia de nuevos serotipos causantes de enfermedades invasivas que

no están cubiertos por las vacunas actuales (Gorrotxategui Gorrotxategui e lturrioz Mata,

2010). En base a lo anteriormente expuesto, no es posible obtener una inmunización adecuada

que se adapte a las necesidades de hoy en dia Además, S. pneumoniae experimenta un

creciente desarrollo de resistencia a los antimicrobianos con el Pasar de los años. Por estas

razones, se hace necesario buscar otros métodos de prevención que ayuden a la comunidad

cientifica a prevenir la diseminación de estos agentes causantes de altas tasas de morbilidad y

mortalidad. Es en este punto donde los pili entran en juego y amplian las posibilidades de

acción.

La idea de una vacuna basada en el pilus tipo 1 podría tener el potencial de disminuir la

presencia de aquellos clones piliados que habitan la nasofaringe de portadores sanos (Sj6strom

y col., 2007). Esto, a su vez, influye en la potencial eliminación de reservoríos importantes de

S. pneumon;ae que puedan traspasar las barreras de la nasofaringe y causen enfermedad

invasiva Sin embargo, no se puede ignorar el hecho de que las vacunas podrían no abarcar

todas las cepas de S. pneumoniae, puesto que muchos de los aislados clinicos no poseen esta

estructura (Basset y col., 2007).

Gianfaldoni y col. (2007) demostraron que los componentes del pilus tipo 1 pueden

estimular una respuesta inmune en ratones infectados con 1«Y UFC de la cePa TIGR4, por

ratón. Estos autores expusieron que una vacuna recombinante con antigenos para pilus
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(RrgA+B+C) puede disminuir las tasas de bacteriemia y aumentar la supervivencia de los

ratones en comparación con el gropo control. Adem~ la vacuna con las subunidades del pilus

tipo 1 ofrece la misma protección en ratones que la vacunación con la bacteria inactivada por

calor (Oianfaldoni y col., 2007).

Estudios recientes realizados en ratones mostraron que la producción de anticuerpos contra

cepas piliadas neumocócicas era factible al utilizar una fusión de los 3 variantes de la protefna

RrgB (RrgB321). El antisuero RrgB321 induce la opsonofagocitosis mediada por

complemento de las cepas pilladas en niveles comparables a la vacuna heptavalente lo que

permitirla abarcar un 300-4 o más de las cepas neumocócicas. Además, presenta la posibilidad

de ser utilizada en una fusión multicomponente de próximas vacunas (Harfouche y col., 2011).

por tanto, la idea de hacer nuevas vacunas que incluyan estas estructuras podría suponer una

nueva forma de prevención ante la diseminación de este agente patógeno.

Al contrario de lo expresado previamente, Rodrigues de Aguiar (2011) en Portugal, sugirió

que una vacuna basada en los pili l Y2 no seria realmente de provecho para la población. La

presencia del pilus tipo 1 reportada fue de un 17% en las cepas neutnoeócicas invasivas y un

33% de prevalencia del pilus tipo 2 en la misma población de estudio. Además, todas las cepas

que contenían alguno de los pili también poseian un serotipo cubierto por la PCVI3. Por lo

tanto, la baja prevalencia de los pili y su presencia en cepas ya cubiertas por las vacunas

disponibles no suponen un avance en la prevención de las enfermedades neumocócicas, de

desarrollarse una vacuna basada en los pili tipo 1 Y2 (Rodrigues de Aguiar, 2011).

2.6. ANTECEDENTES DE LA HIPóTESIS

Han sido pocos los estudios realizados que tienden a buscar la frecuencia de los pili tipo 1 Y

2 en cepas de S. pneumoniae colonizadoras y causantes de enfermedad invasiva. La cantidad

de investigaciones que han explorado la relación entre la frecuencia de ambos tipos de pili, los
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serotipos capsulares y la resistencia a los antimicrobianos es menor aún. A continuación se

describen brevemente los estudios que han servido de base para la presente investigación.

2.6.1. DISTRIBUCiÓN DEL PILUS TIPO 1 SEGÚN SEROTIPOS y LA RESISTENCIA

ANTIMICROBIANA

Frecuencia

Basset Ycol. (2007) fueron los primeros en determinar la frecuencia del pUus tipo l. Estos

investigadores ana1iraron 484 cepas de S. pneumoniae provenientes de aislamientos

nasofaríngeos, de sangre y de liquido cefalorraquídeo de niilos y adultos en EEUU. Mediante

la detección del gen rrgC por PCR encontraron que un 21,5% de las cepas poseían pilus tipo

1. Las frecuencia de pilus tipo 1 fue similar entre cepas colonizadoras y las causantes de

enfermedad invasiva (20,5% versus 24,40/0, respectivamente) (Basset y col., 2007).

Así mismo, Moschioni y col. (2008) investigaron un panel global de 424 cepas de S.

pneumoniae provenientes de portadores nasofaríngeos y pacientes con otitis media y

enfermedades invasivas en EEUU, Brasil, Finlandia, Gbana, Bangladesh, Italia, Kenya y

Suecia. Con el uso de la peR amplificaron y secuenciaron el locus completo de la isla de

patogenicidad 1 determinando su frecuencia en el 30,6% del pilus tipo 1 en las cepas

investigadas (Moschioni y col., 2008).

Imai Ycol.(2009) determinaron la frecuencia del pilus tipo 1 en Japón entre los años 2003 y

2004. Estos investigadores analizaron 141 cepas newnocócicas provenientes de esputo,

sangre, aspirado transtraqueal y lavados bronquiales de pacientes mayores de 15 dos con

neumonía adquirida en la comunidad. Mediante el uso de la peRy 5 amplificaciones seguidas

de varios segmentos de la isla de patogenicidad 1t Imai Ycol. (2009) pudieron determinar una

frecuencia de la isla de patogenicidad t completa del 30,5% en las cepas de estudio.
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Del mismo modo, Bagnoli y col. (2008) exploraron la frecuencia del pilus tipo 1 en cepas

provenientes de varios paises del mundo. Las 305 cepas estudiadas se aislaron de portadores

nasofaríngeos y de pacientes con enfermedades invasivas. Esta investigación reflejó una

m:cuencia del 31,5% del gen rlrA del pilos tipo 1amplificado por PeR.

En el caso especifico de las cepas causantes de enfermedad invasiva, Aguiar y col. (2008),

en Portugal, analizaron 483 cepas de S. pneumoniae provenientes de niños menores de 6 dos

y adultos mayores de 18 dos con enfermedades invasivas en el periodo 1999 - 2002. La

frecuencia del pilus tipo 1 se detenninó mediante la técnica de Southem Blot y la

amplificación por peR del gen rlrA obteniendo una frecuencia del 27% (Aguiar Ycol., 2008).

Rodrigues de Aguiar (2011) amplió el estudio de Aguiar y col. (2008) en Portugal,

agregando 6 dos más de recolección de muestras (1999 - 2008). En esa ocasión se anal j7JIron

577 cepas causantes de enfermedades invasivas provenientes de nüios menores de 18 aftoso La

m:cuencia general del gen rIrA detectada por Soutbem Blot y PCR fue de 16,6% (Rodrigues

de Aguiar, 2011).

Regev-Yochay y col. (2010) exploraron la frecuencia del pilus tipo 1 en EEUU durante

2007 - 2008. Se analiz.aron 26 cepas aisladas en sangre de niños con enfermedad invasiva. La

frecuencia se determinó mediante la amplificación del gen rrgC con el uso de la PCR,

obteniendo un 21% de pilus tipo 1en las cepas estudiadas.

Serotipo$

Diversos estudios han mostrado relación entre la presencia del pilus tipo 1 Y los serotipos

capsulares. De hecho, varias investigaciones han asociado la presencia del pilus tipo 1 con

ciertos serotipos capsulares incluidos en la vacuna heptavalente, como lo son los serotipos 4,

68, 9V y 14 (Basset Ycol., 2007; Moschioni y col., 2008; Aguiar y col., 2008; Imai y col.,

2009; Moschioní y col., 2010 b; Rodrigues de Agujar, 2011). Además, también se ha

reportado una asociación entre la ausencia del pilus tipo 1 Y los serotipos 1, 7F Y23F (Agujar

y col., 2008; Moschioní y col., 2008; Rodrigues de Aguiar, 2011).
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Basset y col. (2007) analizaron los serotipos 4, 6A, 6B, 9A, 9C, 9V, I8A, 19A, 23Ay 23B.

Los serotipos vacunales 4, 68 Y9V estaban asociados significativamente a la pt'eSeJlCia del

pilus tipo 1 (p=O,OOl), mientras que los serotipos no vacunales 6A, 9A, 9C, 18A, 19A, 23A Y

238 presentaron el pilus con menor frecuencia.

Moschioni y col. (2008) obtuvieron datos similares a los de Basset y col., (2007) al anaJi7N

los serotipos 1,3,4,5,68, 1F,9V, 14, 18C, 19A, 19F Y23F. Estos autores documentaron que

el serotipo 9V presentaba la mayor frecuencia de pilus tipo 1, mientras que los serotipos no

vacunales 1, 3, 5, 1F Y 18C no se relacionaron a la presencia de la isla de patogenicidad 1

(Moschioni y col., 2008).

Los dos estudios previos concuerdan con la investigación reaJjZBda por Aguiar y col. (2008)

en la que se reportó que se podía predecir, a modo general, la presencia o ausencia de la isla de

patogenicidad 1 según el serotipo aislado. Utilizando una fórmula matemática y con base en el

análisis de los serotipos 1,3,4, 1F, 8, 9V, 12B, 14, 19A Y23F, estos autores sugirieron que los

serotipos 4, 6B, 9V y 14 estaban frecuentemente relacionados con la presencia de la isla de

patogenicidad 1. En cambio, esta isla de patogenicidad estaba significativamente ausente en

los serotipos 1, 1F, 8, 128 Y23F (Aguiar y col., 2008).

Para Rodrigues de Aguiar (2011), el estudio de los serotipos y su relación con el pilus tipo

1 fue un poco más extensa, abarcando mayor cantidad de serotipos: 1,3,4,5, 6A, 6B, 7F,9V,

13, 14, 18C, 19A, 19F, 23F y otros. Los serotipos 4, 6B, 9V y 14 resultaron estar fuertemente

relacionados con la presencia de la isla de patogenicidad 1 (p<O,Ol), mientras que en los

serotipos 13, 19A Y 19F se observó una elevada presencia del pilus pero sin relación

estadísticamente significativa. En cambio, los serotipos 1, 7F Y23F no mostraron el pilus de

tipo 1 (Rodrigues de Aguiar, 2011).

Imai Ycol. (2009) y Moschioni y col. (2010 b) reportaron la presencia del pilus tipo 1 en

serotipos distintos a los mencionados por los otros autores. Dichos serotipos incluyen el 7, 6A,

l1A, 19F, 23F Y33A. En el caso del serotipo 23F, Imai Ycol. (2009) y Moschioni y col. (2010
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b) se oponen a lo documentado por Aguiar y col. (2008) y Rodrigues de Aguiar (2011),

quienes sustentaron que el pilus tipo 1estaba significativamente ausente del serotipo 23F.

En otro orden de ideas, Basset y col. (2007) documentaron que la frecuencia del pilus tipo 1

disminuyó de manera significativa, de 43% a 210/0, luego de la aplicación global de la vacuna

heptavalente (abarca los serotipos 4,68, 9V, 14, 18e, 19F y 23F). Por lo tanto, se cree que la

aplicación de la vacuna probablemente limitó la propagación de aquellos serotipos más

propensos a poseer pUus tipo 1 Y que, a su vez, tienen un potencial mayor de colonización y

virulencia.

Rodrigues de Agujar (2011) propuso una teorfa similar a la de Basset Ycol. (2007) en su

tesis. Previa introducción de la vacuna (aftos 1992-2002), la frecuencia del pUus tipo 1 abarcó

un 31,4% en las cepas de Portugal analizadas. Esta frecuencia del pilus disminuyó a 13,5%

luego de que la población de dicho país fuese vacunada (afios 2003-2008). En general, de

todas las cepas que poseian pUus tipo 1, el 73,901'0 pertenecia a alguno de los serotipos

incluidos en la vacuna heptavalente. El análisis detallado de la relación entre el pilus tipo 1 Y

los serotipos vacunales reflejó que antes de la introducción de la vacuna heptavalente, el

96,901'0 de las cepas con pilus tipo 1 tenían un serotipo vacunal. Posterior al uso de la vacuna,

la frecuencia de cepas con pilus tipo 1 Yserotipo vacunal disminuyó a 62,5% (Rodrigues de

Aguiar, 2011).

Sin embargo, Regev-Yochay y col. (2010), en EEUU, reportaron una re-emergencia del

pilus tipo 1 en cepas de S. pneumoniae luego de varios años posteriores al uso de la vacuna

heptavalente. Para el afto 2001, apenas 1 afio después de la introducción de la vacuna, la

frecuencia de cepas con pilus tipo 1 era de 23,7%. Posteriormente, en el 2004, la prevalencia

de cepas piliadas disminuyó a un 14,901'0, aumentando nuevamente en el 2007 a un 26,1%

(p==O,OO4, comparado con el 2004). Parte del aumento en la prevalencia se debió a la detección

del pilus tipo 1 en los serotipos no incluidos en la vacuna heptavalente. De hecho, las

frecuencias del pUus tipo 1 en los serotipos no vacunales aumentó con el pasar de los aftos.

Para el afio 2001, la frecuencia de pUus tipo 1 en serotipos no vacunales fue de 8,9%. Dicha
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frecuencia aumentó a 12% en el 2004 y a 30,1% en el 2007 (p=O,OOO2) (Regev·Yochay y col.,

2010).

En conclusión, los estudios realizados hasta el momento muestran que inicialmente el pilus

tipo 1 estaba relacionado con aquellos serotipos incluidos en la vacuna heptavalente. Sin

embargo, durante los primeros aftos luego.de la aplicación de dicha vacuna, se observó una

disminución momentánea de la frecuencia del pUus tipo 1, luego la PreValencia volvió a

aumentar pero esta vez relacionada con cepas de serotipos no cubiertos por la vacuna

heptavalente, lo que Propone una alerta sobre la verdadera cobertura de las vacunas

disponibles hacia cepas neumocócicas con potencial de virulencia.

ResistmCÚl 11 los ,,"tbnicrobillnos

S. pneumoniae posee diversos mecanismos de resistencia a los antimicrobianos que le

confieren ventaja al momento de producir enfermedad, ya que eluden el tratamiento

implementado por el clínico. Este microorganismo posee una creciente tasa de resistencia a los

antibióticos, sobre todo a los más utilizados para tratar enfermedades neumocócicas: p­
lactámicos y macr6lidos. A modo general, para el afio 2008, hubo 41.500 casos de enfermedad

neumocócica invasiva. De estas, el 28% fueron causadas por cepas de S. pneumoniae no

susceptibles por lo menos a un antimicrobiano. En el 11% de las enfermedades, las cepas

causantes poseían resistencia a 3 o más antibióticos (Centers for Disease Control and

Prevention).

Los únicos trabajos que han explorado la frecuencia del pUus tipo 1 Y su relación con la

resistencia a los antimicrobianos, fueron los realizados por Moschioni y col. (2008),

Moschioni y col. (2010 b) Y Rodrigues de Aguiar (2011). En todos los casos se relacionó la

presencia del pilus tipo 1 con la resistencia a penicilina, eritromicina y la multinesisteneia a

drogas.

Moschioni y col. (2008) reportaron una mayor frecuencia de pilus tipo 1 en las cepas

resistentes que en las susceptibles a penicilina, eritromicina y tetraciclina (51% versus 21%;
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53% versus 23%; 41% versus 32%, respectivamente). La presencia del pilus tipo 1 se asoció

estadísticamente (P<O,OOl) a la resistencia a penicilina y eritromicina. ABos más tarde,

Moschioni y col. (2010 b), documentaron frecuencia del pilus tipo 1 en el 41,5% de las cepas

resistentes a penicilina, 51,6% en cepas resistentes a eritromicina y SI ,8% en cepas

multirresistentes a drogas. En el caso de las cepas susceptibles a penicilina, eritromicina y

otras drogas no especificadas por los autores, apenas eI5,70A. poseía el pilus tipo 1 (p<O,OOl).

Por su parte, Rodrigues de Aguiar (2011) encontró que el 28,8% de las cepas presentaban

resistencia por lo menos a un antimicrobiano. A modo general y evaluando la presencia de los

pili tipo 1 Y2, sus resultados expresaron lo siguiente: 16,8% de resistencia a penicilina, 12,0%

de resistencia a eritromicina y 8,4% de multirresistencia. A saber, la presencia del pilus tipo 1

estuvo significativamente asociada a la resistencia de penicilina y trimetoprlmlsulfametoxazol.

Previa implementación de la vacuna heptavalente, la frecuencia del pilus tipo 1 em de 47% en

cepas resistentes a penicilina y de 25% en cepas resistentes a eritromicina. Luego de la

introducción de dicha vacuna, la frecuencia de pilus tipo 1 disminuyó a 10% en la resistencia a

penicilina y a 90.4 en la resistencia a eritromicina.

2.6.2. DISTRIBUCIÓN DEL PILUS TIPO 2 SEGÚN SEROTlPOS y LA RESISTENCIA

ANTIMICROBIANA

Frecuencia

El pilus tipo 2 de S. pneumoniae ha sido menos estudiado que el pilus tipo l. En apenas 4

estudios se ha determinado la presencia de pilus tipo 2 en los aislados neumocócicos y se ha

obtenido una frecuencia entre 7% y 33% (Bagnoli y col., 2008; Moscbioni y col., 2010 b;

Zahner y col., 2010; Rodrigues de Aguiar, 2011 ).

El primer estudio en mostrar la presencia del pilus tipo 2 de S. pneumoniae fue el realizado

por Bagnoli y col. (2008) sobre una colección de cepas neumocócicas aisladas en distintos
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paises a nivel mundial. Estos autores exploraron 305 muestras aisladas de portadores

nasofarfngeos y de pacientes con enfermedad mvasiva. En esta investigación se mostró, con el

uso de la PCR, que un 16,4% de los aislados contenían la isla de patogenicidad 2. Dicha

frecuencia era muy similar entre las cepas colonizadoras y las causantes de enfermedad

invasiva (porcentaje no especificado) (Bagnoli y col., 2008).

Por su parte, Moschioni y col. (2010 b), en Israel, analizaron 113 cepas provenientes de

otitis media aguda en nifios de 0,8 a 96,9 meses de edad. Mediante el uso de la PCR y la

amplificación de la PI·2, estos investigadores reportaron una frecuencia del pilus tipo 2 del

7%, la más baja reportada basta ahora. Todas las cepas que presentaban el pilus tipo 2 también

poseían el pilus tipo l.

En el caso especifico de las enfermedades invasivas, Zabner y col. (2010), en EEUU,

analizaron una colección de S90 aislados clínicos invasivos de S. pneumoniae en el periodo

1994 - 2006. Con el uso de la PCR y la amplificación de los genes sipA, pitB y un flanqueo de

la PI-2 se determinó que para el afto 1999, la frecuencia del pilus tipo 2 fue de 3,6%, mientras

que para el afto 2006 la frecuencia aumentó al21%.

La mayor frecuencia del pilus tipo 2 de S. pneumoniae fue reportada recientemente por

Rodrigues de Aguiar (2011), en Portugal, quien analizó 577 cepas causantes de enfermedad

invasiva en nifios menores de 18 afios. Al 33% de las muestras se les detectó el pilus tipo 2

mediante la amplificacion del gen sipA y un flanqueo de la PI-2. Al contrario de lo observado

con el pilus tipo 1, hubo un incremento en la frecuencia del pilus tipo 2 del 21,6% previa

implementación de la vacuna heptavalente, versus 37,3% posterior al uso de dicha vacuna

(Rodrigues de Agujar, 2011).

Serotipos

Bagnoli y col. (2008) habían sugerido que no existe correlación estadística significativa

entre la presencia de PI-2 yel serotipo, aun cuando los serotipos 1,2, 7F, 19A Y19F tenían el

pilus tipo 2 presente. De igual manera, laJ:mer y col., (2010) encontraron el pilus tipo 2 en los
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serotipos 1, 7F, 1lA, 19Ay 19F. De estos serotipos, el serotipo 1 fue el serotipo más frecuente

con pilus tipo 2 en el periodo 1994-2005. Para el año 2006, los serotipos más frecuentemente

asociados con la presencia del pilos tipo 2 fueron el 7F y el 19A.

Para Rodrigues de Aguiar (2011), los serotipos 1 y 7F se encuentran principalmente

asociados con la presencia del pilos tipo 2, mientras que una pequefta porción de los serotipos

19A (17,8%) Y 19F (2%) poseían la isla PI-2. De manera interesante, todas las cepas de

serotipo 19A también poseían el pilus de tipo l. Ahora bi~ de las cepas con la isla de

patogenicidad 1 presente, sólo 4 cepas (serotipo I9F) poseían PI·2 también (Rodrigues De

Aguiar, 2011). Estos datos se asemejan a los obtenidos por Moschioni y col., (2010 b) con el

serotipo 19F, que en todos los casos en los que poseía el pilos tipo 2, también poseía el pilos

tipo 1.

Con respecto a la introducción de la vacuna heptavalente, hubo un contraste con lo

observado con el pilus tipo l. La frecuencia del pilos tipo 2 aumentó luego de la introducción

de la vacuna con un porcentaje previo de 21,6% y posterior de 37,3%. Este cambio en las

frecuencias puede estar relacionado a la expansión de los serotipos 7F y 19A con pilus tipo 2,

con disminución del serotipo vacunal19F (Zshner y col., 2010; Rodrigues de Aguiar, 2011).

Resistencitl IJ los alttimicrobÚlnos

Sólo 2 estudios, a nuestro conocimiento, han reportado información sobre la presencia

especifica del pilus tipo 2, el serotipo asociado y la resistencia a distintos antimicrobianos.

Zahner y col. (2010), reportaron que de las cepas que poseían el pilos tipo 2, todas las de

serotipo 19A eran multirresistentes a drogas (penicilina, eritromicina,

trimetoprimlsulfametoxazol, tetraciclina y cloranfenicol), mientras que todas las cepas con

pilus tipo 2 Yserotipos 1, 7F, 11A Y19F eran susceptibles. Por su parte, Rodrigues De Agujar

(2011) avala la asociación del pilus tipo 2 con las cepas susceptibles a los antimicrobianos.
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2.7. HIPóTEsIs

En las cepas de S. pneumoniae aisladas en niftos con enfermedad invasiva de Lima, Perú

durante el lapso 2006 - 2008, se planteó que:

l. Los genes rrgC y srtC-3 codificantes del pilus tipo 1, ylo la isla de patogenicidad 2 que

median la expresividad del pilus tipo 2 estarian presentes en algunas cepas.

2. Los pili tipo 1 Y 2, detectados mediante la amplificación de genes de las islas de

patogenicidad 1 y 2, se detectarían con mayor frecuencia en cepas causantes de enfermedad

meningea que en las cepas no menfngeas

3. El pilus tipo 1, detectados mediante la amplificación de genes de las islas de

patogenicidad 1, se detectarla con mayor frecuencia en cepas con serotipos vacunales que en

cepas con serotipos no vacunales.

4. El pilus tipo 2, detectados mediante la amplificación de genes de las islas de

patogenicidad 2, se detectarfa con mayor frecuencia en cepas con serotipos no vacunales que

en cepas con serotipos vacunales.

S. Los pili tipo 1 Y 2, detectados mediante la amplificación de genes de las islas de

patogenicidad 1 Y2, se detectarfan con mayor frecuencia en cepas resistentes que en cepas

susceptibles a los antimicrobianos.
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CAPÍTULO 3: MARco METODOLÓGICO

l. Cepa btJcterillna:

En el Hospital Nacional Cayetano Heredia de Lima, Perú, se recolectaron 108 cepas de S.

pneumoniae provenientes de niños entre 3 meses a 10 años con enfermedad invasiva, que no

habían sido inmlmi73dos con la vacuna conjugada heptavalente PCV..7 (Prevnar<il; Wyeth) y

que fueron atendidos en dicho hospital durante el perlodo abril 2006 a Junio 2008. Se

seleccionaron aquellas cepas que presen~ por lo menos, un marcador de resistencia a

penicilina, eritromicina y/o tetraciclina, creando así la colección de 41 cepas de S. pneumoniae

objetivo de este estudio. El promedio de edad de los pacientes atendidos fue de 2 afios y lI

meses. La colección de 41 cepas fue enviada para su estudio y análisis molecular al

Laboratorio de Microbiología Molecular de la Facultad de Fannacia y Bioanálisis,

Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela.

1.1 RetICIivtu:ió" de ltIs cepa Las cepas fueron preservadas en viales con I mL de leche

descremada al 200/c. Y se almacenaron a ..20 oC hasta su procesamiento. La

reactivación se realizó inoculando 100 JiL de cada vial en tubos con 3 mL de caldo

Todd Hewitt (OXOIDli). Los tubos se colocaron en microaerofilia y se incubaron a

37°C. Luego de 48 horas, se tomaron 30 J1L de cada caldo Todd Hewitt y se

colocaron en placas de agar Tripticasa Soya (OXOID~ suplementado con 5% de

sangre de camero. Las placas se incubaron en microaerofilia a 37 oC por 24 a 48

horas. Se utilizó el taxo de optoquina (S f.Lg) (BBLTM) como prueba preliminar para

asegurar la presencia del microorganismo en estudio.

2. EsllUliD lllicrobiológico.

El aislamiento y la identificación inicial de las cepas se realizó siguiendo los lineamientos

de la Organización Mundial de la Salud (2004) y por el Grupo Peruano de Investigación en

Neumococo (GPIN), Lima, Perú. Los serotipos capsulares se determinaron mediante la

reacción de Quellung, utilizando los antisueros del Statens Serum Institute de Copenhagen,
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Dinamarca. Se consideraron serotipos vacunales aquellos incluidos en la formulación de la

vacuna heptavalente: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F.

2.1 Ve,¡flcaci6n de la p"reZll de los cultivos: Primero se observó que las colonias tuviesen

las características particulares del microorganismo tales como: un tamaño de 1..2 mm,

de aspecto mucoso, transparente y rodeadas por un balo de alfa.. hemÓlísis. Luego se

tomó una colonia para verificar las características microscópicas con la Unción de

Gram de diplococos grampositivos en pares. Además, las cepas debieron ser eatalasa

negativas y mostrar susceptibilidad a la optoquina (taxo de Spg; BBLTM) (Romero

Cabello, 2007).

2.2 Pruebas de susceptlbilldtul antilllkrobUlna. La susceptibilidad a los agentes

antimicrobianos se determinó mediante la prueba de difusión en disco para los

siguientes antibióticos: clindamicina, tetraciclina, vancomicina y rifampicina. La

Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) en caldo fue determinada para penicilina,

eritromicina, ceftriaxona, cloranfenicol y trimetoprimlsulfametoxazol. En todas las

pruebas de susceptibilidad se utilizó la cepa control S. pneumoniae ATCC 49619, así

como las recomendaciones y puntos de corte sugeridos por el Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2012). Se consideró como fenotipos de multirresistencia

todas aquellas cepas que presentaron resistencia a 3 o más antibióticos de grupos

diferentes.

2,3 Crlopresel'VtlCi6n: cada cepa aislada se preservó en 2 tubos eppendorf con 1 roL de

leche descremada a ..20°C. De estaman~ se mantuvieron las cepas de la colecci6n en

buen estado para C$tUdios posteriores.

3. Estudios moleculares.

3.1 ExtIYICcwn del ADN gen6mico: Cada cepa fue inoculada en una placa de agar

Tripticasa Soya con S% de sangre de camero que se incubó en microaerofllia a 37°C.

Luego de 24 horas, fue recolectado el crecimiento de toda la placa y se suspendió en
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100 J1L de agua destilada estéril en un tubo eppendorf estéril, el cual fue sometido a

ebullición por 20 minutos Yuna posterior centrifugación a 13.000 rpm por 5 minutos.

El sobrenadante, que contenía el ADN bacteriano, fue separado en 2 tubos eppendorf

estériles que se almacenaron a -200c basta su procesamiento.

3.2 Retlcci6n en Cadena de la PoIime'tlSfI: Se realizaron diferentes PCR dependiendo de

los genes especificos a detectar. Las mezclas estuvieron compuestas por

oligonucleótidos a 100 pmollpL (tabla 3); dNTP's a 10mM; MgCh a 25mM; Buffer

10X; agua destilada; Taq polimerasa 5 U/pL y 2 f.lL de ADN. Todas las

amplificaciones se realizaron en un termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR

System 2400. En cada reacción se utilizó controles positivos y negativos que

aseguraron el buen :funcionamiento del equipo y la correcta amplificación de los

oligonucleótidos.

3.2.1 Identl/kflción genética de S. pnelllllO"itle - detecci6n del ge" (ytA:

Antes de iniciar los estudios genéticos fue necesario corroborar la identificación

microbiológica de todas las cepas en estudio. Para ello se determinó por

amplificación de PCR el gen lytA. Los iniciadores, mezcla y condiciones de

amplificación se llevaron a cabo según lo descrito por Nagai y col. (2001) (Tablas 3,

4 Y5). Fue necesario obtener una banda de 319 pb que confirmase la identificación de

cada cepa a nivel de especie. Además, permitió determinar la calidad del ADN

(mediante la presencia de una banda clara y bien marcada) y aseguró que fuese

apropiado para el uso subsiguiente en la detección de los pili 1Y2.

En esta prueba se utilizó como control positivo el ADN de la cepa S. pneumoniae

ATCe 49619 y como controles negativos, la mezcla de reacción sin ADN Yel ADN

de la cepa E. coli ArCC 25922. Por otra parte, estos ensayos permitieron determinar

la calidad de ADN obtenido para los siguientes ensayos.
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3.2.2 Detecci6n de los genes que codfIkan para los pHi tipo 1Y 2:

Los oligonucle6tidos, mezclas de reactivos y condiciones de amplificación

utilizados fueron los descritos por Basset y col., 2007 (Tablas 3, 4 Y 5). Se

consideraron positivas para la presencia del pilus tipo 1 aquellas cepas en las que:

la amplificación del gen rrgC generase una banda de 360 pb Y /0 la amplificación

del gen srtC-3 generase una banda de 469 pb. Para le detección de la presenciadel

pilus tipo 2, se consideraron positivas aquellas cepas cuyo amplificado generase

una banda de 1094 pb que se corresponde con el fragmento interno de la isla de

patogenicidad 2.

Como indicadores de la presencia del pilus tipo 1 se detectaron los genes rrgC y

srtC-3. La presencia del pilus tipo 2 se detectó mediante una combinación de

oligonucle6tidos, en los que uno de ellos flanquea la isla en el extremo 3' Yel otro

es un oligonucle6tido interno de la PI..2, de tal forma que se seleccionó un

segmento de la PI-2, tal como se muestran en la tabla 2. Los controles utilizados

en la detección de ambos pili fueron: (a) Control Positivo, Cepa 1-248 previamente

caracterizada con los pill tipo 1 Y 2t ; (b) Controles Negativos, Cepa 1..2

previamente caracterizada sin los pili tipo 1 Y2t ; Mezcla sin ADN.

t Caracterización realizada en el Laboratmy ofPediatric Infectious Diseases VMe, Saínt Radboud, Nijmegen. Holanda; y en
el Centro Nacional de Referencia para losEstreptococos. Alemania

S2

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



U'I
tAl

Tabla 3. Lista de oligonucle6tidos utilizados para la detección dem gen lytA, y de los pili tipo 1Y2

Gen. Tamaftode OIilonudeótido
Secuencia 5'· 3' Referencia

deteetar Amplitieado (pb) original

681-701 CAACCGTACAGAATGAAGCOO Nagai y col.,
qtA 319

999·978 TTATTCGTGCAATACTCGTGCG 2001

pQE30CS ATCAGGATCCGCTCTOTGTTI1 ICTCTTGTATGGPilus 1
360

l'I'gC pQE3OC3 ATCCGCATGCATCAATCCGTOGTCGCTTGTTAI 1lIlA Basset y cot,

Pilus 1 TTM301 ACTTGTTGATGTTOOTAGCCTGTT 2007
469

srtC-J TTM302 TTCCGACOOTAAAATAATCTCTGT

Pilus 2 INTFor ATGGCTTCAGOOGCTATGTTCOOTG
Segmento 1094

Bagnoli Y001.,

l009Rev TAAGGATCACCAAAGTCCAAGGCA 2008
PI·2
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Tabla 4. Mezcla de reactivos utilizados para la detección del gen lytA y de los pili tipo 1Y2.

Reaetivos
PUustipo 1 PUus tipo 2

{FtA ngC SJtC.J INT~F-lOO9r

ADN 2 pi 2,11 2 pi 2 pi

Buffer (lOX) 2,5 pi 2,5 ttl 2,5 pi 2ttl

MgCh(2SmM) 2,5 pi 2,d 2 pi 2 pi

Oligonucleótidos Forward (IOpmollpl) 2,S pi 3 pi 3 pi 2 pi

Oligonucleótidos Reverse (lOpmollpl) 2,5 pI 3 pI 3 pi 2 pI

dNTP's (lOmM) 1,5 pI 2,5 pI 2,5 pi 2 pi

H20estéril 11,2 pi 9,8pl 9,5pl 12,8pl

Taq Polimerasa* 0,3 pi 0,2 pi 0,5 pI 0,2 pi

Volumen final 2S pi 25 pI 25 pi 2S pI

.: Para los amplificados menores a800pb se usará la TQq poIimemsa de FlIlldaim@ (SU/pI). Para los ampliticados mayores de 800pb se usará
la DF8-Taq DNA poIimemsa (SOOOUImL) de BlORON@.

(Tomado de Nagai y col., 2001; modificado de Basset y cot, 2007 y Bagnoli Ycol., 2008)

Tabla 5. Condiciones de amplificación para la detección del gen lytA y de los pili tipo 1Y2.

Etapas
&lA 1'I'gCy SJtC.J Pilus tipo 2

oC Tiempo Cielos OC Tiempo Cielos OC Tiempo Cielos

DesnaturalizaciÓD inicial 94 3min 1 94 2min 1 94 2mín 1

Desnaturalizacl6n 94 ISseg 94 30seg 94 15 seg

Alineación 53 15 seg 30 SS 30seg 30 58 30seg 34

Extensión 72 lSseg 72 1min 72 1min

ExtensiÓD final 72 Smin 12 Smin 1 75 Smin 1

(Tomado de Nagai y col., 2001. Basset Yco).. 2007 y BagnoJi y cot. 20(8)
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4. Revelaci6n de los ampli/"lCIIdos de PCR.

Los productos obtenidos en las reacciones de PCR descritas previamente se cargaron en

geles de agarosa al 1% (Anexos I y 2) teftidos con bromuro de etidio (Sigma) 0,5 mg/mL.

Para observar el amplificado, se realizaron cotrldas electroforéticas, con solución TAE IX, a

80 voltios durante 30 minutos en una cámara marca Cleaver Mini y se fotografiaron a través

del sistema UVP BioDoc ItN System. Como indicador del tamaiio del amplificado se utilizó

un marcador de peso molecular de 1kb (BIONEER).

S. Atuilisis EsttJdistico de Resulttulo$:

Los datos obtenidos de la caracterización molecular de los pili tipo 1 Y2 en las cepas en

estudio se presentaron en tablas y gráficos. El procesamiento estadístico se realizó utilizando

el Statistical Package for tbe Social Sciences (SPSS) versión 15.0. Los resultados fueron

analizados mediante la aplicación del Chí-Cuadrado (X?) y las variables fueron consideradas

con significancia estadistica cuando lap'5 0,05.
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RESULTADOS

Las 41 cepas de S. pneumoniae estudiadas fueron aisladas de nifios con enfermedad

neumocócica invasiva. De estos casos, 51,2% (21/41) tuvieron diagnóstico de meningitis y

48,7% (20/41) presentaron enfermedades no meningeas (Tabla 6): de estas, 14 cepas se

aislaron de niños con neumonía bacteriémica, 4 con peritonitis y 2 con sepsis (datos no

mostrados).

Tabla 6. Distribución de cepas de S. pneumoniae según el tipo de enfermedad invasiva.

Cepas
Enfermedad

Menfngeas

NoMenft1geas

Total

21

20

41

51,2

48,7

100

(Datos proporcionados por el Grupo Peruano de Investigación en Neumococo (OPIN). Lima, Perú)

La distribución de los serotipos capsulares entre las 41 cepas de S. pneumoniae estudiadas

fue: 19F, 21,90.4 (9); 6B, 19,5% (8); 14, 19,5% (8); 23F 14,6% (6); 19A, 9,8% (4); 6A, 4,8%

(2) Y34, 2,4% (1). Tres cepas a las que no se les pudo identificar el serotipo con los antisueros

disponibles, fueron clasificadas como no tipificabIes (N1) (Tabla 7). El 75,6% (31/41) de las

cepas presentó algunos de los serotipos vacuna1es: 6B, 14, 19F Y23F. Sin embargo, no hubo

distinción en la distribución de los tipos capsulares entre las cepas causantes o no de

enfermedad menfng~ excepto en el caso donde el serotipo 6A no se detectó entre el grupo de

cepas causantes de meningitis yel serotipo 34 en las productoras de enfermedad no menfngea.
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Tabla 7. Distribución de serotipos capsulares entre las cepas de S. pneumoniae causantes de
enfennedad invasiva

Serotipos
Cepas Meníngeas Cepas No Menfngeas TotalCepalt

N" N" N" %

6A 2 2 4,8

6B 3 5 8 19,5

14 6 2 8 19,5

19A 2 2 4 9,8

19F 5 4 9 21,9

23F 3 3 6 14,6

34 1 1 2,4

NT 1 2 3 7,3

Total 21 20 41 100

NT: No Tipificable

La frecuencia de resistencia a los antimicrobianos fue la siguiente: penicilina 56,1%

(23/41), ceftriaxona 31,7% (13/41), eritromicina 60,9% (25/41), clindamicina 34,1% (14/41),

tetraciclina 63,4% (26/41), trimetoprimlsulfametoxazol 90,2% (37/41) YcloranfenicoI24,4%

(10/41). Todas las cepas fueron sensibles a rifampicina y vancomicina (datos no mostrados).

La multirresístencia se observó en el 58,5% (24/41) de las cepas (Tabla 8). En general, la

frecuencia de resistencia a los distintos antimicrobianos fue similar entre los pacientes con

meningitis y con enfermedad no meníngea (rango: p=O,11O-O.520). No obstante, la resistencia

a penicilina y ceftriaxona fue mayor en niños con enfermedad meníngea (p=O.OOOl y p=O,043,

respectivamente) que en niftos con enfermedad no meníngea.

La frecuencia de resistencia a los antimicrobianos fue similar entre los serotipos vacunales

y no vacunales (p=l,OOO) (datos no mostrados).
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Tabla 8. Frecuencia de resistencia a los antimicrobianos en cepas de S. pneumoniae causantes de
enfermedad invasiva

Cepas de $. pn."",nJae

Menfngeas No MeafDgeas Total

AntilRierobianos (8-11) (1f"'20) Cepas p*

.N" % Ne % Ne %

TrimetoprimlSulfiunetoxazol 20 54,0 17 45,9 37 90,2 0,343

Tetraeiclina 11 42,3 15 57,7 26 63,4 0,197

Eritromicina 10 40,0 15 60,0 25 60,9 0,110

Penicilina 18 78,2 5 21,7 23 56,1 O,f}(J(JI

Clindamicina 6 42,8 8 57,1 14 34,1 0,520

Ceftriaxona 10 76,9 3 23,1 13 31,7 O,fU3

Cloranfenicol 4 40,0 6 60,0 10 24,4 0,484

Multirresistencia 14 58,3 10 41,7 24 58,5 0,349

• Nivel de significanciap S 0,05

A través de las PCR realizadas se logró la amplificación de bandas claramente visibles,

bien definidas y separadas para la escalera y el control positivo, además de los genes rrgC

(360 pb) Y srtC-3 (469 pb) en caso de presencia del pilus tipo 1 y/o la amplificación del

segmento interno de la isla de patogenicidad 2 (l094 pb) en caso de la presencia del pilus tipo

2, en las cepas de estudio.

En el gráfico 1, se muestra la distribución de la detección de los genes "gC y srtC..J

codificantes del pilus tipo l. Se encontró que el 51,20Al de las cepas (21/41) presentaron pilus

tipo 1, dado por la detección de los dos genes "gC y srtC-3 o por la presencia de uno de ellos.

Entre las cepas con pilus tipo 1, a 11 cepas (26,8%) se les detectaron ambos genes rrgC y

srtC-3, mientras que la presencia individual de estos, se determinó en S cepas para cada gen

(12,2%). La detección negativa de pilus tipo 1 correspondió a la ausencia de ambos genes y

fue observado en 48,7% de las cepas estudiadas (20/41).
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5 cepas
(il2,2%l)

Q Sin genes wgCni mC-J

el Solo el gml'lJ"C

Q Con ambos getleS"rgCnimC~J

¡¡j Solo el gen$TtC~J

20 cepas
(48,1%)

Gráfico 1. Pres~ncia dQ los genes rrgC y srtC-3. codificantes del pilus tipo 1. en cepas de
s. pneumoniae causantes de enfermedad invasiva

Aunque la presencia del pilus tipo 1 fue mayor en niños con meningitis que en niños con

enfennedades no meníngeas [57,1% (n=12) versus 42.8% (n=9), respectivamente) esta

diferencia no fue estadísticamente significativa (p=O,537) (Gráfico 2).
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9 cepas
(42,8%)

12 cepas
(57,1%)

Q Enfermedad Meníngea ~ Enfermedad No Meníngea

Gráfico 2. Presencia del pilus tipo l en cepas de S. pneumoniae según el tipo de enfermedad invasiva

La distribución por serotipos capsulares de los genes rrgC y srtC-3, codificantes del pilus

tipo 1, se muestra en la tabla 9. A excepción del serotipo 34, dentro de cada tipo capsular se

observaron cepas con y sin pilus tipo l. La presencia de los genes rrgC y srtC-3 fue variable

en cada serotipo. Así por ejemplo, en algunas cepas de los serotipos 14, 19A, 19F, 23F Y en

las cepas no tipificables se detectaron ambos genes. Aquellas cepas en las que sólo se detectó

el gen srtC-3, pertenecían a los serotipos 14, 19F Y 23F. Las cepas en las que únicamente se

pudo detectar el gen rrgC pertenecían a los serotipos 6A, 6B Y 23F. La presencia del pilus

tipo 1 fue similar entre los serotipos vacunales con un 51,6% (16/31) y no vacunales con un

50,0% (5110) (p=l,OOO) (Gráfico 3).
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Tabla 9. Distribución de los genes rrgC y srtC-3 codificantes del pilus tipo 1de acuerdo a los serotipos
capsulares.

PreseDeia de pilus 1 AuseDcia de pilus 1

Serotipo rtgC srtC-3 Cepas pilladas/Cepas del serotipo (%) Cepas siD pilus/Cepas del serotipo (%)

6A 1 O 112 (50,0) 112 (50,0)

6B 3 O 3/8 (37,5) 5/8 (62,5)

14 4 6 6/8 (75,0) 2/8 (25,0)

19A 2 2 2/4 (50,0) 2/4 (50,0)

19F 2 4 4/9 (44,4) 5/9 (55,6)

23F 2 2 3/6 (50,0) 3/6 (50,0)

34 O O 0/1 (O) 111 (lOO)

NT 2 2 2/3 (66,6) 113 (33,3)

Total 16 16 21141 (51,2) 20/41 (48,8)

NT: No Tipificable

100

(p=J,OOO)

50,0%

Serotipos Vacunales Serotipos No Vacunales
Presencia del pilus tipo 1

Gráfico 3. Presencia del pilus tipo 1 en cepas de S. pneumoniae en serotipos vacunales y no vacunales
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La presencia del pilus tipo 1 entre las cepas de S. pneumoniae varió dependiendo de su

resistencia a los antimicrobianos (Gráfico 4). En las cepas resistentes a clindamicina,

penicilina, eritromicina, ceftriaxona y trimetoprimlsulfametoxazol y multirresistentes, la

presencia de pilus tipo 1 fue considerablemente mayor (rango: 53,8% - 64,3%) que en las

cepas susceptibles a esos antimicrobianos (rango: 25,0% - 50,0%). Por el contrario, en las

cepas susceptibles a tetraciclina y cloranfenicolla presencia de pUus fue superior (,53,3% y

54,8%, respectivamente) a la observada en los S. pneumoniae resistentes (50,0% y 40,0%,

respectivamente). Sin embargo, en ninguno de los casos se encontró significancia estadística

(p=l,OOO y p=O,484, respectivamente).

«) 20 40 60
PreseDcia del pllus tipo 1 (%)

(p'=O,21d)

(p=J,(lOO)

(p'=O,:UO)

(P=O,32Ó)

(p=J.OClO)

(p=O.484)

(p=O.343,J

(p=O,349)

SO 100

Gráfico 4. Presencia del pilus tipo l en cepas de S. pneumoniae susceptibles y resistentes a los
antimicrobianos.

El pilus tipo 2 se observó en el 17,1% (7/41) de las cepas. Es de hacer notar que, en la

mayoría de las cepas con pilus tipo 2 (85,7%; 6/7) también se detectó el pilus tipo 1. A

diferencia de lo observado con el pUus tipo 1, el pilus tipo 2 fue más frecuente en cepas
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causantes de enfermedades no meníngeas (57,1%; 417) que en cepas meníngeas (42,8%; 317)

(Gráfico 5). Sin embargo, no se encontró una relación estadística significativa entre la

presencia del pilus tipo 2 Yel tipo de enfermedad causada por S. pneumoniae (p=O, 696).

4 cepas
(57,1%)

Iiit Enfermedades Meníngeas Iiit Enfermedades No Meníngeas

Gráfico 5. Presencia del pilus tipo 2 en cepas de S. pneumoniae según el tipo de enfermedad invasiva.

El pilus tipo 2 estuvo presente sólo en el 9,7% (3/31) de las cepas con serotipo vacunal y en

el 40,0% (411 O) de las cepas de serotipo no vacunal, por lo que la presencia del pilus tipo 2

resultó ser significativa en las cepas de serotipo no vacuna! (p=o, 047) (Gráfico 6).
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40,0%

¡~~ ~------_ .._.~---~ ..._.-----,-_._---_.. ~~~
I 9,7%

L--_tL---.
Serotipos Vacunales Serotipos No Vacunales

Presen~ia del pilus tipo 2

Gráfico 6. Presencia del pilus tipo 2 en cepas de S. pneumoniae en serotipos vacunales y no vacunales.

Como puede observarse en la tabla 10, el pilus tipo 2 estuvo presente s610 en cepas de

S. pneumoniae de los serotipos 19A, 19F Yen cepas no tipificables.

Tabla 10. Distribución del pilus tipo 2 de acuerdo a los serotipos capsulares.

Serotipo

6A

6B

14

19A

19F

Z3F

34

NT

Total

Presen~ia pilus 2

Cepas piliadaslCepas del serotipo (%)

0/2 (O)

0/8 (O)

0/8 (O)

2/4 (50,0)

3/9 (33,3)

0/6 (O)

0/1 (O)

2/3 (66,6)

7/41 (17,1)

Aus~D~ia pilus Z

Cepas sin pilus/Cepas del serotipo (%)

2/2 (100)

8/8 (100)

8/8 (100)

2/4 (50,0)

6/9 (66,7)

6/6 (lOO)

1/1 (100)

1/3 (33,3)

34/41 (82,9)

NT: No Tipiticable
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En las cepas de S. pneumoniae resistentes a los agentes antimicrobianos, la presencia del

pilus tipo 2 fue considerablemente mayor (18,9-35,7%) que en las cepas susceptibles

(0-14,3%) (Gráfico 7). La diferencia en la frecuencia del pilus tipo 2 fue mucho más marcada

y estadísticamente significativa, entre cepas resistentes y susceptibles a clindamicina, (35,7%

vs 7,4%, respectivamente,p=O,035).

o 20

(p=O,4J7)

(pcO.6,9)

(P=O,2/')

(p-o.fJ3S)

(P=/.(1(JO)

(p=O,33:J)

(p=l. O()Oj

40 60
Presenda del pilus tipo : (%)

so 100

Gráfico 7. Presencia del pilus tipo 2 en cepas de S. pneumoniae en cepas resistentes y sensibles según

el antimicrobiano.
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DISCUSIÓN

El uso masivo de la vacuna anti·neumocócica polisacárida heptavalente en varias regiones

del mundo ha traído como consecuencia el predominio de serotipos no vacunales, que

expuestos a la presión selectiva de los antimicrobianos, han adquirido diversos mecanismos de

resistencia. Este hecho ha reducido el impacto preventivo de la vacunación polisaeárida y ha

provocado la circulación cada vez más frecuente de cepas resistentes (Bogaert y 001., 2004;

Sandgren Yco!., 2004; KIllgman y Welsh, 2005).

En Perú y O1rOs países en desarrollo se ha encontrado una elevada frecuencia de resistencia

a los antintierobianos de uso común pala el tratamiento de las infecciones neumocócicas. Por

lo tanto, se ha debilitado la tan deseada reducción de las secuelas y mortalidad producida por

el uso de una terapéutica inicial empírica. En estos niftos es prioritario el uso de vacunas

realmente efectivas para prevenir el desarrollo de infecciones neumocócicas (Lynch y Zhanel,

2009; Ochoa y col., 2010).

En este contexto, las investigaciones apuntan hacia la búsqueda de blancos bacterianos que

sirvan para el disefi.o de vacunas neuntocócicas más efectivas. A ese respectO, Barocchi Ycol.

(2006) propusieron que las proteinas del pilus tipo 1 podían representar un blanco novedoso

para el desarrollo de una nueva vacuna. Sin embargo, la escasa información acerca de la

distribución de este apéndice entre cepas de S. pneumoniae a nivel global, dificulta predecir la

cobertura real de una vacuna basada en este pUus. De hecho, este es el primer estudio en

documentar la presencia y distribución de los pili 1 Y 2 en cepas de S. pneumonlae en

Latinoamérica.

Por otra parte, Moschioni y col. (2008) y Muzzi Ycol. (2008), consideran que los genes

rrgC y srtC-J, usados de manera individual, son los marcadores genéticos más indicados para

la pesquisa epidemiológica del pilus tipo l. En este estudio, se logró detectar solo uno de los

genes n-gC o srtC-J en algunas cepas con pUus tipo 1. Este hecho revela posibles variaciones
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en las secuencias descritas previamente para estos genes y con las cuales se elaboraron los

oligonucle6tidos utilizados. Esta posible diversidad de secuencias en los genes rrgC y/o srtC-J

podría haber surgido como consecuencia de los fenómenos de recombinación genética intra e

interespecies que ocurren frecuentemente en S. pneumoniae y que le confieren una amplia

diversidad genética. Estos hallazgos permiten recomendar la detección combinada de más de

un gen codificante del pilus tipo 1, con el objeto de evitar la falta de reconocimiento de

variantes genéticas de la isla de patogenicidad l. Adicionalmente, la secuenciaci6n de las

posibles variantes de los genes rrgC y srtC-J encontradas en este estudio, ofrecerla la

posibilidad de disetiar nuevos oligonucleótidos que permitan ampliar la detección de cepas

piliadas de S. pneumoniae.

En esta investigación la frecuencia de pilus tipo 1 (51,20..4> fue mucho más alta que la

reportada en estudios previos (16,6% a 31,5%) (Basset Y col., 2007; Aguiar y cal., 2008;

Bagnoli y col., 2008; Moschioni y col., 2010; Regev-Yochay y ca!., 2010; Rodrigues de

Aguiar, 2011). Tales diferencias pueden ser explicadas, en parte, por el uso de dos marcadores

moleculares en vez de uno, como lo hicieron en las investigaciones previas. Por otra parte, el

origen invasivo de las cepas analizadas en este estudio, pudiera explicar una mayor ftecuet'lcia

de pilus 1que en cepas colonizadoras y/o productoras de enfermedad no invasiva utilizadas en

las otras investigaciones.

De manera interesante, los resultados de la distribución de serotipos reveíaron que un

75,6% de cepas tenfan serotipo vacuoal, por lo que, el uso de una vacuna polisacárida no

brindarla protección contra el desarrollo de infecciones invasivas a 24,4% de los nifios

peruanos. Afortunadamente, el 5()o,4 de las cepas no vacunales teman el pilus tipo 1, Ypor lo

tanto, la adición de proteínas del pilus í a una vacuna polisacárida podría aumentar la

cobertura de serotipos y la prevención de enfermedad neum.ocócica invasiva hasta un 8801'0,

aproximadamente.

Con respecto al pilus tipo 2, se encontró una frecuencia de 11,1%, similar a la reportada en

investigaciones previas, y que varía entre 7% y 33% (Bagnoli y 001., 2008; Moschiom y col.,

2010 b; Zahner y co1., 2010; Rodrigues de Aguiar, 2011). La presencia del pilus 2 estuvo
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restringido a los serotipos 19A y 19F Ya las cepas no tipificables. De manera similar, en la

literatura se encuentra evidencia de la relación entre el pilus tipo 2 Ylos serotipos 1, 2, 7F,

I lA, yen eSPeCial con los tipos 19A y 19F (Bagnoli Ycol., 2008; Moschioni y col., 2010 b;

Zahner y col., 2010; Rodrigues de Aguiar, 2011). Es de hacer notar, que el tipo capsular 19A

ha tomado un gran auge en los últimos aftos, siendo frecuentemente asociado con infecciones

invasivas y en cepas multirresistentes a drogas, y ha sido considerado uno de los serotipos

neumocócicos no vacunales más peligrosos (Facciotti, 2010). Con miras a prevenir la

enfermedad y reducir la diseminación de la resistencia asociadas a este serotipo, es

recomendable mantener un seguimiento cercano de la distribución y del potencial de

virulencia del pilus tipo 2 en las cepas circulantes de S. pneumoniae.

Esta investigación mostró una mayor frecuencia de pili I Y2 en cepas resistentes a los

antimicrobianos. De hecho, se encontró una relación estadísticamente significativa entre la

presencia de pilus 2 y la resistencia a la clindamicina. De manera similar, el pilus 1 ha sido

enconttado más frecuentemente en cepas resistentes a penicilina (51%) eritromicina (53%) Y

tetraciclina (41%) que en las cepas susceptibles a esos antimicrobianos (21%, 23% Y 32%,

respectivamente) (Moschioni y col., 2008). Por el contrario, el pilus 2 ha sido relacionado con

la adherencia del microorganismo, pero no con la resistencia a los antimicrobianos (Facciotti,

2010).

La nasofaringe de los individuos sanos, en especial de los niftos, esta colonizada por cepas

de S. pneumoniae que en su mayoría se comportan como comensales y no producen

enfennedad. Por lo tanto, el objetivo de una vacuna anti-neumocócica ideal sería preservar la

flora bacteriana con bajo potencial patopco y evitar la colonización por cepas más

virulentas y resistentes a los antimicrobianos. Los resultados de esta investigación sugieren

que el uso de una vacuna basada en antígenos polisacáridos y pilus tipo 1 podría prevenir más

infecciones neumoc6cicas invasivas en los niños peruanos que la vacuna polisacárida­

conjugada heptavalente.

Debido a la similitud existente entre las condiciones sociales, económicas y culturales de

Perú con Venezuela y otros países de Latinoamérica, es posible que los resultados obtenidos
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en la presente investigación reflejen la situación que se vive al respecto con las cepas

circulantes de la región. Sin embargo, y debido a las diferencias existentes en la distribución

de cepas según las diferentes regiones geográtic~ es necesario realizar estudios locales que

aporten información esPeCifica sobre las características de las cepas que circulan en

Venezuela.
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CONCLUSIONES

Luego de realizados los análisis sobre las cepas de S. pneumoniae, resistentes a los

antimicrobianos, aisladas de niños con enfermedad invasiva de Lima, Perú durante el lapso

2006-2008, concluimos que:

,¡' La frecuencia del pilus tipo 1, determinada por la amplificación conjunta de los

genes rrgC y srtC-J de la isla de patogenicidad 1, fue mayor que la frecuencia del

pilus tipo 2, indicado por la amplificación de un segmento interno de la isla de

patogenicidad 2 (51,20/Ó vs 17,1%, respectivamente). La presencia de ambos genes

rrgC y me-) codificantes del pilus 1 (51,2%) fue mayor que la amplificación de

cada uno de ellos por separado (39,OO/Ó para cada gen). Asimismo, en algunas cepas

con pilus tipo 1 se logró detectar sólo uno de los genes rrgC o srtC-3, revelando

posibles variaciones en las secuencias de estos genes.

,¡' El pUus 1 fue más frecuente en cepas meníngeas, mientras que el tipo 2 lo fue en

cepas no menfngeas. Sin embargo, no se encontró relación estadísticamente

significativa entre la presencia de alguno de los pili y el tipo de enfennedad

nemnocócica (PUus 1:p=0,5J7 y Pilus 2: p=0,696)

,¡' La frecuencia del pUus l fue similar entre los serotipos vacunales y no vacunales

(p=l,OOO), mientras que el pilus tipo 2 estuvo asociado significativamente a los

tipos no vacunales (p=O,047). A excepción del serotipo 34, dentro de cada tipo

capsular se observaron cepas con pilus tipo l. El pilus tipo 2 estuvo presente sólo en

s. pneumoniae de los serotipos 19A y 19F Yen cepas no tipificables.

,¡' En general, las cepas resistentes a los antimicrobianos mostraron una mayor

frecuencia de pili 1 Y2, Yse encontró una relación estadisticamente significativa

entre la presencia de pilus 2 y la resistencia a la clindamicina (p=0,035).
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RECOMENDACIONES

./ Con la finalidad de lograr una óptima detección del pilus 1 en estudios

epidemiológi~ recomendamos realizar la amplificación conjunta de los genes rrgC y

srtC-3•

./ Recomendamos realizar la secueneiación de las posibles variantes de los genes rrgC y

srtC..J enoontradas en este estudio~ para ofrecer la posibilidad de diseñar nuevos

oligonucleótidos que permitan ampliar la detección de cepas pilladas de

S. pneumoniae.

./ En los niftos pemanos es recomendable el uso de una vacuna anti-neumocócica a la

que se adicione proteínas del pilus 1~ con lo cual se podrían reducir las infecciones

invasivas producidas por cepas resistentes y oon serotipos no vacunales.

./ Recomendamos mantener la vigilancia epidemiológica del pUus 2 en cepas no

vacunales~ y en especial del serogrupo 19, con la finalidad de esclarecer el potencial

antigénico y patogénico de este pituso

./ Recomendamos realizar la caracterización molecular de los pili 1 Y2 en las cepas de S.

pneumoniae que circulan en Venezuela para. detenninar la presencia de estas

estructuras y su distribución según el tipo de enfermedad causada, el serotipo vacunal o

no vacunal y la resistencia a los antimierobianos.
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ANEXOS

Anexo l. Preparación del gel de agarosa a11%

Mezclar

• 0,5 grs de agarosa

• 50mldeTAE IX

Disolver bien sobre una plancha de calor hasta que la mezcla esté totalmente transparente.

Al gel de 50mL se le colocan 65,d bromuro de etidio (0,5 mglmL).

Colocar los peines en la aímara electrofot'ética y verter la mezcla con cuidado de que no

queden burbujas. Dejar solidificar por 20 minutos aproximadamente.

Una vez preparado el gel, se vierte solución TAE IX en la cámara para realizar la corrida

electroforética.
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Anexo 2. Preparación de la solución Tris Acetato EDTA (TAE)

Se utilizó una solución de Tris Acetato EDTA (TAE IX) para preparar el gel de agarosa al

1%.

PreparaeiÓD de la TAE SOX

Mezclar

• 242 gr de Tris Base

• 57.1 mL ácido acético

• lOOmLEDTAO,5MaPH8

• Agua destilada hasta completar 1 li1ro

Revisar el pH de la solución y llevar a pH 8 con NaOH, si es necesario.

Para diluir la solución TAE 50X basta IX se colocan 10 ce de TAE SOX en 490 ce de agua

destilada.
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Anexo 3. Preparación del buffer de carga (3X) y carga de los amplificados en el gel.

Preparaeión del buffer de earga

Mezclar

• 0,0125 grs de azul de bromofenol

• 1,5 mL de glicerol

• 0,5 mL de EDTA 0,5 M

• Agua destilada hasta completar un volumen final de 10 mL (concentración de 3X).

De cada muestra se toman 10..1de amplificado y se mezclan con 2Jll de Buffer de carga (lX),

los cuales se colocanen cada pozo del gel.
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