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ABREVIATURAS

Ademas de las unidades y abreviaturas aceptadas por el Sistema Internacional de Medidas (Sl)
(http://physics.nist.gov/cuu/Units/index.html) y la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) (http://old.iupac.org/publications/epub/index.html#nt), en esta tesis se han utilizado las siguien-
tes abreviaturas:

AMP, ampicilina.

AMX, amoxicilina.

ANOVA, analisis de la varianza.

ATCC, American Type Culture Collection (http://www.lgcstandards-atcc.org/).

AZM, azitromicina.

BALF, liquido obtenido por lavado broncoalveolar o broncoalveolar lavage fluid.

BSA, seroalbimina bovina.

C+Y, medio CpH8 suplementado con extracto de levadura al 0.08%.

C+Y+A, medio C+Y suplementado con BSA al 0.08%.

C4BP, proteina de union al factor C4b del complemento. Un regulador negativo de la via clasica y de las
lectinas.

CBD, dominio de unién a colina o choline-binding domain.

CBP, proteina de union a colina o choline-binding protein.

CBR, secuencia repetida caracteristica de las CBPs o choline-binding repeat.

CDC, citolisina(s) dependiente(s) de colesterol.

CDN, cefditoren.

CHL, cloranfenicol.

CLSM, microscopio (y microscopia) de barrido laser confocal.

CMI, concentracién minima inhibitoria.

CPS, polisacérido capsular.

CRO, ceftriaxona.

CRP, proteina C-reactiva.

CSP, péptido estimulador de la competencia o competence-stimulating peptide.

CTM, medio completo de transformacion o complete transformation medium.

CTX, cefotaxima.

DEAE, dietilaminoetanol o dietilaminoetil.

DS, Desviacion estandar.

DO, densidad 6ptica.

Doc, desoxicolato sédico.

EDTA, acido etilendiaminotetraacético.

EGTA, é&cido etilenglicoltetraacético.

ENI, enfermedad neumocécica invasiva o invasive pneumococcal disease.

ERY, eritromicina.

FAM-SE, 5,6-carboxifluoresceina, succidinimil éster.

fH, factor H; un regulador negativo de la via alternativa del sistema del complemento.

fl, factor I; un regulador del sistema del complemento.

FITC, isotiocianato de fluoresceina.

GFP, proteina con fluorescencia verde o green fluorescent protein.

GWG, glicopolimero de la pared celular.

HBSS, tampén salino de Hank o Hank’s balanced salt solution.

IC, indice de competitividad.


http://www.lgcstandards-atcc.org/

lg, inmunoglobulina.

in, intranasal.

ip, intraperitoneal.

IPTG, isopropil-B-D-tiogalactopiranésido.

IRF, indice relativo de fluorescencia.

iv, intravenosa.

KAN, kanamicina.

LP, lipoproteina.

LTA, é&cido lipoteicoico.

LVX, levofloxacino.

LytA, NAM-amidasa de neumococo.

MAC, complejo de ataque a la membrana o membrane attack complex.

MBL, lectina(s) de unién a manosa o mannose-binding lectin. También reciben el nombre conjunto de co-
lectinas.

NCTC, National Collection of Type Cultures (http://www.hpacultures.org.uk/collec-tions/nctc.jsp).

MDM, midecamicina.

NAM-amidasa, N-acetiimuramoil-1.-alanina amidasa (EC 3.5.1.28).

NLR, receptor tipo NOD o NOD-like receptor.

NOD, dominio de unién a nucleétidos y de oligomerizaciéon o nucleotide binding and oligomerization do-

main.

PAF, factor de activacion plaquetaria o platelet-activating factor.

PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida.

PAMP, patron molecular asociado a patégenos o pathogen-associated molecular pattern.

PBP, proteina de unién a penicilina.

PBS, solucién salina tamponada con fosfato (10 mM Na,HPO, - 2 H,0O, 2 mM KH,PQ,4, 137 mM NaCl, 2.7
mM KCI, pH 6.8) o phosphate-buffered saline.

PCho, fosforilcolina.

PCV7, vacuna conjugada antineumocdcica heptavalente.

PCV13, vacuna conjugada antineumocécica 13-valente.

PEN, penicilina.

PFA, paraformaldehido.

PIgR, receptor de las inmunoglobulinas poliméricas o polymeric immunoglobulin receptor.

Ply, neumolisina.

PMN, polimorfonuclear.

PRR, receptor de reconocimiento de patrones moleculares o pattern-recognition receptors.

PS, péptido sefial.

R resistente.

rPAF, receptor del PAF.

SAP, componente amiloide del suero.

SC, componente secretor del receptor de las Ig poliméricas.

SDS, dodecilsulfato sédico.

SGM, estreptococo(s) del grupo mitis.

SH, suero hiperinmune.

SPT, espectinomicina.

STR, estreptomicina.

TA, &cido teicoico.

Tampon SP, tampoén fosfato sédico 20 mM (ajustado a pH 6.9, salvo indicacion en contra).

TE, tampo6n Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM.


http://www.hpacultures.org.uk/collec-tions/nctc.jsp

TET, tetraciclina.

THY, medio Todd-Hewitt con 0.5% de extracto de levadura.
TLR, receptor tipo Toll o Toll-like receptor.

Tris, tris (hidroximetil) amino metano.

TRITC, isocianato de tetrametil rodamina.

U, unidad(es) de actividad enzimatica.

UFC, unidades formadoras de colonias.
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SUMMARY

INTRODUCTION: Streptococcus pneumoniae, the pneumococcus, is a major cause of
bacterial sepsis and the most common etiologic agent of acute otitis media, commu-
nity-acquired pneumonia as well as non-epidemic bacterial meningitis (Bogaert et
al., 2004; Wardlaw et al., 2006). Pneumococcal disease is preceded by colonization,
which is particularly common in children, with more than one serotype frequently
colonizing the nasopharynx of the same individual at the same time (Bogaert et al.,
2004). Direct bacterial translocation from the nasopharynx to the bloodstream, gen-
erally known as occult bacteraemia, is a well-recognized complication of pneumo-
coccal carriage, particularly in early childhood (Weiser, 2010). More than 25% of the
57 million annual deaths worldwide are estimated to be directly related to infectious
diseases. Particularly, respiratory infections are responsible of the death of 4 million
people every year. According to World Health Organization (WHO) estimates of
sepsis or pneumonia in neonates and pneumonia in older children accounted for
29% of the 10.6 million yearly deaths in children younger than 5 years (10% and
19%, respectively), being Streptococcus pneumoniae the most common cause of
severe pneumonia among children in developing countries (http://www.unicef.org/
spanish/publications/files/Pneumonia_The_Forgotten_Killer_of_Children.pdf) as well
as in children and adults in Europe and the United States. Overall, the mortality rate
of pneumococcal infections is higher than that originated by any other pathogenic
bacteria. As a consequence, WHO and organizations such as the Wellcome Trust
and the Bill & Melinda Gates Foundation consider the pneumococcal disease as a
global burden. Disappointingly, there is much about the pathogenesis of S. pneumo-
niae meningitis and other invasive pneumococcal diseases which we still do not un-
derstand. This thesis prioritizes research on invasive pneumococcal disease at two
levels: molecular basis of diseases and development of new therapies.

One of the main goals of the proposed research is to carry out a detailed study of
some of the host-pathogen interactions that take place during the establishment and
development of pneumococcal disease. For this purpose, the roles of different cell
wall hydrolases (CWHSs) in different phases of the pneumococcal disease (haso-
pharyngeal colonization, pneumonia and sepsis) have been studied using cell cul-
tures and murine infection models. Several virulence factors of S. pneumoniae as
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well as cellular receptors and host defence mechanisms of the immune response
have been analysed in detail.

Although the capsular polysaccharide (CPS) of S. pneumoniae is a sine qua non
requisite for virulence (Lopez y Garcia, 2004), there are increasing evidences show-
ing that several pneumococcal surface proteins play important roles in pathogenesis
although with largely unknown functions. Among them, one of the main goals of this
Thesis was to investigate CWHSs, i.e., LytA, LytB,and LytC, that belong to the family
of the so-called choline-binding proteins. These proteins are attached to the bacte-
rial surface through non-covalent interactions with the phosphorylcholine residues
present in teichoic and lipoteichoic acids. CWHs are surface proteins that cleave
specific covalent bonds of the cell wall, and eventually, cause the lysis and death of
the bacteria (Lépez y Garcia, 2004). Among these proteins, LytB is a CWH located
closely to the polar ends of the cell. This enzyme has N-acetylglucosaminidase ac-
tivity and plays an essential role in daughter cell separation (Garcia et al., 1999b; De
las Rivas et al., 2002). Moreover, it has been suggested that LytB, regardless of be-
ing polymorphic (Moscoso et al., 2005), might be a promising target for the devel-
opment of a universal pneumococcal vaccine because LytB antibodies significantly
protected mice from a lethal challenge with different pneumococcal strains (Wize-
mann et al., 2001). Other well-characterized CWHs include the LytC lysozyme that,
in contrast to LytB, has a general cell-surface distribution (Pérez-Dorado et al.,
2010). LytC has autolytic activity at 30°C and the fact that it has its maximum enzy-
matic activity at this temperature suggests that it might be more crucial in the upper
respiratory tract (Garcia et al., 1999a). LytC is one of the major bacterial compo-
nents that enable S. pneumoniae to lyse non-competent pneumococci (fratricide)
(Eldholm et al., 2009). Indeed, fratricide has been proposed as a mechanism of pre-
dation that contributes to virulence by regulating the release of several virulence fac-
tors.Although much work has been done under in vitro conditions, whether CWHs
are important virulence factors involved in direct interaction with the host surfaces
and/or in the establishment of pneumococcal disease has not been clearly defined.
As a common colonizer of the upper respiratory tract, S. pneumoniae has developed
an arsenal of components that are of great importance for biofilm formation and effi-
cient colonization of the nasopharynx, which is the first step of pneumococcal viru-
lence (Domenech et al., 2012). Inactivation of LytB and LytC has been shown to
hinder biofilm formation whereas simultaneous disruption of both CWHs markedly
reduced biofilm establishment suggesting that both enzymes are important pneumo-



coccal components with additive (or synergistic) effects upon bacterial adhesion
(Moscoso et al., 2006; Domenech et al., 2013).

Despite appropriate antibiotic treatment, invasive pneumococcal disease (IPD) is
associated to high rates of morbidity and mortality worldwide. A major threat to fight
IPD is the appearance of strains resistant to high levels of different antibiotic. Immu-
nization is a safe and highly efficient approach to preventing IPD. Activation of com-
plement cascades by specific antibodies, leads to the formation of the key compo-
nent C3b that is crucial in host defence against pneumococcus by coating the mi-
croorganism and stimulating phagocytosis. In cases where the invading pathogen
displays multidrug resistance, antimicrobial concentrations in serum may be insuffi-
cient and, therefore, the outcome of the infection will largely depend on the interac-
tion between bacterial virulence factors and host immune mechanisms. One of the
major aims of the current study was to investigate the activation of complement im-
munity and phagocytosis against three multiresistant, clinical pneumococcal isolates
in the presence of specific antibodies and subinhibitory concentrations of different
antibiotics.

PRINCIPAL FINDINGS: In this study, we have constructed isogenic mutants lacking
LytB and/or LytC to analyse their role in the engagement and persistence of S.
pneumoniae in the upper respiratory tract. We have also investigated the role of
these proteins in evasion of complement immunity and phagocytosis. Moreover, we
have explored the implication of LytB and LytC in the establishment of pneumococ-
cal pneumonia and bacterial dissemination throughout the systemic circulation. Our
results showed that LytB and LytC are involved in the attachment of S. pneumoniae
to human nasopharyngeal cells both in vitro and in vivo. The interaction of both pro-
teins with phagocytic cells demonstrated that LytB and LytC act in concert avoiding
pneumococcal phagocytosis mediated by neutrophils or alveolar macrophages. Fur-
thermore, C3b deposition was increased on the lytC mutant confirming that LytC is
involved in complement evasion. As a result, the IytC mutant showed a reduced abil-
ity to successfully cause pneumococcal pneumonia and sepsis. Bacterial mutants
lacking both LytB and LytC showed a dramatically impaired attachment to naso-
pharyngeal cells as well as a marked degree of attenuation in a mouse model of
colonization. In addition, C3b deposition and phagocytosis were more efficient for
the double IytB lytC mutant and its virulence was greatly impaired in both systemic
and pulmonary models of infection. This study confirmed that the CWHSs LytB and



LytC of S. pneumoniae are essential virulence factors involved in the colonization of
the nasopharynx and in the progress of invasive disease.

Among other pneumococcal proteins that are involved in different steps of the
pathogenesis process (Kadioglu et al., 2008), pneumolysin (Ply) is a member of the
cholesterol-dependent cytolysin family and plays a significant role in virulence by at-
tacking cholesterol-containing membranes (Marriott et al., 2008). In addition, Ply in-
teracts with different components of the host immune response such as TLR4 and
complement-mediated immunity modifying the inflammatory response and the rec-
ognition of S. pneumoniae by the first complement component of the classical path-
way (C1q) (Yuste et al., 2005). The release of Ply from the cytoplasm is mainly me-
diated by the main autolytic enzyme of the bacterium, LytA, which cleaves the
N-acetylmuramyl-L-alanine bond of pneumococcal peptidoglycan. LytA participates
in several physiologically important phenomena of S. pneumoniae, e.g., cell separa-
tion, autolysis during the stationary phase of growth, lysis upon exposure to penicillin
and other cell wall inhibitors, virulence, liberation of progeny bacteriophages, etc.
(Lopez y Garcia, 2004). Several studies have shown that lytA mutants have attenu-
ated virulence in animal models compared with isogenic wild type strains, but some
results are controversial. LytA appears to affect pneumonia but no sepsis, although
the mechanism is not well defined yet. The contribution of LytA to virulence is
thought to be mediated by its function in the release of Ply and inflammatory media-
tors such as teichoic acids and peptidoglycan fragments from lysed bacterial cells
(Canvin et al., 1995).

There exist different virulence factors including the polysaccharide capsule and
several proteins of S. pneumoniae that are involved in the evasion of complement-
mediated immunity. This microorganism uses different strategies including impaired
activation and increased inactivation by recruiting complement fluid-phase down-
regulators to diminish the protective role of the complement system (Kadioglu et al.,
2008; van der Poll y Opal, 2009). Leukocytes play an important role in inflammatory
and immune responses. Bacterial clearance depends on the efficacy of different re-
ceptors on the surface of phagocytic cells to recognize, internalize and Kill the
pathogen (Arredouani et al., 2004; Lanoue et al., 2004; Ku et al., 2007). The initial
phases of leukocytes migration to the site of infection after an inflammatory event
caused by a microbial pathogen, involve leukocyte rolling that is mediated by inter-
actions of selectins and selectin-ligand molecules (Vicente-Manzanares y Sanchez-
Madrid, 2004). Expression of P- and E-selectins by the endothelium is involved in



the rolling process and also supports protection against invading pathogens such as
S. pneumoniae (Munoz et al., 1997). P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) me-
diates leukocyte interactions with P- and E-selectins expressed by the endothelium.
It has been shown that PSGL-1 is a receptor for adhesion and entry in neutrophils
used by several intracellular pathogens (Rikihisa, 2011) although its phagocytic role
in S. pneumoniae infections is unknown.

The main aim of this part of the Thesis was to investigate the role of Ply and LytA
in essential aspects of the pathogenesis process including host immune response
evasion and pneumococcal dissemination. We show here that LytA avoids comple-
ment-mediated immunity by a complex mechanism of impaired activation, increased
down-regulation and direct complement degradation. C3b deposition and phagocy-
tosis of S. pneumoniae was greatly enhanced in the absence of LytA and pneumo-
lysin demonstrating a synergistic effect by both proteins in host immune response
evasion. Finally, a novel interaction with PSGL-1 was observed, with a significant in-
volvement of LytA in this process. Bacterial levels were significantly increased in
PSGL-1"" knockout mice confirming the importance of this receptor in the recogni-
tion and clearance of S. pneumoniae.

The successful outcome of infections caused by S. pneumoniae in humans de-
pends on the humoral arm of the immune system (since opsonin/antibody depend-
ent phagocytosis is the major defence mechanism against S. pneumoniae) as well
as on an adequate antibiotic treatment. Natural defences and antibiotics may act
concomitantly when using drugs as B-lactams acting on the cell wall that anchors the
capsule. Since colonization is, to some extent, a B-cell immunizing event (Wein-
verger et al., 2008) and preventive measures as pneumococcal vaccination are in-
creasingly being used, antibodies to capsular polysaccharides (a surrogate marker
of immunity) are likely to appear before infection. All these facts were explored in
previous murine sepsis models (using a penicillin-resistant 6B S. pneumoniae iso-
late as infecting agent) where bacteraemia with high colony counts was related with
mortality, and both (bacteraemia and mortality) decreased in a dose-related trend by
administration of hyperimmune serum or B-lactams (Yuste et al., 2002a, b). When
combined therapies (hyperimmune serum plus p-lactam) were explored, the strategy
based on passive immunization (prior to infection) followed by post-infection admini-
stration of B-lactam was more effective than non-immune serum plus post-infection
administered antibiotic therapies (Yuste et al., 2002b). B-Lactams have little effect
on the chemotaxis of neutrophils towards areas of infection. However, some of them



can increase the oxidative burst of neutrophils by scavenging oxidative species or by
inhibition of myeloperoxidase (Labro, 2000). Enhancing this oxidative burst response
by B-lactams may render some bacterial species more susceptible to phagocytic kill-
ing, although the mechanism is not fully understood. In this sense, we have previ-
ously reported that the combined effect of amoxicillin or cefotaxime with specific an-
tibodies increases the rate of bacterial clearance in a mouse model (Yuste et al.,
2001). In addition, the presence of anti-pneumococcal antibodies led to therapeutic
efficacy with subinhibitory concentrations of p-lactam antibiotics (Casal et al., 2002).
Moreover, phagocytosis mediated by human or mouse neutrophils was increased
when antibiotic-resistant pneumococcal strains were incubated with serum contain-
ing specific antibodies and sub-MIC concentrations of B-lactams (Cafini et al., 2010).
Whether the synergism between anti-pneumococcal antibodies and B-lactams is due
to a direct interaction of the antimicrobial drug with the host immune system is un-
clear. To determine whether this effect is partially due to increased recognition of S.
pneumoniae by the complement system and whether it might be extended to other
groups of antibiotics was another goal of this Thesis.

We used three pneumococcal isolates (strains 1515, 69 and 48) of different sero-
types and levels of susceptibility/resistance. Hyperimmune serum (HS) was obtained
from mice immunized with heat-inactivated strains. Phagocytosis by HS in the pres-
ence (or in the absence) of subinhibitory concentrations of antibiotics was meas-
ured. To determine the minimal protective and the non-protective (np) highest dilu-
tions/doses over 7 days, in vivo dose-ranging experiments with HS and cefditoren
(CDN) were performed. Efficacy of CDN-np in animals pre-immunized with HS-np
(combined strategy) was explored and blood bacterial clearance determined. The
CDN measured protein binding was 86.9%. CDN significantly increased phagocyto-
sis in vitro,). In non pre-immunized animals, %Ty,c values for CDN of <35% (total)
and <19% (free) were associated with 100% survival. Significant differences in sur-
vival were found between HS-np alone (<20%) or CDN-np alone (<20%) vs. the
combined strategy (90%, 60% and 60% for strains 1515, 69, and 48), with %Tyc
(total/free) of 22.8%/14.3%, 26.8%/16.0%, and 22.4%/12.7% for strains 1515, 69,
and 48, respectively. Prior to the second dose (8 h), median bacterial counts were
significantly lower in animals surviving vs. dead, at day 7.

A flow cytometry assay was used to determine whether complement-mediated
immunity against three antibiotic-resistant S. pneumoniae clinical isolates is en-
hanced in the presence of subinhibitory concentrations of CDN and ceftriaxone
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(CRO). The binding of acute phase proteins, such as C-reactive protein and serum
amyloid P component, and of complement component C1q to pneumococci was en-
hanced in the presence of serum plus either of the two antibiotics. Both antibiotics
therefore trigger the activation of the classical complement pathway against S.
pneumoniae. C3b deposition was also increased in the presence of specific anti-
pneumococcal antibodies and subinhibitory concentrations of CDN and CRO con-
firming that the presence of these antibiotics enhances complement-mediated im-
munity to S. pneumoniae. To investigate whether LytA, the main cell wall hydrolase
of S. pneumoniae, might be involved in this process, IytA mutants were constructed.
In the presence of antibiotics, loss of LytA was not associated with enhanced C3b
deposition on the pneumococcal surface, which confirms the importance of LytA in
this interaction.

Using CDN and CRO to promote the binding of acute phase proteins and Clq to
pneumococci, and to increase C3b deposition when anti-pneumococcal antibodies
are present, might help reduce the impact of antibiotic resistance in S. pneumoniae
infections. The results of this study offer new insights into the development of novel
therapeutic strategies using some antibiotics by increasing the efficacy of the host
immune response to efficiently recognize pneumococcal resistant strains. These
findings reinforce the concept that immunoprotection to overcome resistance may
provide lifesaving strategies.

ConNcLusioNns: This study confirms that the LytB and LytC, two CWHs of S. pneu-
moniae, are essential virulence factors involved in the colonization of the nasophar-
ynx and in the progress of invasive disease by avoiding host immunity. In the same
way, our results demonstrate that LytA and Ply are very important virulence factors
of S. pneumoniae that divert complement-mediated immunity allowing the bacterium
an efficient dissemination to the systemic circulation, and both proteins impair the
recognition and phagocytosis of S. pneumoniae by professional phagocytes. In addi-
tion, the findings of the current Thesis demonstrate a novel role for PSGL-1 in host
defence against pneumococcus.

The impact of antibiotic resistance in S. pneumoniae infections might be reduced
using cefditoren and ceftriaxone to promote the binding of acute phase proteins and
Clq to pneumococci, and to increase C3b deposition, when anti-pneumococcal an-
tibodies are present. Therefore, immunoprophylaxis approaches to diminish the im-
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pact of antibiotic resistance may be a novel and promising strategy to increase the
outcome of pneumococcal infection.
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INTRODUCCION

1. GENERALIDADES DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
1.1. Aspectos histéricos e importancia clinica

n 1881, Louis Pasteur y George M. Sternberg describieron, de forma indepen-

diente y casi simultanea, el aislamiento de un microorganismo, presente en la
saliva humana, capaz de causar enfermedad sistémica en conejos (Pasteur, 1881;
Sternberg, 1981). Este microorganismo resultd ser una bacteria Gram-positiva, ca-
talasa-negativa que ha recibido, desde entonces, una gran variedad de denomina-
ciones (White et al., 1979). Debido a la capacidad que tiene este patdgeno de for-
mar cadenas y a su asociacion con neumonias, pas6 a denominarse Streptococcus
pneumoniae en 1980, nombre por el cual es conocido en la actualidad (Skerman et
al., 1980).

S. pneumoniae es un microorganismo patégeno casi exclusivamente humano
(Denapaite y Hakenbeck, 2011), capaz de causar diversas infecciones y procesos
invasivos severos y que fue calificado, en 1901 por Sir William Osler —médico ca-
nadiense considerado como el padre de la medicina moderna— como “el capitan de
los hombres de la muerte” (Osler, 1910). Desde su identificacién, S. pneumoniae
(comunmente referido como neumococo), continda siendo responsable de un gran
espectro de enfermedades infecciosas, desde patologias relativamente leves, como
la otitis media y la conjuntivitis, a neumonias invasivas, septicemia y meningitis. Se
calcula que la tercera parte de las muertes anuales que se producen en el mundo
son debidas a enfermedades infecciosas y, entre todas ellas, las enfermedades
respiratorias son las responsables del fallecimiento de 4 millones de personas cada
afio (Morens et al., 2004). De acuerdo con las estimaciones de la Organizacién
Mundial de la Salud, la sepsis, la neumonia neonatal y la heumonia comunitaria en
nifios mayores dan cuenta de casi el 30% de los 10.6 millones de muertes anuales
en nifilos menores de 5 afios, siendo S. pneumoniae el causante mas frecuente de
neumonia infantil severa, tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias
de desarrollo (UNICEF y WHO, 2006). En paises desarrollados, la morbilidad y mor-
talidad relacionadas con neumococo han cambiado muy poco desde el primer ais-
lamiento del patégeno con, al menos, un millén de muertes al afio en la poblacion
infantil, atribuidas principalmente a la neumonia neumocécica (UNICEF y WHO,
2006). Ademas, también cada afio, se producen casi 15 millones de casos graves



INTRODUCCION

de enfermedad neumocdcica en la poblacién infantil (O’'Brien et al., 2009). Por otra
parte, algunos célculos indican que los costes, directos e indirectos, producidos co-
mo consecuencia de las infecciones neumocadcicas en personas de edad avanzada
en EE.UU. pueden superar los 5000 millones de doélares anuales (Weycker et al.,
2010).

Neumococo ha protagonizado una brillante historia en el campo de la biologia
(Austrian, 1981a; Watson et al., 1993; Portugal, 2010; Kushner y Samols, 2011). Ya
en 1891, Kemplerer y Kemplerer (citado por Austrian, 1981b) observaron que el
suero procedente de conejos que habian sido previamente inoculados con neumo-
cocos inactivados por calor, era capaz de proteger frente a una reinfeccion con la
misma cepa infectante pero no necesariamente frente a otros aislados clinicos. Es
mas, cuando los animales no sensibilizados recibian una dosis de suero procedente
de conejos inmunizados, la proteccion frente a la infeccién con la misma cepa se in-
crementaba, introduciéndose asi el concepto de inmunidad humoral. En los afios
veinte del pasado siglo, se demostré que el polisacarido capsular (CPS) era el res-
ponsable de la actividad inmunoldgica de neumococo y, ademas, que conferia una
proteccion cepa-especifica en ratones, convirtiéndose en el primer antigeno no pro-
teico identificado (Heidelberger y Avery, 1923, 1924; Heidelberger et al., 1925). Por
otra parte, en 1928, Griffith demostraba que una infeccién mixta de ratones utilizan-
do neumococos capsulados (pero muertos por calentamiento) y nheumococos ho
capsulados (y, por tanto, avirulentos) y vivos, resultaba en la muerte de algunos
animales. El estudio de las bacterias recuperadas de los animales muertos revelaba
gue la bacteria no capsulada habia adquirido un CPS serolégicamente idéntico al
de la cepa que habia sido inactivada por calor (Griffith, 1928). La sustancia de natu-
raleza desconocida responsable de este cambio recibié el nombre de “principio
transformante”. Sin embargo, la contribucién mas importante de neumococo a la
biologia molecular (Reichard, 2002; Lépez, 2006) fue el descubrimiento de que la
molécula responsable de la transformacién, esto es, de la herencia genética, era el
DNA (Avery et al., 1944; McCarty y Avery, 1946) y no las proteinas, como se creia
por entonces.

1.2. Caracteristicas generales

Neumococo, es una bacteria Gram-positiva de 0.5-1.0 um de longitud, que presen-
ta una forma cocoide con extremos lanceolados. El habitat natural de neumococo
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es la nasofaringe humana y la colonizacién puede tener lugar poco después del na-
cimiento. Generalmente, se presenta en forma de diplococo por lo que, hasta los
afos setenta, fue denominado Diplococcus pneumoniae. Es inmovil, no forma en-
dosporas y es un miembro a-hemolitico del género Streptococcus. Cuando se culti-
va en placas de agar-sangre en aerobiosis presenta una marcada a-hemdlisis
—formacion de metahemoglobina (Butterfield y Peabody, 1913; Cole, 1914b) — de-
bido a la produccion de peréxido de hidrégeno (Barnard y Stinson, 1996) pero, si es
incubado en anaerobiosis, se observa p—hemdlisis debida a la accion de la neumo-
lisina (Ply) (Johnson et al., 1982).

Neumococo es un microorganismo microaerofilo (prolifera en tensiones bajas de
oxigeno), catalasa negativo y sensible a las sales biliares como el desoxicolato so-
dico (Doc) (Neufeld, 1900); este detergente dispara la accidn incontrolada de la
principal autolisina (LytA; N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa o NAM-amidasa) que
degrada la pared celular en un proceso absolutamente dependiente de colina (Mos-
ser y Tomasz, 1970; Holtje y Tomasz, 1975; Garcia et al., 1985). Este patrén de
susceptibilidad a Doc se utiliza en la identificacién del microorganismo.

Otra de las pruebas diagnésticas universalmente utilizada para la identificacién
de neumococo en el laboratorio clinico, es la sensibilidad a optoquina (Lund y Hen-
richsen, 1978), un derivado de la quinina que actia como inhibidor especifico de de-
terminadas proteinas que forman parte de la subunidad Fy de la ATPasa protén-
motriz (H*-ATPasa) de neumococo (Fenoll et al., 1994; Balsalobre et al., 2006).

1.3. Factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad neumocécica

S. pneumoniae es una de las principales causas de enfermedad invasiva en todo el
mundo afectando tanto a individuos sanos (sin enfermedad de base conocida) como
a pacientes inmunodeprimidos. La incidencia de la enfermedad neumocécica inva-
siva (ENI) varia geogréficamente y es especialmente alta en ciertos grupos de
edad, entre los que se encuentran los nifios menores de 2 afios y la poblacién ma-
yor de 65 afios (Parsons y Dockrell, 2002). El sistema inmune de la poblacién pe-
diatrica, al no estar completamente desarrollado, tiene una menor capacidad para
responder a los antigenos polisacaridicos, lo que se manifiesta en una mayor vulne-
rabilidad a determinadas infecciones bacterianas. Ademas, la colonizacién y adqui-
sicion de nuevas cepas de neumococo es mas frecuente en la poblacién infantil, lo
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cual podria contribuir a la alta incidencia de la enfermedad en este segmento de la
poblacion (Hussain et al., 2005).

Existen diversos factores que predisponen a padecer la enfermedad neumocéci-
ca (Mufson et al., 2012) como son las inmunodeficiencias congénitas (Lingappa et
al., 2011), las infecciones respiratorias previas o concomitantes (principalmente las
de origen virico) (McCullers, 2006; Short et al., 2012), padecer el virus de inmuno-
deficiencia humana (Siemieniuk et al., 2011), la leucemia y los linfomas (Wong et
al., 2010). Ademas, aquellas personas que sufren de anemia falciforme son particu-
larmente vulnerables, ya que son incapaces de eliminar la bacteria capsulada de su
sangre (McCavit et al., 2011). Los pacientes que toman algun tipo de medicacién
inmunosupresora como, por ejemplo, aquellos que han sufrido un trasplante, tienen
también un elevado riesgo de ENI (del Pozo, 2008). Lo mismo ocurre en los pacien-
tes con bronquitis cronica o enfermedad pulmonar obstructiva crénica (dos Santos
et al., 2012). También el alcoholismo y el tabaquismo se asocian con una gran pro-
babilidad de desarrollar ENI (Nuorti et al., 2000; Bhatty et al., 2011). Este efecto
puede ser el resultado de una disminucién del movimiento ciliar asi como del dafio
producido en las células epiteliales lo que favorece la colonizacién y adherencia de
la bacteria y disminuye los mecanismos de defensa del hospedador. Deficiencias en
diferentes componentes del complemento también se han asociado con la aparicién
de episodios recurrentes de ENI (Ram et al., 2010). Ademas, deficiencias genéticas
en componentes relacionados con el reconocimiento de patégenos, como los recep-
tores tipo Toll (TLRs), la quinasa asociada al receptor de interleuquina 1 (IRAK4),
MyD88 y NEMO se han asociado también a episodios recurrentes de ENI, lo que
demuestra la importancia de los sistemas de deteccion y vigilancia del hospedador
en la lucha frente a neumococo (Picard et al., 2011).

1.4. Factores de virulencia de neumococo

Las bacterias, al igual que otros organismos patdgenos, sintetizan moléculas que
les proporcionan una ventaja selectiva, frecuentemente a expensas del hospedador.
Dichas moléculas, o factores de virulencia, permiten al microorganismo colonizar e
invadir al hospedador facilitando su adhesion a los tejidos, su capacidad de inva-
sion, la evasion del sistema inmune del hospedador, o varios de estos mecanismos
simultaneamente. La mayoria de estos factores de virulencia son, ademas del CPS
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en neumococo Yy otras bacterias, proteinas de superficie (Nobbs et al., 2009; Mos-
chioni et al., 2010; Gdmez y Hammerschmidt, 2012; Pérez-Dorado et al., 2012).

1.4.1. La capsula polisacaridica

La capsula de neumococo (o polisacarido capsular; CPS) es el principal factor de vi-
rulencia del microorganismo. No parece poseer un papel determinante en la adhe-
sion, invasion o inflamacion en el hospedador pero confiere al microorganismo una
importante capacidad de evasion fagocitica (Hyams et al., 2010). La capsula, aun-
que prescindible para la viabilidad de la bacteria en condiciones de laboratorio, es,
sin embargo y como ya se menciond previamente, un requisito fundamental para su
patogenicidad (Griffith, 1928). No obstante, se han encontrado cepas de neumoco-
co no tipificables (previsiblemente carentes de CPS) que causan frecuentes brotes
de conjuntivitis (Porat et al., 2006; Patel et al., 2007), asi como casos aislados de
conjuntivitis (Haas et al., 2011) u otitis media (Xu et al., 2011).

La capsula de neumococo esta formada por polisacaridos complejos que, a su
vez, estan compuestos por unidades repetitivas de azucares (Kamerling, 2000) uni-
das al peptidoglicano o0 a componentes de la membrana, aunque, en algunos casos,
pueden liberarse de la célula (Yother, 2011; Eberhard et al., 2012). En la actualidad,
se han descrito 94 serotipos capsulares inmunolégicamente diferentes, 90 de los
cuales fueron descritos hasta 1995 (Henrichsen, 1995) y cuatro mas han sido identi-
ficados en los dltimos afios —posiblemente como consecuencia del desarrollo de
métodos analiticos mas sensibles—, concretamente los serotipos 6C (Park et al.,
2007a, b), 6D (Bratcher et al., 2009, 2010), 11E (Zartler et al., 2009; Calix y Nahm,
2010) y la separacién en dos serotipos (A y B) de aislados del antiguo serotipo 20
(Calix et al., 2012). Los 94 serotipos capsulares actuales se agrupan en 46 serogru-
pos numerados del 1 al 48 (los numeros 26 y 30 no se utilizan). Algunos serogrupos
como el 1, 2 y 3, incluyen un Unico serotipo mientras que otros, como el serogrupo
11, pueden contener hasta 6. Normalmente, el primer serotipo descrito en un sero-
grupo con varios serotipos se identifica con la letra F (por first) y los siguientes con
las letras A, B, etc. Existen, no obstante, tres excepciones: el serogrupo 6, que in-
cluye los serotipos 6A, 6B, 6C y 6D, el 20, con los serotipos 20A y 20B, vy el sero-
grupo 9, en el que las letras de los tres primeros serotipos descritos (Vammen,
1939) tienen relacién con personajes historicos (L por Lederle, N por Neufeld y V
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por Valdemar, un principe danés muerto en 1938 de una neumonia bacteriémica y
del que se aisl6 el primer neumococo de este serotipo) (Henrichsen, 1995).

Como ya se ha mencionado anteriormente, los anticuerpos anticapsulares fueron
inicialmente descritos como protectores en modelos animales, convirtiendo a la
capsula en una candidata prometedora para el desarrollo de vacunas. Sin embargo,
la elevada diversidad capsular junto con las variaciones que existen en la capacidad
inmunogeénica de los diferentes polisacaridos, han complicado el desarrollo de va-
cunas basadas exclusivamente en el CPS (ver mas abajo). Dentro de una cepa y
serotipo particular, la presencia de una menor produccion de CPS se corresponde
con una disminucién en la virulencia (MacLeod y Krauss, 1950), lo que concuerda
con la observacion previa de que una ausencia completa del CPS esta asociada a
una pérdida total de invasividad (Griffith, 1928). Los genes involucrados en la pro-
duccion de la capsula estan localizados en un mismo locus y tipicamente codifican
una flipasa, una polimerasa y varias transferasas que catalizan la formacion de en-
laces, adicion de azucares y modificacion de unidades repetidas. Los primeros cua-
tro genes del locus referidos como capA-D o cpsA-D, estan altamente conservados
en todos los serotipos —excepto en los serotipos 3 y 37— y han sido implicados,
entre otras funciones, en la regulacion de la biosintesis del CPS (LIull et al., 2001;
Lépez y Garcia, 2004; Moscoso y Garcia, 2009; Yother, 2011).

La cantidad de CPS sintetizado por neumococo varia con las condiciones am-
bientales (Ogunniyi et al., 2002), lo que, probablemente, afecta al grado de exposi-
cion de las proteinas de superficie, repercutiendo de este modo en la patogénesis
de neumococo (Kim y Weiser, 1998). En el torrente sanguineo, por ejemplo, mu-
chos factores de virulencia asociados con la pared celular (ver mas abajo) estan
enmascarados, parcial o totalmente, por el CPS. Este enmascaramiento se conside-
ra como una de las posibles causas por las que se produce la evasién de la fagoci-
tosis y, en consecuencia, una reduccion en la eliminacién del neumococo de la san-
gre. Por el contrario, niveles bajos de CPS podrian incrementar la exposicion de
ciertas proteinas de superficie.

1.4.2. Proteinas de superficie

Ademas del CPS, S. pneumoniae sintetiza una gran variedad de proteinas de su-
perficie que participan en numerosos procesos de interaccion con el hospedador y
gue son esenciales para la patogénesis de la bacteria durante la colonizacién y los
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estados de dispersion e invasion, por lo que muchas de ellas son también conside-
radas factores de virulencia (Fig. 1). Debido al importante papel de las proteinas de
superficie en la interrelacion con el hospedador, a la capacidad inmunogénica de
muchas de ellas y a su frecuente presencia en la mayoria de los aislados clinicos
de diferentes serotipos, estas proteinas constituyen buenas candidatas como anti-
genos potencialmente (tiles para el disefio de vacunas (para revisiones recientes,
véase Kadiouglu et al., 2008; Preston y Dockrell, 2008; Mitchell y Mitchell, 2010;
Gamez y Hammerschmidt, 2012) (Tabla 1). Los estudios de analisis masivo de ge-
nes estan identificando nuevos posibles factores de virulencia cuya funcién es des-
conocida en el momento actual. La caracterizaciéon de pili y bacteriocinas, asi como
la de genes asociados con competencia, metabolismo y resistencia a estrés oxidati-
vo ha permitido dar un paso més en el conocimiento de la diversidad genética de S.
pneumoniae.

Choline-containing molecules
/ Choline-binding sins

Peptidoglycan 00000 "

Cell
Membrane m

Fig. 1. Representaciéon esquematica de algunas proteinas y otras moléculas de superficie impli-
cadas en lavirulenciade S. pneumoniae. Modificada de Briles et al. (1998).
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Tabla 1. Principales proteinas de S. pneumoniae implicadas en patogénesis

Proteina® Funcién Referencia

CBPs
LytA NAM-amidasa (EC 3.5.1.28). Principal autolisina. Ronda et al., 1987; Gosink et al., 2000
LytB N-acetilglucosaminidasa. Separacién de las células al final de la divisién celular.  Garcia et al., 1999a
LytC Lisozima (EC 3.2.1.17). Autolisina a 30°C. Garcia et al., 1999b; Gosink et al., 2000
Pce Fosforilcolin esterasa. Hidrolasa de pared celular. Se une a plasminégeno. Gosink et al., 2000; Attali et al., 2008a, b
PspA Proteina A de superficie de neumococo. Se une a lactoferrina humana. Hammerschmidt et al., 1999
PspC Proteina C de superficie de neumococo. Se une al factor H del sistema del Dave et al., 2001

complemento.

CbpG Posible serin proteasa Gosink et al., 2000

LPXTG

NanA Neuraminidasa Uchiyama et al., 2009; Banerjee et al., 2010
IgA Zinc metaloproteasa de IgA1 Weiser et al., 2003

Lipoproteinas
PsaA

Lipoproteina transportadora de manganeso. Se une a cadherina E.

Johnston et al. 2004; Anderton et al. 2007

PiuA/PiIA Componentes lipoproteicos de transportadores ABC Jomaa et al., 2005, 2006
Otras

HtrA Serin-proteasa Sebert et al., 2002

PavA Proteina A de adhesion y virulencia. Se une a fibronectina. Holmes et al., 2001; Pracht et al., 2005;
Kadioglu et al., 2010

PepO Endopeptidasa. Se une a plasminégeno y fibronectina Agarwal et al., 2013

Eno Fosfopiruvato hidratasa (a-enolasa) (EC 4.2.1.11). Se une a plasmindgeno Attali et al., 2008a

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12). Se une a plasminégeno Attali et al., 2008a

Ply Citolisina dependiente de colesterol. Forma poros en las membranas celulares. Marriot et al., 2008

? Pce, se denomina también LytD y ChpE; PspC se denomina también ChpA, SpsA y PbcA. LPXTG, proteinas que se unen covalentemente al
peptidoglicano mediante la accién de una sortasa.

En las bacterias Gram-positivas se han descrito, al menos, seis sistemas diferen-
tes de translocacion de proteinas a través de la membrana citoplasmica: 1) el sis-
tema Sec, que es probablemente el mas importante y depende de la existencia en
la proteina de un péptido sefial (PS) localizado normalmente en posicidon N-terminal
(Chatzi et al., 2013); 2) el denominado “transportador de parejas de argininas” (twin-
arginine transporter; Tat) que permite la translocacion de proteinas previamente
plegadas y que reconoce un motivo caracteristico de dos residuos de arginina en el
PS (Palmer y Berks, 2012); 3) el exportador FPE, implicado en la translocacién de
proteinas que forman estructuras de tipo pilina (Chen y Dubnau, 2004); 4) el apara-
to de exportacién de los flagelos (FEA) (Buttner, 2012); 5) el sistema de proteinas
tipo holina codificado por fagos (Cataldo et al., 2012), y 6) el sistema de secrecion
denominado WXG100 que, en algunas bacterias patégenas, permite la transloca-
cion de ciertos factores de virulencia que contienen un motivo EX hacia la parte
central del polipéptido (Sutcliffe, 2011; Schneewind y Missiakas, 2012). Por otra par-
te, algunas de las proteinas traslocadas permanecen unidas a la envuelta celular,
tanto unidas a la membrana (lipoproteinas; LPs) como a la pared celular
—proteinas con motivos LPXTG reconocidos por la sortasa A— u otras estructuras
superficiales (Spirig et al., 2011; Schneewind y Missiakas, 2012), mientras que otras
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se transportan al medio extracelular para lo que, previamente, deben atravesar la
gruesa capa de peptidoglicano (Forster y Marquis, 2012).

Hasta el momento, se han descrito cuatro familias de proteinas neumocdcicas de
superficie (Pérez-Dorado et al., 2012): ademas de las LPs y las proteinas con moti-
vos LPXTG, también presentes en otras bacterias Gram-positivas, se encuentra la
familia de las proteinas de unién a colina (CBPs) y las proteinas de superficie “atipi-
cas” que, aparentemente, carecen simultaneamente de PS y de motivos de anclaje
a las estructuras superficiales, que son también conocidas como proteinas “pluri-
empleadas” o moonlighting (Henderson y Martin, 2011).

1.4.2.1. CBPs

Las CBPs (Lopez y Garcia, 2004) se encuentran ancladas de un modo especifico a
los residuos de colina de los acidos teicoicos (TAs) y lipoteicoicos (LTAs) de la su-
perficie celular (Fischer et al., 1993; Seo et al.,, 2008; Reichmann y Griindling,
2011). La mayoria de estos glicopolimeros asociados a la pared celular de la bacte-
ria constituyen patrones moleculares de reconocimiento de patdgenos que activan
el receptor humano TLR2 (Fig. 2) (Zahringer et al., 2008). De ahi que se considere
que los LTAs de S. pneumoniae, Staphylococcus aureus u otras muchas bacterias,
tienen actividad inmunoestimuladora. Una de las caracteristicas mas notables de
neumococo es que tanto sus TAs como los LTAs se encuentran unidos covalente-
mente a moléculas de fosforilcolina (PCho); este aminoalcohol se une a través de
un enlace fosfodiéster a los residuos de N-acetilgalactosamina de TAs y LTAs y
promueve la adhesién de la bacteria a las células del hospedador mediante el reco-
nocimiento del receptor del factor de activacién plaquetario (rPAF) localizado en la
superficie de las mismas (Cundell et al., 1995).

Proteinas de la familia de las CBPs pueden encontrarse también en otras espe-
cies bacterianas que contienen residuos de colina en su pared, como ocurre en
otras especies de estreptococos del grupo mitis (SGM) y, en particular, en Strepto-
coccus pseudopneumoniae (LIull et al., 2006; Shahinas et al., 2011), Streptococcus
mitis (Moscoso et al., 2005b; Campuzano et al., 2009; Hakenbeck et al., 2009; De-
napaite et al., 2010; Madhour et al., 2011) y Streptococcus oralis (Ronda et al.,
1988, 1991; Horne y Tomasz, 1993; Reichmann et al., 2011), asi como en otras
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Fig. 2. Interaccion de glicopolimeros de la pared celular (GWGSs) con moléculas del hospedador.
Los receptores de tipo scavenger, las lectinas de unién a manosa (MBL) y las ficolinas, interaccionan con
diversos GWGs de la bacteria permitiendo asi la unién a e internalizacion en las células del hospedador,
la activacion del complemento o ambos. Varios GWGs parecen generar una respuesta inflamatoria por
parte del hospedador aunque la relevancia de este descubrimiento ha sido cuestionada recientemente.
La respuesta inmune adaptativa frente a bacterias Gram-positivas incluye la unién de anticuerpos a
GWGs y, ademas, éstos pueden ser reconocidos por linfocitos T especificos. Modificado de Weiden-
maier y Peschel, 2008.

bacterias mas alejadas filogenéticamente de neumococo como Clostridium beije-
rinckii (Garcia et al., 2000), Clostridium difficile (Demarest et al., 2005; Ho et al.,
2005) y Erysipelothrix rhusiopathiae (Shimoji, 2000; To y Nagai, 2007; Ogawa et al.,
2011). El numero de CBPs de S. pneumoniae depende de la cepa bacteriana pero
parece variar entre, aproximadamente, 10 y 15 (Frolet et al., 2010; Madhour et al.,
2011). Con la posible excepcion de ChpF (Molina et al., 2009), las CBPs constan
de, al menos, dos dominios diferentes, uno de unién a colina (CBD) —que le permi-
te unirse de modo no covalente a los residuos de colina de la superficie de la bacte-
ria— y uno o mas dominios funcionales responsable(s) de la actividad biologica de
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la proteina, ya sea ésta enzimatica o no (Lopez y Garcia, 2004) (Fig. 3). Cada CBD
esta formado por un nimero variable de repeticiones (CBRs) de unos 20 aminoéci-
dos cada uno, muchos de ellos arométicos (Garcia et al., 1988). En la mayoria de
las CBPs, el CBR se encuentra en el dominio C-terminal. Gracias a la cristalizacion
de este dominio en diferentes CBPs, como LytA (Fernandez-Tornero et al., 2001,
2002), Pce (Hermoso et al., 2005), CbpF (Molina et al., 2009), Spr1274 (Zhang et
al., 2009) o LytC (Pérez-Dorado et al., 2010), se sabe que el CBD se pliega forman-
do una estructura en forma de horquilla B que da lugar a una superhélice levogira
con forma caracteristica de solenoide. Con la notable excepcién de LytA, CbpG y
Cbpl, las demas CBPs de neumococo poseen un PS que determina su localizacion
en la superficie celular (Fig. 3).
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Fig. 3. Representacién esquemaética de la organizacién modular de algunas CBPs de S. pneumo-
niae. Los diferentes médulos han sido denominados como se indica en la base de datos Pfam (version
25.0) (Finn et al., 2010). Las regiones homdlogas se indican con idénticos colores y sombreados. PS,
péptido sefial.
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Algunas CBPs pueden causar eventualmente la lisis y consiguiente muerte de la
bacteria, en cuyo caso son llamadas autolisinas. La NAM-Amidasa LytA (Sanchez-
Puelles et al., 1986; Ronda et al., 1987) y la lisozima LytC (Garcia et al., 1999b) son
las Unicas dos autolisinas conocidas de neumococo. LytA esta considerada como
uno de los factores de virulencia mas importantes de la bacteria debido fundamen-
talmente a su capacidad para producir autolisis espontanea (tanto en la fase esta-
cionaria como la producida por determinados antibiéticos) y la concomitante libera-
cion de la neumolisina Ply al medio extracelular (Berry y Paton, 2000; Lopez y Gar-
cia, 2004). El papel de esta proteina en patogénesis ha sido demostrado previa-
mente utilizando mutantes lytA que presentan una disminucién significativa en la vi-
rulencia en diferentes modelos animales de infeccion (Berry y Paton, 2000; Hirst et
al., 2008). Ademas, la inmunizacion con LytA ha demostrado poseer un efector pro-
tector frente a una posterior infeccién neumocécica (Berry et al., 1989; Yuan et al.,
2011). LytA es también parcialmente responsable de la intensa respuesta inflamato-
ria caracteristica de la infeccion neumocécica al liberar componentes altamente pro-
inflamatorios como fragmentos de la pared celular, TAs y LTAs, tras la lisis bacte-
riana (Sato et al., 1996; Majcherczyk et al., 1999; Moore et al., 2003; Moreillon y
Majcherczyk, 2003; Koedel, 2009; Davis y Weiser, 2011). Asimismo, se considera
gue LytA participa indirectamente en la evasion de la respuesta inmunitaria del hos-
pedador mediada por el sistema del complemento y la fagocitosis al liberar Ply (Pa-
ton et al., 1984; Martner et al., 2009). En contrapartida, la administracién parenteral
de LytA es capaz de reducir los niveles bacterianos en un modelo de sepsis (Rodri-
guez-Cerrato et al., 2007). Ademas, esta autolisina es capaz de desintegrar con
gran eficacia los biofilmes producidos por S. pneumoniae in vitro (Domenech et al.,
2011).

La lisozima LytC (Fig. 3) se comporta como una autolisina a 30°C y el hecho de
gue presente su maxima actividad enzimatica a esta temperatura sugiere que po-
dria ser crucial en el tracto respiratorio superior (Garcia et al., 1999b). Ademas,
LytC desempefia un papel esencial en el denominado “fratricidio”, una caracteristica
que permite a S. pneumoniae lisar a neumococos no competentes (Claverys y
Havarstein, 2007; Pérez-Dorado et al., 2010; Wei y Havarstein, 2012). Este proceso
ha sido propuesto como un mecanismo de predacién que contribuye a la virulencia
mediante la regulacion de la liberacion de distintos factores de virulencia. Ademas,
LytC es capaz de unirse al DNA en un proceso independiente del tamafio, configu-
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racion o contenido en G+C, contribuyendo de manera decisiva a la formacién de
biofilmes de neumococo (Domenech et al., 2013).

LytB es una CBP con actividad N-acetilglucosaminidasa que esta implicada en la
separacion de las células hijas al final del proceso de division (Garcia et al., 1999a;
De las Rivas et al., 2002) y, posiblemente, en la adhesiéon de nheumococo a las célu-
las de la nasofaringe humana (Gosink et al., 2000). Ademas, es importante para la
formacion de biofilmes (Moscoso et al., 2006; Domenech et al., 2013). Reciente-
mente, se ha observado la produccion de anticuerpos anti-LytB en nifios aquejados
de otitis media aguda (Pichichero et al., 2012).

PspC (Briles et al., 1997), también conocida como CbpA (Rosenow et al., 1997),
SpsA (Hammerschmidt et al., 1997) y PbcA (Cheng et al., 2000), es la CBP mas
abundante en neumococo y participa en patogénesis mediante diferentes mecanis-
mos. PspC esté implicada en la adherencia a las células del hospedador y en la co-
lonizacion bacteriana (Rosenow et al., 1997). Es importante hacer notar que PspC
exhibe un notable polimorfismo (Brooks-Walter et al., 1999; lannelli et al., 2002) en-
tre diferentes aislados de neumococo. Las proteinas pertenecientes al subgrupo 1
son CBPs tipicas (Fig. 3), mientras que las del subgrupo 2 representan un grupo
atipico ya que no son CBPs sino que se unen covalentemente a la pared celular en
un proceso sortasa A-dependiente al poseer un motivo tipo LPXTG. Estas formas
atipicas de PspC —denominadas Hic por factor H-binding inhibitor of complement—
estan codificadas por un gen situado en la misma posicion que los genes pspC tipi-
cos (Janulczyk et al., 2000). Aunque con algunas diferencias, ambos tipos de pro-
teinas (PspC y Hic) parecen poseer propiedades similares. Como adhesina, PspC
actla uniéndose al dominio extracelular tipo inmunoglobulina (lg) (también llamado
ectodominio, componente secretor o SC) del receptor de las Ig poliméricas (PIgR)
mediante motivos hexapeptidicos (Y/R) RNYPT localizados en las repeticiones di-
rectas R1 y R2 de PspC (indicadas como flechas negras en la Fig. 3) (Ham-
merschmidt et al., 2000; Luo et al., 2005). También se han identificado posibles epi-
topos de unién al factor H (fH) —un regulador negativo de la via alternativa del
complemento— en la regién N-terminal de PspC (Lu et al., 2006; Hammerschmidt et
al., 2007), aunque parece claro que fH y SC se unen a diferentes regiones de PspC.
Cuando fH se une a la superficie de neumococo via PspC se incrementa la adhe-
sion del microorganismo a las células del hospedador. Es interesante destacar que,
ademas de fH, PspC es asimismo capaz de reclutar otro regulador negativo del
complemento, en este caso de la ruta clasica, denominado la proteina de unién al
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factor C4b del complemento o C4BP, lo que permitiria a neumococo evadir eficaz-
mente la activacion del componente C3b (Jarva et al., 2003; Dieudonné-Vatran et
al., 2009).

Otras CBPs de neumococo con papel en virulencia incluyen: 1) PspA (McDaniel
et al., 1987), que participa en patogénesis al facilitar la evasion de la activacién de
la via alternativa del complemento y previniendo los efectos bactericidas de la lacto-
ferrina humana (Jedrzejas, 2006). 2) La fosforilcolin esterasa Pce (Héltje y Tomasz,
1974; Vollmer y Tomasz, 2001; de las Rivas et al., 2001; Hermoso et al., 2005),
también denominada CbpE. Esta CBP libera residuos de PCho de los TAs de la pa-
red celular y participa en la adhesién a las células de la nasofaringe humana (Go-
sink et al., 2000). 3) PcpA fue originalmente propuesta como una adhesina (San-
chez-Beato et al., 1998), su expresion se encuentra controlada por las concentra-
ciones de Mn** y Zn** (Johnston et al., 2006; Kloosterman et al., 2008; Ogunniyi et
al.,, 2010) y se ha demostrado que, usandola como vacuna, protege significativa-
mente utilizando modelos murinos de neumonia y sepsis (Glover et al., 2008). Re-
cientemente, se ha descrito que PcpA participa en la adherencia de neumococo a
células epiteliales de nasofaringe y pulmoén (Khan et al., 2012) y que, ademas, es
capaz de inducir la formacion de anticuerpos funcionales en seres humanos
(Posfay-Barbe et al., 2011; Hagerman et al., 2012; Khan et al., 2012; Selva et al.,
2012) constituyendo un componente prometedor para el desarrollo de nuevas vacu-
nas (Bologa et al., 2012).

La murein-hidrolasa CbpD, especifica del estado de competencia (Eldholm et al.,
2010), es otro miembro de la familia de las CBPs que podria participar en la adhe-
sion de S. pneumoniae a las células del hospedador y ser relevante durante el pro-
ceso de infeccion (Gosink et al., 2000).

1.4.2.2. Proteinas LPXTG

Como ya se apunt6é anteriormente, este grupo de proteinas se encuentra en mu-
chas bacterias Gram-positivas y contienen un motivo LPXTG que es la base para su
unién covalente a la pared celular. Las proteinas pertenecientes a este grupo son
translocadas a la pared celular, a través de una transpeptidacion llevada a cabo por
una enzima denominada sortasa. Hasta 18 proteinas de este tipo han sido descritas
en neumococo, la mayoria de las cuales poseen alguna actividad enzimatica (como
glicosil-hidrolasas o proteasas), actian como adhesinas, o ambas (Pérez-Dorado et
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al., 2012). Dentro de este grupo de proteinas se encuentra, por ejemplo, la neura-
minidasa predominante de neumococo, NanA, que juega un papel importante en la
persistencia de la bacteria en el oido medio y, por tanto, en el desarrollo de la otitis
media aguda (Tong et al., 2000). No obstante, su implicacién en infeccion sistémica
parece ser menos importante (Berry y Paton, 2000) aunque, mas recientemente, se
ha observado que NanA es capaz de inducir una notable repuesta leucocitaria con
produccién de citoquinas pro-inflamatorias (Chang et al., 2012).

1.4.2.3. Lipoproteinas

Las LPs bacterianas se anclan a la membrana celular mediante modificaciones en
su dominio N-terminal (N-acil-S-diacilgliceril-Cys) (Babu et al., 2006). La mayoria de
las LPs parecen tener un papel relevante en el fithess bacteriano (Bergmann y
Hammerschmidt, 2006). Dentro de las aproximadamente 50 LPs que se han identi-
ficado en algunas estirpes de S. pneumoniae, unas 25 son transportadores ABC
(ATP-binding cassette transporters). Ademas, hay otras LPs que participan en el
proceso de plegamiento de proteinas o activaciéon de moléculas de superficie, como
la sortasa StrC-3 que esté involucrada en la formacién del pilus (Manzano et al.,
2008). En relacion al resto de LPs, sigue aln sin caracterizarse cudl puede ser su
funcion fisiolégica en neumococo (Babu et al., 2006). En cualquier caso, reciente-
mente, se ha puesto en evidencia que mutantes de delecion en el gen Igt que codi-
fica la pro-LP diacilgliceril transferasa —responsable de la unioén de las pro-LPs a la
membrana bacteriana— muestran un crecimiento limitado tanto en sangre como en
el lavado broncoalveolar (BALF) y una virulencia reducida en modelos murinos de
infeccién (Chimalapati et al., 2012).

1.4.2.4. Proteinas “atipicas” de superficie

Estas son, en principio, proteinas intracelulares de la bacteria y, por tanto, no debe-
rian establecer interacciones directas patégeno-hospedador, como ocurre con las
proteinas de superficie mencionadas anteriormente. No obstante, estudios recientes
han puesto en evidencia que estas proteinas carecen de motivos conocidos de
unién a la superficie bacteriana y, en su mayoria, también de PS, son accesibles
desde el exterior del microorganismo y establecen relaciones de adhesién con las
células del hospedador (Nobbs et al., 2009). De las cinco proteinas de este tipo de-
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tectadas hasta la fecha en neumococo, soélo la serin-proteasa HtrA (Sebert et al.,
2002) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa 6PGD (Daniely et al., 2006) parecen
poseer PS (datos no mostrados), mientras que PavA (pneumococcal adherence and
virulence protein A) (Holmes et al., 2001), Eno (enolasa) (Bergmann et al., 2001) y
GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) (Bergmann et al., 2004) carecen
tanto de PS como de motivos de unién a la superficie. Este Ultimo caso podria tam-
bién ser aplicable a PGK, una fosfoglicerato quinasa de S. pneumoniae (Bernardo-
Garcia et al., 2011), que se ha visto que se une a actina y plasmindgeno en Strep-
tococcus agalactiae (Boone y Tyrrell, 2012). Los mecanismos por los cuales estas
proteinas “atipicas” alcanzan la superficie celular y permanecen asociadas a ellas
son desconocidos actualmente.

Una proteina que podria pertenecer a las denominadas proteinas “atipicas” de
superficie es la neumolisina (Ply), en el sentido de que carece de PS y de motivos
conocidos de union a la superficie bacteriana. Ply pertenece al grupo de proteinas
denominadas citolisinas dependientes de colesterol (CDC) (Hotze y Tweten, 2012),
constituye uno de los factores de virulencia clasicos de neumococo y su existencia
fue detectada ya en los primeros afios del pasado siglo (Libman, 1905; Cole,
1914a). Ply es un miembro de la familia de toxinas citoliticas (Dunstone y Tweten,
2012) y esta presente en todos los aislados clinicos de este patégeno (Marriot et al.,
2008) aunque, recientemente, se ha informado de la existencia de mutantes natura-
les de S. pneumoniae que producen una Ply no hemolitica y son, sin embargo, muy
invasivos (Ritchie et al., 2012). Ply tiene multiples actividades independientes en pa-
togénesis, por ejemplo, activa el complemento (por la via clasica) reduciendo la dis-
ponibilidad de componentes del complemento para el reconocimiento de neumoco-
co (Paton et al., 1984). Esta proteina es capaz también de estimular la apoptosis de
las células del hospedador (Braun et al., 2002) y actia como citolisina mediante la
unién al colesterol presente en la membrana de las células eucaritticas, insertando-
se en las membranas celulares y formando poros de 350-450 A de diametro (Tilley
et al., 2005). La presencia de Ply ha sido definida como esencial en el estableci-
miento de la ENI en diferentes modelos de neumonia neumocdcica invasiva (Rubins
et al., 1995; Kadioglu et al., 2002; Maus et al., 2004; Witzenrath et al., 2006), sepsis
(Yuste et al., 2005) y meningitis (Wellmer et al., 2002; Hirst et al., 2008; Hupp et al.,
2012), asi como en infecciones oculares tales como la queratitis (Norcross et al.,
2011).
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La neumolisina, a diferencia de las otras CDC producidas por, al menos, siete
géneros de bacterias Gram-positivas, no contiene un PS para poder ser transporta-
da a través de la membrana citoplasmica. Debido a ello, clasicamente se ha consi-
derado que la Ply se libera al exterior sélo tras la lisis mediada por LytA (Tweten,
2005). Sin embargo, existen evidencias que sugieren que, al menos en algunas ce-
pas, Ply puede secretarse por un mecanismo independiente de LytA (Benton et al.,
1997; Balachandran et al., 2001). Ademas, estudios mas recientes han demostrado
la presencia de Ply asociada a la pared celular (Price y Camilli, 2009; Price et al.,
2012), sugiriendo la existencia, en la liberacién de Ply, de mecanismos alternativos
a la autolisis causada por LytA. Resulta notable el hecho de que las dos Unicas
CDC sintetizadas por bacterias Gram-negativas, tampoco posean PS y su meca-
nismo de transporte sea desconocido (Hotze et al., 2013).

2. PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD NEUMOCOCICA

Una vez que se establece la colonizacién nasofaringea o estado de portador, la en-
fermedad neumocécica tiene lugar cuando los microorganismos se diseminan hasta
el oido medio, el tracto respiratorio inferior o el torrente circulatorio, provocando oti-
tis media, neumonia y sepsis respectivamente (McCullers y Tuomanen, 2001).
Ademads, S. pneumoniae es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica produ-
ciendo meningitis, enfermedad que esta frecuentemente asociada a graves secue-
las neurolégicas (Meli et al., 2002). Las heumonias bacteriémicas, la sepsis y las
meningitis se consideran como ENI. A pesar de que existen tratamientos antibidti-
cos eficaces frente a la ENI, el hecho de que exista una elevada morbilidad y morta-
lidad asociadas, demuestra la importancia de la relacion patégeno-hospedador en el
establecimiento de la enfermedad neumocdcica (Preston y Dockrell, 2008; Henri-
ques-Normak y Normak, 2010). Uno de los principales factores que determinan el
tipo de relaciéon hospedador-patégeno es el serotipo capsular (Weinberger et al.,
2010) de modo que los neumococos de los serotipos 3, 6B y 19F son los mas viru-
lentos en adultos, mientras que los de los serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C,
19A, 19F y 23F afectan principalmente a nifios (Henriques et al., 2000). Ademas,
como ya se ha comentado anteriormente en esta Memoria, existen otros factores
del hospedador que también influyen en la interrelacién con el patégeno, tales como
la edad (mayor incidencia de enfermedad neumocécica en nifios menores de 5
afios y adultos mayores de 65) y el estado inmunoldgico (las personas inmunode-
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primidas son mas susceptibles a desarrollar ENI). La posible invasién previa del sis-
tema respiratorio por otros agentes patdégenos, como el virus de la gripe que poten-
cia la capacidad de neumococo para colonizar, desarrollar la enfermedad o ambas
(Wang et al., 2011) o diversos factores genéticos, también aumentan la susceptibili-
dad del hospedador a sufrir una infeccion neumocécica (Brouwer et al., 2009). En el
proceso de patogénesis neumocdcica se pueden distinguir principalmente tres eta-
pas: adhesion/colonizacion, invasion, e inflamacion y choque (shock).

2.1. Adhesion y colonizacion nasofaringea

La colonizacién asintomatica del tracto respiratorio superior por S. pneumoniae (es-
tado de portador) precede, casi de forma invariable, tanto a la enfermedad localiza-
da como a la ENI (Simell et al., 2012). Ademas, el estado de portador es el principal
factor de transmision horizontal de la enfermedad neumocdcica (Malfroot et al.,
2004). La colonizacién por S. pneumoniae es un fenomeno muy frecuente en la po-
blacién mundial con tasas superiores al 40% y con mas de un serotipo colonizando
simultdneamente al mismo individuo (Austrian, 1986). En la poblacién adulta, los
anticuerpos serotipo-especificos se producen después de la adquisicién de S.
pneumoniae y, aunque la bacteria suele ser eliminada al cabo de unas semanas, la
colonizacion puede durar incluso mas de un afio, en algunos casos (Musher, 1992).
Este estado de portacion es mas prevalente en la poblacién infantil, con mas del
50% de los nifios menores de 5 afios colonizados (Mehr y Wood, 2012) como con-
secuencia, probablemente, de la inmadurez de su sistema inmune y del alto grado
de contacto entre individuos, como sucede en las guarderias.

La adherencia al epitelio de la mucosa es crucial para la persistencia de neumo-
coco en la nasofaringe. Aunque existen factores no especificos, como la carga de la
superficie, el pH y las interacciones hidrofébicas que, probablemente, influyan en
dicha adhesion, la unién de S. pneumoniae a las células nasofaringeas se cree que
esta mediada, en gran parte, por interacciones especificas entra la bacteria y el
hospedador (Vop et al., 2012). La capsula es otro de los factores que influyen en la
capacidad de adhesion de neumococo al tracto respiratorio. En presencia de anti-
cuerpos capsulares se reduce la adhesién de neumococo a la nasofaringe por un
efecto dependiente del CPS, lo que demuestra que la capsula se expresay, de he-
cho, es necesaria en este ambiente. Sin embargo, la presencia de grandes cantida-
des de capsula inhibe la adhesién de la bacteria (Yother, 2011). Ademas, estudios
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de formacion de biofilmes de neumococo han demostrado que los diferentes tipos
capsulares influyen de un modo diferente en la capacidad de neumococo para for-
mar estas estructuras (Moscoso et al., 2006; Domenech et al., 2009). En el proceso
de colonizacién y adhesion de neumococo intervienen, también, diferentes protei-
nas bacterianas (Bergmann y Hammerschmidt, 2006; Kadioglu et al., 2008). Se ha
sugerido que la adherencia de neumococo a las células de la nasofaringe ocurre
mediante interacciones con el disacarido N-acetil-B-D-glucosamina (1—3) pB-
galactosa de las células epiteliales de la nasofaringe (Andersson et al., 1983). Las
proteinas NanA, BgaA y StrH parecen actuar de un modo secuencial sobre los dis-
tintos residuos glicosilados, eliminando los residuos de &cido sidlico, galactosa y N-
acetilgalactosamina, respectivamente (King et al., 2006). Esta capacidad de desgli-
cosidar estos residuos de manera secuencial permite hacer accesibles los posibles
receptores glicosilados facilitando asi el proceso de adhesion a las células del hos-
pedador. Como ya se ha mencionado, otro grupo de proteinas a las que se les ha
asignado un papel importante en colonizacién son las que tienen actividad proteasa,
como HtrA, u otras proteinas de la superficie bacteriana como PspC, CbpG, BgaC o
las hidrolasas de pared celular LytB, LytC y Pce. La presencia de pili en algunas
cepas de neumococo es, asimismo, importante en el proceso de adhesion a las cé-
lulas epiteliales pulmonares favoreciendo, ademas, el proceso inflamatorio de la en-
fermedad. Una vez que neumococo se localiza en la sangre, la presencia de pili pa-
rece influir en la gravedad de la patologia infecciosa (Barocchi et al., 2006).

2.2. Invasion

El proceso de invasion y diseminacion de la ENI es todavia poco conocido. Nor-
malmente ocurre después de la adquisicién de un nuevo serotipo y raramente pare-
ce asociarse con una portacién prolongada. La invasién puede también tener lugar
directamente desde la nasofaringe al torrente sanguineo (McCullers y Tuomanen,
2001). S. pneumoniae no puede adherirse al epitelio ciliado del arbol traqueo-
bronquial lo que dificulta el acceso a los alveolos pulmonares. Este inconveniente
podria explicar, al menos en parte, la relativamente baja incidencia de neumonia
comparada con el elevado estado de portador.

Se han descrito varios mecanismos mediante los cuales S. pneumoniae es capaz
de atravesar la barrera epitelial. ElI primero de ellos consiste en que la bacteria utili-
za un mecanismo mediado por el rPAF, que reconoce la PCho presente en los TAs
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y LTAs, activando las células epiteliales y endoteliales (Cundell et al., 1995). El
PAF, es una potente quimioquina con actividad pro-inflamatoria cuya estructura mo-
lecular consiste en un fosfolipido de gran similitud con la PCho (Demopoulos et al.,
1979) que, al unirse a su receptor, provoca un aumento de la permeabilidad endote-
lial y una extravasacion de leucocitos. Debido a la similitud entre el PAF y la PCho
de neumococo, S. pneumoniae puede unirse al rPAF y atravesar las células epite-
liales del hospedador produciéndose la invasion y diseminacion caracteristica de la
ENI (Cundell et al., 1995; Thornton et al., 2010). Es interesante sefialar que la fosfo-
rilcolin esterasa de neumococo (Pce) es capaz no solo de liberar residuos de PCho
de la pared celular bacteriana sino, ademas, de degradar el PAF, por lo que se ha
propuesto que esta enzima puede desempefiar un importante papel en la regulacion
de la virulencia de S. pneumoniae (Hermoso et al., 2005). Estudios adicionales utili-
zando ratones deficientes en rPAF demostraron una reduccion no solo en la coloni-
zacién neumococica sino también en el desarrollo de neumonia y ENI, confirmando
asi la relevancia de este receptor en el proceso invasivo de neumococo (Rijneveld
et al., 2004; Grigg, 2012). En este sentido, es interesante resaltar el hecho de que,
como consecuencia de la infeccion de ciertos virus respiratorios como el de la gripe,
el virus respiratorio sincitial o el coronavirus NL63, se produce un incremento muy
marcado en la biosintesis de rPAF (Yokota et al., 2010; Golda et al., 2011) que po-
dria estar relacionado con la elevada incidencia de ENI en pacientes que padecen
infecciones por estos tipos de virus.

Un segundo mecanismo de invasion consiste en la union de la proteina PspC a la
porcion SC del plgR (Elm et al., 2004). En condiciones normales, el plgR, que se
expresa ampliamente en las células epiteliales del tracto respiratorio, permite el
transporte de las IgA o IgM poliméricas a través de las barreras epiteliales desde la
zona basolateral hacia el lumen apical (Kaetzel, 2005; Asano y Komiyama, 2011).
Adoptando la maquinaria de transcitosis inversa, la unién de neumococo al pigR, a
través de PspC, conduce a la internalizacién y transcitosis de la bacteria a través de
las capas epiteliales. PspC ha demostrado ser un factor importante para la coloni-
zacién y ENI aunque, como ya se ha comentado, su efecto sobre la virulencia pue-
de variar entre cepas debido al elevado polimorfismo de esta proteina.

Un tercer mecanismo consiste en la invasién mediada por la unién de S. pneu-
moniae al plasmindgeno y activacion de éste. Neumococo contiene varias proteinas
que unen plasminégeno (Tabla 1) favoreciendo asi la adhesion de la bacteria a la
superficie celular. Ademas, la activacion de plasmindgeno a plasmina, mediada por
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neumococo, permite degradar la cadherina del endotelio vascular posibilitando el
acceso de neumococo a la membrana basal y asi, en Gltimo extremo, el desarrollo
de la ENI (Attali et al., 2008a, b; Dejana et al., 2008).

3. MECANISMOS DE DEFENSA DEL HOSPEDADOR

3.1. Inmunidad humoral

3.1.1. El sistema del complemento

El sistema del complemento constituye una de las primeras lineas de defensa del
ser humano frente a patégenos microbianos y desempefia un papel fundamental en
la respuesta inmune, tanto en la innata como en la adaptativa. Esta compuesto por
unas 30 proteinas plasmaticas (solubles) y de superficie celular (Walport, 2001a, b)
que, tras reconocer al microorganismo invasor, activan una cascada de reacciones.
Estan presentes tanto en la circulacién sanguinea, como en otros fluidos corporales
y tejidos. Las nueve proteinas fundamentales del complemento se designan de C1
a C9, de acuerdo con el orden cronolégico de su descubrimiento (pero, no necesa-
riamente, con el orden en que actdan). Estas proteinas forman parte de tres casca-
das diferentes de activacion enzimética denominadas via clasica, via alternativa y
via de las lectinas (Fig. 4). Algunas de las proteinas pueden formar parte de més de
una via como, por ejemplo, el componente C4 que es necesario tanto en la via cla-
sica como en la de las lectinas.

Las tres vias del complemento son cascadas proteoliticas en las que cada com-
ponente es activado, mediante hidrdlisis, en dos fragmentos. Estos fragmentos son
designados con los sufijos “a” y “b”. Por ejemplo, C3 es escindida en dos fragmen-
tos, C3a y C3b. Con la excepcion de C2, los fragmentos de mayor tamafio que re-
sultan como productos de hidrélisis de las proteinas del complemento son denomi-
nados “b” y los de menor tamafio “a”’. Es importante resaltar que el fragmento gran-
de de C2 fue inicialmente denominado C2a y aun es llamado asi en algunas publi-
caciones. En esta tesis, por consistencia, llamaremos “b” a los todos fragmentos
grandes y, por tanto, la forma activa del fragmento C2 sera designada como C2b.
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Fig. 4. Activacién del sistema de complemento. Adaptado de Lambris et al. (2008).

Aungue las tres vias de activacion del complemento pueden diferir en su modo
de activacion, todas convergen en la formacién de C3, que es el componente clave
del sistema del complemento. Una vez formado el componente C3b, éste se asocia
con C5b, C6 y C9 para formar el complejo de ataque a membrana (MAC) que resul-
ta en la formacién de poros en la membrana de la bacteria opsonizada; no obstante,
hay que sefialar que este efecto sélo se ha demostrado en bacterias Gram-
negativas debido al menor espesor de su peptidoglicano por lo que, en el caso de
neumococo Y otras bacterias Gram-positivas, no tiene relevancia (Walport, 2001a,
b).

Entre las numerosas funciones fisioldgicas en las que participa el sistema del
complemento, destaca la opsonizacion de microorganismos por el componente C3b
el cual, al unirse a receptores especificos presentes en las células fagociticas, facili-
ta la fagocitosis posterior. También es importante la induccién de la respuesta in-
flamatoria que esta mediada por los componentes C3a, C4a y C5a (denominadas
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anafilotoxinas) que aumentan la permeabilidad y vasoconstriccion vascular con lo
gue, ademas, favorecen la migracion de las células fagocitarias al sitio de infeccion.

3.1.1.1. Laviaclasica

La via clasica se activa por la unién de la region Fc de las Igs, a las dominios globu-
lares de la molécula hexamérica C1 (Celik et al., 2001; Walport, 2001a). C1q forma
parte del complejo C1 junto con Clr y Cls. El componente C1 puede unirse a las
bacterias directamente, mediante unién previa a la proteina C-reactiva (CRP) (Ja-
neway, 2005) o por el hecho de que las IgM naturales se unen al polisacéarido C de
neumococo (una denominacion clasica de los TAs) (Mold et al., 2002). Esta unién
provoca la desestabilizacion de Clqg originando la activacion de la serin-proteasa
Clry ésta, a su vez, activa la serin-proteasa dimérica C1ls la cual hidroliza C4 en
Cda y C4b (Joiner et al., 1984; Celik et al., 2001; Walport, 2001a). A continuacion,
se libera C4a mientras C4b se une a C2 para poder generar la convertasa de C3
(C4b2b) la cual convierte el C3 nativo en C3b. Esta convertasa se encarga, por tan-
to, de que el C3 activo genere C3b que es capaz de unirse a la superficie del pato-
geno funcionando como opsonina. El depésito de multiples moléculas de C3b da lu-
gar a un cambio en la especificidad del sustrato originando la convertasa C5 de la
via clasica, C4b2b (C3b), que se encarga de convertir C5 nativo a C5b. Esto permi-
te, ademas, que se formen potentes anafilotoxinas como son C3a, C4a y C5a. La
actividad de estas anafilotoxinas esta regulada por carboxipeptidasas, incluyendo la
carboxipeptidasa N que se encuentra en el plasma (Matthews et al., 2004). Los
compuestos resultantes poseen actividad antibacteriana por si mismos. En la Ultima
década se ha demostrado que la via clasica también puede activarse, en ausencia
de anticuerpos especificos, por medio de las IgM naturales, las proteinas de fase
aguda [CRP, el componente amiloide del suero (SAP), o la pentraxina 3] y la lectina
SIGNR-1 (Koppel et al., 2005; Kang et al., 2006; Yuste et al., 2007; Deban et al.,
2008). Ademas, se ha demostrado que la via clasica del complemento es una de las
principales en la inmunidad innata frente a S. pneumoniae tanto en el ratén como en
los seres humanos, lo que confirma su importancia tanto en el reconocimiento del
patégeno como en su eliminacién (Brown et al., 2002; Yuste et al., 2008).
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3.1.1.2. La via alternativa

La via alternativa se activa por la unién del componente C3b (Schwaeble y Reid,
1999), generado espontaneamente por la hidrélisis de C3, al factor B que es una
serin-proteasa. Una vez producida esta union, el factor D se encarga de hidrolizar al
factor B para formar la convertasa de la via alternativa, C3bBb, permitiendo de este
modo la amplificacion de la activacion del complemento. Las moléculas de C3b ad-
yacentes inducen un cambio en la especificidad del sustrato para formar la conver-
tasa C5 de la via alternativa, C3bBb (C3b),. El regulador positivo de la via alternati-
va, denominado properdina, estabiliza la convertasa C3bBb y prolonga su actividad.
Esta via se encuentra activada de forma constante, aunque de un modo muy débil.
Sin embargo, existen reguladores negativos que, en determinadas ocasiones, pue-
den interaccionar con C3b evitando asi la formacion de la convertasa C3bBb e im-
pidiendo que se produzcan fenémenos de autoinmunidad. La importancia de la via
alternativa en la opsonizacion y eliminacion de S. pneumoniae se pudo demostrar
utilizando ratones con deficiencias en los factores B y D (Xu et al., 2001; Brown et
al., 2002).

3.1.1.3. Lavia de las lectinas

La via de las lectinas se inicia cuando las lectinas de unién a manosa (MBLS) o las
ficolinas se unen, de un modo dependiente de Ca**, a carbohidratos que contienen
residuos de N-acetilglucosamina o manosa (Teizo et al., 2004; Endo et al., 2011).
Las MBL, también denominadas colectinas, son lectinas de tipo C que forman inter-
acciones multiples y cuya estabilidad depende de la distribucion y geometria de los
azucares. Tanto las MBL como las ficolinas forman complejos con serin-proteasas
tipo 2 que permiten la formacién de C4 y C2 originando, posteriormente, la misma
convertasa de C3 producida a partir de la via clasica. En el caso de heumococo, se
ha observado que la ficolina L es capaz de unirse a determinados serotipos de
neumococo como el 11F, 11A y 11D, reconociendo determinados componentes del
CPS del serogrupo 11 ya que, en ausencia de la capsula, no se observé ningln tipo
de unién (Krarup et al., 2005; Eisen, 2010). Por su parte, la ficolina M se une al CPS
de los serotipos 19A y 19F reconociendo, posiblemente, residuos de N-
acetilmanosamina (Kjaer et al., 2012). Por otra parte, hay que hacer notar que MBL
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y C1g son moléculas estructuralmente similares habiéndose sugerido que también
pueden unirse a CR1 estimulando directamente la fagocitosis (Wallis et al., 2010).

Hasta muy recientemente se aceptaba que la via de las lectinas desempefiaba
un papel poco relevante en el desarrollo de la enfermedad neumocdcica ya que, por
ejemplo, los polimorfismos en MBL, uno de los activadores principales de esta via,
no parecian estar asociados con un mayor riesgo de ENI (Moens et al., 2006). No
obstante, otras investigaciones mas recientes si han encontrado una asociacion en-
tre la susceptibilidad a la ENI y la homocigosis para uno de los tres polimorfismos
del gen MBL2 (Brouwer et al., 2009; Eisen, 2010). Ademas, estudios recientes ultili-
zando ratones deficientes en diversas lectinas, han confirmado que estos animales
tienen una mayor susceptibilidad a la infeccion neumocaocica (Ali et al., 2012; Endo
et al., 2012). Resultados similares han sido encontrados en humanos (Garnacho-
Montero et al., 2012; Garcia-Laorden et al., 2013).

3.1.1.4. Reguladores del sistema del complemento

El sistema del complemento es una herramienta muy eficaz para la vigilancia y eli-
minacién de microorganismos patdégenos. Sin embargo, su activacién descontrolada
es nociva para el hospedador y, por ello, este sistema debe estar estrechamente
regulado. Existen diferentes reguladores negativos que previenen la activacion con-
tinua del sistema evitando asi la posibilidad de dafio celular. En este sentido, la de-
ficiencia en reguladores negativos del complemento permite una activacién excesi-
va del complemento como se observa, por ejemplo, en la hemoglobinuria paroxisti-
ca nocturna o en el sindrome hemolitico urémico (Risitano, 2012). La regulacion del
complemento estd mediada por componentes solubles localizados en el plasma y
por proteinas asociadas a membranas celulares. Los reguladores solubles son
C4BP, fH y el inhibidor de C1 (C1INH) que reprimen la activacion del complemento
al reducir la produccion de convertasas de C3. El principal regulador negativo de la
via clasica y de las lectinas es C4BP que es una glicoproteina plasmética de 570
kDa que se une a C4b y actiia como cofactor del factor | (fl) en la hidrélisis de C4b a
C4d que es hemoliticamente inactivo. Ademas, C4BP puede producir una disocia-
cion irreversible de la convertasa de C3 de la via clasica (C4b2b) inactivando de es-
te modo las vias clasica y de las lectinas de manera conjunta (Blom et al., 2003).

El factor H (fH) es el principal regulador negativo de la via alternativa, contro-
lando la activacién del sistema del complemento mediante 3 mecanismos. Por un
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lado, actla como un cofactor de fl en la ruptura e inactivacion de C3b a iC3b libe-
rando un pequefio péptido, C3f (Sahu y Lambris, 2001). De este modo iC3b no po-
dria participar en la formacién de la convertasa C3. También participa en la inacti-
vacion de la via alternativa al disociar la convertasa de C3 de la via alternativa
(C3bBb) en C3b y factor Bb. Por ultimo, fH es capaz de competir con el factor B por
la union a C3b inactivando también de esta forma la activacion de la via alternativa.

Existen otros reguladores negativos del complemento que son receptores aso-
ciados a membranas de las células del hospedador como CR1, CD46, CD55 y
CD59. Sin embargo, el papel de estos reguladores estd mas relacionado con el blo-
gueo del complemento a nivel celular, para evitar dafios patoldgicos en las células
del hospedador (Kim y Song, 2006).

Numerosos microorganismos han desarrollado factores de virulencia que acttan
como anélogos funcionales de inhibidores del sistema del complemento, con la fun-
cion de reclutar inhibidores selectivos como una estrategia para evadir la inmunidad
mediada por el sistema del complemento facilitando, asi, el proceso de infeccién.
De este modo, el mecanismo mas frecuentemente utilizado por diferentes microor-
ganismos es la interaccion con fH y C4BP (Blom et al., 2009). Neumococo es capaz
también de unir estos reguladores negativos, principalmente mediante interaccién
con la proteina PspC (véase apartado 1.4.2.1) aunque, debido al elevado polimor-
fismo de esta proteina, la unién a estos inhibidores es muy variable entre unos ais-
lados de neumococo y otros. En el caso de la unién a fH y C4BP, existen otras pro-
teinas que también participan en su reclutamiento aunque de un modo menos efi-
caz que PspC (Agarwall et al., 2010). La interaccion con estos reguladores podria
tener implicaciones importantes en el proceso de patogénesis ya que la asociacién
de determinados serotipos con su invasividad podria deberse a que algunos oligo-
sacaridos capsulares estuvieran afectando la interacciéon de la bacteria con el fH
(Hyams et al., 2013).

3.1.1.5. Inactivacion directa de componentes del complemento

Desde el punto de vista de la invasién, la capacidad del patégeno para evitar el ata-
gue del sistema inmune es vital para su supervivencia. Uno de los mecanismos de
evasion del sistema del complemento es la produccion, por parte del microorganis-
mo, de proteasas capaces de degradar diferentes componentes del sistema. Esta
degradacion resulta en una inactivacion de la cascada y la inhibicién de la forma-
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cion de complejos del complemento asi como de la lisis bacteriana asegurando, de
este modo, la supervivencia de la bacteria. El C3 humano es la proteina clave y la
mas abundante del sistema de complemento en suero (1.2 mg ml™). Est4 compues-
to por dos cadenas (o y B; M, = 110 000 y 75 000, respectivamente) unidas covalen-
temente, por lo que su posible hidrdlisis resulta de gran relevancia en el proceso de
patogénesis (Sahu y Lambris, 2001). Las proteasas producidas por microorganis-
mos patégenos degradan una gran variedad de sustratos, incluyendo moléculas in-
volucradas en la iniciaciéon del sistema del complemento (como C1q), Igs, el com-
ponente C3, asi como diversos componentes terminales del sistema del comple-
mento (Potempa y Pike, 2009; Koziel y Potempa, 2013). Por ejemplo, la aureolisina
de S. aureus —un microorganismo paradigmatico en lo que se refiere a desarrollar
mecanismos de evasion del sistema inmune— hidroliza el C3 inhibiendo el depésito
de C3b sobre la superficie bacteriana y la liberacién de Cba, paralizando practica-
mente las funciones antibacterianas del sistema del complemento (Laarman et al.,
2011). Ademas, otras proteinas de S. aureus son capaces de unirse e inactivar
IgGs o incluso de hidrolizarlas, bloqueando asi la activacion del complemento (At-
kins et al., 2008; Brezski et al., 2009; Brezski y Jordan, 2010; Kim et al., 2012). S.
aureus también expresa la proteina SCIN, que bloquea la activacién del comple-
mento al estabilizar la convertasa de C3 en un estado no funcional (Garcia et al.,
2012). Ademas, la proteina inhibidora de quimiotaxis de S. aureus (CHIPS) (Ippel et
al., 2009) y la proteina SSL7 (Bestebroer et al., 2010) interfieren con moléculas del
complemento en etapas tardias de la cascada del mismo.

En el caso de Streptococcus pyogenes, la proteina SpeB participa en la degrada-
cion directa de C3, inhibiendo las 3 vias de activacién del complemento (Kuo et al.,
2008; Terao et al.,, 2008). Ademas, SpeB es capaz de degradar properdina, una
proteina esencial en la estabilizacién de la convertasa de la via alternativa (Nelson
et al., 2011). Adicionalmente, S. pyogenes sintetiza una peptidasa (ScpA) capaz de
hidrolizar C5a (Kagawa et al., 2009). Este tipo de peptidasas han sido también de-
tectadas en estreptococos del grupo B (Chmouryguina et al., 1999). Por otra parte,
se ha publicado que S. pneumoniae podria degradar directamente C3 (Angel et al.,
1994), aunque la proteina (o proteinas) implicada en este proceso no ha sido identi-
ficada todavia.
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3.2. Inmunidad celular

La invasion del hospedador por parte de un patdgeno desencadena una serie de in-
teracciones complejas entre un conjunto de moléculas del microorganismo y los
sensores del hospedador con el fin de dar lugar a una inducciéon adecuada de la
respuesta inmune mediante redes dindmicas que implican tanto a las células del
sistema inmune innato (incluyendo macréfagos, células dendriticas y neutrofilos)
como a sus moléculas mediadoras (v. g., el sistema del complemento y los péptidos
antimicrobianos) (Kumar et al., 2011, 2012). Las células inmunitarias expresan una
familia de receptores innatos o sensores que reciben el nombre de receptores de
reconocimiento de patrones (pattern-recognition receptors; PRRs) que detectan mo-
Iéculas caracteristicas de los agentes patdgenos denominadas patrones molecula-
res asociados a patégenos (pathogen-associated molecular patterns; PAMPS) (Fig.
5). Los PAMPS no s6lo son esenciales para el establecimiento de la infeccién sino
también para la supervivencia del patégeno. El reconocimiento de los PAMPs por
los PRRs dispara rapidamente un conjunto de respuestas inmunes antimicrobianas
mediante la produccion de citoquinas inflamatorias, quimioquinas e interferones de
tipo | asi como da lugar al comienzo de una respuesta inmune de tipo adaptativo,
patégeno-especifica, que involucra a los linfocitos By T (Kawai y Akira, 2010). Los
PRRs incluyen varias familias de moléculas pero, en el caso de neumococo, se ad-
mite que los receptores tipo Toll (TLRs) (Kawai y Akira, 2011) y tipo NOD (NLRSs)
(Kersse et al., 2011; Elinav e al., 2011) son los que estan mas implicados en la de-
fensa inmune (Albiger et al., 2007a; Koppe et al., 2012).

3.2.1. TLRs

Los TLRs (Fig. 5) constituyen un grupo de receptores transmembranales que reco-
nocen una gran variedad de PAMPs de diferentes microorganismos patdégenos e in-
ducen la activacion del sistema inmune innato (Janeway y Medzhitov, 2002). La fa-
milia de TLRs en seres humanos esta constituida por 10 miembros (13 en ratones)
y se divide en dos subgrupos dependiendo de su localizacion celular y del ligando.
Un grupo (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR11) esta compuesto por proteinas
de la superficie celular que reconocen componentes de la membrana microbiana ta-
les como lipidos, LPs y proteinas, mientras que las proteinas del segundo grupo
(TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) se localizan exclusivamente en vesiculas intracelulares
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como el reticulo endoplasmico, los endosomas, lisosomas y endolisosomas, y reco-
nocen &cidos nucleicos microbianos (Kawai y Akira, 2010).

TLR2 participa en el reconocimiento de determinados componentes de la pared
celular de neumococo, como los LTAs o las LPs, favoreciendo el proceso de fagoci-
tosis (Schroder et al., 2003; Knapp et al., 2004; Letiembre et al., 2005a, b; van Ros-
sum et al., 2005; Schmeck et al., 2006; Han et al., 2009). Ademés, también hay evi-
dencias que sugieren que la unidon de neumococo al TLR2 podria favorecer la inva-
sion al alterar la integridad de la barrera epitelial mediada por la interaccion de
neumococo con TLR2 (Clarke et al., 2011). Por su parte, TLR4 reconoce el lipopoli-
sacarido de las bacterias Gram-negativas, aunque existen algunos estudios que su-
gieren que TLR4 también podria detectar la Ply de neumococo favoreciendo la pro-
duccién de citoquinas y la migracion de fagocitos al sitio de infeccion (Malley et al.,
2003; Dogan et al., 2011). De hecho, se ha observado que los ratones deficientes
en TLR4 son mas susceptibles a la infeccion neumocdcica (Malley et al., 2003;
Branger et al., 2004; Srivastava et al., 2005).

TLR9 participa en el reconocimiento y fagocitosis de neumococo (Albiger et al.,
2007b) gracias a que detecta, dentro de los endosomas, el DNA microbiano que
frecuentemente contiene dinucleétidos CpG no metilados —en contraste con el
DNA de mamiferos que es pobre en dinucleétidos CpG vy, éstos estan metilados en
su mayoria (Hemmi et al., 2000; Barbalat et al., 2011). La utilizacién de animales
carentes de TLR9 ha permitido demostrar que éstos son mas sensibles a la infec-
cion, confirmando la importancia de este receptor en la ENI (Ribes et al., 2010). Re-
cientemente, resultados similares han sido observado en nifios (Sanders et al.,
2011).

Ademas de los casos anteriores, Oldenburg y cols. (2012) han observado que el
TLR13 murino (que no posee equivalente en los seres humanos) es capaz de reco-
nocer una secuencia conservada del rRNA que coincide con el sitio de unién de
macrdlidos, lincosamida y estreptogramina a bacterias Gram-positivas incluyendo
neumococo, notandose que, si dicha secuencia esta metilada —como sucede en
los casos de resistencia a tales antibioticos—, la estimulacion de TLR13 no tiene lu-
gar. Estos resultados indican que, al menos en el caso estudiado, la resistencia an-
timicrobiana puede acompafarse de la evasion, siquiera parcial, del sistema inmune
del hospedador.
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Fig. 5. Representacion esquematica de los diferentes PRRs implicados en el reconocimiento de S.
pneumoniae por el hospedador. Diversos componentes de la pared celular y, posiblemente, Ply son
reconocidos por TLR2 y TLR4, respectivamente. Ademas, S. pneumoniae es internalizado por células
fagociticas y degradado en fagosomas permitiendo la liberacién de peptidoglicano y acidos nucleicos
(S.p. DNA). Mientras que el DNA bacteriano es detectado por TLR9 dentro de los endosomas, otros
componentes bacterianos podrian acceder al citosol dependiendo posiblemente de la rotura de la mem-
brana mediada por Ply. Por ejemplo, los fragmentos de peptidoglicano son detectados por NOD2 dentro
del citosol. Los TLRs asi como NOD2 estimulan la produccion de citoquinas dependiente de NF-xB in-
cluyendo TNFa, IL-6, KC y pro-IL-1f. Mientras que TNFa, IL-6 y KC son liberadas después de la traduc-
cién, la produccion de IL-1f requiere la intervencion de los inflamasomas NLRP3 y AIM2. Ademas, el
DNA neumocécico puede inducir la produccién de interferén de tipo | por un mecanismo ain no comple-
tamente conocido. Reproducido de Koppe et al. (2012).
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3.2.2. NLRs e inflamasomas

La familia de NLRs esta formada por 22 proteinas citosélicas en seres humanos y
33 en ratones (Chen et al., 2009). Algunos de los NLRs, incluyendo NOD1 y NOD?2,
activan la respuesta pro-inflamatoria dependiente de NF-kB. Mientras que NOD1
detecta fragmentos de peptidoglicano principalmente de bacterias Gram-negativas,
NOD?2 es, basicamente, activado por peptidoglicano de todas las bacterias (Sorbara
y Philpott, 2011; Moreira y Zamboni, 2012). Estudios recientes han demostrado que
NOD?2 activa la fagocitosis de neumococo por un mecanismo relacionado con el re-
conocimiento del peptidoglicano bacteriano (Davis et al., 2012). De hecho, ratones
deficientes en NOD2 muestran una menor respuesta inflamatoria y una menor di-
seminacion meningea en un modelo de meningitis neumocdcica (Liu et al., 2010).

El inflamasoma es un complejo citosolico multiprotéico que regula la maduracion
y liberacion de citoquinas pro-inflamatorias de la familia IL-1 en respuesta a patdge-
nos y a sefiales de peligro internas, incluyendo ATP, cambios en la concentracién
de potasio, radicales de oxigeno y el acido Urico liberado en el dafio celular produ-
cido durante la inflamacién (Fig. 5) (Franchi et al., 2009b; Rathinam et al., 2012).
Los componentes bacterianos con propiedades activadoras del inflamasoma inclu-
yen DNA bacteriano y toxinas del mismo origen. El inflamasoma juega un papel cri-
tico en el inicio de la respuesta inmune innata, principalmente actuando como una
plataforma para la activacién de las caspasas inflamatorias, y se le ha relacionado
con las enfermedades respiratorias agudas y crénicas. El inflamasoma puede ser
activado por los patégenos responsables de la mayoria de enfermedades infeccio-
sas prevalentes del tracto respiratorio, como el virus A de la gripe, S. pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis. Ademas, el inflamasoma
desempenfia un papel esencial en la inflamacion crénica de las vias respiratorias de
pacientes con asma y enfermedad pulmonar obstructiva cronica, asi como en el
inicio y progresion del proceso inflamatorio en la fibrosis pulmonar (dos Santos et
al., 2012).

Se han descrito varios inflamasomas cada uno de los cuales contiene una Unica
proteina sensora de las superfamilias NLR o PYHIN (von Moltke et al., 2013). El re-
sultado principal de la activacién del inflamasoma es la unién y la activacién de la
caspasa-1 (Franchi et al., 2009a; Rathinam et al., 2012). La caspasa-1 activa con-
tribuye a la conversion de la pro-IL-1 beta (pro-IL-18) y la pro-IL-18 en sus respecti-
vas citoquinas activas y secretadas (Lamkanfi y Dixit, 2011; Schroder et al., 2010;
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Stutz et al., 2009). Mientras que el papel de IL-13 aun no ha sido descrito en la pa-
togénesis de neumococo, varios efectos clinicos han sido atribuidos a los procesos
mediados por caspasa-1, IL-183, y IL-18 (Hoegen et al., 2011; Koedel et al., 2002;
Mook-Kanamori et al., 2011; Saukkonen et al., 1990).

3.2.3. Fagocitosis

Las células fagociticas “profesionales”, tales como neutréfilos y macréfagos o las
células dendriticas, desempefian un papel esencial en la eliminacion de las infec-
ciones producidas por muchos microorganismos y, en particular, por S. pneumo-
niae, mediante su fagocitosis y posterior eliminacion. La neutropenia, tanto la adqui-
rida como la hereditaria, asi como una disfuncion de los neutréfilos propician infec-
ciones recurrentes, producidas principalmente por hongos y bacterias (para dos re-
visiones recientes, véase Croker et al., 2012 y Verschoor et al., 2012). Este hecho
demuestra la importancia de los neutréfilos en el proceso de defensa del hospeda-
dor. Tras un primer contacto con el microorganismo invasor, los fagocitos internali-
zan los patégenos en vacuolas derivadas de la membrana plasmatica denominadas
fagosomas. Después de la escision de la membrana, los fagosomas sufren un pro-
ceso complejo de maduracién fusionandose secuencialmente con endosomas vy li-
sosomas Yy, finalmente, dando lugar a los denominados fagolisosomas, unos orgéa-
nulos muy acidos (pH =4.5) y ricos en hidrolasas que degradan las bacterias inter-
nalizadas (Botelho y Grinstein, 2011; Fairn y Grinstein, 2012). En los fagolisosomas,
los patdgenos son eliminados por una combinacion de mecanismos oxidativos y no
oxidativos (Dahlgren y Karlsson, 1999; Urban et al., 2006; Nauseef, 2007; Robin-
son, 2009).

3.2.3.1. Las selectinas

Las selectinas son moléculas que pertenecen a un grupo de proteinas de membra-
na encargadas de mediar las interacciones célula-célula o célula-matriz. El recluta-
miento de los leucocitos al lugar de inflamacion durante la respuesta inflamatoria,
depende basicamente de la adhesion de los leucocitos circulantes a las células en-
doteliales de los vasos sanguineos. Esta adhesion inicial estd mediada por las se-
lectinas y sus ligandos en un proceso con multiples pasos denominado rolling
(Vestweber y Blanks, 1999). La selectinas son lectinas dependientes de Ca®* que
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se expresan en el sistema vascular. Esta familia esta integrada por tres tipos de lec-
tinas, P- selectinas, L-selectinas y E-selectinas (Kansas, 1996). Las tres selectinas
comparten motivos estructurales comunes, incluyendo una regién consenso repeti-
da, un dominio tipo factor de crecimiento epidérmico, y un dominio dependiente de
calcio (Kansas, 1996). Mientras que la L-selectina se expresa de modo constitutivo
en leucocitos, las E- y P-selectinas son inducidas en respuesta a estimulos inflama-
torios como TNFa e IL-1 en células endoteliales activadas y en plaquetas (Tedder
et al., 1995). La pérdida de funcion de las moléculas de adhesién en los leucocitos
da lugar a deficiencias en la adhesion, las cuales se asocian con infecciones bacte-
rianas recurrentes debido a un reclutamiento de leucocitos fallido hacia el tejido da-
flado o infectado (Etzioni, 2007). Se ha demostrado que ratones con mutaciones en
alguna selectina no desarrollan enfermedad espontanea y no presentan deficiencias
en la respuesta inflamatoria aunque son mas sensibles a la infeccion sistémica por
neumococo (Bullard et al., 1996). Ademas, los ratones que poseen mutaciones en
las selectinas P y E simultaneamente desarrollan un fenotipo con deficiencias en la
adhesion de los leucocitos, ausencia de migraciéon de neutréfilos en fases tempra-
nas de la sepsis neumocécica y mayor susceptibilidad a la infeccién por S. pneu-
moniae, lo que demuestra la importancia fisiologica de las selectinas (Bullard et al.,
1996; Munoz et al., 1997). El principal ligando de selectinas que se encuentra en la
superficie de los leucocitos y que puede unirse a los tres tipos de selectinas es el li-
gando de glicoproteina P-selectina -1 (PSGL-1). PSGL-1 es una sialomucina homo-
dimérica de 220 kDa que se localiza preferentemente en las balsas lipidicas. PSGL-
1 posee un dominio extracelular, un dominio transmembrana y uno citoplasmico
(McEver y Cummings, 1997).

El proceso de sefializacion de PSGL-1 ha sido ampliamente estudiado por diver-
sos autores (Fig. 6). Este receptor activa el inicio de las sefiales intracelulares en
los leucocitos, promoviendo su adhesién a las células endoteliales e induciendo la
activacion transcripcional de factores de transcripcién como los cFos, alterando de
este modo el estado de activacién de los leucocitos (Hidari et al., 1997; Urzainqui et
al., 2002; Zarbock et al., 2008). Ademas, en el caso de las células dendriticas, se ha
visto que PSGL-1 induce un programa tolerogénico capaz de producir la diferencia-
cion de linfocitos T inmaduros a células reguladoras T (Urzainqui et al., 2007). Por
otro lado, se ha confirmado que ratones deficientes en PSGL-1 muestran una mayor
morbi-mortalidad en un modelo de gastroenteritis aguda inducida por Salmonella,
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mostrando un incremento en la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias (Kum et al.,
2009).

Neutrophil

4 Loselectin Blood Flow
B
Activated
/ Platelets\ P-selectin
PSGL-1—p, Monocyte
T-Lymphocyte

P-selectin
S

(@ )

Fig. 6. Modelo de interaccion de P-y L-selectina con PSGL-1. La union de PSGL-1 a P-selectina
promueve la unién de leucocitos A y el rolling de los mismos sobre células endoteliales activadas y pla-
quetas. La unién de la L-selectina esta implicada en la unién entre leucocitos, los cuales pueden amplifi-
car su reclutamiento a la pared vascular. Las plaguetas activadas pueden, a través de interacciones P-
selectina-PSGL-1, conectar leucocitos adicionales a los sitios de inflamacion.
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Endothelium

PSGL-1 se ha descrito como el receptor responsable de la entrada de Anaplas-
ma phagocytophilum en neutréfilos. A. phagocytophilum es una bacteria intracelular
obligada que infecta granulocitos provocando anaplasmosis granulocitica en la es-
pecie humana. La susceptibilidad de neutréfilos humanos y células HL-60 (que ex-
presan este receptor) a esta bacteria se ha relacionado con la utilizacion de PSGL-1
como receptor para la adhesion y entrada por parte de la bacteria (Goodman et al.,
1999; Herron et al., 2000; Troese y Carlyon, 2009). Este receptor también es utiliza-
do como via de entrada en el caso del enterovirus 71, que es el agente etioldgico de
la enfermedad de manos, pies y boca (Nishimura et al., 2009).
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4. PREVENCION Y TRATAMIENTO ANTIBIOTICO
4.1. Prevencién

Los primeros esfuerzos llevados a cabo para prevenir la ENI mediante la utilizacién
de vacunas eficaces fueron llevados a cabo a comienzos del pasado siglo, primero
con trabajadores de las minas de oro en Sudafrica (Wright et al., 1914 a, b; May-
nard, 1915; Lister, 1916, 1917) y, poco mas tarde, con militares en EE.UU. (Cecil y
Austin, 1918). Sin embargo, estos primeros ensayos, que utilizaban mezclas de
neumococos muertos por calor, tuvieron un éxito limitado porque, en aquellos tiem-
pos, se desconocia la enorme variabilidad seroldgica de neumococo. La posibilidad
de desarrollar vacunas compuestas por polisacaridos capsulares purificados se
planted sobre bases mas soélidas de manera casi simultanea a los estudios antes
mencionados basandose, principalmente, en los hallazgos de Avery y colaborado-
res en Nueva York. Estos investigadores fueron los primeros en aislar e identificar la
capsula de neumococo como una sustancia de naturaleza polisacaridica que cubria
la superficie de la bacteria (Heidelberger y Avery, 1923, 1924; Heidelberger et al.,
1925). En el proceso de desarrollo de vacunas eficaces contra S. pneumoniae re-
sulté esencial el reconocimiento de que los anticuerpos frente a un serotipo capsu-
lar protegian de una infeccion posterior causada por cepas del mismo serotipo o de
serotipos que presentasen alguna reaccion cruzada con aquel (Avery y Goebel,
1933). Estos trabajos culminaron con la elaboraciéon de una vacuna antineumocaci-
ca 4-valente que incluia los CPS de los serotipos 1, 2, 5y 7 (McLeod et al., 1945) y
gue fue, sin embargo, raramente utilizada posteriormente debido a la elevada efica-
cia terapéutica de la penicilina (PEN) que habia sido descubierta poco antes.

De manera simultanea a la investigacién en vacunas y antes de la aparicion de
las primeras sulfamidas y de la PEN, se utilizaban sueros antineumocdcicos como
tratamiento frente a la enfermedad neumocdcica y, fundamentalmente, contra la
neumonia. La terapia humana con dicho suero se justificaba por su capacidad para
proteger a animales de experimentacion frente a una infeccion letal con neumococo
(Casadevall y Scharff, 1995). Para la produccion de anticuerpos antineumococicos
se utilizaron diversos animales. La produccion de suero inmune en caballos necesi-
taba meses y el coste derivado del cuidado de los animales, la purificacion de anti-
cuerpos Y los estudios de proteccidn en ratones hizo que la sueroterapia tuviese un
coste considerable. El suero de conejo ofrecia ciertas ventajas sobre el de caballo y
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sobre el de ratones como mayor especificidad y menores costes (Casadevall y
Scharff, 1994). La sueroterapia era mas efectiva si se iniciaba en los tres primeros
dias de desarrollo de la neumonia neumocdcica. Aunque a veces se utilizé la via
subcutanea o intramuscular con el fin de reducir algunas reacciones adversas, en
general se prefirié la administracion intravenosa (iv) debido a su mayor efectividad.
El tratamiento con suero antineumocécico en la era preantibiética redujo la mortali-
dad de la neumonia neumocdcica desde el 30—-40% hasta un 10-20%, aunque la
utilizacién de estos sueros mostraba una elevada toxicidad, provocando reacciones
de anafilaxia, fiebre y el sindrome del suero caracterizado por malestar, erupciones
cutaneas y artralgias que aparecian a los 7-10 dias de la terapia (Casadevall y
Scharff, 1994). Como ya se ha comentado, la introduccion de las penicilinas de for-
ma rutinaria en el tratamiento de las infecciones por neumococo resulté en un des-
censo casi total del interés por estos temas. Sin embargo en la década de los 60,
Austrian y colaboradores observaron que, a pesar de la aparente eficacia terapéuti-
ca de la PEN in vitro, la neumonia neumocdcica causaba mas muertes en EE.UU.
gue ninguna otra enfermedad infecciosa (Austrian y Gold, 1964). Esta observacion
permitié al Instituto Nacional de la Salud (NIH) recomendar la financiacién con fon-
dos gubernamentales del desarrollo de vacunas frente a neumococo invirtiendo mas
de 6 millones de délares para este fin. Este hecho, junto a la emergencia de neu-
mococos multirresistentes, dio lugar a un nuevo interés por la vacunacion frente a
neumococo.

4.1.1. Vacunas constituidas por polisacarido capsular

Debido a que ciertos serotipos eran los mas frecuentes en la ENI, se desarroll6 una
vacuna compuesta por los tipos capsulares mas prevalentes, que en un principio
constaba de 14 (14-valente) (Austrian et al., 1976) y, mas tarde, de 23 polisacaridos
capsulares. La actual vacuna polisacaridica 23-valente comercializada, contiene po-
lisacaridos capsulares de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. Esta vacuna reduce el ries-
go de infeccién sistémica en la poblacién adulta y, de hecho, se utiliza en la actuali-
dad en la inmunizacién de adultos. Sin embargo, el empleo de esta vacuna en nifios
menores de 2 afios, que son uno de los principales grupos de riesgo de ENI, no se
utiliza debido a la pobre inmunogenicidad que genera ya que los nifios con esas
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edades no responden a los polisacaridos capsulares por ser antigenos de tipo T-
independientes (Pomat et al., 1994).

4.1.2. Vacunas conjugadas

La introduccion de las vacunas polisacaridicas frente a neumococo estaba dirigida
principalmente a combatir la ENI de la poblacion adulta. Sin embargo, se estima
que cada afio mueren cerca de 2 millones de nifilos menores de 5 afios en todo el
mundo como consecuencia de neumonias infecciosas siendo neumococo la princi-
pal causa (Wardlaw et al., 2006). Como se ha comentado, la poblacion infantil, pre-
senta una respuesta muy pobre frente al polisacarido capsular purificado. Las vacu-
nas conjugadas utilizan, como antigeno, un oligosacérido o polisacarido capsular, al
gue se une de forma covalente una fraccion proteica (proteina portadora) para au-
mentar su capacidad inmunogénica. Esta union transforma el comportamiento T-
independiente del polisacarido en T-dependiente, lo que posibilita una respuesta
inmune efectiva a partir de los dos meses de vida y una memoria inmune perma-
nente (Lesinski y Westerink, 2001). Como proteinas utilizadas en la conjugacion se
suele utilizar el toxoide diftérico CRM39; —una proteina de la membrana externa de
meningococo B— o el toxoide teténico. En febrero del afio 2000, la US Food and
Drugs Administration aprobé la vacuna neumocoécica conjugada 7-valente (PCV7),
en la que se incluye la proteina transportadora CRMjg; para su uso en nifios y be-
bés, proporcionando asi una herramienta clave para la prevencion de la enferme-
dad neumocécica pediatrica. Esta vacuna incluia los serotipos mas frecuentes que
producian ENI en Estados Unidos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). La introduccion
de la vacuna conjugada heptavalente (Prevenar®) en el calendario vacunal infantil
de EE.UU. y Europa, permitié una rapida disminucion tanto de los casos de otitis
media aguda (Fletcher y Fritzell, 2007) como los de ENI provocados por los seroti-
pos incluidos en la vacuna (Fenoll et al., 2009). Sin embargo, la colonizacion por
neumococo no disminuy6 significativamente debido a la aparicién de un reemplazo
de los serotipos antes mas frecuentes por serotipos no incluidos en la PCV7, en
particular el producido por el serotipo 19A cuya prevalencia en enfermedad infantil
se ha incrementado considerablemente (Pilishvili et al., 2010; Reinert et al., 2010).
Para combatir este reemplazamiento de serotipos, se inicié el desarrollo de vacunas
con una mejor cobertura, culminando en la comercializacion de las vacunas 10-
valente (denominada Synflorix™; GlaxoSmithKline) y 13-valente (Prevenar-13®;
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Pfizer) (PCV13) que incluyen los CPS de 10 y 13 serotipos, respectivamente. Estas
vacunas contienen ademas de los siete serotipos de la PCV7, los serotipos 1, 5y
7F en la vacuna Synflorix y los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A en la PCV13. Para in-
crementar la cobertura de serotipos, Merck ha desarrollado un vacuna conjugada
15-valente que contiene el CPS de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F, 22F, 23F y 33F, conjugados a CRM;47 y formulada con fosfato de alumi-
nio como adyuvante, aunque todavia esta en fase de evaluacion (Skinner et al.,
2011).

4.1.3. Vacunas basadas en proteinas

El desarrollo, comercializacion y administracion de las vacunas polisacaridicas y
conjugadas de neumococo son de gran utilidad en salud puablica y contindan siendo
una herramienta muy util frente a las infecciones por neumococo. Sin embargo, es-
tas vacunas proporcionan proteccién sélo frente a determinados serotipos (los in-
cluidos en la misma vy, en ciertos casos, alguno mas con reaccion cruzada) y, ade-
mas, desde el punto de vista de su produccion, el nimero de CPS diferentes que se
pueden conjugar es limitado. A esto hay que sumarle los elevados costes de la va-
cuna que impiden su implementacion en la mayoria de paises en vias de desarrollo.
Por ello, existen numerosos grupos en todo el mundo cuyas investigaciones estan
enfocadas a la busqueda de la vacuna ideal de neumococo basada en proteinas de
la bacteria que sean comunes a todos o la gran mayoria de aislados clinicos, que
estén bien conservadas y que confieran inmunogenicidad.

Diferentes proteinas antigénicas de neumococo han sido descritas como posibles
candidatas a formar parte de una vacuna de naturaleza proteica; entre ellas, Ply,
PspC, PspA, PsaA, PiaA, PhtB, PhtE (BVH-3) y NanA (Lebon et al., 2011). Sin em-
bargo, al menos hasta ahora, ninguna de ellas ha sido considerada como un candi-
dato adecuado para proporcionar proteccién suficiente cuando se utiliza de forma
individualizada. Una posible explicacién podria deberse al marcado polimorfismo de
algunas de ellas (Briles et al., 1998; lannelli et al., 2002). En cualquier caso, la com-
binacion de proteinas se considera que es el futuro en el desarrollo de las nuevas
estrategias de vacunas de naturaleza proteica, ya que existen evidencias que de-
muestran que ciertas combinaciones de proteinas proporcionan un efecto aditivo, o
incluso sinérgico, en términos de inmunoproteccién (Ogunniyi et al., 2007; Lebon et
al., 2011).
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4.2. Tratamiento antibi6tico

4.2.1. Antibiéticos B-lactamicos

Bajo la denominacién de B-lactamicos se agrupa un ndmero de antibiéticos conti-
nuamente creciente cuyo origen se remonta a 1929, cuando Fleming descubrié que
un hongo del género Penicillium producia una sustancia, posteriormente denomina-
da penicilina por él mismo, capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus (Fleming,
1929). La familia de las cefalosporinas se inicid en 1948 cuando Brotzu obtuvo, a
partir del hongo Cephalosporium acremonium, material activo frente a S. aureus.
Actualmente, penicilinas y cefalosporinas forman uno de los grupos de antibiéticos
més amplio en nimero y de mayor importancia en el tratamiento de las enfermeda-
des infecciosas. La importancia de estos antimicrobianos en la terapéutica antimi-
crobiana se debe a los siguientes factores: a) Su potente accién antibacteriana, de
caracter bactericida; b) el amplio espectro de accién de muchos derivados; c) la
existencia de preparados que resisten la inactivacion enzimatica inducida por las
bacterias y de inhibidores enzimaticos con o sin actividad antibacteriana propia; d)
la presencia de caracteristicas farmacocinéticas favorables: absorcién oral, buena
difusion tisular y aumento muy notable de la semivida logrado con algunos deriva-
dos; e) la produccién de escasos efectos adversos.

Dentro de esta familia de antibidticos destacan la amoxicilina (AMX), como
miembro mas utilizado del grupo de las penicilinas, asi como la cefotaxima (CTX) y
ceftriaxona (CRO), dentro del grupo de las cefalosporinas, por su amplia utilizacién
en el tratamiento parenteral de la ENI a nivel hospitalario. Dentro del grupo de las
cefalosporinas, una de las alternativas por via oral —aunque también puede admi-
nistrarse por via parenteral— es el cefditoren (CDN) que presenta una buena activi-
dad frente a neumococo (Yamada et al., 2007).

4.2.2. Macrolidos

Los macrélidos son un grupo de antibiéticos muy relacionadas entre si que se ca-
racterizan por tener un anillo macrociclico de lactona con 14-16 miembros y cuyo
prototipo, y el macrélido mas utilizado, es la eritromicina (ERY). ERY fue el primer
macrolido, descubierto en 1952 por McGuire y colaboradores, en los productos me-
tabdlicos de una cepa de Streptomyces erythreus (en la actualidad, Saccharo-
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polyspora erythraea), obtenido originalmente de una muestra de tierra recolectada
en Filipinas, y es el antibiético de eleccion en pacientes alérgicos a las penicilinas.
Los macrélidos inhiben la sintesis proteica mediante la unién a la subunidad ri-
bosdémica 50S, inhibiendo la translocacién del aminoacil-tRNA. Tiene también efec-
tos a nivel de la peptidiltransferasa. Sus acciones pueden provocar un efecto bacte-
riostatico o bactericida, segun la especie bacteriana atacada, la concentracion del
antibidtico alcanzada en el sitio de infeccidn o la fase de crecimiento en que se en-
cuentran las bacterias durante el ataque del antibitico. Los macrélidos ejercen su
efecto sélo en los microorganismos que se encuentran en proceso de replicacion y
penetran mas facilmente en las bacterias Gram-positivas. La claritromicina y la azi-
tromicina (AZM) son derivados sintéticos de la ERY que presentan modificaciones
estructurales que les permite una mayor potencia contra bacterias Gram-negativas,
ademas de poseer resistencia a la degradacion mediada por el pH acido en el jugo
gastrico y penetrar mejor en los tejidos. Otros macrélidos menos comunes, aunque
no por ello menos importantes, incluyen la midecamicina (MDM) o miocamicina.
Uno de los principales inconvenientes en el uso de los macrélidos es la aparicion de
resistencias que, en el caso de Espafia son elevadas, alcanzando porcentajes entre
el 30 y el 50% (Pérez-Trallero et al., 2005).

4.2.3. Quinolonas

Las quinolonas son un grupo de antibiéticos bactericidas de amplio espectro. La
mayor parte de las quinolonas usadas en la clinica son del grupo de las fluoroquino-
lonas, caracterizadas por tener un grupo fluoruro en el anillo central, normalmente
en posicion 6. Las quinolonas interfieren en la replicacion del DNA al bloquear o in-
hibir la accién de la DNA girasa (Wolfson y Hooper, 1989). La primeras quinolonas
que se utilizaron en clinica fueron el acido nalidixico y el acido pipemidico. Luego
surgieron el norfloxacino, el ciprofloxacino y, entre las Ultimas, destacan el levoflo-
xacino (LVX) y el moxifloxacino. La diferencia mas sustancial entre las dos primeras
y el resto es el espectro de accidn, ya que las Ultimas actian sobre bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas mientras que las primeras que se sintetizaron actuaban
exclusivamente sobre bacterias Gram-negativas.
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4.3. Resistencias a los antibidticos

La exposicion de las bacterias a los antibidticos conlleva inevitablemente la adquisi-
cion de resistencias. Durante las pasadas tres décadas, las resistencias antimicro-
bianas se han incrementado de un modo dramético. Este es un hecho especialmen-
te importante en S. pneumoniae, que posee capacidad transformante de modo na-
tural para adquirir resistencias por transferencia horizontal de genes, permitiendo
asi una rapida diseminacioén (Witte, 1999). A todo esto se le suma la alta capacidad
gque tiene neumococo para colonizar la nasofaringe humana durante meses y la
consecuente posibilidad de exposicion a diferentes antibidticos frente a los que
puede desarrollar resistencias. Como ya se ha sefialado, la introduccién de la vacu-
na conjugada heptavalente se asocid con un significativo descenso en las tasas de
resistencia antibidtica en S. pneumoniae en muchos paises, incluida Espafia (Fig.
7). Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha producido un incremento de los seroti-
pos no incluidos en la PCV7, especialmente en el serotipo 19A que esta frecuente-
mente asociado a resistencia antibidtica (Lifiares et al., 2010).

PCV7
introduction
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Fig. 7. Tendencias en la resistencia a ERY y a PEN en 19266 aislados neumocdcicos invasivos en
pacientes de todas las edades en Espafia (1979-2008). Las barras azules corresponden a la resisten-
cia a PEN en los rangos indicados. Ery-R, eritromicin-resistente. Reproducido de Lifiares et al. (2010).
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La resistencia antibidtica afecta a diferentes antimicrobianos, incluyendo a los -
lactamicos, macrolidos y fluoroquinolonas (Feldman y Anderson, 2011). Las cepas
con sensibilidad reducida a PEN han sido investigadas desde los afios sesenta. Es-
te tipo de resistencias surgen, principalmente, por una modificacion de las proteinas
de unién a PEN o PBPs. La similitud estructural que existe entre el anillo B-
lactamico y el sustrato de la transpeptidacion —el extremo carboxi-terminal de los
péptidos del peptidoglicano, D-Alanil-D-Alanina, permite al antibiético bloquear la
sintesis de la pared celular (Garcia, 2009). Estos cambios resultan en una reducida
afinidad tanto para las penicilinas como para otros B-lactamicos. Sin embargo, la
CRO, CTXy carbapenemes, son menos afectados y, por ello, son generalmente los
compuestos mas activos (Pilishvili et al., 2010). El primer neumococo no susceptible
a PEN fue descrito en EE.UU. y Australia en 1967, més tarde en Papua-Nueva Gui-
nea (1974), Sudafrica (1977) y Espafia (1979) (Garcia, 2009). La mayoria de estas
cepas eran, ademas, resistentes a otros antibiéticos y pertenecian a los serotipos
6A, 6B, 19, 19F y 23F. Excepto para las fluoroquinolonas, cuyas tasas de resisten-
cia en todo el mundo son inferiores al 2,5%, la actual resistencia antibiética en
neumococo depende de factores geograficos, consumo de antibiéticos y de la intro-
duccioén de las vacunas conjugadas. La emergencia de resistencia a amoxicilina en
determinados clones resistentes a PEN (PENF) se ha observado tanto en los seroti-
pos incluidos como en los no incluidos en la PCV7 (Pérez-Trallero et al., 2007). De
hecho, en 2008, se describié un grupo de cepas de neumococo con concentracio-
nes minima inhibitorias (CMIs) a PEN, AMX y CTX >16 ug ml™, representando una
seria amenaza para el tratamiento de la ENI (Soriano et al., 2008).

La resistencia a macrélidos en S. pneumoniae esta mediada por dos mecanis-
mos. El primero es la modificacién de la diana, debido a una metilasa ribosémica
codificada por el gen ermC que confiere altos niveles de resistencia a macralidos,
lincosamidas, y estreptogramina B. En S. pneumoniae y especies relacionadas, la
frecuencia de asociacion de resistencia a ERY Yy tetraciclina (TET) esta a menudo
relacionada con la insercién de ermC en un transposén conjugativo de la familia
Tn916 (Courvalin y Carlier, 1987; Brenciani et al., 2007). El segundo mecanismo de
resistencia a macrélidos es un sistema de bomba de flujo codificado por el gen mef
que también confiere resistencia a numerosos miembros de la familia de los macr6-
lidos (Leclerqy Courvalin, 2002).

La resistencia a fluoroquinolonas esta codificada por mutaciones en los genes
parC o parE de la topoisomerasa IV asi como en el gen gyrA de la DNA girasa. Es-
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tas mutaciones pueden darse de forma combinada o por separado. Las cepas que
presentan una mutacién en la topoisomerasa IV muestran una susceptibilidad dis-
minuida a fluoroquinolonas. Mutaciones adicionales en la DNA girasa dan lugar a
una resistencia mucho mas elevada. La resistencia también puede ser adquirida por
recombinacion intra- o inter-especifica con SGM (de la Campa et al., 2004, 2009).
Hay que sefialar el hecho de que, a pesar de la baja resistencia detectada a fluoro-
quinolonas (en torno a un 2%) existen varios estudios en los que se han observado
fallos terapéuticos (Chen et al., 2009; Lifiares et al., 2010).

5. MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDAD NEUMOCOCICA

La experimentacién animal es una herramienta esencial para el estudio de las en-
fermedades infecciosas. Actualmente, existen disponibles diferentes modelos ani-
males para analizar las diversas enfermedades causadas por S. pneumoniae con el
fin de evaluar mecanismos implicados en patogénesis, probar nuevas compuestos
antimicrobianos, asi como caracterizar posibles candidatos a vacunas (Chiavolini et
al., 2008). La eleccion tanto del modelo animal como de la cepa bacteriana deberia
ser considerada de forma muy cuidadosa ya que hay diferentes factores que pue-
den afectar a los resultados.

Las cepas consanguineas (inbred) de ratas y ratones dan lugar a respuestas mas
uniformes a los tratamientos experimentales debido a que presentan un sistema in-
mune mas homogéneo. Por esta razon, estos ratones han sido ampliamente em-
pleados como modelos de infeccion, vacunacion y estudios de eficacia de nuevos
compuestos. Entre ellas se incluyen las cepas de ratones BALB/c, C57BL/6, DBA, y
CBA. Sin embargo, las cepas no consanguineas o outbred dan lugar a la maxima
heterogeneidad. Esta diversidad fenotipica puede ser de gran importancia a la hora
de imitar la variabilidad natural en respuesta a la infeccion y, por ello, se utilizan fre-
cuentemente en modelos de patogénesis. En este grupo se incluyen las especies
de ratas Wistar y Sprague-Dawley, asi como los ratones CD-1 o Swiss. El conejo
blanco (New Zealand) es la cepa de conejo mas usada para inducir ENI. Finalmen-
te, las chinchillas, jerbos y cobayas, son cominmente utilizados como modelos de
experimentacién en estudios de otitis media.

Al igual que ocurre con el hospedador y dependiendo de la cepa de neumococo
utilizada, existe una gran variabilidad en la infeccion causada por S. pneumoniae en
los modelos experimentales. Entre las cepas de neumococo mas utilizadas en mo-
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delos de patogenicidad en todo el mundo destacan las cepas D39 (serotipo 2; Lanie
et al., 2007) y la cepa TIGR4 de serotipo 4 (Tettelin et al., 2001). La virulencia de
neumococo, tanto en seres humanos como en ratones, se ve afectada por el seroti-
po capsular. En general, los serotipos de nheumococo asociados a resistencia anti-
bidtica suelen ser mucho menos virulentos, en modelos animales, que los serotipos
sensibles (Briles et al., 1992). Asi, los neumococos de los serotipos 2, 3, 4, 5y 6
suelen ser virulentos en ratones, mientras que los de serotipos 9V, 14, 19y 23 son
relativamente avirulentos (Benton et al., 1997).
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OBJETIVOS

S. pneumoniae es uno de los principales patégenos causantes de enfermedad
invasiva en todo el mundo y, ademas, coloniza la nasofaringe humana de forma
habitual. La colonizacion implica la unién de la bacteria a moléculas presentes en la
superficie de las células del hospedador y estd mediada por diversas proteinas de
la pared celular bacteriana. Las hidrolasas de pared celular son enzimas de
superficie que rompen diversos enlaces covalentes del peptidoglicano. Entre ellas
se encuentran LytA, LytB y LytC que, aunque son proteinas bien caracterizadas in
vitro, el papel que desempefian en la interaccion directa con las superficies del
hospedador o en el establecimiento de la patogénesis de neumococo no es del todo
claro.

El desarrollo de las infecciones causadas por S. pneumoniae en humanos
depende, fundamentalmente, de la via humoral del sistema inmune ya que, la
fagocitosis dependiente de anticuerpos y opsoninas, es el principal mecanismo de
defensa frente a este patdogeno pero, ademas, la infeccion depende de un
tratamiento antibiotico adecuado. Las defensas naturales y los antibidticos pueden
actuar conjuntamente en la pared celular del patégeno. Por ello, el conocimiento
detallado de las interacciones entre antibiéticos y proteinas del suero es esencial en
la determinacion de las implicaciones farmacodindmicas sobre la actividad
bacteriana.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, los objetivos que nos planteamos
en esta tesis doctoral son los siguientes:

1. Estudiar las bases moleculares de la patogénesis de neumococo
mediada por las hidrolasas de pared celular LytB y LytC.

2. Determinar el papel de la autolisina LytA en la evasion, por parte del
patégeno, de los mecanismos de defensa del hospedador y evaluar el
papel de neumolisina en la patogénesis mediada por LytA.

3. Investigar la implicacién del receptor PSGL-1 en la infecci6n
neumocacica.

4. Analizar el efecto inmunomodulador de diferentes grupos de

antimicrobianos en aislados clinicos de neumococo con altos niveles
de resistencia antibiética.
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1. CEPAS BACTERIANAS Y CRECIMIENTO

1.1. Estirpes bacterianas, plasmidos y oligonucleotidos

MATERIALES Y METODOS

Ademas de las cepas de Escherichia coli RB791, BL21 (DE3) y ATCC 25922 y de
Morganella morganii ATCC 8076H, las estirpes bacterianas, los plasmidos y los oli-
gonucledtidos utilizados durante el desarrollo de esta Tesis estan detallados en las
Tablas 2 a 5.

Tabla 2. Estirpes bacterianas de S. pneumoniae

Cepa Descripcion® Referencia/Origen
D39° s2* Lanie et al., 2007
TIGR4 S4* Tettelin et al., 2001
P026 TIGR4, lytA::aphlll KAN® Moscoso et al., 2005a
P027 TIGR4, IytA::cat CHL® Moscoso y Claverys, 2004
P031 TIGR4, lytA::aphlil; KANF, IytC::tet; KANR, TETR Moscoso et al., 2005a
P036 TIGRA4, lytC::tet; TET" Moscoso et al., 2005a
P037 TIGR4, ytB::ermC; ERYR Moscoso et al., 2005a
P038 TIGR4, lytB::aphlll; KANF Moscoso et al., 2005a
P044 TIGR4, IytA::cat; IytC::tet; CHL®, TETR Moscoso et al., 2005a
PO77 TIGRA4, IytA::cat; lytB::aphlll; CHL®, KAN® Esta tesis
P078 TIGRA4, IytB::aphlll; lytC::tet, KANT, TETR Esta tesis
P079 TIGR4, IytA::cat; lytB::aphlll, lytC::tet;

CHLF, KANF, TETR Esta tesis
P092 D39 lytA:cat CHL® Esta tesis
P093 D39 IytC::tet; TETR Esta tesis
P095 D39 lytA:aphlll; KANR Esta tesis
P096 D39 lytB::aphlll; KAN® Esta tesis
P097 D39 ply; ERYR Esta tesis
P101 D39 lytB::aphlll; lytC::tet; KAN?, TETR Esta tesis
P129 D39 lytA::cat; ply; CHL?, ERY® Esta tesis
P130 D39, lytA::aphlll, ply; KANR, ERY® Esta tesis
D39_IU° Ss2° Lanie et al., 2007
P135 D39 _|U lytA::aphlIl KANF Esta tesis
P137 D39_lIU lytB::aphlll; KAN® Esta tesis
P138 D39_lU IytC::tet; TETR Esta tesis
P139 D39_IU IytA::aphlil; lytC::tet; KANR, TETR Esta tesis
P140 D39_IU ply; ERY® Esta tesis
P141 D39_IU IytA::aphlil, ply; KANF, ERYR Esta tesis
P148 D39 lytA:cat; pspC::aad9; CHLR; SPTR Esta tesis
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P165 D39 lytA::aphlll transformada con pMV158GFP; KAN®, TETR Esta tesis
P166 D39 ply transformada con pMV158GFP; ERYR, TETR Esta tesis
P167 D39 transformada con pMV158GFP; TET" Esta tesis
P168 D39 lytA::cat; ply transformada con pMV158GFP; CHLR,
ERYS TET® Estatesis
P169 D39_|U lytC::tet; lytB::aphlll; TET®, KANR Esta tesis
P170 D39 lytA::cat lytB::aphlll, lytC::tet; KANT, TETR, CHL® Esta tesis
P183 Cepa 69, IytA Esta tesis
P185 Cepa 1515, IytA Esta tesis
P188 D39, pspC::aad9; SPTR Esta tesis
S3 S23F', ST81 (4,4,2,4,4,1,1), LytA’, VanT Sung et al., 2006
S3(lytA")  Transformante de la cepa S3 con pUCSpc-IytA”; LytA*, VanNT,  Moscoso et al., 2010
Spck
48 S23F" Soriano et al., 2008
69 S19F" Soriano et al., 2008
1515/97 S6B" Yuste et al., 2002a

% CHL, cloranfenicol; GFP, proteina con fluorescencia verde; KAN, kanamicina; SPT, espectinomicina;
VanNT, no tolerante a vancomicina; VanT, tolerante a vancomicina.

® Cepa NCTC 07466.

© Cepa IU 1680 (Lilly).

Tabla 3. Plasmidos

Nombre Descripcion® Referencia

pMV158GFP  Derivado de pMV158; TETY, porta el gen que codifica Nieto y Espinosa (2003)
GFP bajo el control de un promotor inducible por lactosa

pGL100 Plasmido recombinante derivado de pIN-III(IppP-S)-AB Garcia et al. (1987)
que sobreproduce LytA,; AMPF®

pLCC14 Plasmido recombinante derivado de pT7-7 que sobre- Garcia et al. (1999b)
produce LytC; AMP®

pRGR5 Plasmido recombinante derivado de pT7-7 que sobre- De las Rivas et al. (2002)

produce LytB; AMPR

# AMP, ampicilina.
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Tabla 4. Oligonucleétidos

Nombre Secuencia 5" >3’ Localizacién

LA 5’ext ®90tctagAAGCTTTTTAGTCTGGGGTG 1723225-1723207 (R6/c)
LA 3’ext %9009atccAAGCTTTTTCAAGACCTAATAATATG 1722013-1722037 (R6)
LytB-NO ACCAATCCTTATGCCTGCCC 858816-858835 (R6)
LytB-C2 GGCTTTGTCACTTACACAGG 861277-861258 (R6/c)
LytC-Hin GAAGCTGAAAGCTTCTTGGCTTTGC 1416095-1416071 (R6/c)
LytC-HinR CTACTATATAAGCTTCATTTCCGAGC 1414399-1414424 (R6)
Ply-1 TTACAAGACCAACCTTGATTG

Ply-2 CCTTTGGCTCGAGCAATCGCTTTATCG

% En minGscula, nucleétidos introducidos para crear sitios de restriccion artificiales.

®Los niimeros entre paréntesis indican las posiciones de nucleétidos en la secuencia de la cepa R6 de
neumococo (Nimero de acceso AE007317); /c significa que la secuencia corresponde a la cadena com-
plementaria a la incluida en la base de datos.

1.2. Medios y condiciones de cultivo

Las cepas de S. pneumoniae se multiplicaron en medio Todd-Hewitt (Oxoid, Inglate-
rra) conteniendo extracto de levadura al 0.5% (THY) o en placas de agar de soja
tripticasefna o Agar D (dextrosa, 1 g I™"; NaCl, 5 g I™"; neopeptona, 5 g I™; Tris base,
1.25 g I'"; extracto de levadura 1.25 g I™*; casitona, 10 g I™*) suplementado con 5%
de sangre desfibrinada de carnero (Oxoid). Ocasionalmente, se utilizé6 el medio C
ajustado a pH 8.0 (CpH8) (Lacks y Hotchkiss, 1960) suplementado (C+Y) o no con
extracto de levadura (Difco) (0.08%). Las cepas se conservaron congeladas a
—80°C en los diferentes medios de cultivo empleados, a los que se afiadio glicerol al
10% (v/v) (concentracién final). A menos que se indique lo contrario, en el momento
de sembrarlos, los cultivos bacterianos se descongelaron e incubaron en los medios
correspondientes a 37°C sin agitacién. Las concentraciones de antibiéticos utiliza-
das fueron: TET, 0.5 ug mI™; CHL, 4.5 ug ml™; ERY, 0.2 ug ml™; KAN, 250 pg ml™
y SPT, 100 ug mi™.

1.3. Reactivos y productos

Los componentes de los medios de cultivo fueron suministrados por las casas co-
merciales Difco, Oxoid, Pronadisa, Sigma-Aldrich, Merck y Becton Dickinson. La
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agarosa fue suministrada por Pronadisa. La solucion de 40% acrilami-
da:bisacrilamida (77.5:1; 2.6%) se adquiri6 a los Laboratorios Bio-Rad. La catalasa
fue suministrada por la casa Boehringer Mannheim y la proteinasa K por Roche. Se
emplearon la seroalbimina bovina (BSA) que se preparé al 4% en agua a pH 7.5,
RNasa, DNasa, AMP, TET, KAN, estreptomicina (STR), CHL, ERY, CRO, LVX,
AMX y SPT, todos de Sigma-Aldrich. CDN, AZM y MDM fueron suministrados por
Tedec-Meiji Farma S.A. Madrid, Farma Sierra y Menarini, respectivamente.

El péptido estimulante de la competencia, CSP1, de 17 aminoacidos (EMRLS-
KFFRDFILQRKK) (Havarstein et al., 1995) fue sintetizado por el Servicio de Quimi-
ca de Proteinas del Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-CSIC).

Los anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 5.

1.4. Estudios de susceptibilidad antibiética

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de las cepas clinicas 48, 69 y 1515/97
(Tabla 2) se llevé a cabo por la técnica de dilucidon en agar (Fenoll et al., 1991), de
acuerdo con los criterios del Instituto de Estandares del Laboratorio Clinico (CLSI).
Los estudios de susceptibilidad antibiética fueron repetidos un minimo de tres veces
para cada cepa.

1.5. Obtencién de suero humano, suero de ratdn y suero hiperinmune

Las muestras de suero humano fueron obtenidas de sangre procedente de varones
voluntarios sanos (edad media en torno a los 40 afios), no vacunados frente a S.
pneumoniae y de acuerdo con las directrices institucionales. En cuanto a los sueros
de ratdn, la sangre se extrajo mediante puncion cardiaca de grupos de 4-5 ratones
C57/BL6 (4-8 semanas) de acuerdo con el Real Decreto 1201/05 del 10 de octubre
del 2005. Una vez obtenida, la sangre se mantuvo durante 2 h a 4°C para, después,
centrifugarla a 5000 x g durante 10 min con el fin de separar el suero. En determi-
nados experimentos se utilizaron sueros humanos comerciales deficientes en los
componentes C1q, factor B o C9 suministrados por Calbiochem.
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Tabla 5. Anticuerpos utilizados y otros reactivos

Compuesto Descripcién® Excitacion/ Origen
Emisién (nm)

Anticuerpo secundario A Anti-raton IgG conjugado con Rojo Texas (cabra) 589/615 AbD Serotec

Anticuerpo secundario B Anti-rata 1gG conjugado con TRITC (cabra) 557/576 Southern Biotech
Anticuerpo secundario C Anti-cabra 1gG conjugado con Dylight 649 (burro) 646/674 AbD Serotec

Anticuerpo secundario D Anti-IgG oveja/cabra conjugado a FITC (burro) 495/519 AbD Serotec

Anticuerpo secundario E Anti-IgG humana control negativo (rata) AbD Serotec

Anticuerpo secundario F Anti-lgG conejo conjugado a FITC (cabra) 495/519 AbD Serotec

Anticuerpo secundario G Anti-IgG conejo conjugado a peroxidasa Amersham

Anticuerpo secundario H Anti-IgG conejo conjugado a TRITC (cabra) 557/576 AbD Seroteec

BEAR1 Anti-CD11b humano (conejo) Cedido por C. Bernabéu
Clqg Anti-C1q ratén (conejo) Abcam

Clg-FITC Anti-C1q humano conjugado con FITC (conejo) 495/519 AbD Serotec

C3b Anti-C3b humano 34+35 Cedido por S. Rodriguez de Cérdoba
C3b Anti-C3b humano (cabra) Calbiochem

C3b-FITC Anti-C3b ratén conjugado con FITC (cabra) 495/519 Cappel (MP Biomedicals)
C3b-FITC Anti-C3b humano conjugado con FITC (cabra) 495/519 Cappel (MP Biomedicals)
C4BP Anti-C4BP humano (oveja) AbD Serotec

CRP Anti-CRP humana (conejo) Calbiochem

EEA-1 Anti-EAA-1 ratén (conejo) NBL

Hoechst 33342 Colorante fluorescente de ADN 350/461 AnaSpec
Rodamina/Faloidina Colorante de actina-F 554/573 Invitrogen

KPL-1 Anti-PSGL-1 humano (ratén) NBL

LAMP1 Anti-LAMP1 ratén (rata) Southern Biotech
LAMP2 Anti-LAMP2 ratén (rata) Southern Biotech
MARCO Anti-MARCO ratén (rata) AbD Serotec

SAP Anti-SAP ratén (conejo) Genescript

® El origen de los anticuerpos se indica en paréntesis. FITC, isotiocianato de fluoresceina; TRITC,
isotiocianato de tetrametil rodamina.

Los sueros hiperinmunes de raton fueron obtenidos basandose en un protocolo
descrito previamente (Casal et al.,, 2002; Cafini et al., 2010). Brevemente, la
bacteria en fase de crecimiento exponencial fue inactivada mediante tratamiento por
calor (1 h, 60°C), confirmandose la ausencia de bacterias vivas mediante la siembra
de un pequefio volumen en placas de agar-sangre. A continuacién, se inocularon
grupos de 20 ratones, una vez a la semana durante mas de cinco semanas por via
intraperitoneal (ip) con 200 ul de una suspensién bacteriana inactivada que conte-
nia, en origen, 10’ unidades formadoras de colonias (UFC) mI™ de la cepa corres-
pondiente. Los animales fueron desangrados por puncién cardiaca para obtener el
suero y éstos se almacenaron, como muestras de un solo uso, a —70°C para usar-
los como fuente de complemento.

Los niveles de anticuerpos IgG especificos frente a los cepas de serotipos capsu-
lares 6B, 19F y 23F (Tabla 1) fueron determinados tanto en suero preinmune como
en suero inmune mediante el kit NAb™ Protein A plus Spin (Pierce®, Rockford,
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EE.UU.) y un ensayo colorimétrico de proteinas (Bradford, 1976), siguiendo las indi-
caciones del fabricante.

2. CONSTRUCCION DE MUTANTES ISOGENICOS
2.1. Transformacién genética

Para transformar S. pneumoniae se prepararon células competentes seguin una me-
todologia previamente descrita aunque con ligeras modificaciones. Se partio de un
cultivo exponencial en medio CAT suplementado con glucosa 20%, KH,PO4 0.5 M
y glutamina 30 mg mi™ (Martin et al., 1995). Este cultivo se diluy6 20 veces en un
volumen final de 10 ml de medio completo 1 de transformacién (CTM 1: medio CAT
suplementado con 1 mM CacCl, y BSA al 0.2%) —que es el mismo medio utilizado
anteriormente suplementado con 150 pl de BSA 4% y 30 pul de CaCl, 0.1 M—y se
incubo hasta alcanzar una densidad o6ptica a 550 nm (DOsso) de 0.18-0.2. Con el fin
de detener el crecimiento bacteriano, el cultivo se puso en hielo, se centrifugé a
5000 x g utilizando un rotor SS-34 durante 10 min a 4°C y las células se concentra-
ron 10 veces en medio THY. Posteriormente, se afiadio glicerol a una concentracién
final del 15% y las células se congelaron rapidamente en una mezcla de hielo seco-
etanol conservandolas a —80°C. Para la transformacién de S. pneumoniae inducida
por CSP1, las células competentes (0.1 ml) se incubaron con 0.9 ml de medio CTM-
2 (medio similar al CTM 1 excepto que el pH se ajustd a 7.9), en presencia de 100—
250 ng mI™ de CSP1 durante 12 min a 37°C. A continuacion, se afiadié el DNA do-
nador a un minimo de 100 pul de células activadas y la mezcla se incubé durante 20
min a 30°C. Se sembraron diluciones apropiadas de la transformacion en placas de
agar D suplementado con 3% de sangre desfibrinada de carnero y se incubaron du-
rante 2 h a 37°C, para permitir la expresion fenotipica (Moscoso y Claverys, 2004).
A continuacién, los transformantes se seleccionaron afiadiendo una segunda capa
de agar D con el antibiético adecuado y las placas se incubaron durante toda la no-
che a 37°C. Algunas veces, la expresion fenotipica se llevé a cabo en medio liquido
C+Y+A (medio C+Y suplementado con 0.08% de BSA) incubando la mezcla de
transformacion durante 90 min a 37°C y las diluciones correspondientes se sembra-
ron en superficie en placas de agar-sangre con antibidtico o en placas de C+Y+A
conteniendo catalasa.
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3. TECNICAS DE DNA
3.1. Preparacién de DNA cromosdmico

El DNA cromosomico de S. pneumoniae se prepar6 utilizando un procedimiento
descrito previamente (Fenoll et al., 1994). Para ello, las células de un cultivo en
C+Y (DOsgo = 0.6-0.7) (10 ml) se sedimentaron por centrifugacion a 10000 x g, utili-
zando un rotor SS-34 durante 5 min a 4°C. Los cultivos de mutantes IytA de neu-
mococo se resuspendieron en tampén fosfato sédico 20 mM, pH 6.9 (SP) y 25 mM
de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Posteriormente, se afiadio NAM-
amidasa LytA pura (5-10 ng) y se incub6 a 37°C durante 15-20 min. Transcurrido
ese tiempo, se afladieron 50 pl de una solucién de desoxicolato sddico (Doc) al
10% en agua y se incub6 a 37°C hasta la lisis total del cultivo. En el caso de los cul-
tivos LytA", el sedimento del cultivo se resuspendio en 0.4 ml de tampén de lisis (50
mM Tris-HCI, pH8.0, 30 mM EDTA, 0.4% Sarkosyl y 0.1% Triton X-100) (Morrison et
al., 1978), y se incub6 a 37°C hasta la lisis del cultivo. A los cultivos lisados se les
afiadié RNasa (100 mg ml™) y se incubaron durante 1 h a 37°C y, posteriormente,
proteinasa K (100-200 pg ml™) continuandose la incubacién durante 1 h a 37°C.
Las proteinas restantes se eliminaron mediante un tratamiento con fe-
nol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugd a 12000 x g durante 5
min. Para precipitar el DNA, se pasé la fase acuosa a un tubo limpio y se afiadieron
0.1 volumenes de 3 M acetato potésico, pH 4.8 y 2 volimenes de etanol absoluto.
La mezcla se mantuvo durante 20 min a —20°C y se sedimenté por centrifugacion a
12000 x g durante 20 min a 4°C. Para eliminar las sales que podrian haber co-
precipitado con el DNA, se realiz6 un lavado con 1 ml de etanol al 70% y se centri-
fugd de nuevo a 4°C, 10 min. El DNA sedimentado se dej6 secar al aire para la eli-
minacion completa del etanol de la muestra y se resuspendi6é en tampén TE (10 mM
Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA).

3.2. Preparaciones de DNA plasmidico

Para la extraccion de plasmidos a partir de E. coli, se inoculd la cepa correspon-
diente en 10 ml de medio LB (con el antibiético requerido) y se incubd a 37°C en
agitacion durante 12—-16 h hasta que alcanzé una DOgy de 1.5-5. Posteriormente,
se procedi6 a la purificaciéon del plasmido con el sistema comercial High Pure Plas-
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mid Isolation Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. En ocasiones, el
plasmido fue purificado mediante centrifugacion isopicnica en gradientes de CsCl-
bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989).

Para la extraccién de DNA plasmidico a partir de neumococo, se siguié un proto-
colo descrito previamente (Birnboim y Doly, 1979) con modificaciones para un culti-
vo de neumococo. La principal modificacidn consiste en el uso de Doc (concentra-
cion final, 1%) para producir la lisis celular del cultivo bacteriano. Para la extraccion
de plasmidos de cepas LytA™ se usaron 1400 unidades (U) mI™ de acromopeptida-
sa (Sigma-Aldrich).

3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa al 0.7 0 1.5% en tampon TAE (Tris-HCI 40 mM, acido
acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8.1), utilizando el mismo tampon para el desarrollo
de la electroforesis. A las muestras se les afadié 1/4 de su volumen de una solu-
cion compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenol al 0.2% (p/v), xilen-
cianol al 0.2% y EDTA 40 mM (pH 8.0). La electroforesis se llevo a cabo a 100-150
V durante 60—90 min y, una vez finalizada, los geles se tifieron con bromuro de eti-
dio (0.5 ug mI™) o GelRed (Biotium) y los fragmentos de DNA se visualizaron con
radiacién ultravioleta. Como marcadores de tamafio molecular se utilizaron, segin
los casos, el DNA del fago A digerido con BstEll (Amersham) y la forma replicativa
del DNA del fago $X174 digerida con Haelll asi como los marcadores de 1 kb y de
100 pb en escalera de New England Biolabs.

3.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacién de fragmentos de DNA se empled un equipo
Mastercycler gradient de Eppendorf y la enzima Taq polimerasa (Biotools) de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. Los productos amplificados se purifica-
ron utilizando Geneclean Turbo Kit (MP Biomedicals) o, en el caso de un solo pro-
ducto amplificado, el High Pure™ PCR Product Purification Kit (Roche).
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4. TECNICAS DE PROTEINAS
4.1. Expresion y purificacion de enzimas liticas

Para la purificacion de las CBPs capaces de degradar las paredes celulares de
neumococo, se siguid el protocolo descrito previamente para la NAM-amidasa LytA
Garcia et al., 1987), con algunas modificaciones. Brevemente, un cultivo de E. coli
RB791 (pGL100) se inoculé en medio LB suplementado con AMP (100 pg mi™) y
2% de lactosa y se incub6 a 37°C con agitacion durante toda la noche. Posterior-
mente, el cultivo se dejé en hielo durante 15 min y las células se recogieron por se-
dimentacion a 10000 x g durante 10 min a 4°C, se lavaron con tampdn SP (tampdn
fosfato sodico 20 mM; pH 6.9) y se resuspendieron en 10 ml del mismo tampon. La
lisis celular se realizé pasando la suspension por una prensa de French a una pre-
sibn de 8.3 MPa y se descartaron los restos celulares con una centrifugacion a
15000 x g durante 10 min a 4°C. Los extractos celulares se mantuvieron en hielo y
se pasaron por una columna de dietilaminoetil- (DEAE)-celulosa previamente equili-
brada con tampén SP. La columna se lavé con el mismo tampén suplementado con
1 M NacCl para eluir las proteinas que no tienen afinidad por DEAE. La proteina LytA
se eluy6 con el mismo tampoén conteniendo 1 M NaCl y 2% de cloruro de colina.
Posteriormente, se comprobé la actividad de la enzima y se verifico la pureza de la
misma mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE) (12%). En el caso de la purificacion de la lisozima LytC se siguié el
protocolo descrito por Garcia et al. (1999b). Para ello, la cepa de E. coli BL21 (DE3)
con el plasmido pLCC14 se incubé en medio LB suplementado con AMP (100 ng
ml'l) en agitacion a 37°C hasta alcanzar una DOgg = 0.5. En este punto, se realizé
la induccién de la expresiéon del gen lytC mediante la adicién de 40 uM de isopropil-
B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) y el cultivo se incubé durante 3 h a 22°C para dis-
minuir, en lo posible, la presencia de cuerpos de inclusién. El cultivo se centrifugé a
10000 x g durante 5 min a 4°C y las células se resuspendieron en tampén SP (pH
6.0). La lisis celular se realizé pasando la suspensién por una prensa de French a
una presion de 8.3 MPa y se descartaron los restos celulares con una centrifuga-
cién a 15000 x g durante 15 min a 4°C. Los extractos celulares se mantuvieron en
hielo y se pasaron por una columna de dietilaminoetil celulosa previamente equili-
brada con tampdén SP (pH 6.0). A partir de aqui, se siguio el protocolo descrito ante-
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riormente para la NAM-amidasa LytA aunque utilizando una concentracién de cloru-
ro de colina del 2% en el tampdn de elucion.

La proteina LytB se purificé siguiendo un protocolo similar, salvo que la induccion
del cultivo de E. coli BL21(DE3) (pRGR5) se realizé con 50 uM de IPTG cuando el
cultivo alcanzo la fase estacionaria (DOgy = 0.8) y se continué la incubacion duran-
te 6 h a 25°C (De las Rivas et al., 2002).

4.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los casos en condi-
ciones desnaturalizantes en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), utili-
zando geles de poliacrilamida en placa (100 x 75 x 1 mm) a una concentracion de
10, 12.5 o0 15%, segln los experimentos. Las muestras se hirvieron durante 5 min
en presencia del tampon de ruptura (Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8; SDS al 2%, B-
mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%). Las electro-
foresis se realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA (corriente constante), utili-
zando un tampon que contenia Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1%. Las
proteinas se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 (Swank y Munkres,
1971). Las proteinas empleadas como marcadores de masa molecular se adquirie-
ron de Bio-Rad: miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97.4
kDa), BSA (66.2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa) e inhi-
bidor de tripsina (21.5 kDa). Para el andlisis de péptidos y proteinas de bajo peso
molecular se utilizé la técnica de Schagger y von Jagow (1987) que utiliza tricina
[Tris(hidroxymetil)metil]glicina] en lugar de glicina.

4.3. Transferencia a membranas, incubacién con anticuerpos y deteccién

Las proteinas previamente sometidas a SDS-PAGE se trasfirieron a una membrana
de nitrocelulosa Trans-Blot® Transfer Medium (BioRad) utilizando el sistema Trans-
Blot® SD Semy dry transfer cell. Para cada gel, se utilizé6 una membrana de nitroce-
lulosa y 6 piezas de papel Whatmann del mismo tamafio que el gel. La membrana,
asi como los papeles Whatmann, se equilibraron en tampén de transferencia frio
(Tris base, glicina y metanol). Estos componentes se colocaron en el sistema de
transferencia a modo de sandwich. Los papeles Whatmann se situaron a ambos la-
dos de la membrana, y en el interior quedaron en contacto el gel y la membrana de
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nitrocelulosa. La transferencia se realiz6 mediante electroforesis durante 15 min a
15 V. A continuacion, la membrana de nitrocelulosa se bloque6 cubriéndolas con le-
che descremada al 5% en PBS (10 mM Na,HPO4.2 H,0, 2 mM KH,PO,4, 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, pH 6.8) durante toda la noche a 4°C y en agitacion constante (20
x g). En un paso previo a la incubacién con el anticuerpo primario, se realizaron tres
lavados de la membrana con solucién de bloqueo PBS-Tween-20 0.05% durante 10
min y en agitacién (20 x g) a temperatura ambiente.

Para los estudios de la degradacion del C3b, la membrana se incubé durante to-
da la noche con un anticuerpo primario —anti-C3b humano (conejo) (cedido por el
Prof. Santiago Rodriguez de Coérdoba; CIB-CSIC)— diluido 1/2500 en PBS-Tween
0.1% a 4°C y en agitacion. Se realizaron 3 lavados y las membranas se incubaron
durante 1 h con el anticuerpo secundario —IgG anti-conejo conjugado a peroxidasa
HRP (Amershan)— diluido 1/2000 en PBS-Tween-20 0.1% que se retiro tras 3 lava-
dos realizados siguiendo el procedimiento ya descrito.

Para la deteccién se utilizo el sistema comercial ECL (Amershan Biosciences)
que utiliza una reaccion de bioluminiscencia. Las soluciones 1 y 2 se mezclaron a
partes iguales, cubriendo cada membrana con 5 ml de la mezcla durante 1 min tras
el cual se elimind la solucién sobrenadante en papel Whatmann. La membrana se
envolvio en film transparente y se coloco en el casete de deteccion y, sobre ellos,
una pelicula fotogréfica (Hyperfilm-ECL Amershan Biosciences).

5. ENSAYOS DE INTERACCION CON EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

5.1. Depo6sito del complemento: C3b, Clq, CRP, SAP, C4BP y fH

Los experimentos de depdsito de las distintas moléculas del complemento sobre la
superficie de S. pneumoniae se realizaron utilizando un ensayo de citometria de flu-
jo (Brown et al., 2002). Las muestras de suero, como ya se ha mencionado, fueron
obtenidas de donadores sanos de mediana edad. Ademas, se utilizaron sueros hu-
manos comerciales deficientes en los componentes C1q y factor B de la via clasica
y alternativa, respectivamente, utilizando sueros deficientes en C9 como suero con-
trol. Los viales de bacteria congelados a —80°C, se descongelaron y centrifugaron a
13000 x g durante 8 min para, posteriormente, resuspenderlos en PBS (pH 6.8). El
proceso de opsonizacién consisti6 en mezclar 10 ul de una suspension bacteriana
en PBS conteniendo 5 x 10° UFC con 10 pl de suero humano, diluido al 50% en
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PBS y las muestras se incubaron durante 20 min a 30°C o 37°C, dependiendo del
tipo de experimento. Para eliminar el complemento no unido se realizaron dos lava-
dos utilizando 200 ul de PBS-Tween-20 (0.1%). Para detectar el depésito de la mo-
Iécula objeto de estudio en la superficie bacteriana, se afiadieron 50 ul de anticuer-
po primario conjugado con FITC o bien de anticuerpo primario sin conjugar en fun-
cion de su disponibilidad comercial. La dilucion de los anticuerpos utilizados fue de
1/300. El tiempo de incubacién fue de 30 min en hielo y oscuridad para el depésito
de C3b-FITC, de 2 h en oscuridad a 37°C para C1g-FITC y de 1 h y en hielo para el
resto de anticuerpos primarios. Después de la incubacion con el anticuerpo, se lavo
la bacteria dos veces con 200 pul de PBS-Tween-20 (0.1%) como en los pasos ante-
riores con el fin de eliminar el exceso de anticuerpo no unido y, finalmente, se afa-
dieron 50 pl de paraformaldehido (PFA) al 3% (Merck) a temperatura ambiente para
fijar la bacteria. En los casos en que el anticuerpo primario no estaba conjugado con
ningun fluorocromo, se afiadieron 50 pl de anticuerpo secundario y se incub6 duran-
te 30 min en hielo y oscuridad. Como en los pasos anteriores, se realizaron dos la-
vados con 200 pl de PBS-Tween-20 (0.1%) con el fin de eliminar el exceso de anti-
cuerpo no unido y, finalmente, se afiadieron 50 ul de PFA al 3%. Se completo6 el vo-
lumen de todas las muestras hasta 250 pl con PBS para su posterior analisis me-
diante citometria de flujo utilizando los citbmetros FACS Calibur (BD Bioscience) y
FC 500 (Beckman Coulter) ajustando la concentracién bacteriana en funcion de los
parametros tamafio y complejidad y adquiriendo, al menos, 25000 bacterias para su
estudio (Yuste et al., 2005). Los ensayos se repitieron al menos tres veces y los re-
sultados se expresaron como proporcion de molécula depositada en la superficie de
los distintos mutantes comparada con el depésito sobre la cepa silvestre. También
se expresaron los resultados como indice relativo de fluorescencia (IRF) en el que
se analizé la proporcion de bacteria positiva para la molécula estudiada y la intensi-
dad de fluorescencia que permite determinar cuantas moléculas se unen por bacte-
ria (Exley et al., 2005). El IRF es definido como la proporcién de células positivas
para neumococo multiplicado por la media geométrica de la intensidad de fluores-
cencia. Las bacterias incubadas en PBS en lugar de suero y sueros inactivados por
calor (56°C durante 30 min) fueron incluidas como controles negativos (Yuste et al.,
2010).

Para analizar si la adicion exdégena de proteina LytA, LytB o LytC a los respecti-
vos mutantes IytA, IytB y IytC, podria tener algun efecto sobre el depdsito de C3b en
la superficie de la bacteria, se realiz6 el mismo protocolo descrito anteriormente
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afadiendo la correspondiente proteina purificada antes del proceso de opsoniza-
cion. Las cantidades utilizadas fueron de 2 pg para LytB y LytC. En los estudios de
la degradacion de C3b por la proteina LytA, se usaron concentraciones de 0.01 y
0.3 ug mi™ de LytA, y 0.01 ug ml™ tanto de C-LytA como de la proteina mutante
LytAH133.

5.2. Efecto de los anticuerpos en lainmunidad frente a S. pneumoniae media-
do por la presencia de antibiéticos

Los aislados clinicos usados en los estudios con antibiéticos fueron los siguientes:
cepa 1515/97 [S6B*; PEN CMI = 2 ug mlI™; CDN CMI = 1 ug ml™"; CRO CMI = 2 ug
ml™]; cepa 69 (S19F"; PEN CMI = 2 ug mI™"; CDN CMI = 2 ug ml™*; CRO CMI = 4 ug
ml™) y cepa 48 (S23F"; PEN CMI = 16 ug mlI™"; CDN CMI = 4 ug ml™"; CRO CMI = 8
ug mi™).

Se determiné el deposito de C3b, Clqg y de las proteinas de fase aguda CRP y
SAP mediante el mismo ensayo de citometria descrito anteriormente con ligeras
moadificaciones. Las diferentes estirpes se incubaron en presencia de suero de ratén
diluido al 50% durante 2 h, en presencia o ausencia de 0.5 CMI y 0.25 CMI de los
antibidticos del estudio y, posteriormente, tras dos lavados con 200 ul de PBS-
Tween-20 (0.1%), las bacterias fueron incubadas con los anticuerpos correspon-
dientes en funcién de lo que se quisiera determinar: policlonal de ratén anti-C3b
humano conjugado con FITC (ICN-Cappel), policlonal de oveja anti-C1lg humano
conjugado con FITC (AbD Serotec), policlonal de conejo anti-CRP humana (Calbio-
chem), policlonal de conejo anti-SAP humana (GenScript) y un anticuerpo secunda-
rio anti-lgG de conejo conjugado con FITC (AbD Serotec). El resto de la metodolo-
gia incluyendo lavados para eliminar el exceso de anticuerpo no unido asi como los
tiempos de incubacion con los diferentes anticuerpos esté detallado en el apartado
5.1. En los ensayos de C3b, ademas, el suero preinmune de ratdén y el hiperinmune
se trataron con MgCl, (2 mM)-EGTA (2 mM) para inhibir la actividad de la via clasi-
ca y de la via de las lectinas, de modo que la Unica via de activacion del comple-
mento pudiera tener lugar a través de la via alternativa (Des Prez et al., 1975). Una
vez fijadas las muestras con PFA al 3%, las bacterias fueron analizadas en un cit6-
metro FACS Calibur (BD Biosciences).
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6. OPSONOFAGOCITOSIS DE S. PNEUMONIAE

6.1. Marcaje de S. pneumoniae con FAM-SE

Con el fin de realizar estudios de opsonofagocitosis, se marcaron las bacterias con
el fluorocromo 5,6-carboxifluoresceina, succidinimil éster (FAM-SE) (Romero-
Steiner et al., 1997). En primer lugar, las cepas se incubaron en medio THY a 37°C
hasta una DOssq de 0.6-0.7. A continuacion, las bacterias se lavaron con tampén de
bicarbonato sédico (0.1 M, pH 8.0), se afiadieron 50 pl de FAM-SE (10 mg mlI™ en
dimetilsulféxido) en tampon de bicarbonato sodico durante 1 h a 37°C vy, posterior-
mente, se lavaron seis veces con HBSS comercial (tampo6n salino de Hank) que
contiene calcio y magnesio. Los viales se conservaron a —70°C en medio THY al
gue se le afadié 15% de glicerol para su posterior utilizacion en los estudios de op-
sonofagocitosis.

6.2. Fagocitosis mediada por macrofagos alveolares

El andlisis de la fagocitosis mediada por macroéfagos alveolares se llevé a cabo si-
guiendo un protocolo descrito previamente (Marti-Lliteras et al., 2009). Las mono-
capas de células MH-S (CRL-2019; ATCC) se incubaron en medio de cultivo RPMI
1640 con glutamina (GIBCO, Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bo-
vino (Sigma-Aldrich) inactivado por calor durante 30 min a 56°C y 10 mM HEPES
(GIBCO). EIl dia anterior a realizar el experimento, las células se crecieron durante
toda la noche a 37°C y 5% CO, en placas de 24 pocillos (Falcon, BD) con una den-
sidad de 7 x 10° células por pocillo. Al dia siguiente, las células se infectaron por tri-
plicado con 50 ul de una suspension de neumococos —en una proporcion de 50
bacterias por célula—y se incubaron a 37°C.

Para los ensayos de adhesion, las células fueron infectadas durante 30 min. Pos-
teriormente, las células se lavaron tres veces con PBS y, seguidamente, se lisaron
con 300 ul de una solucién de saponina 0.025% (Sigma) en PBS durante 10 min a
temperatura ambiente. La proporcién de bacteria viable recuperada de las células
infectadas se determiné mediante diluciones seriadas en placas de agar-sangre.

En el caso de los ensayos de fagocitosis, las células previamente infectadas con
las diferentes cepas durante 30 min, se lavaron del mismo modo (tres veces con
PBS) y se incubaron durante 1 0 4 h en medio de cultivo al que se le habian afadi-
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do 10 ug mI™ de PEN, y 200 ug mI™ de gentamicina con el fin de matar las bacte-
rias extracelulares. La proporcién de bacteria internalizada se obtuvo igualmente la-
vando las células tres veces con PBS y procediendo a la lisis de las mismas, como
se ha explicado anteriormente.

Los experimentos fueron repetidos un minimo de tres veces y los resultados fue-
ron expresados como UFC de neumococo recuperado por ml del lisado recogido de
las células MH-S que habian sido infectadas con los diferentes mutantes, en com-
paracion a las células infectadas con la cepa silvestre, D39 o TIGR4, utilizadas co-
mo control.

6.3. Fagocitosis mediada por neutrofilos polimorfonucleares

A diferencia de la fagocitosis mediada por macréfagos, la mediada por neutréfilos
se analiz6 mediante un ensayo de citometria de flujo, utilizando las cepas de S.
pneumoniae marcadas con FAM-SE (Molecular Probes) y la linea celular HL-60
(CCL-240; ATCC) diferenciada a granulocitos (Martinez et al., 1999) aunque, en al-
gunos casos, se utilizaron neutrofilos aislados de raton (Eggleton et al., 1989). El
estado de diferenciacion de las células fue confirmado antes de los ensayos usando
un anticuerpo monoclonal anti-CD11b (cedido por el Prof. Carmelo Bernabéu, CIB-
CSIC), que es un marcador de la diferenciacion granulocitica (Fleck et al., 2005).
Las células diferenciadas se lavaron dos veces con HBSS (sin Ca** ni Mg®* pero
suplementado con 0.2% de BSA) y un lavado adicional con HBSS con Ca®" y Mg
suplementado igualmente con 0.2% de BSA. Para realizar el recuento de células
viables se utiliz6 un hematocitometro y, mediante tincién con azul tripan (Sigma-
Aldrich), se visualizé la proporcién de células viables realizandose el experimento
s6lo cuando la viabilidad celular era superior al 95%. Las células se mantuvieron a
0-4°C hasta su utilizacion.

Los experimentos de fagocitosis se realizaron utilizando placas multipocillo
(Nunc). En primer lugar, se incubaron 10° UFC de bacterias marcadas con FAM-SE
en 10 pul de suero humano diluido 1/20 durante 20 min a 37°C y con agitacion (150 x
g). A continuacion, se afiadieron 10° células HL-60 diferenciadas incubandose du-
rante 30 min a 37°C en agitacion. Finalmente, se afiadieron 50 ul de PFA al 3% pa-
ra fijar las células e inactivar las bacterias y se complet6 el volumen con 100 pl de
HBSS con Ca”* y Mg”* para su posterior andlisis mediante citometria de flujo. Las
muestras se transfirieron a tubos de citbmetro y se guardaron en oscuridad hasta su
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analisis. Los experimentos se repitieron un minimo de tres veces y, como controles
negativos, se utilizaron bacterias incubadas en PBS y suero inactivado por calor.
Los resultados se expresaron como indice de fluorescencia, que se define como la
proporcién de células positivas que contienen bacteria fluorescente multiplicada por
la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (Yuste et al., 2010).

Para confirmar que el efecto observado en los diferentes mutantes era debido a
la carencia de la proteina, se realizaron experimentos de fagocitosis en presencia o
ausencia de 2 ug de proteina purificada (LytB y/o LytC).

6.4. Efecto de antibiéticos B-lactamicos en la fagocitosis de S. pneumoniae
mediada por neutrofilos

Para explorar el efecto de la combinacién de concentraciones subinhibitorias de an-
tibioticos y de anticuerpos especificos en la interaccion de S. pneumoniae con célu-
las fagocitarias, se midi6 el nivel de fagocitosis usando el protocolo de citometria
descrito en el apartado anterior (Yuste et al., 2007, 2008). El ensayo se llevo a cabo
utilizando la linea celular HL-60 y, ademas, se analiz6 también con neutrdfilos aisla-
dos de sangre periférica de raton, siguiendo protocolos descritos anteriormente
(Eggleton et al., 1989). Brevemente, la técnica se basa en la lisis de los hematies
con una solucién de cloruro de amonio isoténica seguida de una centrifugacion dife-
rencial para separar los polimorfonucleares o PMNs.

Las cepas de S. pneumoniae se marcaron con una solucién de FAM-SE y 10°
UFC fueron opsonizadas con suero hiperinmune diluido 1/10 en presencia o ausen-
cia de concentraciones subhinibitorias 0.5 CMI 0 0.25 CMI de CDN (cepa 48, 69 y
1515/97) o CRO (cepa 69) durante 1 h a 37°C y en agitacidén a 150 x g. A la bacte-
ria asf opsonizada se afiadieron 10° células fagociticas en una placa multipocillo y
se incubaron durante 30 min a 37°C con agitacion para, posteriormente, fijar las cé-
lulas y las bacterias con PFA al 3% y analizar las muestras mediante citometria de
flujo. Se analizaron un minimo de 6000 células por muestra y los resultados fueron
expresados como IRF definido como la proporcién de células positivas para neumo-
coco multiplicada por la media geométrica de la intensidad de fluorescencia. Se rea-
lizaron experimentos de control con la cepa 69 de S. pneumoniae para confirmar
gue la bacteria fluorescente no se veia afectada por el proceso de opsonizacién con
suero o por la presencia de antibiéticos.
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6.5. Microscopia laser confocal

La microscopica laser confocal (CLSM) fue utilizada en esta tesis para observar la
fagocitosis de neumococo mediada por el receptor de neutréfilos PSGL-1. También
se utilizé para determinar compartimentos intracelulares de fagocitosis del doble
mutante IytA ply analizando endosomas tempranos y endosomas tardios. Para ello,
las células se infectaron con bacteria opsonizada expresando la GFP utilizando la
metodologia descrita anteriormente, aunque en presencia de 2% de maltosa. En el
caso de la fagocitosis mediada por neutréfilos, tras una hora de incubacion en la
que transcurre la fagocitosis, se realizaron dos lavados de 6 min a 1000 x g, uno en
presencia de HBSS sin Ca* y Mg+2 y, otro, en presencia de HBSS con ambos ca-
tiones. Como las células HL-60 crecen en suspension no adhiriéndose a las placas
de cultivo celular, se centrifugaron en un cytospin 3 (Thermo Scientific) durante 10
min a 1100 x g para conseguir que las células se pudieran adherir en cristales de 13
mm de didmetro (VWR international) (Huang et al., 2010). Las células se fijaron con
3% de PFA durante 10 min a temperatura ambiente, se lavaron con HBSS con Ca*?
y Mg*? conteniendo 2% de maltosa y se resuspendieron en 1 ml de una solucién 1
M de NH,Cl en PBS. El receptor PSGL-1 se marcé utilizando una diluciéon 1/300 del
anticuerpo primario de raton anti-PSGL-1 humano (KPL1) a temperatura ambiente
durante 30 min y, posteriormente, con un anticuerpo secundario anti-raton (Rojo
Texas) durante 30 min a temperatura ambiente. La dilucién de éste ultimo fue de
1/200. El DNA se marc6 con Hoechst 33342 diluido 1/2500. El citoesqueleto celular
se marco utilizando un conjugado de rodamina-faloidina (diluido 1/200) que se une
a actina F.

En la fagocitosis mediada por macréfagos se analizé el trafico intracelular de la
bacteria una vez que era fagocitada. Tras la fagocitosis, las células se fijaron con
300 ul de PFA al 3% durante 10 min a temperatura ambiente y, tras dos lavados en
PBS, se resuspendieron en 1 ml de una soluciéon 1 M de NH,Cl en PBS. La tincién
de las vesiculas fagociticas se determin6 afiadiendo el correspondiente anticuerpo
primario, diluido 1/50 en el caso del marcador EEA-1 o0 1/200 en el caso de LAMP-1
y LAMP-2, en una solucién de 40 ul de PBS-saponina conteniendo 10% de suero
de caballo y Hoechst 33342 diluido 1/2500. Los endosomas tempranos fueron mar-
cados con anti-EEA-1 ratén (de conejo) (NBL). Los endosomas tardios se marcaron
con los anticuerpos anti-ratén LAMP1 y LAMP2 (de rata) (Biotech) y el DNA se tifié
con Hoechst 33342 (Invitrogen). Transcurridos 30 min de incubacién a temperatura
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ambiente y en oscuridad, las células se lavaron dos veces en 0.025% de PBS-
saponina, una vez con PBS pH 7.0 y se incubaron finalmente con los correspon-
dientes anticuerpos secundarios en 40 ul de una solucién de PBS-saponina conte-
niendo 10% de suero de caballo. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: H
(para EEA-1) y B (para LAMP-1 y LAMP-2), diluidos 1/200 (Tabla 5). Las células fa-
gociticas se observaron utilizando un microscopio Leica (TCS SP5 AOBS) y el obje-
tivo Plan APO 63x 1.4. Las imagenes se analizaron mediante el software de Leica
Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF). Se obtuvieron las proyecciones
de los planos xyz.

7. UNION DE NEUMOCOCO A CELULAS NASOFARINGEAS

Para investigar la implicacion de las diferentes CBPs en la colonizacion de la naso-
faringe se realizaron estudios de adhesion utilizando la linea celular epitelial de na-
sofaringe humana Detroit 562 (D562) (CCL138; ATCC). Las monocapas de células
D562 se crecieron en frascos de cultivos o bien en placas de cultivo, hasta alcanzar
el 90-95% de confluencia, utilizando medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino inactivado por calor, 1% de glutamina y 1 mM de piruvato sodico
(Hendriksen et al., 2008). La noche antes de realizar el experimento, las células se
crecieron en placas de 24 pocillos (Falcon) con una densidad de 10° células por po-
cillo. El dia del experimento, las células se infectaron por triplicado con los aislados
bacterianos en una proporcién de 10 bacterias por célula y se incubaron a 30°C o
37°C durante 1 h, en una atmdsfera que contenia 5% de CO,. Por ultimo, los poci-
llos infectados se lavaron con PBS (pH 7.3) y se trataron con 200 ul por pocillo de
una solucion conteniendo 0.25% tripsina, 1 mM EDTA y 200 ul de una solucion
0.025% Tritén X-100 en PBS, utilizando idéntica metodologia a la descrita anterior-
mente por otros autores (Hendriksen et al., 2008).

Para calcular la proporcion de bacterias recuperadas de las células infectadas, se
llevé a cabo el correspondiente recuento de viables. Los experimentos se repitieron
tres veces y los resultados se expresaron como la proporcién de bacterias recupe-
radas de las células D562 con los diferentes mutantes en comparacién con los gru-
pos control de células infectadas con la cepa silvestre.
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8. MODELOS ANIMALES

Todos los procedimientos cientificos con animales de experimentacion se realizaron
segun el Real Decreto 1201/05 del 10 de octubre del 2005. Los animales fueron
criados en el animalario del CIB (CSIC), excepto los ratones deficientes en PSGL-1,
que fueron cedidos por el grupo de investigacion liderado por el Prof. Francisco
Sanchez-Madrid y la Dra. Ana Urzainqui (Hospital de la Princesa, Madrid), asi como
los ratones utilizados en los experimentos con antibidticos, que fueron adquiridos en
Harlan Laboratories Models, Barcelona. Los experimentos de infeccién se realizaron
en el animalario de la Fundacién Jiménez-Diaz asi como en el del Centro Nacional
de Microbiologia (Majadahonda, Madrid). Los Comités pertinentes de ambas institu-
ciones aprobaron todos los experimentos realizados con animales en este estudio
(CIB-FJD 06010017). Hay que destacar que, en los experimentos llevados a cabo
en modelos animales para analizar el papel de LytB y LytC en patogenicidad, se uti-
lizo siempre la cepa silvestre D39 _|U [(también llamada 1U1680 o D39 (Lilly) (Lanie
et al., 2007)] y sus mutantes correspondientes (Tabla 2). Sin embargo, en los expe-
rimentos en los que se analizé el papel de LytA y Ply, se utilizé la cepa D39 (NCTC
7466). Por razones no totalmente comprendidas, estas cepas poseen una capaci-
dad infectiva ligeramente diferente (Lanie et al., 2007).

8.1. Modelo de colonizaciéon en ratdon

En primer lugar se estudié la capacidad de las cepas virulentas silvestres para indu-
cir una colonizacién prolongada en los ratones. Para ello, se inocularon grupos de 5
animales, machos o hembras indistintamente, de la estirpe C57BL/6 (8-16 sema-
nas), bajo anestesia con isofluorano, por via intranasal (in) con 10 ul de una sus-
pensién bacteriana conteniendo 10° UFC ml™ de las cepas D39 o TIGR4 de S.
pneumoniae. Los animales se sacrificaron, con una dosis letal de pentobarbital, dia-
riamente durante un periodo de 7 dias y los recuentos bacterianos se obtuvieron de
los lavados nasofaringeos realizados con 500 ul de PBS estéril utilizando un catéter
pediatrico de 20 GA.

Para comparar la capacidad colonizadora de las cepas silvestres frente a la ob-
tenida con los diferentes mutantes sencillos o mdltiples, se inocularon grupos de, al
menos, 5 ratones anestesiados con 10 ul de una suspensién conteniendo 10° UFC
de cada una de las cepas en grupos separados (McAllister et al., 2004; Quin et al.,
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2007b). A las 24 hy 120 h se administré una dosis letal de pentobarbital para poder
obtener el lavado nasofaringeo. Se realizaron diluciones seriadas de las distintas
muestras de lavado obtenidas y se sembraron en placas de agar-sangre para de-
terminar las bacterias viables. Los experimentos se repitieron al menos tres veces.
Los resultados fueron expresados como log,QUFC mi™.

8.2. Modelos de sepsis y neumonia para determinar el grado de atenuacién en
virulencia de los diferentes mutantes en CBPs

Para investigar el papel de las diferentes CBPs en el establecimiento de la infec-
cion, se utilizaron grupos de 5 ratones (machos o hembras, indistintamente), bien
CD-1 o C57/BL6 de 4-8 semanas de edad. Se determind el grado de atenuacion en
virulencia de los mutantes mediante experimentos de infecciones mixtas en una
proporcién 1:1 para calcular el indice de competitividad (IC), definido como la pro-
porcion de la cepa a analizar (mutante sencillo o doble) en relacion a la cepa control
infectiva (cepa silvestre o mutante sencillo respectivamente) recuperados del raton,
dividido entre la proporcion de la cepa de estudio y la cepa control presentes en el
inoculo (Fig. 8) (Beuzén y Holden, 2001; Yuste et al., 2005). Un valor de IC = 1 indi-
ca que el mutante no estd atenuado en comparacion con la cepa control mientras
que un valor de IC <1 indica que la cepa de estudio tiene atenuada su capacidad
para producir infeccién en comparacién con la cepa control. Cuanto menor de 1 sea
este valor de IC, mayor serd el grado de atenuacién en virulencia de la cepa en
cuestion y, por consiguiente, mayor serd la implicacion de la proteina correspon-
diente en la virulencia del microorganismo.

8.2.1. Modelo de sepsis heumocécica

Los viales de bacteria fueron descongelados y lavados en PBS. Los ratones fueron
inoculados por via ip con un total de 5.6 x 10° UFC/ml (en una suspensién de infec-
cién de 200 pl conteniendo 5.6 x 10 UFC de cada cepa en una mezcla de infeccion
en proporcién 1:1). A las 24 h post-infeccion, se administré una dosis letal de pen-
tobarbital (Euthal) obteniendo la sangre mediante puncion cardiaca y el bazo de los
animales para determinar el nivel de infeccién. El IC fue calculado mediante recuen-
to de colonias recuperadas a las 24 h tras sembrar diferentes diluciones seriadas en
placas de agar sangre con y sin antibiético, ya que para distinguir el nivel de bacte-
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ria en sangre de la cepa estudio y de la cepa control nos basamos en la resistencia
antibidtica de los mutantes construidos.

8.2.2. Modelo de neumonia neumocécica

Para el modelo de neumonia, las cepas se inocularon por via in bajo anestesia con
un total de 2 x 10’ UFC (en un volumen de 50 pul conteniendo 10’ UFC de cada ce-
pa). A las 24 h post-infeccion, se recuperaron las bacterias de la sangre de la arteria
femoral de los ratones. Ademas, se obtuvieron las bacterias de los pulmones y del
liquido obtenido mediante lavado broncoalveolar (BALF) con la ayuda de un catéter
con el que se realizaron lavados con 1 ml de PBS. Los recuentos bacterianos se de-
terminaron mediante diluciones seriadas y siembra en placas de agar-sangre con y
sin antibidtico.

Concentraciones iguales del mutante
simple (mm) y de la cepa silvestre (mm)

INOCULO
MIXTO

l

,V.

Medio Medio + antibiotico

Fig. 8. Esquema para la determinacién de los indices de competitividad. Modificado de Beuzén y
Holden (2001).

73



MATERIALES Y METODOS

8.3. Determinacién de la dosis letal minima

Se inocularon grupos de 5 ratones BALB/C de 8-12 semanas por via ip con diferen-
tes diluciones bacterianas en medio THY para calcular la dosis letal minima que
producia el 100% de mortalidad en un periodo de 7 dias.

8.4. Proteccidn por suero hiperinmune o antibiéticos

Se inocularon grupos de 5 ratones BALB/C de 8-12 semanas por via ip con 200 pl
de diluciones seriadas de suero hiperinmune (desde 1/2 hasta 1/8). Los animales
pertenecientes al grupo control se inocularon con un placebo (PBS). Una hora mas
tarde, los animales recibieron una dosis letal de bacteria por via ip. Los animales
fueron examinados a los 7 dias. La mayor dilucion que mostraba un 100% de mor-
talidad, se consideré como dilucién no protectora de suero hiperinmune.

Para estudiar la proteccion por antibiéticos, grupos de 5 ratones BALB/C de 8-12
semanas de edad, fueron infectados por via ip con una dosis letal de bacteria. Una
hora después, los animales fueron tratados cada 8 h durante 2 dias administrando
100 ul por via subcutanea en un rango de dosis comprendido entre 6.25 mg kg™ y
100 mg kg™ de peso corporal. Los animales incluidos en el grupo control fueron tra-
tados con PBS. Los animales fueron observados varias veces al dia 'y el nimero de
muertos se registré diariamente a lo largo de los 7 dias de seguimiento. La mayor
dosis que producia la supervivencia méas baja fue considerada como dosis no pro-
tectora.

8.5. Modelo de sepsis para determinar la proteccion mediada por antibiéticos
B-lactamicos en presencia de anticuerpos especificos

Grupos de 10 ratones hembras BALB/C (8—-12 semanas de edad) con un peso de
19-22 g, recibieron una dosis Unica de suero hiperinmune por via ip administrada 1
h antes de la inoculacién, también por via ip, de la dosis letal minima de la bacteria.
El tratamiento antibiético con dosis no protectoras se inicié 1 h después de la infec-
cién neumocécica y fue continuada cada 8 h. Se administr6 una total de seis dosis
subcutaneas. Los animales fueron observados y el nUmero de muertes fue registra-
do a lo largo de 7 dias. En cada experimento de proteccién se usaron 3 grupos con-
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trol: uno que recibio placebo, otro suero hiperinmune no protector y, un tercero que
fue tratado Unicamente con una dosis no protectora de antibidtico.

8.6. Recuentos bacterianos en suero en los estudios de proteccién

Con el fin de conocer el comportamiento in vivo de la bacteria inoculada por via ip y
analizar la posible eliminacién de la bacteria en sangre, se determind el perfil bacte-
riémico de la cepa infectante de neumococo. Los perfiles bacteriémicos fueron de-
terminados en grupos de 10 ratones BALB/C que recibieron el tratamiento combi-
nado de una dosis de suero hiperinmune no protectora mas una dosis de antibiéti-
cos no protectora, asi como en aquellos grupos control que recibieron suero, anti-
bidtico o bacteria de forma independiente. Se eligieron 5 animales de cada grupo al
azar y se extrajeron muestras de sangre a las 2, 4, 6, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144y
168 h post-infeccion (solamente de animales vivos). Para recoger las muestras de
sangre, se desinfectaron las colas de los ratones y se aplico anestesia local (cloruro
de etilo; ERN, Barcelona). Se cort6 la parte terminal de la cola utilizando unas tije-
ras estériles. Se recogieron 8 ul de sangre mediante presion en la cola y se resus-
pendieron en 50 U de heparina (Calbiochem, Darmstadt, Alemania). La sangre re-
cuperada se sembré en placas de agar sangre para el recuento de colonias. Para
obtener el resto de muestras de sangre, se retiré la costra cicatricial y, de nuevo,
presionando la cola del animal anestesiado, se recogieron otros 8 pul. Este procedi-
miento asegura el muestreo de sangre sin comprometer la supervivencia. El limite
de deteccién mas bajo fue de 10° UFC ml™

8.7. Determinacion de concentraciones de antibiético en suero

La concentracién de antibi6tico que se alcanzaba en el suero de ratdén a diferentes
tiempos tras inocular el antibiético se determiné mediante la técnica de bioensayo
(Andrews, 1999; Gonzaélez et al., 2009). Las concentraciones séricas de los antibio-
ticos fueron determinadas en ratones sanos después de la administracién de una
Unica dosis subcutanea de todas las dosis de antibiéticos utilizadas en los estudios
de rango de antibi6ticos. Se recogieron muestras de sangre por puncion cardiaca a
0.25,0.5,1, 2, 4, 6,y 8 hylos sueros se congelaron a —80°C para su posterior ana-
lisis. El proceso de obtencion de suero se explicé en el apartado 1.5. de Materiales
y Métodos. Para determinar la concentracién de antibidtico en el suero, se utilizaron
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placas del agar correspondiente (9 ml) conteniendo una sobrecapa (4 ml) de los mi-
croorganismos M. morganii ATCC 8076H o E. coli ATCC 25922, para CDN y CRO
respectivamente. Los microorganismos se incubaron en el medio liquido y, una vez
alcanzada la concentracion adecuada (medida por turbidimetria), se diluyé 100 ve-
ces afiadiendo los 4 ml a la capa de agar basal ya solidificada. A continuacion, se
realizaron orificios en el agar y se afadieron 8 pul de la muestra, tanto de suero co-
mo de antibidtico. Las placas se incubaron durante 18—24 h. Puesto que no se co-
nocia la concentracion de antibiotico en el suero problema a los diferentes tiempos
fue necesario hacer diluciones medias partiendo del suero puro hasta 1/1024 y
sembrar en cada orificio una alicuota de esas diluciones. La curva patrén se esta-
blecié con concentraciones conocidas del antibiético representando en el eje de
abscisas la concentracién del antibiético (en pg mi™) y, en el de ordenadas, el dia-
metro del halo de inhibicidn. Para conocer la concentracion de antibiético se interpo-
laron en esta curva los didmetros de los halos obtenidos con la muestra de suero.
Esta determinacion se repitié en todas las muestras de suero obtenidas.

9. ANALISIS FARMACOCINETICO

Esta parte de la Tesis fue realizada en el laboratorio del Dr. Lorenzo Aguilar del De-
partamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UCM, de acuerdo a
una colaboracion establecida entre ambos grupos para desarrollar los estudios con
antibidticos y anticuerpos especificos. La unién de proteina al suero de raton se mi-
dié por un método de ultracentrifugacién (Craig et al., 1991) para concentraciones
de CDN y CRO de 4 y 64 mg ml™, respectivamente, usando un dispositivo de cen-
trifugacion (CentrifreeH, Amicon Bioseparations, Millipore, Tullagreen, Irlanda). Las
concentraciones de antibiéticos en muestras prefiltradas de suero de ratén y en los
ultrafiltrados recuperados fueron analizadas mediante bioensayo. Los porcentajes
de antibidticos unidos a proteinas de suero de ratdén fueron calculados mediante la
expresién: [antibiético en suero]-[antibi6tico en ultrafiltrados] / [antibidtico en suero]
x 100. Los valores de proteina unida fueron determinados experimentalmente en
suero de raton y utilizados para calcular la concentracion libre de cada antibidtico.
Las curvas de antibiético concentracién-tiempo para cada uno de ellos se analiza-
ron mediante un acercamiento no compartimental utilizando el programa Win-Nonlin
(Pharsight, Mountain View, California). La concentracion teérica a tiempo cero (ob-
tenida por extrapolacion al origen de la linea de regresion de eliminacion) y t % se
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calculé por andlisis de regresion no lineal. El area bajo las curvas de tiempo-
concentracion de suero (AUCs) desde el tiempo cero a infinito fue calculado utili-
zando la regla trapezoidal. t >CMI y libre t >CMI (ft >CMI), se calcularon gréafica-
mente a partir de los puntos semilogaritmicos de los datos concentracién-tiempo.

10. MICROSCOPIA OPTICA

La formacion de cadenas bacterianas en presencia de antibiéticos se estudié me-
diante microscopia Optica en contraste de fases. Brevemente, 20 ul de una suspen-
sién bacteriana conteniendo 5 x 10° UFC de las diferentes cepas se incub6 durante
2 h en PBS, suero hiperinmune, o en presencia de 0.5 CMI de cada antibiético. Las
muestras se analizaron utilizando un microscopio Leica con un objetivo de contraste
de fases 100x (DM4000B). Las imagenes se obtuvieron usando una camara Leica
(DFC360-FX) y fueron analizadas con el software de Leica AF6000-DFC.

11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos que se muestran a lo largo de esta Tesis son representativos de los resul-
tados obtenidos de la repeticion de experimentos independientes. Ademas, cada
dato muestra la media y la desviacién estandar (DS) de 3-5 réplicas. Para el anali-
sis estadistico se empled el test t de Student de dos colas mientras que, para las
comparaciones multiples, se us6 un andlisis de la varianza (ANOVA).

Los resultados de interaccion con CRP, SAP, C1qy C3b en presencia de suero y
concentraciones subinhibitorias de CDN y CRO fueron comparados con los obteni-
dos para los controles de suero en ausencia de antibiético usando el test t de Stu-
dent de dos colas (para dos grupos). Para las comparaciones multiples se us6 un
analisis de la varianza (ANOVA) mas un test post hoc Dunnett.

En los experimentos de aumento de la proteccion inducida por el sistema inmune
en presencia de antibidticos, los datos presentados son las medias y las DS para
tres experimentos independientes con, al menos, tres réplicas cada uno.

Los experimentos de supervivencia, en los que se determinaron el efecto protec-
tor analizando dosis no protectoras de antibidticos en presencia de anticuerpos en
un modelo animal, se utilizé el test log-rank ordinal (Mantel—-cox) para comparar el
valor significativo de los animales supervivientes en los diferentes grupos experi-
mentales.
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MATERIALES Y METODOS

Para el andlisis estadistico se utilizd6 el programa GraphPad InStat version 3.0
(GraphPad Software, San Diego, CA).
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RESULTADOS

1. BASES MOLECULARES DE LA PATOGENESIS MEDIADA POR LAS PROTEINAS LYTB Y
LytC

La interaccioén de las hidrolasas de pared celular LytB y LytC con el hospedador asi
como el papel de estas proteinas en el establecimiento de la patogénesis de neu-
MOoCcOoCOo son aspectos importantes pero poco conocidos. En este primer objetivo de
la Tesis se analiz6 el papel de tales proteinas en la persistencia de S. pneumoniae
en el tracto respiratorio superior. Ademas, se investigo la posible implicacion de las
mismas en la evasion de la inmunidad mediada por el sistema del complemento y la
fagocitosis, asi como su participacion en el establecimiento de la neumonia y el
desarrollo de la sepsis.

1.1. Adhesion a células epiteliales de nasofaringe

Se analiz6 la adhesion de los mutantes IytB y IytC a células de nasofaringe humana
utilizando la linea celular Detroit 562 (D562) asi como dos cepas clinicas de neu-
mococo de diferentes serotipos, TIGR4 (serotipo 4) y D39 (serotipo 2). Estos estu-
dios se realizaron a dos temperaturas diferentes, esto es, a 37°C —la temperatura
fisioldgica del cuerpo humano— y a 30°C, que coincide con la temperatura del trac-
to respiratorio superior. En ausencia de ambas proteinas, se observé una disminu-
cion en la capacidad de neumococo para unirse a las células D562 a ambas tempe-
raturas y en ambos serotipos (Fig. 9). La adhesion del mutante D39 IytC resulto ser
menor que la del mutante D39 IytB cuando se incub6 a 30°C, que es la temperatura
Optima para LytC. Para investigar si ambas proteinas cooperan en la unién a las cé-
lulas de la nasofaringe, se evalu6 el comportamiento de los dobles mutantes. Inde-
pendientemente del serotipo ensayado, las tasas de adhesién de los mutantes IytB
IytC en ambos serotipos fueron mucho menores tanto a 30°C como a 37°C en com-
paracion con la cepa parental y con los mutantes sencillos, siendo este efecto aln
mas marcado a 30°C (Fig. 9).

1.2. Evasién del sistema del complemento

Para estudiar la interaccién de LytB y LytC con el sistema del complemento se
construyeron mutantes isogénicos, simples en LytB (cepa P096; Tabla 2) y LytC
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(cepa P093) y el doble IytB IytC (estirpe P101), y se midi6 el depdsito de C3b en la
superficie bacteriana mediante citometria de flujo (Fig. 10). La union de C3b al mu-
tante IytB fue similar a la observada en la cepa silvestre y ello tanto a 30°C (Fig.
10A, B) como a 37°C (Fig. 10C, D). Sin embargo, en comparacién con la cepa sil-
vestre, los niveles de C3b depositados fueron significativamente mayores en el mu-
tante lytC a ambas temperaturas. Resulta destacable que la unién de C3b en el do-
ble mutante IytB IytC fue mucho mayor a la encontrada tanto en la cepa silvestre
como en los mutantes sencillos, indicando que la actividad de ambas proteinas tie-
ne un efecto aditivo en la inhibicion de la actividad del complemento. Ademas,
cuando en el momento de la opsonizacion se afiadieron las proteinas LytB y LytC a
los correspondientes mutantes y se analizo el depésito de C3b en presencia o au-
sencia de dichas proteinas, se pudo observar una notable reversion del fenotipo ca-
racteristico de los correspondientes mutantes, en lo que a depdsito de C3b se refie-
re (Fig. 10E).
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Fig. 9. Bacterias adheridas a células D562 infectadas con la cepa parental o con los diferentes
mutantes. Las células D562 se incubaron a 37°C (barras blancas) y a 30°C (barras grises). Las barras
de error representan la DS y los asteriscos representan los valores que son estadisticamente significati-
VOos en comparacion con la cepa silvestre (Test t de Student de dos colas; **, P <0.01; ***, P <0.001).
(Panel izquierdo) Cepa TIGR4 y mutantes isogénicos. P <0.01 (lytB frente a lytB IytC) y P = 0.09 (lytC
frente a lytB IytC) (Test t de Student de 2 colas). P <0.001 para la comparacion global (Test de ANOVA
de una via seguido de un Test de Dunnett). En el panel derecho, se muestras los resultados obtenidos
con la cepa D39 y sus mutantes. Para el doble mutante lytB IytC frente a lytB o lytC: P <0.001 (Test t de
Student de 2 colas). P <0.001 para la comparacion global (test de ANOVA de una via seguido de un test
de Dunnett).
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Fig. 10. Efecto de LytB y LytC en el depoésito de C3b. (A y C) Depésito de C3b a 30°C y 37°C respec-
tivamente. (B y D) Histogramas de citometria de flujo para el depésito de C3b. Las barras de error repre-
sentan la desviacion estandar (DS) y los asteriscos indican los valores que son estadisticamente signifi-
cativos en comparacion con la cepa silvestre (test t de Student de 2 colas; **, P <0.01; ***, P <0.001). P
<0.001 (a 30°C y 37°C) para la comparacioén de los resultados del mutante lytB IytC frente a los mutantes
simples. Para la comparacién de los mutantes con la cepa silvestre D39 se utilizé un test de ANOVA de
una via seguido de un test de Dunnet (P <0.001). (E) Recuperacion de los niveles de C3b en la superfi-
cie de los diferentes mutantes en presencia de 2 pg de la correspondiente proteina purificada.
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1.2.1. Evasion de la fagocitosis mediada por macréfagos alveolares

Los macréfagos alveolares presentes en el pulmdén son células centinela que consti-
tuyen la primera linea de defensa frente a las infecciones de modo que, la elimina-
cion de S. pneumoniae del pulmon y la sangre depende, en gran medida, de la ca-
pacidad de estas células para reconocer y destruir al patdgeno.

Se utiliz6 la linea celular murina MH-S para analizar la fagocitosis de los mutan-
tes lytB, IytC y IytB IytC. La adhesién a los macrofagos alveolares fue ligeramente
mayor en el mutante lytB que en la cepa silvestre, mientras que no se detectaron di-
ferencias de adhesién en el mutante IytC (Fig. 11A). Sin embargo, la fagocitosis re-
sultd ser mas eficiente en el caso de los dos mutantes simples (Fig. 11B), lo que
sugiere que, cada una de estas proteinas, reduce la fagocitosis por los macréfagos
alveolares. Ademas, tanto la adhesion como la fagocitosis de las células del doble
mutante IytB IytC fueron mucho mayores que las obtenidas con la cepa silvestre o
los mutantes sencillos.
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Fig. 11. Papel de LytB y LytC en la adhesién ay la fagocitosis mediada por macréfagos alveolares
murinos. (A) Adhesién de la cepa silvestre D39 y los diferentes mutantes. (B) Fagocitosis de la cepa sil-
vestre D39 y los distintos mutantes por los macréfagos alveolares. Las barras de error representan la DS
y los asteriscos indican los valores que son estadisticamente significativos en relacién a la cepa silvestre
(Test t de Student de 2 colas; **, P <0.01; ***, P <0.001). P <0.05 y P <0.01 para la comparacion de re-
sultados en adhesion y fagocitosis del mutante lytB IytC frente a los mutantes sencillos IytB o IytC, res-
pectivamente. P <0.001 para la comparacion global en fagocitosis (test de ANOVA de una via seguido de

un test de Dunnett).
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1.2.2. Evasion de la fagocitosis mediada por neutréfilos PMNs

Los experimentos de fagocitosis se realizaron también utilizando la linea celular
humana HL-60. Para confirmar que las células HL-60 en presencia de dimetilfor-
mamida se habian diferenciado correctamente a granulocitos, se determind la ex-
presion de CD11b (receptor de iC3b y cadena o CR3) (Fleck et al., 2005) que es un
marcador granulocitico de diferenciacion que demuestra la presencia del receptor
del componente C3 en las células utilizadas (Fig. 12).
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Fig. 12. Expresion del receptor CD11b en células HL-60 diferenciadas con 100 mM dimetilforma-
mida, o no diferenciadas.

Como se muestra en la figura 13, la fagocitosis de los mutantes sencillos IytB y IytC
fue significativamente mayor que la de la cepa silvestre, indicando que ambas pro-
teinas participan en la evasién de la fagocitosis mediada por neutréfilos humanos.
La fagocitosis del doble mutante IytB IytC resulté ser todavia mucho mas elevada.
Para estudiar si la combinacién de LytB y LytC es més eficaz en la evasion de la fa-
gocitosis de S. pneumoniae que cada proteina por separado, se repitieron los expe-
rimentos en presencia de las correspondientes proteinas purificadas, ya que ha sido
descrito que las proteinas de unién a colina, cuando se afiaden a un cultivo bacte-
riano, se unen rapida y especificamente a los residuos de colina localizados en la
superficie neumocdcica (De las Rivas et al., 2002; Lépez y Garcia, 2004). Estos ex-
perimentos confirmaron que la mayor eficacia con la que se fagocitan las estirpes
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mutantes era debida, principalmente, a la ausencia de las correspondientes protei-
nas y, ademas, confirmaron que la combinacion de LytB y LytC tiene un efecto muy
marcado en la evasion de la fagocitosis de S. pneumoniae (Fig. 13).
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Fig. 13. Andlisis, mediante citometria de flujo, de la opsonofagocitosis de neumococo mediada
por neutréfilos humanos. (A y B) La cepa D39 y los diferentes mutantes fueron incubados en 20% de
suero humano y los resultados se expresan como IRF con respecto a los valores obtenidos para la cepa
silvestre. (C) Recuperacion de los niveles de fagocitosis de los distintos mutantes en presencia de 2 pg
de la proteina indicada. Las barras lisas representan la fagocitosis sin la adicion de proteinas y las raya-
das, la fagocitosis en presencia de las mismas. Las barras de error representan la DS y los asteriscos
representan los valores que son estadisticamente significativos en comparacién con la cepa silvestre
(Test t de Student de dos colas; **, P <0.01; ***, P <0.001). P < 0.001 para la comparacion global de la
fagocitosis (test de ANOVA de una via seguido de un test de Dunnett). Para la comparacion de la fagoci-
tosis de los diferentes mutantes en presencia o ausencia de las proteinas afiadidas de forma exdgena, P
<0.05 para lytB y P <0.01 para IytC o IytB IytC).
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1.3. Papel de LytB y LytC en la enfermedad neumocécica

1.3.1. Colonizacion

Con el fin de investigar el papel de estas dos proteinas en la colonizacion de la na-
sofaringe en condiciones in vivo, se puso a punto un modelo experimental murino
de colonizacion nasofaringea. La primera determinacion que se realiz6 consistio en
evaluar si una dosis elevada de bacteria era capaz de producir una colonizacion
prolongada. Para ello, las cepas D39 y TIGR4 se inocularon por via in y se determi-
né el nimero de bacterias presentes en la nasofaringe mediante recuento de via-
bles a partir del lavado de la nasofaringe. Las tasas de colonizacién se mantuvieron
relativamente constantes a lo largo de los 7 dias de seguimiento, obteniendo niveles
de bacteria que oscilaban entre 10* y 10° UFC mlI™ (Fig. 14A). Ademas, se recogie-
ron muestras de sangre diariamente a lo largo de los 7 dias del estudio sin detectar
la presencia de bacterias en sangre, comprobandose asi que los animales no desa-
rrollaban bacteriemia (observaciones no publicadas).

Los mutantes sencillos IytB y IytC mostraron una capacidad reducida de coloni-
zacion, con un efecto especialmente marcado para el mutante IytC a tiempos largos
(Fig. 14B, C). Ademas, a las 24 h post inoculacion, los doble mutantes mostraron
una menor capacidad para colonizar la nasofaringe del ratén en comparacién con
los mutantes sencillos, sugiriendo que la combinacién de ambas proteinas es muy
efectiva en las fases iniciales de la colonizacion nasofaringea y, por tanto, en el es-
tablecimiento del denominado estado de portador.

1.3.2. Contribucién de LytB y LytC a los procesos de nheumonia y sepsis neumo-
coécicas

Como se ha mencionado previamente, S. pneumoniae es el principal agente etiol6-
gico de las neumonias adquiridas en la comunidad y una causa frecuente de sepsis
bacteriana. Por ello, y utilizando modelos animales, se investigd si las proteinas
LytB, LytC o ambas, podrian ser factores de virulencia implicados en la ENI.
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Fig. 14. Colonizacién nasofaringea. (A) Proceso de colonizacién de ratones inoculados por via in con
dos cepas de S. pneumoniae, TIGR4 (triangulos) y D39_IU (circulos). (B) Colonizaciéon nasofaringea a
las 24 h post inoculacién en ratones infectados con TIGR4 (barras blancas) o D39 (barras negras) y los
correspondientes mutantes. Las barras de error representan la DS vy, los asteriscos, los valores estadisti-
camente significativos (Test t de Student de dos colas; *, P <0.05; **, P < 0.01; *** P <0.001). Para el
doble mutante frente a IytB o IytC, los valores son: P <0.01 para TIGR4 y P <0.001 para D39_IU. P
<0.001 para todas las comparaciones (test de ANOVA de una via seguido de un test de Dunnett). (C)
Colonizacién nasofaringea en ratones infectados a los 5 dias post inoculacion con la cepa D39_IU.

Para investigar el grado de atenuacion en virulencia de las mutaciones en LytB y
LytC , se determinaron los indices de competitividad (IC) en un modelo experimen-
tal de sepsis murina. El IC para el mutante IytB (cepa P137; Tabla 2) fue proximo a
1, indicando que la proteina LytB, por si sola, no desempefia un papel significativo
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en el establecimiento de la sepsis neumocdcica (Fig. 15A). En marcado contraste
con el mutante IytB, el IC fue significativamente <1 para el mutante IytC (cepa P138)
en comparacién con la cepa parental y mucho menor para el doble mutante IytB
IytC (cepa P169; Tabla 2) en comparacion con los mutantes sencillos y la cepa sil-
vestre indicando, que la pérdida de ambas hidrolasas, da lugar a una mayor ate-
nuacion en virulencia. Para detectar diferencias en la atenuacion entre un mutante
doble y uno sencillo, se siguié un protocolo descrito previamente que incluye la co-
infeccion del mismo animal con el mutante doble y el mutante sencillo (Beuz6n y
Holden, 2001). En una infeccidon mixta con la cepa portadora de mutaciones en dos
genes y la cepa portadora de una sola, la atenuacion causada por la mutacién com-
partida debe ser equivalente y, por tanto, se anula. El IC obtenido después de la
anulacién del efecto de una de las mutaciones representa la contribucion que la otra
mutacion aporta a la atenuacion del doble mutante.

Para confirmar mas aln que la pérdida de ambas proteinas, LytB y LytC, resulta-
ba en una reduccion sinérgica de la virulencia del microorganismo, se realizaron in-
fecciones mixtas de las cepa D39 IytB IytC y D39 IytC. Dado que la mutacién en
LytC esta presente en las dos cepas, el IC deberia ser similar al correspondiente IC
del mutante lytB. Sin embargo, si el IC fuera menor, los resultados indicarian la
existencia de un fenotipo sinérgico o, al menos, aditivo de las dos mutaciones anali-
zadas. Los resultados obtenidos (Fig. 15B) confirmaron la existencia de un IC signi-
ficativamente menor que el encontrado para el mutante IytB frente a la cepa silves-
tre D39, demostrando que LytB y LytC cooperan de alguna manera en el estableci-
miento de la sepsis neumocdcica.

A continuacion, se analizé el papel en virulencia de LytB y LytC utilizando para
ello un modelo murino de neumonia neumocdcica. Para ello, se inocularon simulta-
neamente los diferentes mutantes junto con la cepa parental D39 por via in (Fig.
16). La mutacién lytB no mostrd ningin grado de atenuacién, lo que sugiere que
LytB no participa de forma directa en el desarrollo de la neumonia neumocdcica. En
relaciéon al mutante IytC, se observé que tenia una capacidad muy mermada para
multiplicarse en el tracto respiratorio inferior, invadir tejido pulmonar y diseminarse a
la sangre desde el pulmén. Ademas, se investigé el grado de atenuacion en virulen-
cia del doble mutante observando que, la pérdida de ambas proteinas, también
ocasionaba una capacidad reducida para producir infecciéon pulmonar y disemina-
cion sistémica, sugiriendo que la presencia de las proteinas correspondientes es
fundamental para la patogenicidad del microorganismo.
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Fig. 15. Determinacion de la virulencia de los mutantes en murein-hidrolasas utilizando un modelo
murino de sepsis. (A) Virulencia representada como indices de competitividad (IC) de las cepas IytB,
IytC y IytB lytC en comparacion con la cepa silvestre D39. Las barras de error representan la desviacion
estandar. Para las comparaciones de los resultados de los ICs de la cepa lytC frente a lytB: **, P <0.01
(test t de Student de dos colas). Para la comparacion del mutante lytB IytC frente a los mutantes lytB o
IytC: ***, P <0.001; *, P <0.05, respectivamente. (B) IC para la cepa lytB en comparacién con D39 e IC
del mutante doble en comparacion con la cepa D39 IytC. **, P <0.01 para la combinacién de ambos ICs.

Para dilucidar si la pérdida de LytB y LytC podria tener un efecto sinérgico en la
neumonia neumocécica se utilizaron infecciones mixtas para comparar los ICs de la
combinacién del doble mutante IytB IytC y la cepa lytC con el obtenido para la infec-
cion mixta de IytB frente a la cepa silvestre. Los resultados obtenidos mostraron que
el IC para la infeccién de IytB IytC frente a lytC fue entre dos y tres veces menor en
el pulmén (1.13 frente a 0.39 en BALF y 1.06 con respecto a 0.34 en el pulmén; P
<0.01) y cerca de cinco veces en sangre (1.02 frente a 0.23; P <0.01) que el IC para
la infeccién de IytB frente a la cepa silvestre (Fig. 16D).
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Fig. 16. Impacto de las mutaciones en LytB y LytC en la neumonia neumocécica. (A-C) ICs de los
mutantes lytB, IytC y IytB lytC en comparacién con la cepa D39 en BALF (A), pulmén (B), y sangre (C)
tras infecciones de una combinacién del correspondiente mutante con la cepa silvestre. Las barras de
error representan las DS vy los asteriscos indican los resultados estadisticamente significativos (Test t de
Student de dos colas; **, P <0.01; ***, P <0.001). (D) ICs de IytB frente a D39 (barras blancas) y IytB IytC
frente a lytC (barras negras) en BALF, pulmones y sangre. **, P <0.01 para la comparacién de ambas in-
fecciones mixtas en los correspondientes sitios de infeccion.
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2. PAPEL DE LA AUTOLISINA LYTA EN LA EVASION DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA DEL
HOSPEDADOR

La neumolisina (Ply) es una de las proteinas que contribuye de un modo importante
en el potencial patogénico de neumococo. Como ya se ha comentado detallada-
mente en esta Memoria (véase apartado 1.4.2.4 de Introduccion), Ply parece ser de
localizacién mayoritariamente citoplasmica aunque existen algunas evidencias ex-
perimentales apoyando que podria estar parcialmente expuesta al exterior celular.
Una vez que Ply se libera al medio, es capaz de participar en los mecanismos que
permiten a neumococo evadir la via clasica del complemento; ademas, Ply posee
actividad citotéxica al producir poros en la superficie de las células eucaritticas (Ma-
rriot et al., 2008). En contraste con lo conocido sobre Ply, en el caso de la autolisina
mayoritaria de neumococo LytA existe muy poca informacién sobre su papel en la
virulencia de este microorganismo. Actualmente, esta comUnmente aceptado que
LytA podria participar en virulencia mediante dos mecanismos diferentes. El primero
seria por su efecto litico sobre la pared celular, ya que liberaria componentes pro-
inflamatorios muy importantes como son los TAs y diversos componentes del pepti-
doglicano. Indirectamente, ademas, LytA participaria en la evasién de la inmunidad
del complemento al permitir la liberacién de Ply, de modo que seria la Ply liberada
la responsable directa de la evasién del complemento. En el presente capitulo de la
Tesis Doctoral se planted, como principal objetivo, dilucidar si la proteina LytA, por
si misma, podria participar tanto en la evasién de los mecanismos de defensa del
hospedador como participar en virulencia por un mecanismo independiente de la li-
beracién de neumolisina.

2.1. Participaciéon de LytA y Ply en la evasion del sistema del complemento

2.1.1. Analisis del depésito de C3b en la superficie bacteriana

Para analizar la interaccién de LytA y Ply con el componente clave del sistema del
complemento, se determind el depdsito de C3b en la superficie de la cepa D39 asi
como de sus mutantes isogénicos IytA (cepas P092 y P095; Tabla 2), ply (estirpe
P097) y el mutante doble IytA ply (cepas P129 y P130). Las cepas deficientes en las
proteinas LytA o Ply presentaron un incremento significativo en el deposito de C3b
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en la superficie bacteriana en comparacién con la cepa silvestre siendo ain mas
elevado para el mutante simple IytA que para el mutante ply (P <0.001); por su par-
te, el doble mutante ply lytA mostré incluso mayores niveles de depésito de C3b que
los mutantes sencillos y la cepa parental (Fig. 17). Estos resultados sugieren que la
proteina LytA participa activamente en la evasion de la inmunidad del complemento
mediante un mecanismo independiente de la liberacion de neumolisina y que las
dos proteinas participan de un modo sinérgico evitando la opsonizacién por el com-
ponente C3b del complemento.

Para determinar qué cascadas del complemento podrian estar afectadas por la
actividad de estas proteinas se determiné el depdsito de C3b utilizando sueros hu-
manos deficientes en C1q o factor B que son, respectivamente, los primeros com-
ponentes de las vias clasica y alternativa del complemento. En ausencia de la via
clasica, cuando la activacion del complemento tiene lugar mayoritariamente a través
de la via alternativa, tan sélo se produjo un incremento en el depdsito de C3b en
ausencia de la proteina LytA o en el doble mutante ply IytA, pero no en el mutante
ply, indicando que LytA evade la activacion de la via alternativa mientras que Ply no
interviene en este proceso. Sin embargo, cuando se utilizé suero deficiente en fac-
tor B, se observé un incremento en el depésito de C3b en todos los mutantes anali-
zados, lo que demuestra que tanto Ply como LytA impiden o, al menos, dificultan la
activacion de la via clasica. La ausencia, en ambos casos, de un efecto sinérgico en
el depésito de C3b para el mutante doble sugiere que es necesaria la actividad de
ambas vias para que se produzca la evasién sinérgica del complemento.

Para investigar qué dominio de la proteina LytA es el responsable de la evasion
de C3b, la estirpe P092 (lytA) se opsoniz6 con suero humano y, a continuacion, se
incubd (o no) con la proteina LytA activa, su dominio de unién a colina (C-LytA) o
LytApissa, Un mutante de la autolisina LytA que posee una mutacion en la His locali-
zada en posicion 133 que la cambia por Ala. Esta mutacién da lugar a la pérdida de
la actividad NAM-amidasa de LytA (resultados no publicados de los Drs. P. Garcia 'y
B. Bldzquez que fueron quienes nos proporcionaron la proteina). También se utilizé
la lisozima LytC. Los resultados mostrados en la figura 18 demostraron que soélo la
adicién de LytA completa y enzimaticamente activa fue capaz de reducir drastica-
mente los niveles de C3b en la superficie del mutante IytA revirtiendo a éste al feno-
tipo observado en la cepa silvestre. Estos datos sugirieron que LytA podria digerir el
peptidoglicano de la bacteria produciendo una liberacién del C3b previamente unido
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pero también podrian explicarse si la NAM-amidasa actuara directamente sobre el
componente C3b, hidrolizandolo siquiera en parte.
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Fig. 17. Depésito de C3b sobre los mutantes IytA, ply y IytA ply en la cepa D39. (A) Proporcién de
depdsito de C3b. (B) Ejemplo de histograma de citometria de flujo para el depésito de C3b. (C) Esquema
de la activacion del sistema del complemento. (D) Proporcién de depésito de C3b en presencia de suero
deficiente en Clq (barras blancas) o en presencia de suero deficiente en factor B (barras grises). Las ba-
rras de error representan la DS y los asteriscos indican los valores que son estadisticamente significati-
VOos en comparacién con la cepa silvestre (Test t de Student de 2 colas; *, P <0.05; ** P <0.01; ***, P
<0.001). Para la comparacion de los mutantes con la cepa silvestre D39 se utilizé un test de ANOVA de
una via seguido de un test de Dunnet (P <0.001).
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A la vista de los resultados obtenidos se plante6 analizar la posible capacidad de
la autolisina LytA para hidrolizar el componente C3b del complemento depositado
en la superficie de neumococo. En una primera serie de experimentos, se emplea-
ron neumococos de la cepa P031 opsonizados mediante su incubacién con suero
humano. Las bacterias conteniendo el C3b unido a su superficie fueron a continua-
cion incubadas con la NAM-amidasa durante 1 h y analizadas mediante Western
blot con un suero anti-C3b (Fig. 19A).
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Fig. 18. Depdsito de C3b sobre la cepa D39 y el mutante lytA en presencia de la proteina LytA, el
dominio C-LytA o la proteina mutada LytAwassa. Las barras de error representan la desviacion estan-
dar (DS) y los asteriscos indican los valores que son estadisticamente significativos en comparacion con
el mutante IytA (Test t de Student de 2 colas; ***, P <0.0001).

Mientras que la adecuada estructura de C3b fue refrendada mediante su proteo-
lisis con una mezcla de fH y fl, sélo en la muestra tratada con LytA activa se pudo
observar la aparicién de una proteina adicional de muy pequefio tamafio (Fig. 19A;
carril 4). Para profundizar mas en este hecho, se incubé C3b humano con LytA o
LytApissa Y Se pudo confirmar la liberacion de un fragmento de C3b con una masa
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molecular aparente de unos 6—6.5 kDa (Fig. 19B). Desgraciadamente, aunque se
llevaron a cabo repetidos esfuerzos para identificar con precision este fragmento,
ello no ha sido posible hasta el momento. Aln asi podemos concluir que la proteina
LytA esta involucrada en la degradacion de la opsonina C3b y que utiliza esta pro-
piedad novedosa como un mecanismo de evasion del sistema de defensa del hos-
pedador.
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Fig. 19. Degradacién de C3b por la NAM-amidasa LytA de neumococo. (A) Células de un mutante
IytA IytC de neumococo (cepa P031) (106 UFC) (carriles 3—7) en PBS fueron incubadas con 10 pl de una
dilucién al 50% (en PBS) de suero humano durante 30 min a 37°C. A continuacién, las muestras se lava-
ron dos veces con PBS-Tween-20 y las células se resuspendieron en PBS. Diferentes porciones (106
UFC) de la muestra se incubaron con 3 ng de NAM-amidasa LytA, lisozima LytC, C-LytA, 0 LytApi3sa du-
rante 2 h a 37°C. Se centrifugaron las muestras y una fraccion de cada sobrenadante fue analizada me-
diante SDS-PAGE (15%), las proteinas se transfirieron a una membrana y se revelaron con suero anti-
C3b. Carriles 1 a 7: C3b purificado; C3b digerido con fH y fl; sobrenadante de la cepa P031 sin posterio-
res adiciones; tratado con LytA; tratado con LytC; tratado con C-LytA; tratado con LytAuzsa. El triangulo
negro marca una banda caracteristica de la digestion de C3b con fH y FI. La flecha sefiala una proteina
gue es consecuencia de la digestién con LytA. (B) Una muestra de C3b humano (3.3 pg cada media ho-
ra) en tampon fosfato sédico (20 mM, pH 6.9) fue tratada con LytA (carril 1) o LytAussa (carril 2). Las en-
zimas se afiadieron cada 30 min (3 ng cada vez) y la incubacién se prolongé durante 2 h a 37°C. Las
muestras se analizaron mediante SDS-PAGE utilizando tricina en lugar de Tris-glicina. La flecha indica la
proteina extra resultante de la digestién con LytA. Se indican los M, de los marcadores utilizados.

2.1.2. Estudio de la activacion de la via clasica del complemento

La via clasica es la principal via de activacion del complemento frente a S. pneumo-
niae tanto en ratones como en humanos (Brown et al., 2002; Yuste et al., 2007). Pa-
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ra estudiar la capacidad que tienen las proteinas LytA y Ply para evadir la activacion
de esta via se analiz6 la interaccidon de neumococo con el primer componente Clq,
asi como su reconocimiento por la principal proteina de fase aguda humana, la pen-
traxina CRP. El mutante ply mostr6 mayores niveles de C1q (pero no de CRP) en
su superficie, confirmando que Ply afecta a la activacion de la via clasica a través
del componente C1q (Fig. 20). Ademas, la pérdida de LytA se asocio con un incre-
mento en el reconocimiento de C1g y CRP sugiriendo que LytA evita la activacién
de la via clasica del complemento reduciendo el reconocimiento de S. pneumoniae
por C1lgy CRP.
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Fig. 20. Reconocimiento de la cepa D39 y los mutantes IytA, ply y IytA ply por parte de C1lqy CRP.
(A) Deposito de C1qg. (B) Ejemplo de histograma de citometria de flujo para el depédsito de Clg. (C) De-
poésito de CRP. (D) Ejemplo de histograma de citometria de flujo para el depésito de CRP. Las barras de
error representan la DS y los asteriscos indican los valores que son estadisticamente significativos en
comparacion con la cepa silvestre (Test t de Student de 2 colas; **, P <0.01; ***, P <0.001). Para la com-
paracién de todos los mutantes con la cepa silvestre se utilizé un test de ANOVA de una via seguido de
un test de Dunnet (P <0.0001).
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2.1.3. Union a reguladores negativos del complemento, C4BP y fH

Para analizar si las proteinas LytA y Ply eran capaces de reclutar reguladores nega-
tivos del sistema del complemento y asi evadir la activacion del mismo se determino
la unién a los componentes C4BP y fH. Dado que estudios previos de otros autores
habian demostrado que la proteina PspC es capaz de unirse a ambos reguladores
negativos (Dave et al., 2001; Lu et al., 2006; Hammerschmidt, et al., 2007; Quin et
al., 2007b; Dieudonné-Vatran et al., 2009; Hyams et al., 2013), se incluyé un mutan-
te isogénico pspC (cepa P188; Tabla 2) como control positivo y se analizé el depési-
to de C4BP y fH en la superficie de la cepa silvestre y de los mutantes IytA (cepa
P092), ply (cepa P097) y IytA pspC (cepa P148). La unién de C4BP fue ligeramente
menor en ausencia de Ply mientras que, de manera inesperada, la deficiencia en
LytA se asocio con una marcada disminucién en la union a C4BP la cual, por otra
parte, fue similar a la obtenida con el mutante pspC (Fig. 21). Por su parte, el doble
mutante lytA pspC mostré niveles de C4BP aln menores que los mutantes senci-
llos, demostrando que las proteinas PspC y LytA participan de un modo muy efi-
ciente en el reclutamiento de C4BP e inhiben asi la activacién de la via clasica del
complemento. Con el fin de confirmar la novedosa interaccion de LytA con C4BP vy,
en la medida de lo posible, ampliar este hallazgo a otros serotipos, se evalué la
unién de C4BP utilizando la cepa S3 (Sung et al., 2006; Moscoso et al., 2010), el
Unico aislado clinico de neumococo (serotipo 23F) deficiente en IytA descrito hasta
la fecha, y un transformante IytA*, denominado S3 (IytA"), de la misma cepa. La
pérdida de LytA se asocié con una marcada ausencia de unién a C4BP mientras
que, la restauracién de gen IytA, origind un incremento notable en dicha unién (Fig.
20). Estos resultados confirmaron que LytA es un ligando de S. pneumoniae para
C4BP que no habia sido descrito previamente.

El analisis de la interaccidén con el regulador negativo de la via alternativa demos-
tr6 que la proteina Ply no afectaba a la unién a fH mientras que el mutante en LytA
presentaba niveles de fH significativamente menores en comparacién con la cepa
silvestre, aunque mayores a los encontrados en el mutante pspC (Fig. 22). Ademas,
el transformante S3 (IytA") de la cepa S3 mostraba un incremento significativo en la
cantidad de fH depositado (Fig. 22). Ademas, la unién de fH al doble mutante pspC
IytA fue significativamente menor a la encontrada en los mutantes sencillos, lo que
sugeria que tanto PspC como LytA participan de un modo muy eficaz en la union a
fH y, por tanto, en la evasion de la via alternativa del complemento.
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Fig. 21. Papel de LytA y Ply en la unién de C4BP. (A) Proporcién de depo6sito de C4BP sobre los mu-
tantes ply, IytA, pspC vy IytA pspC de la cepa de neumococo D39. (B) Histograma de citometria de flujo
para la unién de C4BP ala cepa D39. (C) Proporcion de deposito de C4BP sobre la cepa S3, un mutante
lytA natural de serotipo 23F, y su transformante, S3 (lytA"). (D) Histograma de citometria de flujo para la
unién de C4BP a la cepa S3. Los resultados se expresan como porcentaje de unién a C4BP en relacion
a los resultados obtenidos con la cepa silvestre. Las barras de error representan la DS y los asteriscos
marcan las diferencias estadisticamente significativas en comparacién con la cepa silvestre (test t de
Student dos colas *, P <0.05, **, P <0.01, ***, P <0.001). Para la comparacion de todos los mutantes con
la cepa silvestre se utilizé un test de ANOVA de una via seguido de un test de Dunnet (P <0.0001).
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Fig. 22. Implicacion de LytA y Ply en la union de fH. (A) Depésito de fH sobre los mutantes ply, IytA,
pspC vy IytA pspC de la cepa D39. (B) Histograma de citometria de flujo para la unién de C4BP. (C) Pro-
porcién de depésito de fH sobre las cepas S3 y S3 (lytA"). (D) Intensidad de fluorescencia del depésito
de fH en las estirpes S3 'y S3 (lytA"). (E) Histograma de citometria de flujo para la unién de fH a la cepa
S3 y su transformante. Las barras de error representan la DS y los asteriscos marcan las diferencias es-
tadisticamente significativas en comparacién con la cepa silvestre (test t de Student de dos colas *, P
<0.05, **, P <0.01, ***, P <0.001). Para la comparacion de todos los mutantes con la cepa silvestre se uti-
lizé un test de ANOVA de una via seguido de un test de Dunnet (P <0.0001).

2.2. Implicacién de LytA y Ply en la evasion de la fagocitosis

2.2.1. Fagocitosis mediada por macréfagos alveolares

Utilizando la linea celular MH-S (macréfagos alveolares), se observé que los mutan-
tes sencillos IytA y ply mostraban una adhesion aumentada con respecto a la propia
de la cepa silvestre (Fig. 23). La tasa de adhesion del doble mutante IytA ply fue in-
cluso mas elevada que las de los mutantes sencillos. Cuando se estudio el papel de
ambas proteinas en la fagocitosis —analizada 1 h y 4 h después de la infeccion—
se pudo observar que ésta era mas eficiente en los mutantes sencillos que en la
cepa salvaje y mayor aun en el mutante doble (D39 IytA ply), lo que indicaba que
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tanto LytA como Ply participan en la evasion de la fagocitosis por macréfagos alveo-
lares (Fig. 23). Ademés, la pérdida de ambas proteinas resultaba en una fagocitosis
mucho mayor en relacion a la cepa silvestre y a los mutantes sencillos, sugiriendo
que la presencia de LytA y Ply, es determinante en la resistencia a la fagocitosis
mediada por macréfagos alveolares. Adicionalmente, los niveles de bacterias recu-
perados de las células se redujeron significativamente a lo largo del tiempo sugi-
riendo que, una vez que los macréfagos han reconocido y fagocitado a las cepas
deficientes en LytA y Ply, la maquinaria del macréfago destruye a la bacteria en su
interior con gran eficacia.
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Fig. 23. Efecto de LytA y Ply en la fagocitosis mediada por macr6fagos alveolares murinos. (A)
Adhesion de la cepa silvestre D39 y los diferentes mutantes a los macréfagos. (B y C). Fagocitosis de la
cepa silvestre D39 y los distintos mutantes 1 y 4 h después de la infeccién. Las barras de error represen-
tan la DS y los asteriscos indican los valores que son estadisticamente significativos en relacién a la ce-
pa silvestre (test t de Student de 2 colas; *, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001). P <0.0001 para la com-
paracion global de la adhesion (test de ANOVA de una via seguido de un test de Dunnett) y P <0.001 pa-
rala comparacion global de la fagocitosis.

Para confirmar la hip6tesis de que el macréfago destruye de un modo eficaz a los
neumococos fagocitados, se utilizé el doble mutante ply IytA para analizar, mediante
microscopia de inmunofluorescencia la localizacién, de la bacteria durante el trans-
curso de la infeccion utilizando distintos marcadores de la vesicula fagocitica (Fig.
24). Se observo un transito a través de los espacios subcelulares, inicialmente en
endosomas tempranos —identificados utilizando el marcador de membrana EEA-
1— y, mas tarde, en endosomas tardios que se caracterizan por poseer un pH 4ci-
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do —mediante la tincion con los marcadores de membrana LAMP-1y LAMP-2. Es-
tos resultados demostraron que la pérdida de Ply y LytA incrementa la eficiencia de
los macréfagos alveolares, no so6lo para fagocitar, sino también para destruir S.
pneumoniae procesando a la bacteria a través de la ruta fagolisosomal del ma-
crofago.

Hoechst EEA-1 ply lytA Superposicion

LAMP-1
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Fig. 24. Co-localizacién del doble mutante lytA ply en distintos tipos de vesiculas durante el pro-
ceso de infeccion de macrofagos alveolares de ratén. (A) Co-localizacion del doble mutante IytA ply
con el marcador de membrana EEA-1. (B) Co-localizacion del doble mutante IytA ply con el marcador de
membrana LAMP-1. (C) Co-localizacién del doble mutante IytA ply con el marcador de membrana LAMP-
2. El doble mutante IytA ply expresa la GFP (color verde) y los marcadores celulares se visualizaron con
el anticuerpo correspondiente conjugado con TRITC (color rojo). Para la tincion de los nlcleos celulares
se utilizé Hoescht (color azul).
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2.2.2. Fagocitosis mediada por neutréfilos polimorfonucleares

Para investigar la capacidad que tienen los neutrofilos de fagocitar la cepa silvestre
en comparacion con los mutantes deficientes en las proteinas LytA y Ply se utiliz6 la
linea celular humana HL-60. La fagocitosis de las diferentes cepas marcadas con el
fluorocromo FAM-SE se determind mediante citometria de flujo. La fagocitosis de
los mutantes sencillos ply y IytA fue significativamente mayor que la de la cepa sil-
vestre (Fig. 25). Por otra parte, la fagocitosis del doble mutante IytA ply resulto ser
mucho mas eficiente en comparacién con la cepa silvestre y los mutantes sencillos.
Para corroborar la mayor susceptibilidad de estos mutantes a la fagocitosis, se utili-
zaron las diferentes cepas expresando la GFP y el nivel de fagocitosis se visualizd
mediante microscopia confocal (Fig. 26). Las imagenes obtenidas confirmaron una
mayor fagocitosis de los mutantes sencillos asi como un incremento muy marcado
en la fagocitosis del doble mutante.
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Fig. 25. Implicacion de la autolisina LytA y la neumolisina en la opsonofagocitosis mediada por
neutréfilos humanos. (A) Fagocitosis de la cepa D39 y de los diferentes mutantes incubados en HBSS,
suero inactivado por calor (Sl) y 20% de suero humano. Los resultados estan expresados como porcen-
tajes del indice de fluorescencia (IRF) con respecto a la cepa silvestre. (B) Histograma de citometria de
flujo. Las barras de error representan la DS y los asteriscos representan los valores que son estadistic a-
mente significativos en comparacion con la cepa silvestre (Test t de Student de dos colas; *, P <0.05; **,
P <0.01; ***, P <0.001). P <0.0001 para la comparacion global de la fagocitosis (test de ANOVA de una
via seguido de un test de Dunnett).

103



RESULTADOS

Hoechst Rod-Fall D39

Superposicion

-
-
-

Fig. 26. Fagocitosis de S. pneumoniae mediada por PMNs. (a—d) Marcaje de los nucleos de los PMNs
mediante Hoechst (color azul). (e-h) Marcaje del citoesqueleto de actina de los PMNs con rodamina-
faloidina (Rod-Fall) (color rojo). (i-I) Las células de S. pneumoniae D39 y los mutantes ply, IlytA y IytA ply
expresando GFP (color verde). (m—0) Superposicion de los tres canales.

ply Iyt

2.3. Contribucién de LytA y Ply a la patogénesis de la enfermedad neumocdci-
ca

2.3.1. Modelo de sepsis

Se analiz6 el papel de LytA y Ply en un modelo murino de sepsis. Para ello se ino-
cularon los diferentes mutantes, P095 (lytA), P097 (ply) o P130 (IytA ply) y la co-
rrespondiente cepa parental (D39) por via ip y se estudié el papel que desempefian
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estas proteinas en la infeccion sistémica. Los mutantes IytA y ply mostraron una cla-
ra atenuacion en virulencia ya que fueron recuperados en niveles mas bajos que la
cepa D39. En relacion al doble mutante se observd que tenia una capacidad para

multiplicarse en sangre muy reducida en comparaciéon con la cepa silvestre y los
mutantes sencillos (Fig. 27).
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D39 ply IytA  ply lytA

Fig. 27. Bacteriemia en ratones C57BL/6 infectados con la cepa D39 y los mutantes indicados. Las
barras de error representan las DS y los asteriscos indican los resultados que son estadisticamente sig-
nificativos (test t de Student de dos colas; *, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001). P <0.0001 para la com-
paracion global de la fagocitosis (test de ANOVA de una via seguido de un test de Dunnett).

2.3.2. Modelo de neumonia

Para profundizar en el estudio de la atenuacién en virulencia de las mutaciones en
LytA y Ply, se inocularon la cepa D39 y sus correspondientes mutantes en un mode-
lo experimental de neumonia. Los mutantes IytA y ply se recuperaron en menores
niveles que la cepa silvestre en cada una de las tres localizaciones estudiadas, esto
es, BALF, pulmén y sangre, lo que indica que los mutantes en LytA y Ply poseen
una capacidad limitada para multiplicarse en el tracto respiratorio inferior asi como
para diseminarse desde el pulmén a la sangre (Fig. 28). La infeccién con el mutante
doble permitié observar una drastica atenuacion en virulencia en comparacién con
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la cepa silvestre y los mutantes sencillos demostrando que la pérdida de ambas
proteinas confiere a la bacteria una capacidad muy reducida para producir infeccién
pulmonar y diseminacién sistémica desde el pulmén.
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Fig. 28. Niveles bacterianos en ratones C57BL/6 infectados con la cepa D39 y los mutantes indi-
cados en un modelo de neumonia. (A) BALF. (B) Pulmén. (C) Sangre. Las barras de error representan
las DS y los asteriscos indican los resultados que son estadisticamente significativos (test t de Student
de dos colas; *, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001).
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3. IMPLICACION DEL RECEPTOR PSGL-1 EN LA ENFERMEDAD NEUMOCOCICA

3.1. Papel del receptor PSGL-1 en la fagocitosis mediada por PMNs

El ligando de la glicoproteina P-selectina 1 (PSGL-1) esté presente en neutréfilos e
interacciona con las selectinas E y P de células endoteliales y epiteliales para que
éstas puedan extravasarse y migrar al sitio de infeccion o de dafio tisular. Este re-
ceptor, que ha sido identificado como receptor funcional de entrada en neutrdéfilos
para distintos patégenos intracelulares, ha sido objeto de estudio en esta Tesis para
dilucidar si la fagocitosis de S. pneumoniae podria también estar mediada por este
receptor. Inicialmente, se determind el nivel de expresion de dicho receptor en la li-
nea celular HL-60 ya que se ha visto que esta linea celular expresa niveles de
PSGL-1 similares a los de neutréfilos de sangre periférica (Park et al., 20083;
Vicente-Manzanares y Sanchez-Madrid, 2004). Estos niveles se mantenian en torno
al 90-95% entre los dias 4 y 5 tras la diferenciacion de la linea celular, que es
cuando las células expresan la mayor proporcion de receptores fagociticos de neu-
trofilos (Fleck et al., 2005) (datos no mostrados).

Con el fin de determinar si PSGL-1 es un receptor que participa en la fagocitosis
de neumococo, se infectaron las células HL-60 bloqueando el receptor con el anti-
cuerpo KPL-1 o, como control de isotipo, una inmunoglobulina que no le afectara.
Cuando se bloqueé el receptor (Fig. 29), la fagocitosis de la cepa silvestre y, en
mayor medida, la de los diferentes mutantes, fue menor que cuando el receptor es-
taba activo, lo que sugiere que la fagocitosis de estas cepas podria estar mediada,
al menos en parte, por el receptor PSGL-1.

Estos estudios se complementaron con ensayos de microscopia confocal en los
gue se detect6 el receptor PSGL-1 y su co-localizaciéon con la bacteria. Las image-
nes obtenidas (Fig. 30) corroboraron que la bacteria interacciona con el receptor
PSGL-1. El conjunto de estos estudios permiten concluir que el receptor PSGL-1
presente en neutréfilos es parcialmente responsable del reconocimiento de neumo-
coco y que las proteinas Ply y LytA participan reduciendo la fagocitosis mediada por
este receptor.
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Fig. 29. Opsonofagocitosis mediada por PMNs. Las barras verdes representan la fagocitosis mediada
por las células HL-60 con el receptor PSGL-1 activo utilizando un anticuerpo de ratén anti-IgG humana,
como control de isotipo. Las barras rojas (PSGL-1 Blog) muestran la fagocitosis mediada por las células
HL-60 tratadas con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-PSGL-1 humano (KPL-1). Las barras de error
representan la DS vy los asteriscos representan los valores que son estadisticamente significativos en
comparacioén con las células con el receptor no bloqueado (Test t de Student de dos colas; *, P <0.05; **,
P <0.01; *** P <0.001).

Para ilustrar alin mejor esta conclusion, la infeccién con el doble mutante fue estu-
diada microscépicamente. Cuando el receptor PSGL-1 estaba activo, se observé
una activa fagocitosis y la mayoria de las células presentaban, al final del proceso,
neumococos asociados (Video 1A). Sin embargo, cuando se bloqued con el anti-
cuerpo anti-PSGL-1 humano, el reconocimiento y fagocitosis de S. pneumoniae se
vieron reducidos (Video 1B).

3.1.1. La fagocitosis de neumococo a través del receptor PSGL-1 requiere la fos-
forilacion de la tirosina quinasa SYK

La expresién de PSGL-1 en la superficie del neutréfilo estd mediada por la tirosina
quinasa SYK, que necesita fosforilarse para alcanzar su estado conformacional ac-
tivo, de modo que, tras la activacion de PSGL-1, se produce la fosforilacion de SYK
y la activacién transcripcional (Fig. 31).
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Hoechst PSGL-1 S. pneumoniae Superposicién

Fig. 30. Fagocitosis de S. pneumoniae y los correspondientes mutantes por células HL-60 dife-
renciadas a neutrofilos expresando el receptor PSGL-1. (a—d) Marcaje de los nicleos de los PMNs
mediante Hoechst (color azul). (e—h) Visualizacién de PSGL-1 (color rojo). (i-I) S. pneumoniae D39 y mu-
tantes ply, IytA, y lytA ply (color verde). (m—o0) Superposicién de los tres canales.

Las células HL-60 diferenciadas a neutréfilos se trataron con piceatannol (3, 3', 4,
5'-trans-trihidroxiestilbeno), un inhibidor farmacol6gico especifico de SYK (Piotrows-
ka et al., 2012), con el fin de determinar la contribucién de esta tirosina quinasa a la
fagocitosis de neumococo mediada por PSGL-1 (Oliver et al., 1994). Se observo
una disminucién significativa en la fagocitosis de las diferentes cepas, siendo este
efecto mas notable para los diferentes mutantes (Fig. 32), lo que sugiere que la fa-
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gocitosis de S. pneumoniae esta mediada por el receptor PSGL-1 a través de un
mecanismo dependiente de la tirosina quinasa SYK.

g

Video 1. Fagocitosis del mutante lytA ply de neumococo (cepa P168) mediada por PMNs. (A) Con-
trol no tratado (https://vimeo.com/63228836). (B) Los PMNs fueron tratados con KPL1, un anticuerpo
monoclonal frente a PSGL-1, antes de la adicién de las bacterias (https://vimeo.com/63228838). Para la
realizacion del video, se tomaron imagenes, a intervalos de 20-30 segundos, desde el momento en el
gue se infectaron las células y durante 45 minutos. Para visualizar los videos es necesario un lector de
cédigos QR disponible, de forma gratuita, desde cualquier teléfono inteligente.

L E-selectin

FeRy
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.. Intermediate-
........................ affinity LFA1

Fig. 31. Ruta de sefializacion de la activaciéon de PSGL-1. La sefializacién desde E-selectina a sus li-
gandos PSGL-1 y CD44 sobre neutréfilos da lugar a una via definida consistente de una tirosina quinasa
de la familia SRC (FGR, HCK y LYN), una proteina conteniendo (ITAM) el motivo de activaciéon basado
en un inmunorreceptor de tirosina (receptor FcRy o DAP12), y una tirosina quinasa del bazo (SYK). Modi-
ficado de Hogg et al. (2011).
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Fig. 32. Opsonofagocitosis mediada por las células HL-60 diferenciada a neutréfilos en presencia
de piceatannol. (A) Fagocitosis de la cepa D39 y de los diferentes mutantes incubados en presencia (o
ausencia; barras rayadas) de piceatannol en relacién con los valores obtenidos con la cepa silvestre. (B—
D) Ejemplos de histogramas de citometria de flujo. Las barras de error representan la DS y, los asteris-
cos, los valores estadisticamente significativos en comparacién con las células no tratadas con el inhibi-
dor (pic, piceatannol) (Test t de Student de dos colas; *, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001).

3.2. Importancia de PSGL-1 en la neumoniay sepsis neumocadcicas
Para determinar la relevancia fisiol6gica del receptor PSGL-1 en la fagocitosis y

eliminaciéon de neumococo, se establecidé un modelo murino de heumonia y sepsis
neumocacica utilizando ratones silvestres y ratones deficientes en dicho receptor.
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3.2.1. Modelo de neumonia

Se infectaron grupos de animales por via in con la cepa virulenta D39 y los niveles
de bacteria se determinaron a las 24 h a partir de muestras de BALF, pulmén y
sangre. La bacteria recuperada de los pulmones en ratones silvestres no mostré di-
ferencias significativas en comparacién con la bacteria recuperada de los ratones
PSGL-17". Por el contrario, en el BALF de los ratones silvestres se observé un lige-
ro descenso en los niveles bacterianos (Fig. 33). Sin embargo, el efecto mas nota-
ble se observ6 cuando se analizé la bacteriemia, con diferencias de méas de 100 ve-
ces en los recuentos entre los animales silvestres y los ratones PSGL-17". Este es-
tudio confirma que el receptor PSGL-1 juega un importante papel evitando o, al me-
nos, reduciendo la severidad del proceso invasivo.

Log,, UFC mi-t

PSGL-17- PSGL-1** PSGL-17- PSGL-1** PSGL-17- PSGL-1**

Fig. 33. Infecci6én neumocécica de ratones silvestres y ratones deficientes en PSGL-1 en un mo-
delo de neumonia. Las barras azules representan las bacterias recuperadas de ratones deficientes en
PSGL-1 vy las rojas corresponden a las recuperadas de ratones silvestres en diferentes localizaciones (A)
BALF, (B) pulmon, y (C) sangre a las 24 h post-infeccién Las barras de error representan las DS y los as-
teriscos indican los resultados que son estadisticamente significativos (test t de Student de dos colas; *,
P <0.05; **, P <0.01).
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3.2.2. Modelo de sepsis

La implicacion del receptor PSGL-1 como mecanismo de defensa inmune del hos-
pedador frente a la sepsis neumocadcica se analizé tras la inoculacion de ratones
silvestres o deficientes en PSGL-1 con una dosis letal de la cepa D39 por via ip. La
bacteriemia se cuantifico a partir de muestras obtenidas de la vena de la cola a las
6 y a las 24 h post-infeccion, cuando todos los animales estaban aun vivos. Los ni-
veles bacterianos en la sangre de ratones PSGL-1"" fueron muy superiores (=100
veces) a los encontrados en los ratones silvestres a los dos tiempos ensayados
(Fig. 34).

Ademas, se investigo el papel del receptor PSGL-1 en la supervivencia a los sie-
te dias utilizando un modelo de sepsis. Los animales deficientes en PSGL-1 desa-
rrollaron una infeccion mucho més agresiva y fulminante, con un 100% de mortali-
dad a las 56 h post-infeccién frente a, tan sélo, un 20% de mortalidad en el grupo de
los ratones silvestres a ese tiempo, y a los 7 dias (Fig. 35). Los resultados de este
estudio confirmaron que PSGL-1 contribuye de modo muy significativo a la protec-
cion frente a neumococo favoreciendo la eliminacién de la bacteria de la circulacion
sanguineay, asi, disminuyendo la severidad de la sepsis neumocécica.
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Fig. 34. Infeccion neumocé6cica de ratones silvestres y ratones deficientes en PSGL-1 en un mo-
delo de sepsis. Las barras azules y rojas corresponden, respectivamente, a la bacteriemia en ratones
deficientes en PSGL-1 y en ratones silvestres. Las barras de error representan las DS y los asteriscos
indican los resultados que son estadisticamente significativos (test t de Student de dos colas; * P <0.05;
** P <0.01).
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3.2.3. Respuesta inflamatoria en ratones silvestres y mutantes PSGL-17"

Se determinaron los niveles de citoquinas pro-inflamatorias procedentes de mues-
tras de suero y BALF de ratones silvestres y PSGL-17" infectados por via in con la
cepa D39 de neumococo. En BALF, los niveles de citoquinas en los ratones PSGL-
17" fueron similares (o, a veces, ligeramente menores) a los obtenidos en los rato-
nes silvestres (Tabla 6). Sin embargo, los niveles séricos de citoquinas pro-
inflamatorias fueron mayores en los ratones mutantes con valores significativamen-
te mas elevados de IL-5, IL-6 e IFN-y (P <0.05), lo cual es compatible con la bacte-
riemia mas elevada encontrada en los animales PSGL-17"".

< 100
S — PSGL-1+
~  80-

8 — PSGL-1#
C  60-

g

< 40-

(b)

S 20-

: ]

U) L 1 1 1 1 1 [ I I | J

24 48 72 96 168
Tiempo post-infeccion (h)

Fig. 35. Curvas de supervivencia. La linea roja representa la supervivencia de los ratones deficientes
en PSGL-1 y la azul, la de los ratones silvestres. Los ratones se infectaron con S. pneumoniae D39. ** P
<0.01 (test de Mantel Cox)
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Tabla 6. Niveles de citoquinas pro-inflamatorias procedentes de muestras de suero y BALF de ratones
infectados con neumococo.

Estirpe de raton

PSGL-17" PSGL-1"*
Citoquina BALF Suero BALF Suero
IL-2 2.34+0.69 14.41 +11.20 4.33+2.25 12.23 +6.40
IL-4 2.53+0.19 6.81 + 0.60 3.47 +£0.86 5.58 +1.32
IL-5 5.27 +6.40 115 + 762 1.13+0.50 11+ 72
IL-6 520 + 398 27.54 + 6.50° 504 + 367 11.66 + 6.80"
IL-10 17.52 + 12.50 276 + 49 7.65+1.52 258 + 149
IL-12p70 40.50 + 12.50 16.55+4 31.8+11 47.66 +14.6
GM-CSF 44.50 + 8.30 146 + 89 74 + 35 150 + 91
TNF-ao 399 + 307 706 + 618 476 + 273 445 + 264
IFN-y 7.03 +4.40 37.63+3.74° 26.89+7.52  20.48 + 10.27°

2. piferencias estadisticamente significativas (P <0.05).
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4. RESPUESTA DEL HOSPEDADOR FRENTE A LA INFECCION POR S. PNEUMONIAE EN PRE-
SENCIA DE ANTIBIOTICOS

Existen evidencias previas que demuestran que el éxito en la eliminacion de las in-
fecciones provocadas por S. pneumoniae depende de un correcto funcionamiento
del sistema inmune del hospedador y que dicho éxito se ve favorecido por la im-
plantacion de un tratamiento antibiético adecuado (Martin et al., 1997; Severin et al.,
1997; Gémez-Lus et al., 1997, 1998). Una amenaza muy real en la lucha frente a la
ENI es la aparicion de cepas con altos niveles de resistencia antibiotica que podrian
poner en peligro el éxito del tratamiento antibiotico empleado. En el caso de cepas
gque presentan niveles muy elevados de resistencia, las concentraciones de antimi-
crobianos alcanzadas en suero podrian ser insuficientes y, en este caso, el desen-
lace de la infeccion dependera de la interaccion entre los factores de virulencia de la
bacteria y los mecanismos inmunes del huésped. Por ello, se planted analizar si la
presencia de determinados antibiéticos en concentraciones por debajo de la CMI,
podria mejorar el reconocimiento y eventual eliminacién de neumococo por los me-
canismos de defensa del huésped.

4.1. Papel de los antibiéticos B-lactdmicos CDN y CRO en la inmunidad me-
diada por el sistema de complemento

En primer lugar, se investigé si la inmunidad mediada por el sistema del comple-
mento mejora en presencia de concentraciones subinhibitorias de los antibiéticos -
lactdmicos CDN y CRO. Para ello, se utilizaron tres aislados clinicos de S. pneumo-
niae con diferentes niveles de resistencia, concretamente, las cepas 48, 69 y
1515/97 (Tabla 2). Se analizé el reconocimiento de neumococo por las proteinas de
fase aguda CRP y SAP al igual que por los componentes del complemento Cl1q y
C3b. También se investigo el efecto en fagocitosis que tenia la incubacion de los di-
ferentes aislados resistentes de neumococo con sueros y, ello, tanto en presencia
como en ausencia de concentraciones subinhibitorias de CDN y CRO. Para estos
experimentos se utilizé la linea celular humana HL-60 previamente diferenciada a
neutrdéfilos asi como neutréfilos murinos obtenidos directamente de sangre periféri-
ca.
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4.1.1. Reconocimiento de cepas resistentes de neumococo por proteinas de fase
aguda

Los estudios de susceptibilidad antimicrobiana mostraron que los tres aislados clini-
cos eran resistentes a los antibiéticos B-lactamicos utilizados, mostrando la cepa 48
los niveles mas altos (Tabla 7). Todas las cepas fueron susceptibles a LVX —como
miembro representativo del grupo de las fluoroquinolonas—, resistentes a todos los
macrdlidos evaluados y a TET mientras que, Unicamente la cepa 1515/97 fue resis-
tente a CHL.

Tabla 7. Perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los diferentes aislados clinicos

CMI (mg I™")?

Antibiético 48 (23F) 69 (19F) 1515 (6B)
AMX 16 2 2
AZM 1024 8 1024
CDN 4 2 1
CHL 4 4 32
CRO 8 4 2
CTX® 8 4 2
ERY 1024 16 1024
LVX 1 1 1
MDM 128 2 128
TET 128 64 8

?Se indican los nombres de las cepas y, entre paréntesis, su serotipo.
b .
CTX, cefotaxima.

La interaccién con proteinas de fase aguda se determind mediante un ensayo de
citometria de flujo analizando el reconocimiento de las tres cepas de S. pneumoniae
por CRP humana y SAP de origen murino, en presencia o ausencia de concentra-
ciones subinhibitorias de CDN y CRO. Como se muestra en la figura 35, la unién de
CRP y SAP a cada una de las cepas se incrementé significativamente en presencia
de concentraciones subinhibitorias de ambos antibiéticos para las tres cepas de es-
tudio. Estos resultados sugieren que el reconocimiento de cepas resistentes de S.
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pneumoniae por parte de proteinas de fase aguda mejora cuando las bacterias han
sido expuestas a antibidticos B-lactamicos.
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Fig. 35. Unién de proteinas de fase aguda a neumococo en presencia o ausencia de CDN o CRO.
Todas las muestras fueron incubadas en presencia del correspondiente suero (humano para CRP y mu-
rino para SAP) suplementado o no con el antibiético indicado en cada caso. La concentracion de antibi6-
tico utilizada fue 0.5 x CMI (barras rayadas verticalmente) o 0.25 x CMI (barras rayadas horizontalmen-
te). Los paneles A, B y C corresponden, respectivamente, a las cepas 48 (23F), 69 (19F) y 1515/97 (6B).
Los paneles D y E muestran sendos ejemplos de histogramas de citometria de flujo para la unién de
CRP alas cepas 48 y 69. Los colores de las diversas curvas se corresponden con las barras del mismo
color de los paneles Ay B. *, P <0.05, **, P <0.01, ***, P <0.001. P <0.001 para los serotipos 23F y 6B; P
<0.05 para el serotipo 19F en la comparaciéon multiple de la unién de CRP. P <0.05 para los serotipos
23F y 19F; P <0.01 para el serotipo 6B en la comparacién mdltiple de la unién de SAP.
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4.1.2. Activacion de la via clasica del complemento

Para investigar el posible papel que desempefian los antibidticos B-lactamicos en la
activacion de la via clasica del complemento frente a neumococo, se cuantifico el
depdsito del componente C1g humano y murino en la superficie bacteriana, en pre-
sencia o ausencia de concentraciones subinhibitorias de CDN o CRO. Las bacterias
incubadas en suero humano o de ratén que contenian 0.5 o 0.25 veces la CMI de
CDN o CRO, mostraron niveles de C1qg unido en la superficie bacteriana mayores
que aquellas incubadas Gnicamente en suero sin antibiéticos (Fig. 36).

4.1.3. Depoésito de C3b mediada por anticuerpos especificos en presencia de
concentraciones subinhibitorias de CDN o CRO

Con el fin de determinar si la presencia de CDN o CRO confiere un mayor recono-
cimiento de neumococo por el componente clave C3b, se analiz6 el depésito de es-
ta proteina en la superficie de los tres aislados de neumococo en presencia o au-
sencia de concentraciones subinhibitorias de ambos antibiéticos. Los neumococos
se incubaron en PBS y suero inactivado por calor, como controles negativos, y en
suero de ratones previamente inmunizados frente a neumococo. El suero inactivado
por calor carece de la actividad del complemento pero, al conservar la funcién de
los anticuerpos, facilita la especificidad del ensayo para detectar C3b funcional. Los
niveles de IgG mas bajos fueron los del grupo control (59 mg ml™), mientras que los
de los grupos que habian sido inmunizados con el serotipo 6B presentaba los ma-
yores niveles de anticuerpos especificos. Los niveles totales de IgG determinados
en suero hiperinmune fueron 1056 mg ml™, en los ratones inmunizados con la cepa
de serotipo 6B, 371 mg ml™, en los inmunizados con la cepa de serotipo 19F, y 251
mg ml™ en aquellos inmunizados con la cepa de serotipo 23F. Estos resultados
confirmaron que los ratones inmunizados generan anticuerpos especificos en res-
puesta a la inmunizacién por via ip.
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Fig. 36. Dep6sito de C1g humano (h) o murino (m) en presencia o ausencia de CDNy CRO. Todas
las muestras fueron incubadas en presencia del correspondiente suero suplementado o no con el antibi6-
tico indicado. La concentraciéon de antibiético utilizada fue 0.5 x CMI (barras rayadas verticalmente) o
0.25 x CMI (barras rayadas horizontalmente). Los paneles A, C y E corresponden, respectivamente, a las
cepas 48 (23F), 69 (19F) y 1515/97 (6B), mientras que B, D y F muestran los correspondientes ejemplos
de histogramas de citometria de flujo. Los colores de las diversas curvas se corresponden con las barras
del mismo color de los paneles A, C y E. *, P <0.05, **, P <0.01, ***, P <0.001. P <0.001 para los seroti-
pos 23F y 19F; P <0.05 para el serotipo 6B en la comparacién mdltiple de la unién de C1q humano. P
<0.001 para los serotipos 23F y 6B y P <0.05 para el serotipo 19F en la comparacién mdultiple de la unién

de C1q de ratén.
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Las bacterias fueron opsonizadas con su correspondiente suero en presencia o
no de CDN o CRO y se determind el depdsito de C3b. No se detectdé C3b en la su-
perficie de las bacterias incubadas con PBS o suero inactivado, confirmando la es-
pecificidad del ensayo. La opsonizacién con el correspondiente suero en presencia
de antibidticos incrementd de forma significativa los niveles de C3b en la superficie
bacteriana en comparacion a la opsonizacion en ausencia de antibidticos (Fig. 37).
La cepa de serotipo 6B mostrd los mayores niveles de esta proteina en presencia
de concentraciones subinhibitorias de CDN o CRO lo que podria estar relacionado
con los mayores niveles de IgG del correspondiente suero. En general, el deposito
de C3b fue ligeramente mas elevado cuando la bacteria se opsoniz6 con suero con-
teniendo anticuerpos especificos y concentraciones subinhibitorias de CDN en
comparaciéon con CRO, aunque esto solo fue significativo para la cepa 6B (P <0.05)
(Fig. 37).

Para demostrar la importancia de los anticuerpos especificos en el incremento de
C3b mediado por CDN y CRO, la bacteria se incubd con suero no inmune y los re-
sultados fueron comparados con los obtenidos con suero inmune. Los resultados
obtenidos demostraron que la presencia de anticuerpos especificos es necesaria
para que se produzca un incremento en el deposito de C3b inducida por concentra-
ciones subinhibitorias de los antibioticos B-lactamicos (Fig. 38). Por dltimo, se inves-
tigd si este mayor incremento de C3b mediado por los antibiéticos CDN y CRO era
debido a la activacion de la via clasica del complemento o de la via alternativa. Para
ello, el suero inmune fue tratado con EGTA para bloquear los iones Ca** necesarios
para la activacién de la via clasica y la de las lectinas, de modo que la Unica casca-
da funcional fuera la via alternativa. Los resultados mostraron que, cuando la via
clasica no era funcional, no se producia incremento alguno en el depésito de C3b
(Fig. 38).
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Fig. 37. Dep6sito de C3b murino sobre la superficie de las diferentes cepas usando suero hiper-
inmune con anticuerpos especificos en presencia o ausencia de CDN o CRO. La concentracion de
antibiético utilizada fue 0.5 x CMI (barras rayadas horizontalmente) o 0.25 x CMI (barras rayadas verti-
calmente). Los paneles A, C y E corresponden, respectivamente, a las cepas 48 (23F), 69 (19F) y
1515/97 (6B) mientras que B, D y F muestran los correspondientes ejemplos de histogramas de citome-
tria de flujo. Los colores de las diversas curvas se corresponden con las barras del mismo color de los
paneles A, C y E. SI, suero inactivado por calor; SH, suero hiperinmune; ***, P <0.001. P <0.001 para to-
das las cepas en la comparaciéon mdltiple.
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Fig. 38. Depdsito de C3b sobre diferentes cepas de S. pneumoniae. Se utilizé suero de ratén no in-
mune (SNI) (barras blancas), hiperinmune (SH) (barras grises), o SH tratado con 2 mM EGTA (barras
negras) en ausencia o presencia de 0.5 x CMI de CDN o CRO. Los paneles A, B y C corresponden, res-
pectivamente, a las cepas 48 (23F), 69 (19F) y 1515/97 (6B). ***, P <0.001.

4.1.4. Efecto de otros antibiéticos sobre el depésito de C3b

Una vez demostrado que los antibiéticos B-lactamicos favorecen la inmunidad me-
diada por el sistema del complemento en presencia de anticuerpos, se analiz6 si es-
te efecto ocurre también en presencia de otras familias de antibiéticos, como las
fluoroquinolonas o los macrdlidos. Los experimentos de C3b se realizaron mediante
incubacion de las diferentes cepas en presencia o ausencia de concentraciones
subinhibitorias de LVX, ERY y CDN utilizando suero hiperinmune como fuente de
complemento, o bien, PBS o suero inactivado por calor (como controles negativos).
En presencia de concentraciones por debajo de la CMI de LVX, los niveles de unién
de C3b fueron similares a los obtenidos con el suero hiperinmune sin antibiético pa-
ra los tres aislados, indicando que este antibiético no mejora el reconocimiento de
S. pneumoniae por el sistema del complemento (Fig. 39). Por el contrario, el depdsi-
to de C3b se incrementé de forma significativa cuando la bacteria se incubé en pre-
sencia de suero y concentraciones subinhibitorias de ERY o CDN, en comparacion
con la opsonizacion con el suero s6lo, mostrando que tanto ERY como CDN activan
la inmunidad mediada por el sistema del complemento.
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Fig. 39. Dep6sito de C3b en diferentes cepas de S. pneumoniae. Se utilizé suero de ratén inactivado
por calor (SI), suero hiperinmune (SH), o SH en ausencia o presencia de 0.25 x CMI (barras grises) 0 0.5
x CMI (barras blancas) de los antibiéticos indicados. Los paneles A-D, B-E, y C-F corresponden, respec-
tivamente, a las cepas 48 (23F), 69 (19F) y 1515/97 (6B). **P, <0.01, ***P, <0.001). ***P, < 0.001 para
todas las cepas y ***P, < 0.001 para la comparacion global en la unién de C3b.

Con objeto de ampliar nuestros resultados a otros macrélidos y B-lactdmicos, se
exploré el depdsito de C3b en la superficie bacteriana en presencia de azitromicina
(AZT) y midecamicina (MDM), como miembros del grupo de macrélidos, y amoxicili-
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na (AMX) y cefotaxima (CTX) como representantes de la familia de los B-lactdmicos
(Fig. 39). La presencia de concentraciones subinhibitorias de los antibidticos men-
cionados incremento significativamente el depésito de C3b en comparacién con las
bacterias incubadas sélo en suero hiperinmune (P < 0.001 test ANOVA una via),
confirmando que estos dos grupos de antibiéticos inducen la activacion del sistema
del complemento en presencia de anticuerpos especificos.

Para tratar de dilucidar el mecanismo molecular mediante el cual tiene lugar la
activacion del complemento, se construyeron mutantes en la principal autolisina de
neumococo, la proteina LytA, en las cepas de serotipo 19F y 6B, ya que diversos in-
tentos para conseguir el mutante en la cepa de serotipo 23F no tuvieron éxito. Co-
mo cabia esperar, los mutantes lytA mostraron un patron de susceptibilidad antibio-
tica idéntico al de las correspondientes cepas clinicas para todos los antibiéticos
evaluados. Los mutantes lytA mostraron un patrén similar de depdsito de C3b en su
superficie, independientemente de la adiccién de ERY o CDN, sugiriendo que la
magquinaria autolitica de la bacteria esta involucrada en el efecto cooperativo entre
la inmunidad del complemento y estos antibidticos (Fig. 40).

4.1.5. CDN estimula la opsonofagocitosis de S. pneumoniae en presencia de
anticuerpos especificos

CDN es una cefalosporina de tercera generacion que se administra por via oral y
que posee una marcada actividad antimicrobiana tanto contra bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas y, en particular, contra aislados de S. pneumoniae
resistentes a penicilina/amoxicilina (Fenoll et al., 2008). Para determinar si concen-
traciones subinhibitorias de CDN podrian producir un incremento en la fagocitosis
de S. pneumoniae mediada por neutréfilos en presencia de anticuerpos anticapsula-
res especificos se utilizé, en una primera serie de experimentos, la linea celular
humana HL-60 diferenciada a granulocitos y, a continuacion, neutréfilos obtenidos
de sangre periférica de ratdn. La incubacién de las cepas de heumococo resistentes
con diferentes concentraciones subinhibitorias de CDN, CRO o HBSS (en vez de
suero), no incrementé la fagocitosis en comparacién con las muestras control incu-
badas solamente en HBSS, confirmando que la exposicion a los antibidticos en au-
sencia de componentes del suero no afecta a las tasas de fagocitosis (Fig. 41). Por
otro lado, como era de esperar, la incubacién de las diferentes cepas con el corres-
pondiente suero hiperinmune, incrementé la fagocitosis de S. pneumoniae para las
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tres cepas. Con diferentes grados de significacion estadistica, el tratamiento combi-
nado de suero y CDN incremento la fagocitosis de neumococo por los granulocitos
(Fig. 41A, B, y D) mientras que, en las mismas condiciones, la CRO no mostr6 tal
efecto (Fig. 41C). Se obtuvieron resultados similares cuando se ensayd la fagocito-
sis utilizando neutrdfilos de raton (Fig. 41E-H). En resumen, se puede afirmar que
los resultados obtenidos sugieren que la eficacia de la fagocitosis mediada por fa-
gocitos profesionales, se ve incrementada en presencia de anticuerpos especificos
y concentraciones subinhibitorias de CDN.
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Fig. 40. Dep6sito de C3b en la superficie de cepas mutantes IytA. Se us6 suero hiperinmune
(SH) y en presencia o ausencia de 0.5 y 0.25 veces la CMI de ERY o CDN. (A) Depésito de C3b en
la superficie de la cepa 69 IytA (serotipo 19F). (B) Dep6sito de C3b en la superficie de la cepa
1515/97 IytA (serotipo 6B).

4.1.6. Actividad de CDN en ratones preinmunizados

Los experimentos de supervivencia se realizaron utilizando un modelo de sepsis en
ratén. Las dosis letales minimas (que producian un 100% de mortalidad a lo largo
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de los 7 dias del periodo de estudio) fueron 3. 6 x 10’ para la cepa de serotipo 6B,
1.7 x 10’ para la cepa de serotipo 19F y 4.8 x 10° para la cepa de serotipo 23F.
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Fig. 41. Incremento de la opsonofagocitosis de neumococo en presencia de CDN. Se utilizaron la
linea celular HL-60 diferenciada a granulocitos (A-D) o neutréfilos de ratén (E-H). En los experimentos
en que se utilizé suero hiperinmune, éste se us6 en una diluciéon 1/10. Se emplearon las estirpes 48, (A,
E), 69 (B, C, F, G) y 1515/97 (D, H). En los paneles C y G se us6 CRO en lugar de CDN. La concentra-
cion de antibioticos utilizada fue 0.5 x CMI (barras con rayas horizontales) y 0.25 x CMI (barras con ra-
yas verticales). *, P <0.05; **, P <0.01; ***, P <0.001).

Para evaluar la capacidad protectora del suero se inmunizaron grupos de cinco
ratones con diferentes diluciones de dicho suero 1 h antes de la infeccion con la do-
sis letal de la correspondiente bacteria y se analizé la supervivencia de los animales
durante un periodo de 7 dias. Los grupos de ratones inmunizados con diluciones
1/4 del correspondiente suero y que no recibieron tratamiento antibiético, mostraron
una supervivencia nula tras la infeccién con la cepa de serotipo 6B y 23F y del 20%
en los inoculados con la cepa de serotipo 19F (Tabla 8). La inmunizacién con dilu-
ciones 1/2 del suero aumenté los porcentajes de supervivencia alcanzando valores
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del 40% frente a las cepas de serotipo 6B y 19F y del 20% para la cepa de serotipo
23F. Basandonos en estos resultados, la primera dilucion de suero que mostraba un
100% de mortalidad (o la méxima mortalidad observada) se consider6 como la dilu-
cion no protectora del suero. Estas fueron de 1/4 para las cepas de serotipo 6B y
19F y 1/2 para la cepa de serotipo 23F (Tabla 8).

La proteccion conferida por los antibioticos se investigd infectando lotes de ani-
males con la dosis letal de la cepa correspondiente (ver mas arriba) y, 1 h mas tar-
de, se inici6 el tratamiento antibiético administrandose, por via subcutanea, un total
de 6 dosis a intervalos de 8 h. El tratamiento con 50 mg kg™ de CDN en animales
infectados con la cepa 1515/97 o 100 mg kg™ en los infectados con la cepa de sero-
tipo 19F produjo un 100% de supervivencia, mientras que en los infectados con la
cepa 48, la dosis de 100 mg kg™ produjo una supervivencia maxima de sélo el 60%
(Tabla 8). La mayor dosis de CDN que mostro la tasa de supervivencia mas baja se
denominé dosis no protectora de antibidtico: 12.5 mg kg™ para la cepa de serotipo
6B (0% de supervivencia) y 50 mg kg™ para las cepas de serotipo 19F (0% de su-
pervivencia) y 23F, respectivamente (20% de supervivencia). En el caso de CRO y
la cepa de serotipo 19F (CMI = 4 mg ml™), se obtuvo el 100% de supervivencia con
la dosis de 25 mg kg™ mientras que, con 6.25 mg kg™, todos los animales murieron
(Tabla 8).

Para investigar la posible existencia de un incremento en la supervivencia me-
diado por el tratamiento antibiético en presencia de anticuerpos especificos, se in-
munizaron grupos de animales con diluciones no protectoras del correspondiente
suero inmune y, 1 h més tarde, se infectaron con la dosis letal minima de la cepa
correspondiente. Al igual que en los experimentos anteriormente descritos y co-
menzando 1 h después de la infeccidén, un grupo de animales fue tratado, a interva-
los de 8 h, con la dosis no protectora de los diferentes antibiéticos. Las tasas de su-
pervivencia de los ratones infectados con la cepa de serotipo 6B aumentaron desde
el 0%, obtenido en los animales que sdlo recibieron la dosis no protectora de suero
0 CDN, hasta alcanzar el 90% en los animales que recibieron la combinacién (Tabla
8). Con respecto a los animales infectados con la cepa de serotipo 19F, el rango de
supervivencia pasé del 0% (con CDN sélo) y 10% (con suero), al 60% obtenido con
la terapia combinada. Por su parte, en los animales infectados con la cepa de sero-
tipo 23F, la supervivencia pasé del 10%, con las dosis no protectoras de CDN o
suero, respectivamente, a un 60% con la combinacién de ambos. En el caso de la
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cepa de serotipo 19F y utilizando CRO como tratamiento antibiético, la superviven-
cia aumento del 0% al 20% en la terapia combinada.

Tabla 8. Farmacodinamia de CDN y CRO vy su eficacia en un modelo de sepsis neumocdcica

CDN CRO
Cepa 1515/97 (6B) Cepa 48 (23F) Cepa 69 (19F)

Grupo experimental %Tcw  Supervivencia (%) %Tcw  Superviviencia (%) %Tcw  Supervivencia (%) %Tcw  Supervivencia (%)*

SH®

Control - 0 - 0 - 0 - 0
SH 1/4 - 0 - 0 - 20 - 20
SH 1/2 - 40 - 20 - 40 - 40
Antibiético (mg kg™)°
Control - 0 - 0 - 0 - 0
6.25 216 0 15.8 ND® 18.7 0 206 0
125 228 0 172 20 199 20 269 80
25 317 60 208 20 245 0 411 100
50 346 100 224 20 268 0 456 100
100 459  ND 273 60 361 100 ND® ND®
SH + antibiético
Control - 0 - 0 - 0 - 0
Antibiético® 228 0 224 10 268 0 206 0
SH¢ - 0 - 10 - 10 - 0
SH” + antibidtico®  22.8 90 224 60 268 60 206 20

? La supervivencia se determiné a los 7 dias postinfeccion.

® SH, suero hiperinmune.

¢ Para CDN, 12.5 0 50 mg kg™ para la cepa 1515/97 y las cepas 48 o 69, respectivamente; para CRO,
6.25 mg kg'l. Los antibiéticos se inyectaron empezando 1 h después de la infeccion y cada 8 h por
via subcutanea y durante 48 h (seis dosis en total).

9 Dilucion 1/4 o 1/2 para las cepas 1515/97 0 69 y la cepa 48, respectivamente.

¢ ND, no determinado.

Utilizando el test de Kaplan-Meier se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de supervivencia obtenidas con la estrategia combinada
en comparacién a las dosis no protectoras de suero hiperinmune o CDN para las
tres cepas ensayadas [1515/97 (P <0.0001), 69 (P <0.01) y 48 (P <0.05)], pero no
para CRO y la cepa 69 (P = 0.1). Estos resultados confirmaron que la eficacia del
tratamiento con CDN frente a cepas resistentes de S. pneumoniae fue significativa-
mente mas alta en presencia de anticuerpos especificos antineumocadcicos.

Para analizar mas en detalle el impacto del tratamiento antimicrobiano con los
antibidticos B-lactamicos CDN y CRO en ratones inmunizados, esto es, conteniendo
anticuerpos especificos, se inocularon grupos de 5 ratones por via ip con una Unica
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dosis no protectora de suero o con PBS, antes de la infeccion con la dosis letal mi-
nima de cada aislado clinico de S. pneumoniae. El tratamiento antibiético (o place-
bo, en su caso) se administr6 cada 8 h durante las primeras 24 h por via subcuta-
nea comenzando 1 h después de la infeccién. Se utilizaron las dosis més altas de
CDN y CRO que producian la tasa de supervivencia mas baja (Tabla 8). Las dosis
de CDN administradas fueron 12.5 mg kg™ para la cepa 6B y 50 mg kg™ para las
cepas 23F y 19F, mientras que la dosis de CRO administrada a los grupos de ani-
males infectados con la cepa 19F, utilizada a modo de comparacion, fue 6.25 mg
kg™. Los resultados mostraron que la eficiencia del tratamiento con antibiéticos B-
lactamicos contra neumococos resistentes es mayor en presencia de anticuerpos
especificos, a pesar de que los niveles de anticuerpos no sean protectores (Fig. 42).

] Cepa 48 (23F) CDN 1 Cepa 1515/97 (6B) CDN
Cepa 69 (19F) CDN % _Cepa 69 (19F) CR% Ié
6 24
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Fig. 42. Reduccion de la bacteriemia en ratones preinmunizados y tratados con antibiéticos B-
lactamicos. Los animales fueron tratados con el correspondiente suero hiperinmune (barras rayadas y
barras blancas) o con placebo (PBS) (barras negras y barras grises). Una hora después, los animales
fueron infectados con una dosis letal de cada una de las cepas de neumococo indicadas y, 1 h mas tar-
de, se instaur6 el tratamiento antibiético (barras grises y barras blancas) o se administré PBS en lugar de
antibiético (barras negras y barras rayadas).
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Para establecer la terapia mas conveniente en cada caso y evitar o, al menos,
reducir la posibilidad de desarrollo de resistencias a los agentes antimicrobianos, es
fundamental conocer los pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos de los
diferentes antibidticos (Esposito y Principi, 2013). Los parametros farmacodinami-
cos y farmacocinéticos para CDN y CRO en nuestras condiciones experimentales
fueron calculados con las concentraciones medidas en el suero de raton. Los ran-
gos de union a proteina en el suero de raton fueron de 86.9% para CDN y 91.9%
para CRO. Uno de los parametros farmacodinamicos mas importantes que se corre-
lacionan con la eficacia antibacteriana de, entre otros, los antibidticos B-lactamicos
en modelos animales de infeccién es el tiempo en que la concentracion del antibio-
tico en el suero se mantiene por encima de la CMI (Craig, 1998). Normalmente, este
parametro se expresa como el porcentaje acumulado de ese tiempo, en un periodo
de 24 h (%Tcwm) (Mouton et al., 2005). Si este u otros parametros tienen que ver
Unicamente con la fraccién libre del antibidtico (la no unida a proteinas séricas), se
afiade el prefijo f (por free) como en, por ejemplo, f%Tcw. En animales no inmuni-
zados, los valores de %Tcw = 35 para CDN (f%Tcw = 19) se asociaron con un
100% de supervivencia [50 mg kg™ de CDN para la cepa de serotipo 6B (CMI = 1
mg ml™) y 100 mg kg™ para la cepa de serotipo 19F (CMI = 2 mg ml™) (Tabla 8).
Los valores mas bajos de la CMI se asociaron con un 60% de supervivencia con las
dosis de 25 mg kg™ de CDN para la cepa de serotipo 6B y 100 mg kg™ para la cepa
de serotipo 23F (CMI = 4 mg ml™). Cuando los valores de %Tcy para CDN fueron
<26.8%, la supervivencia fue del 20% (12.5 mg kg™ para la cepa de serotipo 6B 0
50 mg kg™ para las cepas de serotipos 19F y 23F) (Tabla 8). En el caso de CRO y
la cepa de serotipo 19F (CMI= 4 mg ml™), se obtuvo un 100% de supervivencia con
%Tewm = 41, correspondiente a la administracion de 25 mg kg™, mientras que el 0%
de supervivencia se obtuvo con un %Tcy = 20.6 %, que corresponde a una dosis
de 6.25 mg kg™. Estos resultados son concordantes con los publicados para varios
antibidticos B-lactdmicos en estudios previos (para una revision, véase Craig, 1998).
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1. BASES MOLECULARES DE LA PATOGENESIS MEDIADA POR LAS PROTEINAS LYTB Y
LyTC DE NEUMOCOCO

S. pneumoniae es uno de los patdgenos mas importantes responsables de enfer-
medades graves asociadas con una alta mortalidad y morbilidad en todo el mundo
(O’Brien et al., 2009). Aunque la capsula neumocécica es esencial para la virulencia
participando en la evasion del reconocimiento por parte del sistema del complemen-
to asi como de la fagocitosis (Hyams et al., 2010), existen evidencias que sugieren
gque otros componentes bacterianos son importantes en las distintas etapas de la
patogénesis (Kadioglu et al., 2008).

La identificacion y analisis funcional de los productos génicos que participan en
colonizacion, inflamacién e invasion es una herramienta clave para entender la in-
teraccién hospedador-patdgeno y proporciona conocimientos esenciales que po-
drian ser usados en la lucha frente a este patégeno con el descubrimiento de nue-
vas dianas terapéuticas o estrategias basadas en vacunas. El peptidoglicano es el
componente mayoritario de la pared celular bacteriana y puede ser modificado por
la actividad de las hidrolasas de pared celular (Vollmer et al., 2008). Estas enzimas
desempefian un papel en patogénesis no del todo conocido en la actualidad aunque
existen evidencias de que son importantes (Lépez y Garcia, 2004). El peptidogli-
cano es uno de los principales patrones moleculares de reconocimiento asociados a
patégenos y funciona como una diana para el sistema inmune. Las modificaciones
de este componente pueden ser usadas por las bacterias patégenas para evadir la
inmunidad innata del hospedador (Dziarski y Gupta, 2005; Mengin-Lecreulx y Le-
maitre, 2005; Dziarski et al., 2012). Las hidrolasas de la pared celular son requeri-
das para la unién inicial del microorganismo a superficies hidrofobicas y contribuyen
a la patogénesis bacteriana y a la virulencia incrementando la supervivencia en la
circulacién sistémica y, por tanto, promoviendo la diseminacién de diferentes bacte-
rias patdgenas (Heilman et al., 1997; Cabanes et al., 2004; Wang y Lin, 2008; Jung
et al., 2009).

En este estudio, se construyeron mutantes sencillos en las proteinas LytB y LytC,
asi como un doble mutante IytB IytC, para investigar la funcion de tales proteinas en
la patogénesis de neumococo, explorando su posible implicacién en diferentes ma-
nifestaciones como el estado de portador, la enfermedad invasiva, asi como en la
evasion de los mecanismos de defensa del hospedador. En cuanto al estado de
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portador los estudios de esta tesis doctoral demuestran que tanto LytB como LytC
son proteinas neumocdcicas de superficie involucradas en la unién a células de na-
sofaringe humanas, con un marcado efecto de LytC a 30°C, que es la temperatura
fisiolégica del tracto respiratorio superior humano y que coincide con la temperatura
Optima de esta enzima (Garcia et al., 1999b). Resultados previos de Gosink y cols.
(2000) habian mostrado que la pérdida de LytC originaba la pérdida de, aproxima-
damente, un 30% de la capacidad de adherencia de S. pneumoniae a células D562
a 30°C, mientras que no se observo ningun efecto a 37°C. Existen, no obstante, dos
puntos que diferencian nuestro trabajo de éste: a) aquellos autores emplearon un
derivado de la cepa TIGR4 no capsulado y marcado previamente con isotiocianato
de fluoresceina; b) ademas, utilizaron una metodologia un tanto diferente de la
nuestra ya que emplearon glutaraldehido para fijar las células antes de contar vy,
ademas, las bacterias adheridas se contaron utilizando un microscopio. Es muy po-
sible que, debido a estas diferencias, se pudo haber introducido algin tipo de sesgo
en los resultados obtenidos por Gosink et al. (2000). Ademas, en nuestro estudio se
utilizé un doble mutante IytB IytC —construido tanto en una cepa de serotipo 2
(D39) como en otra de serotipo 4 (TIGR4) — para evaluar el papel de ambas pro-
teinas en la adhesion a células de nasofaringe. Nuestros resultados demuestran por
primera vez que la unién de S. pneumoniae a células de nasofaringe humanas se
reduce muy notablemente en ausencia de LytB y LytC, mostrando un méaximo de
inhibicién a 30°C (Fig. 9).

El papel de la glucosaminidasa LytB y de la lisozima LytC se investigd, ademas,
utilizando un modelo de colonizacién en ratén que incluia la inoculacion de una do-
sis suficientemente elevada de bacterias (10” UFC) para que el indculo resultara en
la colonizacién asi como en la infeccion de las mucosas adyacentes pero sin llegar
a producir bacteriemia (van Ginkel et al., 2003). Los niveles bacterianos en la nhaso-
faringe se mantuvieron entre 10* y 10° UFC ml™ a lo largo de los 7 dias de estudio
(Fig. 14). Estos resultados confirmaron que este modelo de colonizacion nasofarin-
gea es similar a la portacién de neumococo que tiene lugar en la especie humana
(McCool y Weiser, 2004). Nuestros resultados mostraron que LytB y LytC son im-
portantes enzimas liticas de pared que estan implicadas en la unién inicial de neu-
mococo a la nasofaringe (Fig. 14). No obstante, otras proteinas también participan
en este proceso ya que, en ausencia de estas proteinas, también se producia la co-
lonizacién, aunque en un porcentaje menor, y se pudo confirmar que la combinacién
de ambas enzimas es necesaria, siquiera parcialmente, para un proceso de coloni-
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zacion efectivo del tracto respiratorio superior. Con estas premisas, resulta evidente
que las intervenciones (farmacolégicas o de otro tipo) que impidan o dificulten la ac-
cion de LytB, LytC, o ambas, podrian constituir una estrategia muy atractiva para, al
menos, dificultar el establecimiento del estado de portador. A este respecto, resulta
interesante destacar el hecho de que tanto LytB como LytC constituyen también un
requerimiento necesario para el desarrollo de biofiimes de neumococo en un mode-
lo in vitro (Moscoso et al., 2006; Domenech et al., 2012, 2013).

Tras el proceso de adherencia y la colonizacién asintomética, la bacteria tiene
gue enfrentarse —y superar con éxito— los mecanismos implicados en el recono-
cimiento y eliminacién del microorganismo para poder alcanzar el espacio alveolar
y/o la circulacién sistémica dando lugar a la ENI. El sistema del complemento es un
importante componente del sistema inmune del hospedador que participa en el re-
conocimiento y la fagocitosis de los patégenos (Walport, 2001a). Ya se ha mencio-
nado en la presente Memoria la implicacion de diferentes proteinas de S. pneumo-
niae en la inhibicion de la inmunidad del complemento y de la fagocitosis (Yuste et
al., 2005; Quin et al., 2007a; Dalia et al., 2010). Nuestros resultados han evidencia-
do que la pérdida de LytC, pero no de LytB, incrementa el depésito de C3b tanto a
30°C como a 37°C, demostrando que LytC permite reducir el deposito de este im-
portante factor del sistema del complemento en la superficie de la bacteria (Fig. 10).
Esta es la primera evidencia que demuestra la implicacién de la lisozima LytC en la
evasion del complemento por parte de S. pneumoniae. Ademas, la pérdida simulta-
nea de LytB y LytC se asocié con un marcado incremento en el depésito de C3b
sobre la superficie bacteriana confirmando que esta combinacion resulta muy efec-
tiva a la hora de eludir la inmunidad del complemento.

Para analizar la interaccién de LytB y LytC con células fagocitarias, se utilizaron
dos lineas celulares distintas representativas de la fagocitosis de heumococo (Ro-
mero-Steiner et al., 1997; Stegenga et al., 2009). Los mutantes sencillos en dichas
proteinas mostraron una mayor fagocitosis por macrofagos alveolares y neutrdfilos
mientras que, la fagocitosis del doble mutante IytB IytC, se vio sensiblemente mejo-
rada en comparacion con la de los mutantes sencillos. Estos resultados no parecen
atribuibles a las variaciones en la separacién celular que existen dentro de las ce-
pas de estudio, es decir, en la formacién de cadenas o agregados bacterianos, ya
que se ha demostrado que el nimero medio de neumococos por fagocito es el
mismo, independientemente de si los neumococos forman cadenas o no (Austrian,
1953). Ademas, si el encadenamiento caracteristico de los mutantes IytB (Garcia et
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al., 199a) estuviera contribuyendo a un mejor reconocimiento por parte de las célu-
las fagocitarias cabria esperar un efecto en el depdsito de C3b por parte de LytB.
Nuestros resultados indican que las hidrolasas del peptidoglicano LytB y LytC son
proteinas importantes implicadas en la resistencia a la fagocitosis y, ademas, queda
demostrado que la presencia de ambas es altamente efectiva a la hora de facilitar a
la bacteria la evasién de la fagocitosis. Existe una asociacion clara entre esta resis-
tencia a la fagocitosis y la diseminacion de la bacteria ya que las cepas mas resis-
tentes a la eliminacién por neutréfilos poseen ventajas para persistir en la nasofa-
ringe (Weinberger et al., 2009). Nuestro estudio apoya esta hipétesis y sugiere que
uno de los principales mecanismos de virulencia de LytB y LytC en neumococo po-
dria radicar en colaborar para eludir el reconocimiento por parte de las células fago-
citicas profesionales dentro del tracto respiratorio superior, permitiendo de esta for-
ma a la bacteria colonizar la nasofaringe de un modo eficaz. Por todos estos moti-
vos, LytB y LytC pueden ser proteinas candidatas para su uso en futuras vacunas.
Alternativa o complementariamente a ello, estas proteinas podrian constituir dianas
farmacolégicas para el desarrollo de nuevas moléculas que ayuden a reducir el es-
tado de portador mediante el incremento de la capacidad de los sistemas de defen-
sa del hospedador para reconocer a S. pneumoniae en la nasofaringe.

De manera analoga a las observaciones originales de Tomasz y Wask (1975), la
adiccion de las CBPs purificadas a cultivos de los correspondientes mutantes con-
llevé la “correccidn fenotipica” de tales neumococos mutantes (Lépez et al., 2004).
En este sentido, la adiccién de proteina LytB, LytC, o ambas a los mutantes senci-
llos y al doble mutante, respectivamente, restaurd los niveles de C3b unidos a los
obtenidos con la cepa silvestre (Fig. 10). De igual modo, dichas peptidoglican-
hidrolasas incrementaban fuertemente la resistencia a la fagocitosis hasta niveles
similares a los encontrados en la cepa silvestre (Fig. 13) indicando que los fenotipos
observados eran debidos a la carencia de LytB/LytC en los mutantes méas que a
otras diferencias genéticas de las cepas (v. g., mutaciones secundarias desconoci-
das).

Existen algunas evidencias previas que sugieren que los factores de virulencia
necesarios para la ENI pueden ser asimismo importantes en la colonizacion de la
nasofaringe, ya que la mayoria de los genes requeridos para el desarrollo de la en-
fermedad invasiva fueron también necesarios para el establecimiento del estado de
portador (Hava y Camilli, 2002; Hava et al., 2013). Por esta razon, el papel de LytB
y LytC en la neumonia neumocdcica y en la sepsis se investigé usando un modelo
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murino. Histéricamente, la determinacion in vivo de la contribucién de un determi-
nado gen a la virulencia se ha basado en el uso de la prueba de la dosis letal 50
(DLso) que se define como el niumero de bacterias necesarias para matar al 50% de
los animales infectados. Es una medida Util de virulencia, pero presenta algunas li-
mitaciones importantes. Los IC son una medida alternativa que utiliza infecciones
mixtas para determinar el grado de atenuacién en virulencia causada por una muta-
cion dada. En ellos se inoculan cantidades equivalentes de dos cepas (cepa silves-
tre y mutante) en un animal hospedador y las bacterias son recuperadas de los or-
ganos objeto a un tiempo determinado mediante recuentos en placa. Normalmente,
las cepas se diferencian utilizando marcadores de resistencia a antibiéticos. El IC es
una medida mas sensible de la atenuacién en virulencia que la DLgy ya que refleja
directamente el nimero de bacterias y no el de animales supervivientes, lo cual
permite distinguir aquellos mutantes cuyo grado de atenuacion no es suficiente co-
mo para detectarse mediante la DLsg. Ademas, al ensayar los niveles de virulencia
del mutante frente a la cepa silvestre dentro de un mismo animal, la variacién ani-
mal-animal se reduce notablemente. Otra ventaja del IC con respecto a la DLsg resi-
de en que éste se calcula a partir del nimero de animales supervivientes mientras
gue, el IC, se obtiene teniendo en cuenta el nimero de bacterias antes y después
de la infeccién. Por todo esto, los IC constituyen una indicacion mas exacta de la vi-
rulencia usando un menor numero de animales. Todos estos factores han hecho del
analisis mediante IC un método cada vez méas popular para evaluar la atenuacién
en virulencia (Hensel et al., 1998).

Mediante el uso de IC se determiné que la falta de LytB no tenia efecto aprecia-
ble alguno en la virulencia indicando que, LytB por si misma, no participa en el es-
tablecimiento de la neumonia ni en la diseminacion sistémica (Figs. 15y 16). Estos
resultados estan de acuerdo con los publicados por otros autores que utilizaron un
modelo de sepsis en ratén (Kharat y Tomasz, 2006). Sin embargo, la virulencia del
mutante IytC si se mostr6 como atenuada en ambos modelos de infeccién con una
capacidad nula de diseminarse desde el pulmén a la sangre, confirmando, en con-
secuencia, que LytC es un importante factor de virulencia de S. pneumoniae. El do-
ble mutante IytB IytC demostré estar mas atenuado en virulencia, incluso, que los
correspondientes mutantes sencillos. Esto confirma que la presencia de LytB y LytC
en la bacteria permite un establecimiento muy efectivo de la neumonia neumocdci-
cay la sepsis, e indica que ambas proteinas facilitan la diseminacién de la bacteria
desde los pulmones a la circulacién sistémica. Estos resultados estan de acuerdo
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con los de otros autores que propusieron que los distintos factores de virulencia de
neumococo actdan en conjunto incrementando la virulencia de la bacteria y refor-
zando la idea de que se requieren varios componentes bacterianos para producir de
forma eficiente enfermedad invasiva (Orihuela et al., 2004; Yuste et al., 2005; Quin
et al., 2007a).

LytB y LytC son proteinas expuestas en la superficie que desempefian un impor-
tante papel en fases esenciales de la patogénesis de neumococo como son la colo-
nizacion nasofaringea, la neumonia y la sepsis. Nuestros datos sugieren que las hi-
drolasas de pared celular de neumococo son proteinas esenciales para la union de
la bacteria a la nasofaringe y la neumonia neumocécica y sepsis mediante la eva-
sion de la inmunidad del complemento y la fagocitosis.

2. PAPEL DE LA AUTOLISINA LYTA Y LA NEUMOLISINA PLY EN LA EVASION DE LA DEFENSA
INMUNE

Como ya se comento en la Introduccion de esta Memoria (véase Aptdo. 1.4.2.4), Ply
es una proteina peculiar dentro de la familia de las CDCs porque, aunque se sabe
gue actia fuera de la célula bacteriana, no contiene PS u otra sefial conocida que
permita su transporte (Walker et al., 1987). Hasta hace relativamente poco tiempo,
el modelo propuesto era que Ply era liberada al medio extracelular Gnicamente tras
la autolisis causada por la NAM-amidasa-LytA y, por ello, lo que se ha asumido his-
téricamente es que LytA participa en la virulencia de la bacteria so6lo (o, al menos,
mayoritariamente) como un factor necesario para la liberacion de Ply (Paton et al.,
1993). En este sentido, se ha descrito que Ply confiere a neumococo una capacidad
reducida de ser opsonizado (mediante la activaciéon de la via clasica del
complemento) mientras que, como ya queda dicho, el efecto de LytA en la evasion
del complemento se ha achacado a la liberacion de Ply y no a una implicacion
directa de LytA en dicho proceso (Paton et al.,, 1984; Alcantara et al., 2001;
Kadioglu et al., 2008). Contradiciendo este modelo, Balachandran y cols. (2001) ob-
servaron que Ply es liberada en el sobrenadante de cultivos in vitro en algunos mu-
tantes IytA y, mas recientemente, se ha identificado Ply en la pared celular de neu-
mococos de diferentes serotipos en fases de crecimiento donde, se supone, que la
autolisis caracteristica de esta especie no esta teniendo lugar (Price y Camilli, 2009;
Price et al., 2012).
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En la presenta Tesis doctoral se demuestra que LytA desempefia verdaderamen-
te un papel fundamental en la evasién del complemento que es independiente de la
liberacion de Ply. En cuanto a Ply, nuestros resultados (Fig. 17D) confirmaron otros
previos (Yuste et al., 2005) que indicaban que esta proteina impide la activacion de
la via clasica del complemento por un mecanismo que es mediado por Clg. Por
otra parte, el elevado depdsito de C3b observado en los dobles mutantes IytA ply
(cepas P129 y P130) indic6 que la presencia de ambas proteinas (y no sélo de Ply)
en S. pneumoniae confiere una gran ventaja para resistir el ataque por el sistema
del complemento (Fig. 17). Por otra parte, la pérdida de LytA da lugar a un mayor
reconocimiento por CRP y Clqg asi como un mayor depésito de C3b que en el caso
del mutante en Ply (Fig. 20).

Nuestros resultados demuestran que LytA usa un mecanismo refinado que inclu-
ye una reducida activacion de ambas vias, clasica y alternativa, confirmando que
esta proteina contribuye a la evasion de la inmunidad del complemento de un modo
independiente de Ply. El reclutamiento de reguladores negativos como C4BP y fH
es un mecanismo utilizado por diferentes patégenos para eludir la inmunidad del
complemento (Serruto et al., 2010). Aunque PspC es una de las proteinas de S.
pneumoniae mejor conocidas que esta involucrada en la union de fH y C4BP, exis-
ten otras proteinas de neumococo que podrian contribuir a esta interaccion
(Dieudonné-Vatran et al., 2009; Ogunniyi et al., 2009; Yuste et al., 2010; Agarwal et
al., 2012). En esta Tesis se describe, por vez primera, a LytA como una nueva
proteina de neumococo que contribuye al reclutamiento de C4BP (Fig. 21) y fH (Fig.
22) reduciendo por tanto la inmunidad mediada por el complemento frente a
neumococo. La falta de unién a C4BP y fH que ocurre en ausencia de LytA y PspC
confirma que estas dos proteinas desempefian un papel mayoritario en la
interaccién con estos reguladores negativos. Mediante la unién de altos niveles de
fH, los serotipos invasivos de S. pneumoniae son relativamente resistentes a la fa-
gocitosis mediada por neutrdéfilos dependiente del complemento, lo que les confiere
una mayor capacidad para causar septicemia (Hyams et al., 2013).

Para las bacterias Gram-positivas, la opsonizacién por C3b es un prerrequisito
para su destruccién por las células fagociticas y, por ello, S. pneumoniae ha desa-
rrollado una serie de mecanismos para evadir la opsonofagocitosis. Estos meca-
nismos de evasion ya han sido descritos en otros microorganismos relacionados
como en los estreptococos del grupo A (S. pyogenes), donde la proteina de superfi-
cie M inhibe la unién del receptor del complemento al componente C3b (Weis et al.,
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1985). En S. pneumoniae, se ha observado recientemente que la endopeptidasa
PepO, mediante su union a plasmindgeno, es capaz de hidrolizar C3b de forma indi-
recta, mediante un mecanismo dependiente de plasmina (Agarwal et al., 2013).
Ademas, mediante la utilizacion de sueros que carecen de los componentes C1q y
factor B del complemento, impidiendo la activacion de la via clasica y alternativa
respectivamente, se ha podido confirmar en esta Tesis que es necesario que las
dos vias estén funcionando para que se dé el efecto aditivo que observamos en
presencia de sueros procedentes de voluntarios sanos (Fig. 17).

El mecanismo por el cual la NAM-amidasa LytA produce una disminucion en los
niveles de C3b depositados en la superficie celular fue estudiado mediante la adic-
cion de proteina purificada al mutante IytA (Fig. 19A). En estas condiciones, los ni-
veles de C3b se redujeron a niveles similares a los obtenidos en la cepa silvestre
s6lo cuando se afiadio proteina LytA enzimaticamente activa. Ademas, la autolisina
LytA fue capaz de degradar C3b cuando ambas proteinas se incubaron conjunta-
mente in vitro (Fig. 19B). Estos resultados confirmaron, de manera directa, que LytA
es responsable directa de la resistencia de neumococo a la inmunidad del comple-
mento. El fendmeno de degradacion de C3 se ha observado en todos los aislados
clinicos de neumococo y se asocia a una proteina de neumococo desconocida (An-
gel et al., 1994). Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que LytA es la respon-
sable del proceso de degradacién de C3b unido a la superficie bacteriana de un
modo similar a lo que ocurre con las proteinas SpeB de S. pyogenes (Kuo et al.,
2008; Terao et al., 2008) o EspP de E. coli (Orth et al., 2010).

La posible repercusion fisiolégica de la evasion del complemento por parte de
LytA y Ply se estudi6 mediante experimentos de fagocitosis. Los macrofagos
alveolares son una de las primeras lineas de defensa del sistema inmune del
hospedador frente a patégenos invasores en el pulmén. La ausencia de Ply y LytA
se asocié con un mejor reconocimiento de la bacteria por macréfagos alveolares
(Fig. 23) confirmando que estas dos proteinas desempefian un papel critico
reduciendo el reconocimiento de S. pneumoniae por estas células. El nivel de
fagocitosis fue mayor en los mutantes sencillos y mucho mas elevado aln para el
doble mutante demostrando que Ply y LytA son proteinas de neumococo que
contribuyen de una manera muy eficiente a la resistencia de la fagocitosis por
macrofagos alveolares. Estos hallazgos estdn en consonancia con evidencias
previas que sugieren que diferentes proteinas de S. pneumoniae (incluyendo
distintas hidrolasas de pared celular) estan involucradas en una inhibicién sinérgica
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de la inmunidad del complemento y la fagocitosis (Yuste et al., 2005; Martner et al.,
2009; Dalia et al., 2010; Dalia y Weiser, 2011). Los resultados obtenidos
demonstraron, ademas, que la muerte de neumococo dentro de los macréfagos se
incremento a lo largo del tiempo para los diferentes mutantes en comparacion con
la cepa silvestre lo cual reafirma que Ply y LytA confieren resistencia frente a la
fagocitosis. La maduracion de los fagosomas que contienen S. pneumoniae se
confirmd mediante la observacién de la bacteria en distintos compartimentos
subcelulares como endosomas tempranos y fagosomas tardios (Fig. 24)
demostrando asi que la bacteria estaba siendo efectivamente eliminada mediante la
ruta fagolisosomal de los macréfagos (Stuart y Ezekowitz, 2005).

Los neutrdéfilos también son células clave en el control de la diseminacion de mi-
croorganismos en la circulacién sistémica incluyendo S. pneumoniae (Standish y
Weiser, 2009; Summers et al., 2010). En nuestros estudios con células
diferenciadas a neutrofilos se confirmé que Ply y LytA son importantes proteinas de
neumococo involucradas en evasion de la fagocitosis demonstrandose, ademas,
gue la presencia de ambas proteinas es altamente efectiva en la resistencia de la
fagocitosis de neumococo mediada por neutréfilos (Fig. 25). Estos experimentos
confirmaron una correlacion clara entre la evasion del complemento y la resistencia
a la fagocitosis, ya que el doble mutante fue reconocido de un modo muy eficiente
por el componente C3b y, en consecuencia, el nivel de fagocitosis de esta cepa se
vio claramente favorecido.

En la superficie de las células fagociticas se exponen una gran variedad de
receptores que son capaces de interactuar con ciertos ligandos expresados por
diferentes patégenos microbianos, promoviendo su internalizacion vy, finalmente, su
eliminacién (Arredouani et al., 2004; Kang et al., 2006; Stuart y Ezekowitz, 2005;
Underhill y Goodridge, 2012). Sin embargo, ciertos patdgenos intracelulares han
desarrollado estrategias muy sofisticadas utilizando diferentes receptores
especificos del hospedador para su propio beneficio y con el fin de entrar en las
células eucariotas donde poder replicarse (Rosenberger y Finlay, 2003; Cossart y
Sansonetti, 2004). Este es el caso, como ya se comenté anteriormente, de los
patdégenos intracelulares obligados A. phagocytophilum, Ehrlichia y el enterovirus 71
que acceden al interior celular mediante su unién al receptor PSGL-1 causando,
respectivamente, anaplasmosis granulocitica, ehrlichiosis granulocitica y la enfer-
medad de manos, pies y boca (Herron et al., 2000; Park et al., 2007; Nishimura et
al., 2009; Rikihisa, 2011). Las células HL-60 expresan los mismos receptores fago-
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citicos que los neutrdfilos de sangre periférica, incluyendo CR1, CR3, Fcy y PSGL-1
entre otros, que son utilizados para fagocitar a S. pneumoniae o para el reconoci-
miento y entrada de A. phagocytophilum (Romero-Steiner et al., 1997; Park et al.,
2003; Troese y Carlyon, 2009). Los resultados de esta Tesis doctoral demuestran
un nuevo papel para el receptor PSGL-1 confirmando, por primera vez, que éste es
un receptor funcional que contribuye a la fagocitosis de neumococo. La utilizacién
de anticuerpos anti-PSGL-1 inhibe la extravasacién y bloquean el receptor en leu-
cocitos humanos y de ratén in vivo (Borges et al., 1997; Norman et al., 1995). En
todas las cepas investigadas, se observd co-localizacién con el receptor PSGL-1
(Fig. 30). Los mayores niveles de fagocitosis se observaron en ausencia de las pro-
teinas Ply y LytA obteniendo niveles similares a los de la cepa silvestre cuando se
bloqued el receptor PSGL-1 (Fig. 29), lo que confirma que estas dos proteinas con-
tribuyen a la evasién del reconocimiento de S. pneumoniae por dicho receptor. Co-
mo ya se comento, la expresion de PSGL-1 es regulada por un proceso complejo
en el que participa la tirosina quinasa SYK (Cao et al., 2010; Hogg, et al., 2011) de
modo que ciertos microorganismos incluyendo A. phagocytophilum y el VIH requie-
ren SYK para la infeccion celular (Thomas y Fikrig, 2007; Reneer et al., 2008). La
fagocitosis de neumococo via PSGL-1 se vio drasticamente reducida cuando se
inactivd SYK con piceatannol (Fig. 32) demostrando que la fagocitosis de S.
pneumoniae mediada por PSGL-1 es dependiente de su activacion. Los hallazgos
obtenidos demostraron que PSGL-1 es un receptor de leucocitos involucrado en el
reconocimiento y fagocitosis del patégeno humano S. pneumoniae. Como
consecuencia, en un modelo de neumonia y sepsis utilizando ratones deficientes en
PSGL-1 se observé que la bacteria se replicaba descontroladamente en la sangre,
permitiendo un rapido desarrollo de la infeccion. Estas observaciones demostraron,
por primera vez, que PSGL-1 juega un papel crucial como mecanismo de defensa
inmune frente a la ENI. La pérdida de PSGL-1 se ha asociado con una marcada
susceptibilidad a patégenos intracelulares como Salmonella typhimurium o Citrobac-
ter rodentium, que esté asociada a la produccién de niveles elevados de citoquinas
pro-inflamatorias después de la infeccion intestinal (Kum et al.,, 2009, 2010). En
nuestro caso, tras la infeccibn neumocdcica, los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias fueron indistinguibles en el BALF de ratones PSGL-1"" 0 en el de ra-
tones silvestres, aunque fueron ligeramente mayores en la sangre de los ratones
PSGL-17" (Tabla 6), confirmando que el principal efecto de PSGL-1 en sangre es
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inducir la fagocitosis y eliminar a S. pneumoniae de la circulacién sistémica en el
caso de ENI.

Hasta el comienzo de esta Tesis, las claves de la contribucién de LytA a la pato-
génesis de neumococo permanecian desconocidas, en su mayor parte. La atenua-
cion en virulencia observada en los mutantes lytA se atribuia a la falta de lisis de la
pared celular y la imposibilidad de la consiguiente liberacion de Ply, pero no a una
contribucion directa de la proteina en la interaccion patdégeno-hospedador. Se creia
gue la razén de esta menor virulencia se debia, ademas de a su falta de actividad
autolitica para liberar la Ply intracelular, a la no producciéon de componentes pro-
inflamatorios de la pared celular como algunas fracciones del peptidoglicano, los
TAs o ambos (Berry et al., 1989; Canvin et al., 1995; Sato et al., 1996; Berry y Pa-
ton, 2000; Orihuela et al., 2004; Hirst et al., 2008). Nuestros resultados van mas alla
al demostrar que LytA contribuye de forma directa a la patogénesis del microorga-
nismo por un mecanismo independiente de Ply. Como ya queda dicho, los estudios
de virulencia realizados por los autores antes mencionados indicaron que los mu-
tantes sencillos (IytA o ply) se encuentran atenuados en modelos animales de infec-
cion, indicando que tanto Ply como LytA contribuyen a la patogénesis de neumoco-
co. En el presente trabajo, hemos mostrado como el doble mutante IytA ply (cepa
P141) posee un grado muy marcado de atenuacion en virulencia, tanto en el mode-
lo de sepsis como en el de neumonia, con niveles de bacteria en sangre muy bajos,
lo que demuestra que, en ausencia de ambas proteinas, la capacidad de nheumoco-
co para multiplicarse en sangre esta muy mermada (Figs. 27 y 28). Los hallazgos
obtenidos en la presente Tesis confirman que Ply y LytA son proteinas de neumo-
coco que juegan un papel critico en el establecimiento de la ENI y que, en conse-
cuencia, podrian ser utilizadas en un futuro como posibles candidatas a una vacuna
universal proteica con el fin de reducir y, eventualmente, bloguear la capacidad in-
fectiva de neumococo.

3. NUEVAS PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

La busqueda de tratamientos efectivos en la lucha contra las enfermedades infec-
ciosas ha sido, desde hace muchos afios, uno de los principales retos de la huma-
nidad. Hasta que no se descubrieron los antibidticos se disponia de pocas armas
para combatir los agentes infecciosos. En la Ultima década del siglo XIX, se utiliza-
ron terapias basadas en anticuerpos para tratar las infecciones (Casadevall 1996) vy,
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en los afios veinte del pasado siglo, la sueroterapia se utilizé frente a numerosas in-
fecciones bacterianas, incluyendo las producidas por S. pneumoniae (Casadevall y
Scharff, 1995). Estos tratamientos consiguieron reducir, en un 50%, la mortalidad
ocasionada por este patégeno (Casadevall y Scharff, 1994). Sin embargo, cuando
aparecio la quimioterapia antibiética, a mediados de la década de los treinta del pa-
sado siglo, se abandono la sueroterapia y se sustituy6 por el tratamiento antibiético,
debido a su mayor efectividad y menor toxicidad.

Las medidas preventivas y terapéuticas frente a la infeccion producida por S.
pneumoniae han modificado las resistencias de este patégeno. La PCV7, que in-
cluia los CPS de los principales serotipos responsables de ENI y no susceptibles a
PEN, ERY o ambos, se licencid a principios del presente siglo para la inmunizacién
de la poblacion infantil. El uso generalizado de esta vacuna conllevo una disminu-
cion drastica de la incidencia de la enfermedad neumocdcica causada por los sero-
tipos incluidos en ella y redujo la prevalencia creciente de los serotipos de neumo-
coco no susceptibles a PEN. Como consecuencia de ello, la PCV7 produjo un mar-
cado efecto en la epidemiologia de los aislados clinicos obtenidos de adultos los
cuales, indirectamente, también se beneficiaron de la vacunacion de la poblacion in-
fantil (Fenoll et al., 2009). Las cepas utilizadas en el presente estudio (las denomi-
nadas como 48, 69 y 1515/9; Tabla 2) se seleccionaron no sélo por poseer los sero-
tipos incluidos en las vacunas PCV7 y PCV13 sino, también, por sus altos niveles
de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los que destacaban los B-
lactdmicos y los macrdlidos (Soriano et al., 2008). De hecho, un estudio reciente ha
identificado a los aislados clinicos de los serotipos 6B, 19F y 23F como importantes
factores de riesgo en la mortalidad producida por la ENI (Lujan et al., 2010).

Los antibidticos interactdan con la bacteria de un modo mas complejo cuando
ejercen su actividad in vivo que cuando se ensayan en condiciones in vitro debido a
la presencia de las proteinas del suero. Mientras que las inmunoglobulinas y el
complemento pueden mejorar la actividad de los antibiéticos B-lactamicos, la albu-
mina puede limitarla (Schmidt et al., 2008; Beer et al., 2009; Burian et al., 2011). En
la presente Tesis doctoral se ha estudiado la eficacia terapéutica proporcionada por
la combinacion de determinados antibiéticos en presencia de anticuerpos especifi-
cos y, ademas, se ha analizado la capacidad del sistema inmune para modificar los
parametros farmacodinamicos y farmacocinéticos predictivos de eficacia para los
antibidticos CDN y CRO. Para estudiar la influencia de las proteinas séricas sobre
la actividad de CDN Sevillano y cols. (2008) realizaron una simulacion farmacodi-
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namica en la que se analizé la actividad del antibidtico a lo largo de 24 h después
de la administracion oral de 400 mg de CDN. Se midid la unidn a proteinas y se ob-
servé que, a concentraciones fisioldgicas y bajo condiciones de unién a proteinas
similares a las encontradas en humanos, el CDN egjercia actividad antibacteriana
frente a distintos aislados clinicos que exhibian CMIs de 0.25 mg mi™ y 0.5 mg ml™,
sugiriendo que la presencia de albdmina no debilita la actividad antineumocdcica de
esta cefalosporina.

Los modelos animales han sido muy utiles en el entendimiento de la relacién
farmacocinética/farmacodinamia para estimar qué parametro farmacodinamico es el
mejor predictor de la eficacia antibidtica. En el caso de S. pneumoniae son necesa-
rios, ademas, modelos animales ya que, como se ha comentado en esta Tesis, los
anticuerpos frente al CPS suelen estar presentes en el organismo antes de la infec-
cion debido al estado de portador y a determinadas medidas preventivas, como la
vacunacion. Estudios previos con un modelo de sepsis neumocécica en los que se
utilizé la misma cepa de serotipo 6B utilizada en esta Tesis, habian mostrado que
las dosis protectoras de AMX y CTX eran, aproximadamente, ocho veces mas bajas
en presencia (utilizando inmunizacién pasiva) que en ausencia de anticuerpos es-
pecificos anti-CPS (Casal et al., 2002; Yuste et al., 2002). Ademas, mientras que,
en ausencia de anticuerpos, se obtuvieron unos valores de %Tcy = 30 —un valor
préximo al descrito previamente para los antibiéticos p-lactdmicos en otros trabajos
(Craig, 1998)—, en los animales sometidos a sueroterapia se determinaron valores
muy inferiores (de 3 y 5 para AMX y CTX, respectivamente). Desgraciadamente, la
existencia de este sinergismo desde el punto de vista farmacocinéti-
co/farmacodinamico, no fue ensayado con otros antibiéticos, B-lactamicos o no, ni
con aislados clinicos de neumococo de otros serotipos distintos. Hay que resaltar
gue, en cualquier caso, el beneficio del sinergismo mediado por anticuerpos, no
consistiria en una reduccion de las dosis de antibidtico sino en conseguir una mayor
eficacia terapéutica tras la administracion de las dosis habituales en episodios de
ENI producidos por aislados clinicos con una CMI elevada. Los resultados obteni-
dos en la presente Tesis han confirmado que la inmunizacion previa de los animales
permite disminuir el valor de %Tcy para CDN asociado con eficacia terapéutica
frente a las tres cepas estudiadas. Mientras que, en los animales inmunizados, un
%Tcew = 22.8% para CDN se asocié con un 90% de supervivencia para la cepa de
serotipo 6B y 60% (con valores de %Tcyw Similares) para las cepas de serotipos 19F
y 23F, valores similares de %Tcy Se asociaron con una supervivencia <10% en ra-
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tones no inmunizados (Tabla 8). En marcado contraste con lo observado para CDN,
en el caso de CRO no se observé este sinergismo entre los antibidticos y los anti-
cuerpos especificos. Una posible explicacion podria ser que toda la CRO adminis-
trado se podria unir a las proteinas del suero bajo las condiciones de un tratamiento
combinado, lo que implica que la CRO libre no estaria disponible para estimular la
respuesta inmune del hospedador e inducir proteccion (Granizo et al., 2008; Sevi-
llano et al., 208).

La fagocitosis es un proceso critico para el control de la infeccion frente a pato-
genos capsulados, como es el caso de neumococo (Brown et al., 1983). En este
sentido, los experimentos de fagocitosis mostraron que la colaboracion especifica
de anticuerpos y CDN fue muy superior a la encontrada para CRO frente a la cepa
69 (serotipo 19F) tanto con neutrdéfilos de sangre periférica como con la linea celular
HL-60 (Fig. 41). Independientemente del tipo celular utilizado (neutréfilos de sangre
murina o células HL-60), las concentraciones subinhibitorias de CDN estimularon de
modo significativo la fagocitosis producida por el suero hiperinmune (diluido 1/10)
frente a los tres aislados ensayados. Ademas de la importancia de los anticuerpos
anticapsulares en la inmunidad frente a S. pneumoniae en los individuos vacuna-
dos, el complemento y los anticuerpos frente a antigenos no capsulares también
son importantes (Lipsitch et al., 2005). En nuestro estudio se utilizé suero hiperin-
mune obtenido de ratones inmunizados con células de S. pneumoniae muertas por
calor. Nuestros resultados confirmaron que la fagocitosis mediada por células pro-
fesionales incrementaba en presencia de concentraciones subinhibitorias de CDN y
anticuerpos especificos frente a S. pneumoniae (con un mayor efecto en los expe-
rimentos en los que se utilizaron neutréfilos frescos de raton).

El objetivo de cualquier tratamiento antibiético es la disminucién rapida de la car-
ga bacteriana. Recientemente, la carga bacteriana se ha asociado con la severidad
de la infeccién en pacientes con nheumonia neumocdcica (Rello et al., 2009). Estu-
dios previos con modelos animales habian mostrado el efecto que tienen anticuer-
pos especificos o antibidticos B-lactdmicos (amoxicilina y cefotaxima) en el perfil
bacteriémico y su relacion con mortalidad (Yuste et al., 2002a, b). En nuestro estu-
dio el perfil bacteriémico también se asocié con mortalidad, investigando la predic-
cion de mortalidad mediante la relacion de los recuentos bacterianos en sangre a
las 8 horas después de la primera dosis administrada. A las 8 h, antes de la segun-
da administracion, cuando todos los animales estaban aun vivos, el grupo de ani-
males muertos el dia 7 mostraba una alta carga bacteriana, mientras que en el gru-
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po de animales que sobrevivian el dia 7 los recuentos bacterianos fueron bajos (Fig.
42). Estos hallazgos subrayan la importancia que, para la eficacia terapéutica, tiene
una rapida actividad antibacteriana responsable de una reduccién temprana de la
carga bacteriana.

En ausencia de tratamiento antibiético, el alcance de la infeccion depende com-
pletamente del balance de las interacciones entre los factores de virulencia bacte-
rianos y los mecanismos de defensa del hospedador. La eliminacion de neumococo
de la circulacion sistémica depende de la opsonizacion por el sistema de comple-
mento y su posterior fagocitosis (Bogaert et al., 2004; van der Poll y Opal, 2009).
Las cepas de neumococo PENF sintetizan un peptidoglicano que contiene mas pép-
tidos hidrofébicos (que permiten los entrecruzamientos Ala-Ala o Ala-Ser) que las
cepas susceptibles a PEN (Garcia-Bustos et al., 1988). EI muramil dipéptido libera-
do de las paredes celulares bacterianas de los neumococos tratados con PEN, es
un potente estimulador de la respuesta inmune (para una revisién reciente, véase
Salem et al., 2012). El bloqueo en la liberacion de este componente en las cepas
PEN® podria ser el responsable de la reducida inmunogenicidad de los serotipos
capsulares que normalmente se asocian con resistencia a PEN (van Dam et al.,
1990; Jansen y Snippe, 2004). En este sentido, resulta interesante sefialar que el
suero hiperinmune frente al serotipo 6B (estirpe 1515/97) (que presentaba la CMI
mas baja a CDN y CRO dentro de las tres cepas utilizadas en el estudio; Tabla 7)
es el que contenia los niveles mas altos de anticuerpos de las tres cepas estudia-
das.

Los antibidticos B-lactAdmicos ejercen su actividad bactericida por una accion di-
recta sobre el microorganismo. Sin embargo, la ENI est4 asociada con altos niveles
de mortalidad y morbilidad a pesar de una terapia antibidtica adecuada (Austrian y
Gold, 1964; van Dam et al., 1990). Esta falta de eficacia antibiética es muy comun y
especialmente evidente en pacientes inmunodeprimidos, sugiriendo que la recupe-
racion de estos pacientes depende de la accidén conjunta de los antibiéticos y los
mecanismos de defensa del hospedador. La emergencia de cepas altamente resis-
tentes a los antibiéticos podria poner en riesgo el éxito de la terapia antibiética (So-
riano et al., 2008). La alteracion de las estructuras superficiales bacterianas causa-
das por determinados antibiéticos, podria dar lugar a una mayor exposicién de epi-
topos antigénicos profundos que normalmente estan poco accesibles o, incluso, es-
condidos. Esta mayor exposicién podria promover la opsonizacion por parte de dife-
rentes componentes de defensa del hospedador, como las proteinas de fase aguda,
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mejorando asi el reconocimiento de los patdgenos por parte de los fagocitos. En es-
te sentido, el uso de cefalosporinas se ha asociado con un incremento en la activi-
dad bactericida del suero frente a patégenos como E. coli y P. aeruginosa (Darveau
y Cunningham, 1990; Jung et al., 1998), mientras que el tratamiento con ERY pare-
ce producir pequefios puntos de ruptura en la pared celular, causando una rotura de
la envuelta en Legionella pneumophila (Elliott y Rodgers. 1985; Rodgers et al.,
1990). Ademas, se ha demostrado que el macrélido AZM, en concentraciones infe-
riores a la CMI, desestabiliza la membrana externa incrementando la permeabilidad
y produciendo la muerte de P. aeruginosa (Imamura et al., 2005). De un modo al-
ternativo, los antibiéticos podrian reducir la expresion de los factores de virulencia
involucrados en la inhibicion de la activacién del complemento. De hecho, un recien-
te estudio ha confirmado que ciertos antibidticos, en concentraciones subinhibito-
rias, modifican la expresion de genes de virulencia de S. aureus (Subrt et al., 2011).
En relacién a los anticuerpos especificos, se ha demostrado que éstos pueden in-
terferir con el crecimiento y metabolismo de diferentes microorganismos, sugiriendo
un nuevo mecanismo para la inmunidad mediada por anticuerpos (Casadevall y Pi-
rofski, 2004). Recientemente, se ha observado, ademas, que los anticuerpos unidos
a Cryptococcus neoformans alteran la expresion génica y el metabolismo, incre-
mentando la susceptibilidad del patdgeno a determinadas drogas antifingicas
(McClelland et al., 2010).

Las pentraxinas CRP y SAP son las principales proteinas de fase aguda en la
especie humana y el ratdn, respectivamente. Los niveles de CRP aumentan durante
la infeccién neumocécica, demostrando asi la importancia de esta proteina de fase
aguda como molécula centinela (Almirall et al., 2004). Uno de las funciones mas
importantes desempefiadas por CRP y SAP en la defensa del hospedador frente a
neumococo es la opsonizacion de los microorganismos y la posterior induccién de
la fagocitosis via receptores Fcy (Mold et al., 2001; Thomas-Rudoplh et al., 2007;
Yuste et al., 2007). Los resultados de nuestro estudio (Fig. 35) demuestran que el
reconocimiento de S. pneumoniae por CRP y SAP se optimiza cuando la bacteria
es opsonizada con suero en presencia de concentraciones subinhibitorias de CDN o
CRO, sugiriendo que estos antibidticos permiten a dichas pentraxinas reconocer a
S. pneumoniae de un modo mas eficaz. Estos resultados apoyan los experimentos
realizados en presencia de antibiéticos B-lactamicos y anticuerpos especificos ya
mencionados mas arriba, en los que se detectd una mayor fagocitosis de la bacteria
cuando se opsoniz6 con suero que contenia anticuerpos especificos frente a neu-
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mococo y concentraciones subinhibitorias de CDN (Fig. 41). En relacion a la pentra-
xina 3 también se ha demostrado que es muy efectiva en combinacién con drogas
antimicéticas frente a infecciones producidas por Aspergillus fumigatus, estimulando
la actividad antifingica de los fagocitos (Gaziano et al., 2004).

El dafio producido en la superficie del patdgeno por los farmacos antimicrobianos
podria permitir que ciertos componentes de la envuelta celular se encuentren mas
accesibles para ser reconocidos por los componentes del complemento y los anti-
cuerpos. La exposicion de cepas de Klebsiella pneumoniae a suero y antibiéticos -
lactamicos incrementa los niveles de C3b en la superficie de la bacteria (Williams,
1987). Como ya se ha comentado en esta Memoria, la via clasica del complemento
es activada por el primer componente (C1q), el cual reconoce directamente ciertos
ligandos en la superficie de la bacteria o puede ser activado por proteinas de fase
aguda e inmunoglobulinas especificas. Nuestros resultados demuestran que el de-
posito de Clq en la superficie de la bacteria se incrementa en presencia de CDN y
CRO (Fig. 36), confirmando que las alteraciones causadas por estos antibidticos
mejoran la inmunidad mediada por el sistema del complemento frente a S. pneumo-
niae a través de un mecanismo dependiente de la activacion de la via clasica. Una
vez que la cascada del complemento esta activada y tras una serie de reacciones
enzimaticas, se forma el componente principal C3b (Walport, 2001). El deposito de
C3b en la superficie bacteriana fue significativamente mayor cuando la bacteria se
opsonizo6 con suero y concentraciones subinhibitorias de CDN y CRO (Figs. 37-39).
Tomando todos estos datos conjuntamente, se puede afirmar que nuestros resulta-
dos confirman que el aumento en el reconocimiento de S. pneumoniae por CRP y
C1qg mediado por CDN y CRO tiene consecuencias funcionales en términos de op-
sonizacién por el componente C3b y explica por qué la fagocitosis de neumococo
se incrementa en presencia de suero y concentraciones subinhibitorias de antibioti-
cos B-lactamicos.

El tratamiento precoz con antibiéticos es esencial para prevenir la morbilidad se-
vera y la mortalidad, ya que el retraso en la aplicacién del tratamiento da lugar a un
aumento en la mortalidad. Este problema empeora cuando los patégenos presentan
altos niveles de resistencia antibidtica. Ante esta posibilidad, el tratamiento con
CDN o CRO representa una nueva estrategia para reducir el riesgo de fallo terapéu-
tico tras el tratamiento antibiético en aquellas personas que han sido previamente
vacunadas frente a S. pneumoniae, mediante una mejora en la eficiencia de la res-
puesta inmune mediada por el complemento. Ademas de los antibiéticos [3-
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lactamicos, en esta Memoria se probaron otros farmacos representativos de los dis-
tintos grupos de antibiéticos confirmando que el depdsito de C3b sobre la superficie
de la bacteria, se incrementaba en presencia de anticuerpos especificos y concen-
traciones subinhibitorias de AMX y CTX, o macrélidos como ERY, AZM y MDM (Fig.
39). Estos resultados apoyan datos de otros autores en los que, utilizando AMX o
CTX, se observé que la inmunizacion frente a S. pneumoniae incrementaba la efi-
cacia del tratamiento con antibi6ticos B-lactamicos al aumentar la capacidad del sis-
tema inmune del hospedador para reconocer y eliminar, de un modo eficaz, aisla-
dos resistentes de neumococo (Casal et al., 2002; Yuste et al., 2001, 2002b). Sin
embargo, las concentraciones inferiores a la CMI de LVX no afectaron a la opsoni-
zacion por C3b en ninguna de las cepas investigadas (Fig. 39), explicando asi por
gué el tratamiento con dosis subterapedticas de LVX en ratones previamente inmu-
nizados frente a cepas encapsuladas de S. pneumoniae de serotipo 6B, no incre-
mentaba el nivel de supervivencia (Tarrago et al., 2005).

La modulacién de la respuesta inmune del hospedador por macrélidos ha sido
estudiada en otras bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-negativas (Labro,
2000). La actividad antimicrobiana de los macrélidos se incrementa frente a cepas
resistentes de E. coli y S. aureus cuando los aislados clinicos son expuestos a con-
centraciones subinhibitorias de ERY o AZM en presencia de suero humano. Nues-
tros resultados confirman, en el caso de neumococo, que la exposicion de cepas
resistentes a concentraciones subinhibitorias de diferentes macrolidos incrementa el
depdsito de C3b en la superficie de la bacteria (Fig. 39). Ademas, la pérdida de la
principal enzima autolitica de neumococo, la NAM-amidasa LytA, eliminé cualquier
incremento en la unién de C3b mediado por la exposicién a B-lactamicos o macrdli-
dos (Fig. 40), indicando que la actividad de LytA podria desempefiar un papel im-
portante en el reconocimiento por el sistema del complemento.

Otro mecanismo alternativo responsable del mayor depdsito de C3b en S. pneu-
moniae mediado por antimicrobianos, podria ser el debido a un incremento en la
longitud de las cadenas formadas por la bacteria después de la exposicidn a ciertos
antibidticos, como ERY, que pueden facilitar el reconocimiento de la bacteria por el
sistema del complemento (Dalia y Weiser, 2011). Las imagenes de microscopia de
contraste de fases después de la incubacién bacteriana con concentraciones subin-
hibitorias de diferentes antibiéticos mostraron, no obstante, que la morfologia de las
tres cepas resistentes de neumococo expuestas a p-lactamicos permanecia mayori-
tariamente inalterada, mostrando la tipica forma de diplococo o cadenas cortas. En
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presencia de ERY, existia un encadenamiento ocasional en la cepa 48 (de serotipo
23F), mientras que las otras dos cepas mantenian la morfologia habitual. La incu-
bacion con AZM tampoco modificé la longitud de las cadenas en ninguna de las ce-
pas investigadas sugiriendo que, en nuestras condiciones experimentales, la forma-
cion de cadenas desempefiaba, en todo caso, sélo un papel minoritario en el incre-
mento del depdsito de C3b.

Los macrolidos inhiben la sintesis de las proteinas bacterianas actuando sobre la
subunidad ribosémica 50S. Estos antibiéticos, a concentraciones subinhibitorias, in-
hiben la produccion de Ply, que ya se ha definido como un importante factor de viru-
lencia de S. pneumoniae involucrado en la evasion de C3b. Ademas, se ha demos-
trado que macrolidos, como ERY, AZM, o claritromicina (pero no la roxitromicina),
inhiben de un modo significativo la sintesis de Ply y PspA (Fukuda et al., 2006; An-
derson et al., 2007; Yasuda et al., 2007). Esto es relevante, tanto desde el punto de
vista antimicrobiano como inmunolégico, porque la combinacion de ambas protei-
nas tiene un efecto aditivo y es muy efectiva en la inhibicion de la activacion del
complemento (Yuste et al., 2005).

Nuestros resultados demuestran que ERY y CDN mejoran el reconocimiento de
las cepas de neumococo por el componente C3b en presencia de una inmunidad
adquirida y apoyan la hipétesis de que LytA, la principal autolisina de la bacteria,
participa en este proceso. Con este trabajo queda demostrado que, con las actuales
estrategias de vacunacién que mejoran los niveles de anticuerpos circulantes que
estimulan eficazmente la inmunidad del complemento y la fagocitosis, junto con un
tratamiento antibiético con macrélidos o B-lactamicos, se podria conseguir una nue-
va estrategia para terminar con la posibilidad de obtener fallos terapéuticos en ca-
sos de ENI producidos por cepas de heumococo con altos niveles de resistencia an-
tibiotica.
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. LytC, la lisozima autolitica de neumococo, permite a la bacteria reducir el depdsi-
to de C3b en su superficie. Ademas, la pérdida simultanea de LytC y la gluco-
saminidasa LytB se asocia con un incremento en el reconocimiento de neumo-
coco por C3b, indicando que ambas proteinas participan en la evasion de la in-
munidad del complemento.

. Ademas del polisacéarido capsular, LytB y LytC estan involucradas en la defensa
contra la fagocitosis mediada por neutrofilos o macrofagos alveolares.

. LytB y LytC son importantes proteinas de superficie implicadas en la adhesion
de S. pneumoniae a las células de la nasofaringe. A 30°C —la temperatura del
tracto respiratorio superior humano— ambas proteinas cooperan de manera es-
pecialmente importante para facilitar dicha union y el establecimiento del estado
de portador.

. La pérdida de LytB, por si sola, no parece suponer un inconveniente relevante
para el establecimiento de la neumonia o la diseminacion sistémica de neumo-
coco. LytC, sin embargo, es un importante factor de virulencia de S. pneumo-
niae. No obstante, la combinacién de ambas proteinas, LytB y LytC, permite un
desarrollo acelerado de la neumonia neumocdcica y la sepsis.

. Las autolisina LytA y la neumolisina Ply estan implicadas en la evasién de la in-
munidad mediada por el complemento gracias a que originan una reduccién im-
portante de los niveles de C3b depositados en la superficie de las bacterias. Es-
tas proteinas permiten a neumococo eludir la via clasica del complemento al
causar una reduccién apreciable en el depésito de C1q y CRP. Ademas, LytA
es capaz de degradar las moléculas de C3b unidas a la superficie bacteriana.
Esta actividad depende de la actividad enzimética de la autolisina.

. El doble mutante IytA ply mostré mayores niveles de C3b unido y fue fagocitado
mas eficientemente que los mutantes simples, o que demuestra que ambas
proteinas actian de forma conjunta para eludir los mecanismos de defensa del
huésped.
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7. LytA interacciona con los reguladores negativos del complemento, factor H (via

alternativa) y C4BP (via clasica), incrementando, de este modo, la capacidad de
neumococo para eludir la inmunidad del complemento.

8. LytA y Ply participan en la evasion de la fagocitosis mediada por neutréfilos po-

limorfonucleares humanos y macréfagos alveolares. La localizacion de la bacte-
ria durante la fagocitosis por macréfagos alveolares tiene caracteristicas endo-
somales.

9. En el caso de los PMNSs, la fagocitosis de neumococo esta mediada por el recep-

10.

11.

12.

13.

tor PSGL-1 en un mecanismo dependiente de la tirosina quinasa SYK. Ademas,
se ha demostrado que PSGL-1 contribuye a evitar la diseminacion sistémica de
S. pneumoniae.

Las mutaciones en LytA y Ply se asociaron con una marcada atenuacion en vi-
rulencia confirmando que ambas proteinas desempefian un papel importante en
la enfermedad neumocoécica.

Las cepas de S. pneumoniae resistentes a los antibidticos son mas propensas a
ser reconocidas por las proteinas de fase aguda CRP y SAP cuando la bacteria
ha sido expuesta previamente a antibidticos B-lactamicos. Ademas, en presen-
cia de anticuerpos especificos, concentraciones subinhibitorias de antibiéticos
B-lactamicos estimulan la capacidad de Clq para activar tanto la via clasica
como el depdsito de C3b en la superficie de la bacteria. Asimismo, la presencia
de antibidticos B-lactdmicos incrementa la fagocitosis mediada por anticuerpos
especificos.

En presencia de anticuerpos especificos, el tratamiento in vivo con antibiéticos
B-lactamicos de cepas resistentes de heumococo favorece la eliminacion de la
bacteria y reduce la sepsis independientemente de si los niveles de anticuerpos
son totalmente protectores o no.

Los antibi6ticos macrdlidos y p-lactamicos estimulan el reconocimiento de neu-
mococo por el componente C3b en presencia de anticuerpos especificos por un
mecanismo que es dependiente de la autolisina LytA de S. pneumoniae.
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