Revista FABICIB = ario 2007 « volumen 11 = PAGS. 127 2 135 127

Comunicacion breve

Distribucién de serotipos de aislamientos
invasivos de Streptococcus pneumoniae
e identificacion molecular de familias de
proteinas de superficie (Psp A) para el
desarrollo de una futura vacuna regional
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RESUMEN: La resistencia antimicrobiana
del Streptococcus pneumoniae y su morbi-
morntalidad, enfatizan la necesidad de
vacunas antineumocaccicas. Entre sus
proteinas de superficie, las familias PspA
estan presentes en todos los serotipos

y son altamente inmunogénicas. Existen

3 familias de PspA, capaces de generar
anticuerpos con reaccién cruzada entre
ellas, generando una proteccion especffica,
lo que las convierte en candidatas

ideales para una vacuna. Sin embargo, el
desarrollo efectivo de una futura vacuna
requiere mas informacién acerca de la/s
familia/s contenida/s en los aislamientos
neumocécicos de las regiones donde va a
ser utilizada. Nuestro objetivo fue estudiar
los serotipos prevalentes e identificar
molecularmente en aislamientos invasivos
provenientes de nifios de Santa Fe las
familias de PsPA presentes en ellos. El

serotipo 14 fue predominante, seguido del
1, 6B, 18C, 7F, 19 F, 5. En éstos un 59,5%
y un 16,5% fueron identificados como
familias 1y 2, respectivamente.

PALABRAS CLAVE: Streplococcus pneumoniae,
distribucion de serotipos, familias de PspA,
vacunas conjugadas.

SUMMARY: Serofype distribution of invasive
Streptococcus pneumoniae isolates and
molecular typing of pneumococcal surface
protein A (PspA) families: towards a future
regional vaccine.

Pneumococcal vaccines are being
needed due to the increasing frequency of
antimicrobial resistant by pneumococcal
strains and its morbidity and mortality.
PspA is an strongly immunogenic surface
protein of Streptococcus pneumoniae that
elicits a serotype-independent protective
immunity. So, it has been considered a
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potential candidate for human vaccines.
PspA can be divided into three families
arising a family-specific protection. Effective
development of a vaccine based on PspA
requires more information about the PspA
family of pneumococcal isolates in those
regions where the vaccine will be used. Our
objectives were to study the prevalence of
serotypes in 101 pneumococcal invasive
isolates from children of Santa Fe and to
identify by PCR the distribution of PspA
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families among these isolates to obtain
useful information for a regional potential
vaccine. Serotype 14 had the most
frequency followed by 1, 6B, 18C, 7F, 19 F,
5. Pneumococcal isolates were classified as
PspA family 1 ( 59,5 %) and family 2 (16,5
%), whereas 24 % of the isolates could not
be typed.

KEY WORDS: Streptococcus pneumoniae,
distribution of serotypes, families of PspA,
conjugated vaccines

Introduccion

Streptococcus pneumoniae (Spn) posee
un alto indice de morbi-mortalidad en ni-
fos y adultos en todo el mundo. Aproxima-
damente un millén de nifios mueren anual-
mente por neumonias atribuibles a Spn (1).
La mayoria de estas muertes ocurren en ni-
fnos menores de un ano de edad que viven
en paises en desarrollo (2,3)

La necesidad de contar con vacunas an-
tineumocacicas ha sido enfatizada en las
Ultimas décadas por el rapido aumento en
el nivel de resistencia de los aislamientos de
Spn, con multiple-resistencia a los antibié-
ticos (4). Lo ideal serfa que estas vacunas
pudieran proteger contra neumonia, menin-
gitis, bacteriemia y otitis media en los nifios
més pequenos (5)

Debido a la alta tasa de colonizacién na-
sofaringea del Spn, particularmente en ni-
nos, al método de transmision (gotillas res-
piratorias), y también a que la colonizacidn
generalmente precede la infeccion, las va-
cunas optimas serfan aquéllas que eviten la
portacién asi como la enfermedad invasiva.

Las primeras vacunas antineumococi-
cas, hechas con polisacéridos, tenian la li-
mitacién de que no eran protectoras en los
ninos menores de 2 anos, que es el grupo

con la mayor incidencia de enfermedades
invasivas, en parte debido a que generan
una respuesta independiente de linfocitos T.

Desde hace varios afios, existen vacunas
formuladas con polisacaridos conjugados
a proteinas no neumocacicas —la 7-valente
(6) y la 9-valente— que protegen, tanto a los
adultos como a los ninos menores de 2 anos
y a los inmunodeprimidos, contra las infec-
ciones invasivas neumocoécicas. La primera,
contra aquellas causadas por los serotipos
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F, con una efica-
cia del 58 al 93 % segun la regién geografi-
ca de la poblacion en estudio (7, 8, 9) y la se-
gunda, también protege contra los serotipos
mencionados, mas los 1 y 5, logrando, en
muchos paises, una mayor proteccion que
la primera. Mas tarde, la industria de labora-
torios medicinales se aboco a la produccion
de ofra vacuna conjugada (11-valente) que
aun no fue licenciada, que agrega los seroti-
pos 3y 7F ala 9-valente (10).

Con la introduccion de la vacuna 7-valen-
te, se observé, en muchos paises, una dis-
minucion significativa del nimero de infec-
ciones invasivas neumocdcicas causadas
por los serotipos contenidos en la misma,
entre nifos menores o igual a 24 meses de
edad (11). Pero el alto costo limita su uso,
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especialmente en aquellos paises donde
el indice de maorbimortalidad es muy alto
(12). Ademas, como existen 90 serotipos y
éstos varian sustancialmente con la regién
geografica del mundo, las vacunas &pti-
mas tendrian que tener diferentes formula-
ciones acordes a los serotipos prevalentes
de cada regidn.

Por otra parte, se comenz6 a evaluar la
posibilidad del uso de proteinas de super-
ficie del Spn como componentes de vacu-
nas, al tener las ventajas de ser fuertemente
inmunogénicas (tanto en adultos como en
ninos), de inducir proteccion contra bac-
teriemia neumococica y ser comunes a to-
dos los serotipos, proveyendo asi una pro-
teccion menos costosa e independiente
del serotipo (13-15). Entre ellas, ha adquiri-
do interés PspA la cual, a pesar de presen-
tar en su estructura una quinta parte de su
molécula altamente variable (16) -lo que
le confiere una marcada heterogeneidad
cuando es analizada por anticuerpos mo-
noclonales (17, 18)- genera anticuerpos que
presentan reaccién cruzada contra diferen-
tes serotipos de Spn, convirtiendose en un
candidato ideal para el desarrollo de vacu-
nas (15, 19, 20). La produccién de estos anti-
cuerpos anti-PspA, se observa tanto en hu-
manos como en ratones (21, 22).

Existen 3 familias de PspA (familias 1, 2
y 3), con algunos dominios protéicos com-
partidos y otros diferentes (13, 16), divididas
en clades, en base a las diferencias de las
secuencias aminoacidicas. La familia 1 esta
compuesta de clades 1y 2. La familia 2, de
los clades 3, 4, y 5. Teniendo en cuenta esta
diversidad y dado que, a fin de minimizar el
costo de una vacuna, serfa conveniente res-
tringir el nimero de Antigenos incluidos en
ella a aguellos determinantes mas relevan-
tes, el desarrolio efectivo de una vacuna con-
teniendo antigenos de PspA requiere mas in-

formacién acerca de las familias presentes
en los aislamientos neumocdcicos de las re-
giones donde la vacuna va a ser utilizada. En
relacion a ésto, a excepcion del trabajo de
Mollerach y col. (23), realizado con aislamien-
tos obtenidos en el periodo 1993-2000, no se
han reportado en nuestro pais comunicacio-
nes sobre la identificacion de estas familias,
siendo la mayoria realizadas sobre serotipos
frecuentes en ofros palses (24-29).

Considerando estos antecedentes, nues-
tro objetivo es estudiar la prevalencia de se-
rotipos de Spn en aislamientos provenientes
de nifos intemados por neumonia, menin-
gitis y peritonitis e identificar las familias de
PspA cormrespondientes a ellos, usando téc-
nicas moleculares para obtener informacién
Util para el desarrollo de una vacuna regional
efectiva conteniendo determinantes antigéni-
cos de PspA.

Materiales y Métodos

Muestras: Se obtuvieron 101 aislamien-
tos de Spn, durante el periodo 2001 a 2008,
provenientes de pacientes pediatricos me-
nores de 5 anos de edad, internados en el
Hospital "Dr Orlando Alassia” (Santa Fe, Ar-
gentina) por: neumonia (n=75), meningitis
(n=24) y peritonitis espontanea (n=2). Es-
tos nifios pertenecian a la ciudad de Santa
Fe y zona de incumbencia.

Serotipificacién: La serotipificacion se rea-
liz6 con la tradicional Técnica de Quellung,
usando el esquema de Skov Sorensen (30).

Identificacion molecular de familias de
PspA: La identificacién de las familias de
PspA se realizd aplicando PCR con primers
especificos de secuencia, en 42 de los 101
aislamientos.

Extraccidn de ADN bacteriano
Entre 5 y 10 colonias, a partir de cultivos
de 18hs de S. pneumoniae, fueron resus-
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pendidas en 100 ul de HCI-Tris buffer 0.1M,
pH 8,0 y sometidas a ebullicion durante 10
min. Luego de centrifugar 2 min a 10.000 g
para eliminar restos celulares, se recuperd
el sobrenadante conteniendo el ADN y se
conservo a -20°C hasta su andlisis (31).

Oligonucledtidos

Para la deteccion de la familia 1:

LSM12 (5'CCGGATCCAGCGTCGCTAT
CTTAGGGGCTGGTT3) (16) y

SKH63 (5 TTTCTGGCTCATC/TAACTGC
TTTC3’) (16).

Para la deteccién de la familia 2:

LSM12 y SKH52 (5 ' TGGGGGTGGAGTT
TCTTCTTCATCT3") (18).

Reaccion en Cadena

de la Polimerasa (PCR)

Se aplicd una multiplex PCR utilizando si-
multaneamente los primers especificos de
ambas familias. La reaccién de amplifica-
cién contuvo 10 mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM
KCl, 0,1% Tritén X-100, MgCl, 2,5 mM, dN-
TPs 200 uM c/u, 50 pmol de cada primer, 0.8
U de Go Tag DNA polimerasa, 1ul de ADN
en estudio en un volumen final de 25 pl.

A las muestras negativas con multiplex
PCR, se les realizé una PCR individual con
una master mix especffica para cada familia.

En ambas reacciones se procesaron pa-
ralelamente las siguientes muestras contro-
les:

Controles positivos: preparaciones de ADN
provenientes de las cepas de S. pneumoniae
ATCC R36A y BG11703 comespondiente a la
familia 1y 2, respectivamente. (14).

Controles negativos: se utilizé agua en re-
emplazo de la muestra de ADN.

La amplificacién fue realizada en un ter-
mociclador programable (Eppendorf Mas-
tercycler Personal) en un total de 30 ciclos.
Las condiciones de ciclado fueron: desna-

FABICIB = 2007 = 11

turalizacion inicial a 94°C durante 3 min se-
guida de 30 ciclos de 94°C, 30seg; 62°C,
30seg; 72°C, 2 min, con una extension final
a 72°C por 7 min.

Los amplicones fueron analizados me-
diante electroforesis en agarosa al 1,2 %/1X
TAE buffer en presencia de 0.5 pg/ml bro-
muro de etidio a 5-10 V/cm durante 45 min.
Se utilizé como marcador de PM, ¢$X174
DNA/Hae Il Markers (Promega). Luego el
gel fue observado bajo illuminacién UV.

Los productos amplificados tenian aproxi-
madamente 1000 y 1200 bp, compatibles
con los amplicones esperados para las fa-
milias PspA 1y 2, respectivamente.

Resultados

Los resultados de la serofipificacion de
los 101 aislamientos neumocdcicos se
muestran en Tabla 1. En neumonia el més
frecuente fue el serotipo 14, seguido de
los serotipos 1, 6B y 19F. Por otra parte, en
meningitis el serotipo prevalente fue el 14,
mientras gue, en frecuencia decreciente si-
guieron los serotipos 18C, 1y 7F. Finalmen-
te, si bien no podemos hablar de prevalen-
cia ya que sdlo se presentaron dos casos,
los aislamientos obtenidos de pacientes
con peritonitis, correspondieron a los sero-
tipos 1y 6B.

La figura 1 es una imagen representativa
de los resultados de identificacion por PCR
de las familias de PspA correspondientes a
los aislamientos de Streptococcus pneumo-
niae de nuestra region. A partir de los datos
de la Tabla 2, surge que, hasta el momento,
un 59,5 % de los aislamientos correspondie-
ron a la familia 1 y un 16,5 % a la familia 2.
Ademds, en un 24 % de los aislamientos no
se pudo determinar la familia por el proto-
colo usado en este trabajo. Hemos encon-
trado asociaciones con algunos de los se-
rotipos estudiados. Hasta el momento, los
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serotipos 1, 5y 15 B presentaron Gnicamen-
te familia 1. En los serotipos 14, 6B, 6A se
detectaron genes correspondientes a am-
bas familias y algunos aislamientos corres-
pondientes a éstos no fueron tipables.

Discusion

La necesidad de superar las limitaciones
de las vacunas antineumocdcicas polisacari-
das, pobremente inmunogénicas en la pobla-
cién de riesgo, condujo al desarrollo de las
vacunas conjugadas. Estas generan inmuni-
dad en nifios pequefios, debido a que el po-
lisacarido adquiere, mediante el acoplamien-
to covalente con una proteina transportadora,
el caracter inmunogénico de la misma, per-
mitiendo su reconocimiento por el sistema in-
munolégico linfocitos T-dependiente.

Si bien la vacuna conjugada heptavalente
es inmunégena en la poblacion pedidtrica
lactante, protegeria solo el 56 % y 66 % de
las infecciones invasivas en ninos menores
de 2 y 6 anos, respectivamente, en nuestro
pais (8).

Considerando las ventajas de elaborar
vacunas basadas en proteinas de superficie
del Spn (son potentes inmundgenos tanto
en adultos como en ninos, inducen protec-
cién contra bacteriemia neumocécica y son
comunes a todos los serotipos), se estan
realizando trabajos a nivel mundial para lo-
grar la identificacion de las familias de PspA
contenidas en los aislamientos prevalentes
en distintos paises.

Con estos antecedentes, nos abocamos
a estudiar los genes de familias de PspA
presentes en aislamientos regionales. Si
bien ya habia un trabajo realizado por la Dra
Mollerach y cols., en aislamientos de todo el
pais, éste fue hecho en un periodo distinto
al nuestro. Tal vez por eso existen algunas
diferencias con nuestros datos, en la pre-
valencia de algunos serotipos hallados: los
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serotipos 9N, 15C, 16F, 18A y 23F no han
sido encontrados en nuestro periodo y, por
el contrario, ellos no identificaron las fami-
lias de PspA en los serotipos 8, 15A, 158,
22F y 33F, que hallamos en nuestros aisla-
mientos.

Nuestros resultados evidenciaron, de ma-
nera similar a lo reportado por otros autores
(23, 24) que los aislamientos de nuestra zona
presentaron una mayor frecuencia de familia
1 respecto a la 2. De los 40 aislamientos es-
tudiados por Vela y cols. 62,5 % fueron PspA
familia 1, y 35 %, familia 2 (24). De los 149
aislamientos caracterizados por Mollerach y
cols., 54,4 % fueron PspA familia 1y 41,6 %,
familia 2 (23). Por el contrario, Hollinsghead
y cols (26) y Pimenta y cols. (28) en EEUU
y Brasil, respectivamente, obtuvieron ma-
yor prevalencia de la familia 2. En Alemania,
Heeg y cols, obtuvieron igual proporcion de
ambas familias en aislamientos a partir de
meningitis (32). En nuestro estudio, los se-
rotipos 1y 5 presentaron Unicamente fami-
lia 1, coincidentemente con Mollerach y Vela
(23, 24). Ambos serctipos, no incluidos en la
vacuna 7-valente, son altamente frecuentes
en la poblacidn pediatrica de Sud America,
no asl en Norte América. En el serotipo 6B
de los aislamientos del presente trabajo, al
igual gue en el articulo de Mollerach (23), se
detectaron genes correspondientes a am-
bas familias y no tipables, a diferencia de lo
reportado por Vela (24), donde todos los se-
rotipos 68 fueron familia 1.

En cuanto a los aislamientos en los cua-
les no se pudo identificar la familia de PspA,
hubo diferencias entre nuestros resultados
y los obtenidos por otros autores. Hollinsg-
head y cols. (27) obtuvieron un 0,2 %, mien-
tras que Pimenta y cols., un 20,2 % (28). En
el presente trabajo, en un 24 % no se detec-
taron los genes correspondientes a las fa-
milias 1y 2.
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Tabla 1.
Distribucion de
serotipos de
Streptococcus
pneumoniae segun
patologia.

Tabla 2.
Streptococcus
pneumoniae: familias 1
y 2 de PspA en 42 de
los 101 aislamientos
serotipicados en
Tabla 1.
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Serotipos |Neumonia |Meningitis |Peritonitis |Total (%)
14 25 6 0 31 (30,69%)
1 15 3 1 19 (18,81%)
6B 7 2 1 10 (9,90%)
18C 3 4 0 7 (6,93 %)
19F 5 1 0 6 (5,94 %)
7F 2 3 0 5 (4,95 %)
6A 3 1 0 4 (3,96 %)
5 B 0 0 4 (3,96 %)
158 2 1 0 3 (2,97 %)
3 1 1 0 2 (1,98 %)
12F 2 0 0 2 (1,98 %)
238 1 1 0 2 (1,98 %)
gV 2 0 0 2 (1,98 %)
4 1 0 0 1 (0,99 %)
19A 0 1 0 1 (0,99 %)
33F 1 0 0 1 (0,99 %)
22F 1 0 0 1 (0,99 %)
Total 75 24 2 101 (100%)
Serotipos |N°®aislamientos|Familia1 |Familia2 |No tipables
14 10 3 3 4

1 7 7 - -

6B 4 1 2 1

19F 4 3 - 1

7F 13 - 12 1

6A 3 2 1 -

5 2 2 - -

12F 2 1 - 1

4 1 - 1 -

158 2 2 . "

18C 1 1 . -

v 1 1 ; -

33F 1 : E 1

7F 1 - - 1

8 1 - - 1

15A 1 1 -

Total 42 25 7 10
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Figura 1. Imagen tipica de una electroforesis en Agarosa al 1,2 % de productos de PCR de los genes
de PspA de distintos aislamientos de Streptococcus pneumoniae. Calles 1-3, 6,7, 12,15y 17-19: PspA
Familia 1; Calles 4,5 y 8: PspA Familia 2; Calles 9-11, 14 y 16: Sin identificar; Calle M: Marcador de Ta-

mano Molecular (f X174 DNA/Hae lIl, Promega Corp.,USA).

1 2

De los aislamientos en los cuales no se
identificaron algunas de las familias de PspA,
los serotipos 6B, 7F, y 14 coinciden con los
no tipables por Mollerach y cols. (23).

La distribucién de las familias no estuvo
asociada a ningun grupo etario ni a alguna
patologia, observacién que también la re-
porta Brandileone y cols., de Brasil (29).

Debemos remarcar que nuestros resulta-
dos de identificacion molecular de familias
de PspA han sido obtenidos a partir de 42
de los 101 aislamientos iniciales. En estos
momentos, y en la continuidad de este plan
de trabajo, nos abocamos al andlisis mole-
cular de las cepas remanentes, tratando de
optimizar condiciones a fin de minimizar el
nimero de aislamientos no tipables con la
metodologia empleada (modificaciones en
el programa de ciclado, asi como la evalua-
cidn de oligonucledtidos cebadores alterna-
tivos).

Conclusién

Es un hecho comprobado que la cober-
tura de las actuales vacunas neumocécicas
conjugadas no es muy alta, por no incluir
todos los serotipos prevalentes en nuestro
pafs. En consecuencia, la importancia de
nuestros resultados radica en la determina-
cién de la prevalencia de serotipos aislados
en nuestra zona, asi como en la identifica-
cion de las familias de PspA presentes en

3 4 5 6 7T 89 M 1011121314 151617 1819
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los mismos. Esto es un valioso aporte para
la formulacién de una futura vacuna regio-
nal basada en la utilizacion de PspA como
inmunégeno, porque protegeria contra mas
serotipos y a todos los grupos etarios que
la clasica 7-valente, previniendo las infec-
ciones invasivas con una mayor eficacia, lo
cual seria un factor importante para dismi-
nuir la tasa de morbi-mortalidad del Spn y
su actual resistencia a los antimicrobianos.
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