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INTRODUCCION

El Streplococcus pneumoniae es un gérmen parogeno frecuente en la edad pedidtrica, es causanie de
infecciones de vias aéreas superiores simples como otitis, sinusitis, hasta infeccioncs graves como ncumonia,
meningitis, sepsis, ostcomiclitis y celulitis.

En una infeccién interviencn varios iecanisinos de defensa del huésped incluyendo 1a inmunidad
cellary bumoral. En la inmunidad humoral intervienen los anticucrpos, complemento y citocinas las cuales
son sccretadas por varias células;, en la inmunidad celular intervicnen celulas de defensa que incluyen
linfocitos T y B, células NK, granulocitos y monocitos/macrofagos los cuales son derivados de precursores
del sistema hematopoyético.

La funcién fagocitica del sisteina monocito-macréfago es ¢l proceso por medio del cual las células
de édste sistema engloban y destruyen intracclularmente pantfeulas y células identificadas como extrafas al
organismo. Durante la destruccion intracelular s¢ gencra un evento bioquimico descrito como “cstallido
respiratorio®, en éste fendmeno se observa un incremento en ¢l consumo de oxigeno y la activacion de un
oxidasa que reduce €] oxigeno molecular hasta anidn superéxido, ¢l cual se transforina en peréxido de
hidrégeno que, junto con los contenidos enzimalicos de los lisosmas actizan juntos dentro del fagosoma para
degradar los microorganismos ingeridos. .

Los polimorfonuclearcs (PMN) o granulocitos son células cuya funcién principal ¢s la destruccién
de miicroorganismos cNtrafios al organisino humano. Para realizar ésta funcidn se requiere de una serie de
eventos coordinados que culntinan en a ingestion y destruccion de los patdgenos invasores. Para que la
funcion fagocitica del PMN sea adecuada se requicre de ‘Iln participacién de elementos presentes en ¢l sucro
humano conocidos como opsoninas, La opsonizacion se reficre al proceso por ¢l cual los microorganismos u
otras partlculas son recubiertas por anticucrpos y/o complemente u otros factores y preparados para ¢l
*reconocimicnio” ¢ ingestidn por los fagocitos. La eficiencia de ésle proceso como mecanismo de defensa
contra la infeccion depende de: 1) la capacidad de los anticucrpos especificos, complemento y otras proteinas

para inducir éstos sucesos, 2) la presencia y capacidad de fagocitosis de PMN, monocitos y macréfagos del



hospedero y 3) fa susceptibifidad de fos organismos para ser destruidos dentro de Jas células una vez que han
sido ingeridos.

En éste cstudio se evalia la fagocitosis de PMN de nidtos y adultos sanos retados in vitro con
Streplococcus pneumnoniae bajo diferentes condiciones de opsonizacién , midiendo ¢! estallido respiratorio
por medio de quimioluminiscencia.

Este estudio tiene como objetivo contribuir al mcjor entendimicnto de 1a patogéacsis de la infeccidn

por Streplocaccus preuntoniae fue ¢s un gérmen etiologico frecucnte en las infecciones graves de los nifos.



MARCO TEORICO

LA RESPUESTA INMUNE

El sistema inmune estd compuesto por 2 tipos de inmunidad: la inmunidad celular y la inmunidad
humoral. La inmunidad celular comprende a los linfocitos T y B, células NK, granulocitos, monocitos y
macréfagos, éstas células son derivadas de una linca pluripoiencial que da lugar a das diferentes lneas
celulares. La inmunidad humoral cstd dada por los anticucrpos, complemento y otras citocinas que son
secretadas por difcrentes células de sistema inmune, en 1a respuesta inmune hay interaccion entre cdiulas y

componentes humorales.

Log pollmorfonucieares

Los granulocitos o polimorfonucicares se originan cn fa médula ésca donde pasan por varias clapas
anles de alcanzar su estado maduro, una vez maduro ¢s liberado hacia la sangre, la vida promedio det
potimorfonucicar en sangre periférica es de 8 a 12 horas, mide de 10 a 12 p de didmetro, ticne un nicleo
multilobulado que puede cstar unido por filamentos, el citoplasma contiene abundantes granulos, existen 2
tipos de granulos: los granulos azurofilos que son los que inicialmente aparccen contienen por lo menos 6
cnzimas hidroliticas ademds de peroxidasa, y los grinulos especlficos que aparccen posteriormente no
conticnen cnzimas lisosdmicas sino una substancia baclericida y fosfatasa alcalina. '

Las células fagociticas jucgan un papel importante en la defensa det huésped ante infecciones
bacterianas, las funciones de éstos se dividen en 2 categorias: la primera cs la remocion de microorganismos
patogenos, la segunda es ¢l aclaramiento de celulas vicjas o dafadas de los tejidos. Un microorganlsmo
virulento puede scr fagocitado por un proceso 1o especkico que no requicre la padticipacion de anticuerpo o
activacion del complemento, sin cinbargo algunos patdgenos si lo requicren para su depuracidn eficiente, a

1a interaccion de éstos con la bacleria para su [agocitosis se denomina opsonizaclon, y consiste en un



mecanismo por medio del cual hay modificacion de las fuerzas fisicas de la bacteria por anlicucrpo o
complemento favorccicndo la fagocitosis, C3b y anlicucrpos especificos son las opsoninas mas nnportantes
Para que haya movilizacion de los Jeucocitos es necesaria su adhesion al endotelio capilar, of mavimiento de
los lcucocitos ¢s generado por la actividad de ri\icroﬁlamcmos dc actina, miosina y proleinas asociadas que
regulan la contraccidén y relajacion de las partes en movitiicnto de la célula y son controladas por la
concentracion local de calcio. Los leucocilos muestran respuesta locomotora a factores del microambiente
que determinan la velocidad de movimiento a Jo que s¢ denomina quimiokinesis, ésla puede cstar dada por
albimina, y a factores que atracn a los leucocitos lamados factores quintiotdcticos, I bacteria puede
producir factores quimiotdclicos Namados citolaxinas, sin embargo tliene un efecto débil, ¢l mayor factor
quimiotdctico es C5a, un componente de complemento, aundue también se describen olros como leucotricno
B4, fuctor activador de plaquetas y linfocinas *

Una vez que el neutedfilo Hega al Tugar de infeccion engloba a la bacteria por la membrana celular
del polimorfonuclear y queda en un saco membranoso dentro del citoplasma llamado fagosoma, los grinulos
especificos y azuréfilos del PMN se fusionan con cl fagosoma a lo que se denomina degranulacion, y el
agente extraio cs destruido por la accién' de las cnzimas hidroliticas, ademds por medio de la
micloperoxidasa cxiste formacion de derivados de oxigeno (anién superéxido, singletes de oxigeno, peroxido
de hidrégeno y radical hidroxilo) que son altamente téxicos para la bacteria, a la formacion de dstos

derivados oxidativos se dcnomina estalfido respiratorio ',

El vistema de cumplemento

El complemento estd compuesto por proteinas séricas que funcionan cn forma tntegrada y ordenada,
sirven como mediadores de la inflamacion y defensa del huésped. Los microorganismos pueden activar los
componentes por medio de 2 vias, la clisica y la afterna.

4) Via cldsica. La activacion de fa via cldsica cs iniciada por la formacion de un complejo

antigeno-anticucrpo, la porcién Fe del anticucrpo se une y activa el primer componente del complemento



(C1), C1 esta compuesto por 3 proteinas diferentes denominadas Clg, Cir,Cls. Clq se une al anticuerpo
Nevando a la activacion de Clr y Cls, Cls activado activa C4 y C2 que forma un complejo bimolecular
(C4b,2a), que divide C3 en 2 fragmentos Cla y CIb, C3a puede actuar como anafilotoxing, C3b pucie
liberarse a la circulacion e inactivarse o s¢ une a fa célula y puede actuar como opsonina o unc C§ para que
actie C5 convertasa y scpare C5 en C5b que une C6, C7, C8 y C9 formando ¢i complcjo dc ataque a la
membrana produciendo citélisis. Esto esté regulado por varios mecanismos: Cls puede ser inhibido por ¢l
inhibidor de Cl esicarasa, la porcién C2a de la enzima C4b,2a y C4b.2a,3b sufre disociacion cn
tenperaturas fisiolégicas, otra proteina controladora es la que une C4, por o que la activacion de €3 a €9 se
lieva a cabo en forma controlada y ¢std limitado a la vecindad de la substancia iniciadora (superficie
microbiana).

b) Via alterna.- La activacion de C3 a €9 es iniciada por una enzima que divide a C3 y es distinta
de C4b,2a. La C3 convertasa ¢s un complejo bimolecular constituido por C3by ¢l factor B de fa via alicrna
(C3b,Bb) La forma activada del factor B cs gencrado por ¢l factor D. Puede haber produccion de C3b si éste
s¢ une a Ja superficic bicteriana y se unc a Bb pucde liaber una enzima divisoria de C3b y wna convertasa
credndose una CS convertasa que lleva a la formacion del complejo de ataque a la membrana. La enzima es
muy 14bil a temperatura fisiolégica, una de las proteinas de la via cldsica es la properdina que funciona para
estabilizar 1a enzima retardando su lisis. Otras 2 proteinas ct factor H y el factor 1 actian inhibiendo la C3
couvertasa inactivando C3b unido a la célula creando iC3b.

La activacion de 1a via cldsica con 1a creacion de C3b lleva a activacion de 1a via alterna.

La activacion del complemento por cualquicra de 1as vias produce productos biolégicamente activos
que son importantes cn la generacién de una respuesta inflamatoria y en la defcnsa del huésped conira
infeccidn, Al activarse €3 y C5 se produce C3a y CS5a que sc libera a la sangre, ticnen actividad
anafilotdxica y son capaces de liberar histamina de los mastocitos, contrayendo museulo liso, y promoviendo
aumento de Ia permeabilidad capilar, ésta funcion es importanie durante la respuesta inicial a una infeccién.
C5a también interactda directamente con las cllulas fagociticas para producir varios cambios: es un faclor
quimiotictico polente que causa ¢l movimiento dirigido de polimorfomiclearcs y monocitos, C5a favorece la

adherencia de las células fagociticas al cndotelio vascular, C5a causa apregacion de leucocitos



polimorfonuclcarcs y Joucostasis in vivo, un proceso que puede causar dalo inmunopatogénico al huésped
duramte 1a infeccion. C3b actila comno una opsoming potente cuando se une a la superficie de los organismaos,
los macrdfitgos que ticnen receptodes para C3b en su superficic liberan sus enzimas granulares en respuesta a
estimulacidn con C3b, los linfocitos B que Luubién poseen receptores para C3b liberan una infocing de

céluta B que cs quimiotictica para tonocitos posterior @ la exposicidn a C3b’.

Evaluacién de los mceanismos oxidatives

Existen prucbas para medir el cstallido respiratorio: Ja determinacion de superoxido, con 13
medicion de fa reduceton de ferrocitocromo C a ka forma ferrosa, el peréxido de hididgeno se puede detectar
por su reaccion con peroxidasa o por 1a oxidacion de donadores de hidrogeno utilizande tojo fenol. Otras
métodos incluyen quimioluminiscencia y reduccidn del nitroazui de tetrazolio,

L.a quimioluminiscencia cs el fendmeno luminiscente secundario a la gencracion de cspecics
oxidativas que despiden eleclrones (O, Hi0y, O3) ésto durante la fagocitosis de Jos polimorfonuclearcs.
Esta respucsta se amplifica con fuminol (S-amine,2,3-dihidre-1,4-Natazinediona) y lucigening. L respucsia
amplificada por Inminol refleja 1a actividad de Ia micloperoxidasa. Cuando éste substrato es oxidado sc
origina ¢l anién aminofalalo que es incstable, al pasar al estado de reposo emite luz como miecanismo de
pérdida de encrgla, en ésta forma se magnifica fa fuminiscencia. L.a quimiofuminiscencia cs utitizada para

andlisis de fagocitosis de leucocitos, también cs O1il para evaluar la integridad del metabolisme celular ®,

Streptococcus pneumoniae

El Streptococcus preumoniae ¢sun coco gram positivo, también llamado diplococe, pucsto quc por

lo general aparcce en pares. Tiene las siguientes caracterlsticas:

o



Metabolismo y requerimientoy de crecimiento,

El neumococo ¢s similar a otras especies de Streptococo cn que ¢l metabolisimo es fermentador, ¢l
producto final principal es el dcido ldctico. El ncumococo ¢s un anaerobio facultativo, el oxigeno u otro
aceptor de hidrogeno puede alterar los productos finales del metabolismo de los carbohidratos. E organismo
carece de citocromos y usa oxigeno a través del sistema enzimitico de flavoproteinas. El peroxido de
hidrégeno cs el producto final de ésta reaccidn y pucde acumularse ya que el ncumococo no produce catalasa
o peroxidasa para su degradacion. Por lo que en cullivos s¢ debe agregar una fuente de catalasa como los
eritrocitos.  Se reduce su viabilidad si se deja sccar a temperatura ambiente o sc coloca en solucidn
fisioldgica estéril, Para su crecimicnto éptimo se requicre un pH de 7.8 (6.5-8.3) y una temperatura de 37°C
(25°C-42°C). Del § al 10% requicren didxido de carbono para su crecimichto en agar. Los cultivos se aclaran

durante incubacion prolongada debido a lisis celular.

Morfologia

El neumococo es un coco gram positivo que puede ser esférico u oval, Tipicamente es en forma de
lanceta y sc encuentra en pares (diplococo) también pude aparecer \inico o en cadenas cortas. No tfcne
movimiento y no forma esporas.

Las colonias cn agar son suaves, brillantes. cn forma de domo, con un didmetro de 0.5 a 1,5 cm,
Los organismos encapsulados especialmente el tipo 3 forman colonias mucoides ¢n agar. Despuds de 48
horas de incubacién cf centro de la colonia se colapsa debido a autdlisis, produciendo una forma de dona o
umbilicada, Si la incubacidn excede 72 horas ¢l sobrante del organismo s¢ aulolisa espontdncamente y sélo
queda una depresién cn cl sgar, Las colonins producen una decoloracién verdosa en el agar sangre
(hemdlisis alfa) pero si se Incuba en condiciones de anacerobiosis hay hemélisis beta, debido a la newnolisina
O sensible a oxigeno. Existen prucbas para diferenciar e) ncumococo de otros streptococos como serla ¢l

disco sensible de otochin, en ¢l que s¢ observa un halo inhbitorio ¢n caso de ncumococo y la solubilidad en



bilis 1a cual aumenta la lisis de las colonias puesto que {3 bilis estimula una anidasa encargada de causar
lisis.

La reaccion de Neufeld Quellung os wna reacaidn de precipitings capsulases, provee identificacidn
rapida del neumococo. Se mezela §a bacteria, antiswcro amtincumococo y azul de setileno s¢ observa en el

wicroscopio Ia cipsula tedida de azul.

Antipenos de superficie: polisacdridos capsulares

Las subslancias capsulares del nenmococo son polisacidridos compicjos que forman gel hidrofitico
en la superficic del organismo. Los polisacdridos capsulares son antigéaicos y forman fa base pam I
clasificacion def neumococo cn serolipos. Existen 84 serolipos reconocidos. Los polisaciridos capsulares se
pucden demostrar por aglutinacton, precipitacién y reaccidn de quetlung, pucden ser detectados en sangre,
liquido cefalorraquideo, y orina por contrainmunoclectroforcsis. E! tamano capsular ¢s mayor duranic Ia fase
logaritmica de crecimienlo y se encucntra reducida en la fase estacionaria del crecimienlo debido a fa
difusion ded polisacdrido cn ¢} medio. Las conceniraciones aumentadas de glucosa estimulan {a produccién
de la capsula, pero pucde ser toxico por la produccién de dcido lctico, La patogenicidad del ncumococo se
relaciona primariamente con los polisacdridos ;:apsularcs. Los organismo eacapsulados son virulentos para
humanos y animales , los organismo sin polisacdridos capsulares no lo son. Algunos serotipes son méds
virulentos que otros , como los tipa 1.2,3,4.7,8,12 y 14, El mecanismo por ¢f cual los polisaciridos
capsulazes sor responsables de la virulencia estd basado cn su propiedad antifagocitica.

Substancia C o polisacdrida C. Esla substancia es un dacido t~icoico que conticne colina y
galactosamina 6-fosfato y ¢5 un mayer constituyente de ta pased celular. Es andlogo pero antigénicamente
distinto del carbohidrate especifico de grupo del cstreprococo hiemolitico.  La substancia C fonma ung
porcion del antigeno de Forssman. S preciphta con una B-globulina en la presencia de calcio. Esta -
globulina ¢s Hamada proteina C reactiva (PCR), La unidn de PCR of polisacirido € puede activar

complemento y puede wediar ia fagocitosis.



Antigeno proteico M. Este antigeno es tipo especifico y es independiente de da especificidad
conferida por los polisacdridos capsulares. No tiene efecto antifagocitico.
Antigeno proteico R. Fue aislado inicialmente de neumococo sin capsula. estd locatizado sobre o

cerca de la superficic celular y es antigénicamente similar al polisacdrido C.

Toxinag

La neunolisina cs una proteina dcida que estd inmunoldgicamente relacionada con las hemolisinas
O oxigenoldbiles del streptococo hemolitico, Clostridium tetani'y Clostridium welchii y cs responsable de la
beta hemdlisis cuando ¢l neurnococo crece en forma ancrobia. Se libera durante la autlisis, ticne un peso
molecular de 63,000 y es destruida por calor ¢ inactivada con oxigeno.

Principia productor de pirpura. Esta substancia causa parpura y hemorragia démnica en animales
de experimentacion, se asocia at mucopéptido de la pared celular y se libera durante auidlisis.

La neuraminidasa e¢s una profeina de bajo peso molecular que se produce durante la fase
logaritimica dc crecimicnto. ¢s antigénico y especifico de especie, ésta enzima es letal para ¢l ratén. Esta

enzima pucde contribuir g la invasividad del neumococo en el tejido del hudsped.

Autolisinas

La pared celular del ncumococo se lisa durante periodos prolongados de incubacion. La lisis
también ocurre cn la presencia de agentes activos de superficie y agentes antimicrobianos que inhiben la
sintesis de la pared cclular, La base para la lisis cs la liberacion de N-acetilmuramil-l-alanina amidasa,
Esta autolisina divide la unién entre dcido murdmico y alanina en el peptidoglicano de la pared celular,
Colina es un componente de! dcido tcicoico en la pared celular del neumococo, si la ctanolamina cs
substituida por colina las cclulas neumocdeicas son resistentes a la amidasa y no hay autélisis a pesar de la
piesencia de penicilina (tolerancia del antibidtico), neumococo ¢n presencia de ctanolamina forma cadenas

largas debido a que hay falla para dividirsce y transformarse. La amolisina no sélo jucga un papel imponante



en la actividad bactericida antimicrobiana sino también en fa division celular v separacion, competencia por

la transformacion genética y la infeccion por el bacteriéfago *.



ANTECEDENTES

La infeccion severa por neumococo tuvo un indice de mortalidad muy alto en la era preantibidtica, y
adn cn nuestros ticmpos persisic con un indice de morbimortalidad muy impartante, el por qué de las
infecciones a pesar de contar con antibidticos y vacunas para el germen nos feva a csiudiar la patogenia .

Las defensas inmunoldgicas del l\ués;;cd contra Streptococcus pneumoniae incluyen la produccion
de anticuerpos anticapsulares especificos y activacion del complenicnto, ambos funicionan camo opsoninas,
la fagocitosis es ¢l mecanismo de defensa principal conlra neumococo, ¢l mecanismo de fagocitosis del
newmococo atn no estd bien cstablecido, aparentemente hay varias citocinas como interferon gamma, factor
de necrosis tumoral, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, ¢ imerleucina 8, que
aumentan 1a funcion de los neutrdfifos ©.

Para que cxista una fagocitosis optima , por pante de los PMN con Ia muerte intracelular
subsccuente de la mayorfa de las bacicrias, es nccesario que exista la opsonizacion; cl proceso de
opsonizacion ¢s aquel por medio del cual particulas extrafias al organisnio interactian con opsoninas que sc
encuentran en ¢l suero para s mayor captacion y fagocilosis por medio de los PMN y macréfagos, éstas
opsotinas pucden cstar dadas por complenicnto y/o anticuerpos u otras particulas 3% schweinte describe
una tercera opsonina que sugicre pucde ser prc;pcrdina ® . La opsonizactdn puede ser iniciada por la union
de anticuerpos especificos, que actian como ligando entre una particula extrana y las células fagocilicas,
mayor fagocitosis ocurre si s¢ une C3b que es un componente del complemento™®, Gucian, Christensen y
Finc describen que los macréfagos y PMN tienen receptores para C3 ¢ IgG, y que ¢l depésito de C3 y/o 1gG
en fa superficic microbiana facilita la fagocitosis de la mayorfa dc las bactcrias , en pacicnles
inmunocompetentes ¢s posible que existan anticuerpos especificos que opsonizan la bacteria no siendo el
complemento critico para la fagocitosis., pero ¢n pacientes inmunocomprometidos, en 1a opsonizacion
interviene principalmente la via alterna del complemento™'. Gardner y cols, demostraron que la
opsonizacién con anticuerpos especificos aumentan la actividad bactericids, dsto en presencla de

complemento, sin complemento fa fagocitosis de PMN también s ve disminuida a pesar  de haber



anticuerpos, también sugieren que la concentracion de anticuerpos influye en la respuesta fagocitica en una

N . s
manera directamente pn)pmcmnnl !

Musher y vols ¥ Vicarsson ¥ cols encontiaron que posterior & la
aplicacion de la viacuna del nenmococo se aumentan los niveles de anticuerpos especificos para los serotipos
implicados en la vacuna, sin cmbargo no hay una mayor capacidad de opsonizacion a pesar de haber
anticucrpos especificos M1 Lartan y cols encontraron que posterior a vacunacion hay un aumento de IgMe
18G; que son Jos  anticuerpos anti-neummococo predominantes, IgA e IgGy se encuentran cn tilulos muy
bajos, no se encontré refacion de fagocitosis con  anticucrpos tipo IgM ¢ IgA. sin cmbargo 1gG, ¢ 1gG;
corrclacionaron significativamente con la fagocitosis en presencia de complemento, encontraron que IgG; a
titulos altos pucde funcionar por medio de la interaccion (independiente de complemento) con ¢l receptor
Fey de los polimorfonucleares'®. Vicarsson y cols describen que 1a opsonizacion del ncumococo se Heva a
cabo por medio de anticuerpos anti-polisacdrido de ta capsula del neurnococo '*. Se ha demostrado que la
opsonizacion con sucro hiperinnnme se amplifica con complemento, imicntras que en cl sucro no inmunc 1
opsonizacion es mediada principalmente por complemento. E fragmento activo C3b puede ser gencrado por
¢l complemento por activacion de la via alterna en ausencia de anticuerpo especifico o por Ia activacion del

complemento por 1a via clisica por medio de inmunoglobulings '11#1%:20

. Los requerimientos de
opsontzacion del neumococo varian dependiendo de la cepa. Es "posible que 1 opsonizacion de las bacterias
est¢ mediada por la via cldsica del complemento en concentracioncs altas y que conforme ¢f suero se diluye
por debajo de una concentracion critica de componentes del complemento se disminuye la activacién por la
via clésica, dando como resultado 1a opsonizacion por la via alierna®', Hayashi y cols demucstran mediante
su estudio de qumioluminisencia de PMN retados con diferenies serolipos de ncumococo que Jos
neumococos cncapsulados son resistenles a fa‘gocilosis en auscncia de opsonizacion™, En pacientes con
drepanocitosis existe disminucion de la actividad opsénica para neumococo mediada por ambas vias (la
clsica y alterna) del complemento ©. Bjornson y Lobel sugicren que la disminucion de la actividad
opsonica mediada por la via alterna en niflos con drepanocitosis se relaciona con niveles bajos de
anticuerpos anticapsitlares Lipo FgG ¢ 1gM ', Winkelstein describe que ¢l deido teicoico que es un polimero

componente de a pared cclular de los gram positivos mds que el peptidoglicano (otro componente de la

pared) ¢s ¢l responsable de la activacion del complemento por la via alterna **. Hustetier y cols describen
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que la interaccion opsonica entre 1a bacteria y C3b se lleva a cabo a través de un sitio de union labil
Jocalizado en Ya cadena delta de ta moléeuts C3b, que se realiza por medio de una union en el sitio thiolester,
¢l cual ¢s un determinante esencial en la interaccion opsonica y que sdlo ta forma C3 con thiolester inticto
es capaz de efectuar 12 union opsonica de C3b a la bacleria patdgena **. Hosteuer describe que los serotipos
de ncumococe dificren en los polisaciridos capsulares, y dificren también en la cantidad y sitio de union
covalente de C3b, y en su proceso degradativo, ¢stas diferencias pueden explicar la variacion en los patsones
de resislencia a fagocitosis v estimulacion cn la produccion de anticuerpos, la naturaleza antifagocltica de la
capsula del neumococo pucde residir no en la inhibicion del depdsito de C3b, sino en su capacidad de
permitir ¢l depdsito y la degradacion proteolitica del fragmento C3b unido a la cipsula yue falla como
ligando para receptores fagociticos . Algunos scrolipos de Streptococcus pnesmoniae son capaces de fijar
C3b por 1a via cldsica a través de la proteina C reactiva (PCR) ', La proteina € reactiva ¢s una proieina
sérica que mugstra gran aumento aun hasta 1000 veces en respuesta a infeecion, traumatismo o inflamacion,
dsta reacciona con cl componente fosforilcoling del polisacdrido C de fa pared celufar del neumococo, y dsta
reaccion lleva a activacidn del complemento y por medio de ésta, proteccidn contta infeccion por
neumococo’’, Mold y cols describen que la PCR ¢s protectora en la bactcremia neumoctcica experimental

en ratones 90

aunnue aun no se ha dilucidado su forma de accion, aparentemente cs debida a activacion
de complemento, sin embargo Chudwin y cols enconlraron que ¢l depdsito de PCR por debajo de la capsula
no aumenta la fagocitosis, creen que la PCR pucde ser un inmunomedulador que puede afectar direcimuente
las funciones de los neutréfilos y macréfagos que ticnen receptores para PCR, éstos autores propanen que la
PCR promueve la fagocitosis por un clecto Independiente de complemento en las células fagociticas'®,
Posterior al depdsito de C3b en la superficie del organismo como consccuencia de activacién del
complemento, ¢l C3b unido es sujeto a degradacion por el factor 1 que en presencia del factor 1 separa C3b
en iC3b, los neutréfilos humanos, expresan 2 receplores fagociticos mayores para iC3b y C3b, cl receptor de
complemento tipo | (RC1) se encuentra expresado en eritrocitos, neutréfilos, monacitos, linfocilos B,
podocitos glomerularcs, celulas dendriticas foliculares, y algunos linfocitos T, RCI se¢ une preferentemente a
C3b, pero también puede uniriC3b y Cib, ¢l receptor de complemiento tipo 3 (RC3) une sélamente iC3b y ¢s

expresado en neutrdfilos, monocitos, linfocitos granularcs grandes, v cclulas dendiiticas foliculares., la
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virulencia de los diferentes serolipos de neumococo difieren en la cantidad, localizacion y degradacion de la
wnion covalente de CIb, Gordon y cols cncontraron que RC3 s el receptor fagocitico mds importante para ¢l
neuniococo vinslento y posterior a Ia unién de iC3b a su receptor en PMN existe hberacion de superdxido,
micloperoxidasa y lnctoferrim’,

Se ha descrito que dependiendo de la \"imlcncia pucde haber activacion de complemento por fa via
alterna, con activacién de productos de complemento y analilotoxinas y los complejos Cyer, que causan
cambios de la permeabilidad vascular y dano cefular, ésto pucde estar refacionado con la patogenia en la
inflamacion y edema que acompaiia la infeccion por éste organismo . También se describe lisis del
neumococo inducida por antibidtico que causa liberacion de productos de I pared bacteriana .que también

I conforme haya mayor jiberacion de fos componentes de fa pared bacteriani

contribuyen a la inflamacion
habrd mayor dafo tisular *. Los ageates inflamatorios recanocidos por los receptores del fuésped son
aparentemnente polimeros de dcido teicoico que se encuentran cn 1a membrana (antigenos de Forssman) que
s liberan en ¢l medio a pesar de que no hay aublisis y los complejos dcido. teicoico-glicopeptido altamente
polimerizado que s liberan inicialmente cn ¢l tratamiento con peniciling . E! factor activador piaquetario
(FAP)es un mediadior de la inflamacién aguda prodicido por macréfagos, neutrofilos, plaquetas y células
endotcliales en respuesta a un insullo, actia cn diferentes tipos de células como neutrdfilos, cosindlilos,
mtonocitos, células musculares, fibroblastos, células cndotelinies, ncumocitos tipo I, y ncuronas, induce
aumento de permeabilidad vascular con exudacién de protelnas y acumulacion de plaquetas y leucocitos; a
nivel pulmonar caitsa broncoconstriccién, aumento de la permeabilidad vascular y exudacién de proteinas,
asl como agregacion plaquetaria, se ha tmplicado en la tiberacidn de citocinas como el factor de necrosis
tumoral, Cabelios y cols. encontraron que FAP también es responsable de 1a inflamacién a nivel del cspacio
subaracnoideo cuando es liberado en respuesta a infeccion por neumococo, siendo la fosforilcoling (un
componente de la parcd del neumococo, que no sc encuentra cn otros gram positivos) deterninante para la
actividad biologica del FAP, a nivel de SNC causa aumento de la permeabilidad de la barrera
hiematoencefdlica y cdema cercbral, y a dosis mas altas se acompaia de leucocitosis, aparentemente induce

teucotais dependicnte de CDI8 Unicamente en SNC, también encontraron que los amticnerpos anti pared

ncumtocheica pueden disminuir la efectividad de FAP durante la inflamacion a nivel pulmonar®, los
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neamocitos {ipo 1 son ripidamente activados por -1 con 13 aparicion de seceptores en fa célula pars
FAPY.  El fuctor de necrosis tumsoral (FNT) es una citocing potenite que aumenta s fagocilosis y actividad
antifingica en PMN asi comto fa citoloxicidad dependiente de anticuerpo contra celidas blanco cubicentas con
anticuerpos especificos, los monocitos/macrdfagos son cousiderados como la fuente primaria de FNT, éstos
reaccionan inmediatamente ante antfgenos bacteriznos, pancipalmente lipopalisacdridos, otras células se
implican ¢n su produccidn como son células NK y linfocitos, Djeu y cols mencianan que los PMN también
producen ésta citocina y en ocasiones tiene una funcion autdcrina, et FNT también estd implicado en la
patogénesis de la inflamacion producida por neumiococo ™.

El neuniocaco por lo gencral entra pod la nasofasinge al hudsped. un paciente pucde portar hasta 4
serotipos™ ahi sc unc a las células epitcliales, s¢ ha sugerido a las adhesinas del ncumococa como cansantes
de dsta interaccion, Geelen y cols desceiben que posterior a la exposicion del ncuniococe a céhulas
endoteliales, hay cambios pronunciados en la morfologla de ¢stas, con separacion de Ia capa basal y
destruccion de fas céiulas, éstos efectos citopaticos son causados por componcries de la pared celular y son
inhibidos por anticucrpos anti-interleucina I (IL 1) y anti-factor de necrosis wmoral, concluyen que ef
neuniococo se une rapidamente a fas células endatctiales humanas y que fa pared celular ¢s determinante
importante ¢n ¢sta tnteraccion, causando cambios morfoldgicos que levan a pérdida de §a intcgridad de ia
barrera, Estos cfectos eitopdticos aparentemente estdn mediados por citocinas, principalmente IL | y FNT .
Existen 3 morfologias de las colonias de neumococo: opaca, semitransparente y transparente, la opaca no
coloniza Ya nasofaringe, Ja transparente coloniza cn forma cstable y cfectiva I3 nasofaringe por medio det
reconocimicnto det disacrido N-acetilglucosaming $1-3 galactosa ¥, Se ha sugerido que fa colonizacion
con neumococo pude promover inflamacion bronquial y se ha encontrado que los pacicnfcs con cultivos
intrabronquiales positivos para neumococo tienen niveles altos de micloperosidasa ¢ IL-8 ¥

Cuando existe una infeccidn por neumococo hay una migracidn de PMN fa cuil ostd mediada por
factores quimiotdcticos por ¢jemplo C5a.!Towes y Vial describen que se requicre C5 para reclutamicnto
temprano optimo de PMN, sin embargo existen otros factores quinioticticos que podrian ser productos de
macrofagos, derivados de la lposigenasa como fos dcidos 8- y 11-monohidroxicicosatetractioico, o podrian

ser productos bacterinnos que pucden funcionar como quimiotdcticos, ésto fo obscrvaron al utilizar sucro de
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rton con C5 y otro sin €5, encontrando que hay migracion de neutrofifos mais rdpida con ¢f sucro que
conticne €5, sin cmbargo con cb sucro sin €5 tambicn se observa migracion cehdar. Se ha descrito que el
PMN ¢s 1a célula principal encargada de fagocitar al neumococo, Hol'y cols. reportan un estudio en cf que
los macrofagos no fucron capaces de fagocitar ncumococo en forma efectiva con adecuada opsonizacion,
comparado con los PMN que sl tienen una capacidad adecuada para fagocitar éste germen D4 Bakaletr y
cols encontraron disminucién de la fagocitosis de nenmococo por macréfagos de oido medio cn
comparacion con otras gérmenes”.

Cuando los PMN cnpoifan los microorganismos, éstos sufien una serie de cambios metabolicos
denominados estallido respiratorio®, La mucric microbiana en granulocitos incluye la participacion de
compuestos reaclivos formados cn el metabolismo oxidativo inducido por la fagocitosis, asi como
constituyentes microbicidas de los granulos citoplismicos. La micloperoxidasa, junto con perdxido de
hidrogeno y un halido, constituyen un sisicma microbicida intragranulocltico potente. La micloperoxidasa s
una chzima microbicida que requicre H,0; (peroxido de hidrogeno) como substrato y un halido como
cofactor para producir microbicidas oxidantes. La activacion del metabolismo microbicida resulta en
quimioluminiscencia que se correlacionan con cl cstallido respiratorio®.

Los polisaciridos capsularcs de los gram positivos jucgan un papel importanie cn la virulencia
confiriendo resistencia ¢ inhibicndo la fagocitosis de PMN, un determinante primario de la virulencia del
neumococo ¢s la capsula, los serotipos de neumococo encapsulado son resistentes a la accion bactericida de
complemento y en ausencia de anticuerpos especificos es poco fagocitada y digerida por PMN**'. Sc ha
descrito quc existe inhibicion de a fagocilosis por material obtenido de ta cdpsula *', ésto sc comprobé por
Dhingra y cols cuando agregaron malerial de la cpsula det ncumococo por sonificacién y midieron la
fagocitosis de PMN, encontrando que hay una disminucion en la capacidad de opsonizacion del sucro con
una resultanie disminucion de la capacidad bactericida, en una relacion dircctamente proporcional (a mayor
cantidad de material capsular mayor inhibicién de la fagocitosis) , encontraron que la fagocitosis con sucro
inactivado a 56°C por 30 minutos 1o afectaba la fagocitosis™.  En otro estudio Sebag y cols encontraron que

la fagocitosis del ncumococo se anmentaba a una femperatura corporal de 39°C, comparado con 37°C y que



pos asriba de 39°C. no habia ningin efecto en b fagocitosts, hasta podria ser perjudicial puesto que se
fomenta bacteremia por E. cati"’.

Se ha descrita un componente de la clpsula del Sweprococcus pnewmontae denominado
ncumolisina, que ¢s una toxina citotitica sufhydry! activada, termoldbil, que disminuye sy actividad en pH
acido y cs liberada conforme la respuesia inflamaloria culmina en lisis del neuniococo”, Johnson y cols
cncontraron que ¢sta enzima a concentraciones minimas estimulan la migracion feucocitarnia y la secrecion
lisosomal de enzitas, sin embargo a concentraciones mayores existe inhibicion de la migracién espontdnea
y quimiotaxis de los PMN, ademds de muerte celular y lisis®. Paton y cols. describen que la neunolisina
inbibe el cstaflido respiratorio de PMN, inhibe fa actividad micrebicida dependiente de osfgeno y fa
migracion de los PMN, ain a dosis estremadamente bajas".  Ferrante y cols. encontraron que la
neumolising inbibe 1a respuesta de los linfocitos a mitogenos en forma irreversible, que puede ser prevenido
con pretratamicnio de Ja toxina con colesteral y o estd relacionada con un clecto citotdaice en loy
linfocitos, aparemtemente la theumolisina setia en Ja fase inicial de fa respuesta inmune ¥ no tiene efectos en
tos linfocitos encargados de Ja sintesis de DNA o cu la sintesis y secrecidn de inmunogfobulinas, fa
inhibicidn de la respuests linfocitaria mediada por ncumolisina se cree que se relaciona a efectos et la
membrana *. Milcheli y cols describen que a concentraciones idxicas de neumofisina, pucde haber
activacion det complemento por 1a via clisica independicntemente de anticuerpo®, Pemry y cols encontraron
inhibicidn del estallido respiratorio de PMN por algin componente soluble del neutmococo, agregaron ef
sobrenadante de la bacteria en crecimicnto en fase logaritmica encontrando inhibicion de la produccidn de
superéxido, Ja cual no sc inhibfa cuando se Iiluraba ¢l sobrenadante, sin embargo la bacterfa en fase de
autdlisis a pesar de centrifugacion inhibla ¢l cstallido respiratorio, lo que evidencia que cxiste un factor
soluble que sc libera durante autblisis, y es diferente de neumolising ya que las cepas no productoras de
neumolisina también producen inhibicion del estallido respiratorio, éste factor se ha implicado como
mecanisimo de defensa del neumococo y podria explicar en parte ¢l dailo residual minimo que caracteriza a
la neumonfa por ncumococa®, describen que éste factor inhibidor de fa degianulacién de newtréfilos es
termoldbil, no cs inactivado en condiciones deidas, cs insensible a catalasa, ticne un peso molecutar muy

bajo y es activo durante la fase logarktmica de crecimicnto®. Otro compoitente del neumocaco, uba lisina
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sulfhydryl-activada, cs la estreptolising O, que ha sido implicada en la muerte dé leucocitos, supresion de ta
actividad quimiotictica y de la migracion cspontanca de neutréfilos. La toxina theta, otro agente cilolitico
inhibe la quimiotaxis de ncutréfilos™. Otras pratcinas han sido descritas como determinantes de la
vinilencia en infeccidn por neumococo, éstas son ta proteasa de IgA, ncuraminidasa y autolisina que cs la
hidrolasa de la pared celular responsable de Ja lisis del neumococo ¥ de la actividad litica de los antibidticos
f-lactdmicos, otra proteina de superficic la proteina A ¢s una moléeula antigénicamente variable de funcién
desconocida con caracteristicas estructurales similares a aquetlas cxpucstas en la superficie, se cree que ¢s un
antigeno protector ¥’

El Streptococcus pneumoniae cs afectado por ct ciclo de crecimicnto bacteriano, muchas
propiedades bacterianas como et tamaito celular, el volumen cclular, los requerimicntos metabdlicos, la
susceptibilidad para daffo térmico, los antigenos de superficie, la carga de la superficie varlan duraate éste.
Brown y cols reportan que existe una diferencia en la fagocitosis del ncumnococo, sicndo ésta ms resistente
in vivo ¢ in vitro en la fasc logaritmica que en la fase cstacionaria de crecimiiento, ademds cs mayor cl
aclaramicnto en la fase estacionaria que en la fase logaritmica, ésto sc asocia a mayor secucstro hepdtico y
disininucién de los requerimicntos de opsonizacién por complemento. Sugieren que es posible que cxistan
factores de superficic asociados con estructuras capsulares, que facilitan o interfieren con la colonizacién de
la mucosa y son decisivos para la patogenia de los serotipos de neumococo®.

Se ha descrito un componente de la pared celular del netmococo, que ticne actividad inhibidora de
la clastasa dei neutréfilo, ia elastasa es una proteasa capaz de digerir etastina, coldgena tipo Il y 1V,
prateoglicanos y fibronectina se ha implicado como medladora de daio al tcjido conectivo en enfermedades
inflamatorias y junto con otras proteasas como calepsina G y colagenasa asl como osidantes formados por la
accion de 1a micloperoxidasa son las responsables del datio tisular a nivel pulnonar, éste factor inhibidor
hace que Ia destruccion pulmonar sea menor en ncumonia par ncumococo , Jas diferentes cepas de
neumococo varian en el contenido del inhibidor de elastasa y en su capacidad de liberar éste agente
extracelularmente, dsta variabilidad explica la propensidad 2 producir dafo pulmonar permanenle como

secucla de neumonia dependiendo del tipo de neumococo™ Y,



El neumococo ¢s un génnen frecucnteinente aistado de otitis media y sinusitis aguda, a ése nivel la
concentracion de pO; es casi de cero por lo que se realizd un estudio en donde sc evalué 1a fagocitosis de
neumococo por PMN cn condiciones serébicas y anacrébicas, Thore y cols encontraron que eu condiciones
acrobicas los PMN atacan los lipidos de la membrana bacteriana por medio de una peroxidacién de los
dcidos grasos insaturados dependicnte de oxigeno, éste proceso causa daio irreversible en la membrana y
contribuye a la actividad bactericida, los leucocitos también atacan el 4cido teicoico de la pared bacteriana,
¢l RNA y DNA cn condiciones anacrobicas y acrobicas, aderids durante la anacrobiosis se desarrolla cn los
fagosomas un ambicnte 4cido letal para ¢l neumococo. Apareniemente fos PMN (ambién poseen funciones
bactericidas independicntes de oxigeno®. Durante la otitis media por éste gérmen existe migracion de PMN
al ofdo medio y a ése nivel liberan sus productos oxidativos metabolicos, Kawana y cols encontraron que al
inocular neuniococo no viable hubo disminucidn en la habilidad de los PMN para la produccion d¢
micloperoxidisa aunque después hubo recuperacion de la produccion de la misma, encontraron que ¢n la
fasc inicial de infeccion se encuentran productos metabdlicos de los neutréfilos como lisozima, metabolitos

del dcido araquidonico, y oxidantes®.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los mecanisinos fagociticos de los lencocitos polimorfonuclearcs de niios y adultos sanos

retados in vilro con Streplococcus pnewmoniae opsonizado con difercntes sucros, y bajo diferentes

condiciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las condiciones dptimas para cvaluar los mecanismios fagociticos de polimorfonucleares
retados in vitro con Streptococcus pneumoniae:  Con complemento y/o con anticuerpos, la bacleria sin
opsonizar, la bacteria con desnaturalizacién de la capsula por medio de ebullicién, la bacteria muerta con

calor (en autoclave) y la relacion éptima bacteria:PMN para un ensayo de quimioluminisencia.

Evaluitr los mecanismos fagociticos de polimorfonuclearcs de nifos y adultos sanos retados in vitro

con Streptocaccus pneumoniae opsonizado con sucro hipogamaglobulinémico,

Evaluar los mecanismos fagoclitcos de polimorfonucleares de niflos y adultos sanos retados in vitro

con Streptococcus pnewnontae opsonizado con sucro hiperinmunc,

Evaluar los mecanismos fagociticos de polimorfonucleares de nios y adultos sanos retados in vitro

con Streptococeus premmoniae opsonizado con sucrn autdlogo.
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HIPOTESIS

La quimioluminiscencia de leucocitos polimorfonucleares s¢ inlibe cuando s¢ agrega ¢l
sobrenadante junto con Streplococcus pneumoniae opsonizado con sucro  hiperinmune y sucro
hipogamaglobulinémico, independientemente del tiempo que sc incuba la mucstra, pucsto que en cl
sobrenadante se encuentran los factores inhibidores del estallido respiratorio que se liberan al interactuar cl
complemento y/o anticuerpo con fa pared bacteriana.

Cuando se agrega Streptococcus pneumoniae opsonizado retirando el sobrenadante se obtiene una
tespucsta de quimicluminiscencia adecuada ya sea con siero hiperinmune o suero hipogamaglobulinémico,
puesto que se retiran los factores inhibidores del estallido respiratorio.

La respucsta quimioluminiscente de PMN en niflos y adultos sanos con Strepiococcus pneumoniae
opsonizado ya sca con suero hiperinmune o hipogamaglobulinémico debe ser adecuada ya que se opsoniza
por activacidn del complemento ya sea por a via alterna o por la via cldsica con ayudat de los anticuerpos.

La respucsta quimioluminiscente de PMN de niflos y aduitos sanos con Streptacoccus pneumoniae

opsonizado con sucro dutdlogo va a variar de acucrdo a exposicién previa al neumoceco y ¢l serotipo.
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MATERIAL Y METODOS

TAMANO DE LA MUESTRA

Se realizaron ensayos de scparacion de polimorfonucleares y quimioluminiscencia en adiltos sanos
voluntarios para estandarizacion de 1a téenica. Se tomd una poblacién de 8 nios sanos y 8 adultos sanos

volumtarios.

POBLACION

Las mugstras de nilos sanos s obtuvicron de pacicntcs que acudicron al hospital programados para
cirugla clectiva (cstomatologia, cirugia de labio y paladar, cinugia ortopédica, cirugia plastica u otra cirugla

programada) para la realizacion de cstudios preoperatorios, los ¢riterios de inclusion fueron los siguicntes:

1) Edad: De 3 meses a 15 afios
2) Sexo; Ambos
3) Sanos (programados para cirugla clectiva)

4) Consentimicnto por escrito de los padres

Criterios de exclusion

1) Infeccién al momento de tomar Ja mucstra para of estudio o en los 15 dias previos

2) Leucopenia

Las muestras de adultos sanos fucron obtenidas del banco de sangre por adultos sanos voluntarios,

que acudian para donacién de sangre, los criterios de inclusion fucron los siguientes:



1) Edad: Mayores de 20 anos
2) Sexo: Ambos

3) Sanos

Criterios de exclusion

1) Infeccion al momento de la toma de mucstra o en los 15 dias previos
2) Leucopenia

OBTENCION DE POLIMORFONUCLEARES

Obitenclon de la muestra:

Se extrajeron de los pacientes S ml de sangre en jeringas descchables de pldstico, colocdndose

posteriormente la sangre en tubos de poliestireno con 0,1 ml de heparina.
Separaclén de potimorfonucleares mediante 1a técnica de Boyum®

Sec agregd a los § ml de sangre 5 ml de solucion fisioldgica al 0.9% agregdndose ¢n ¢l fondo del
tubo 3 ml de fycoli-hypaque, s¢ centrifugd a 1,500 revolucioncs por minuto (rpm) durante 25 minutos, s¢
descchd ¢t plasma, ta capa de mononucleares y el fycoll-hypaque, quedando la capa de critrocitos y
polimorfonucteares, se agregd solucion Jitica (EDTA, NaHCQ;, NH,CI, agua destilada, a un pH de 7.2) en
una relacion 1:5, dejando reposar por 5 minutos, se centrifugd a 1,500 rpm por 10 minutos, descchando el
sobrenadante, quedando et botdn de PMN ¢n ¢l fondo, se agregd | mi de solucion litica, lenando ¢l tubo con

solucion fisiolégica, sc cenlrifugd a 1,500 mm por 10 minutos, desechando ¢! sobrenadante, se realizé un
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whimo lavado con solucién fisioldgica, centrifugando a 1,500 rpm por 5 minutos.  Se suspendio b baton de

polimorfonucleares en un mi de suspension batanccada de Hanks (pH 7.2).

Couteo de polimorfonucleares:

Se confirmé la viabilidad de los polimorfonuclcares mayor del 97% mcdiante exclusidn de azul
tripano y contco en chinara de Newbauer (relacion 1:5, 20 pl de la suspension de polimorfonucleares mis
80 ul de colorante azul tripan) contando un cuadrante y mwltiplicando por 5 y por 10,000, para obtener ¢l

ndmicro total de PMN. Se teatiz6 ¢l ajusic para obiener una concentracion final por mil de 3x10° PMN.

OBTENCION Y PREPARACION DE LA BACTERIA

Se realizé una curva de crecimicnto de Streptococcus pneumoniae ATCC cepa 49619 para obiener
.

Ia fasc Jogaritmica tardia (ver tabla no. 1), en ¢l caso del Streptococcus pneumoniae se alcanzd alrededor de
las 8 horas. Para la realizacién de ésta se sembrd el ncumococo que se encucntra congelado a <70°C cn
leche, en una placa de agar sangre, una vez que hubo crecimiento s sicmbra (un asa de 0.001 ml) en 50 cc
de BHI (Brain Hean Infusion) ¢l cual es un medio de cultiva para cocos patdgenos y otros microorganisinos,
dejando incubar en estufa a 37°C, en un medio rico cn CO; obtenido por medio de jarras de anacrobiosis. Se
realizd la medicion de la absorbancia en un espectofotdémetro Beckman a una longitud de onda de 600 nm,
realizando mediciones cada 2 horas obtenicndo la curva de crecimiento, sc realizaron diluciones de la fase
logaritmica tardia, scmbrando en placas de agar sangre por (riplicado de Jas altimas 3 diluciones para contco
de unidades formadoras de colonias (UFC) hasta obtener un nimero constante. correspondicndo a una

absorbancia de 0,850 a 18x10” UFC por mililitro.
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Para los ensayos se ajusto Ja absorbancia a 0.850 nm ¢n ¢l espectofolémetro. Se centrifugé a 6,000
rpm cn centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos, se tird ¢l sobrenadante y se realizaron 2 lavados wds
con solucion fisiologica al 0.9% centrilugando a 6,000 rpm por 5 minutos, suspendiendo finalmente la

bacteria en solucion bulanceada de Hanks con un pHde 7.2.

Se realizaton varios ensayos con difcrenies condiciones de opsonizacion y preparacion de la
bacteria:

Eusayo no, 1. Se rcalizd opsonizacion de la bacteria con suero hiperinmune y sucro
hipogamaglobulinémico incubada a 37°C por 30 minutos agregando 18x10'de bacteria suspendida en 900
I Hanks + 100 pl de sucro (al 10%) en tubos ependorff se tomé 333 pl de la bacteria opsonizada para
obicner una concentracion de 6x107 de bacteria con 3x10° de PMN agregando la bacteria opsonizada Junto
con ¢l sobrenadante, preparando los siguicentes tubos por duplicado:

1) PMN sin bacteria

b) PMN + bacteria opsonizada a 37°C con sucro hiperinmune

¢) PMN+ bacteria opsonizada a 37°C con sucro hipogamaglobulinémico

Ensayo no. 2: Se realizd opsonizacién de 18x10" de bacieria suspendida en 900 ul Hanks con sucro
hiperinmune incubado a 4°C para opsonizacion unicamente con anticuerpos ¢ inactivar complemento,
opsonizacidn de bacteria con sucro hipogamaglobulinémico incubado a 37°C durante 30 minutos para

opsonizar con complemento 1inicamente, opsonizacién de Ja bacieria con suero hiperinmune a 37°C durante
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30 minutos para opsonizar con complemento ¢ inmunoglobulinas, se agrego la bacteria opsontzada junto con
el sobrenadante, se inactiva la bacierta con calor por medio de cbullicion durante 10 minutos. Se prepararon
los siguicntes tubos por duplicado con una concentracion de bacteria de 6x107:mds 3x10° de PMM.

a) PMN

b) PMN + bacteria en cbullicién por 10 minutos

¢) PMN+ bacteria opsonizada con sucro hiperinmunc a 37°C por 30 minutos

d) PMN+ bacleria opsonizada con suero hipogamaglobulinémico a 37°C por 30 min.

¢) PMN#+ bacteria opsonizada con suero hiperinmunc a 4°C por 30 minutos

Ensayo nn. 3 Sc realizd opsonizacion con sucro hiperinmune 10 pl + 18x10" de bacteria
suspendida en 900 pt Hanks a 37°C durante AS, 15 y 30 minutos. S¢ inactivd la bacteria con ebutlicion
durante 10 minutos, s¢ dejé la bacteria sin opsonizar ni calentar y se tomd como control zymozan,
reatizAndose los siguicntes tubos por duplicado con una concentracion de bacteria de 6x107 mads 3x10° de
PMN:

a) PMN + zymozan

b) PMN + bacteria sin opsonizar ni calentar

¢} PMN + bacteria en cbullicién por 10 minutos

d) PMN + bacleria opsonizada con sucro hiperinmune a 37°C por 30 minutos

¢) PMN + bacteria opsonizada con sucro hiperinmune a 37°C por 15 minutos

f) PMN + bacteria opsonizada con sucro hiperinmunc a 37°C por S minutos

Ensayo no, 4: Se realizé opsonizacidn con suero hiperinmiune a 37°C por 30 minutos agregando cl
sobrenadante, la bacteria sc inaclivé por medio de cbullicion durante 10 minutos y en autoclave por 20
minutos. sc usd fa bacteria sin opsonizar ni calentar, y un control con zymozan. se prepararon los siguicntes
tubos por dupticado con una concentracién de bacteria de 6x10" ms 3x10° de PMN:

a) PMN

b) PMN + zymozan

¢) PMN + bacteria sin calentar u opsonizar



d) PMN + bactena en autoclave por 20 minutos
¢) PMN + bacteria cn cbullicion por 1 minutos

f) PMN + bacteria opsonizada con sucro hiperinmune a 37°C por 30 min.

Ensayo no. 8: Se realizaron difcrentes concentracionces de bacteria y cada concentracion con y sin
opsonizacion de la bacteria con sucro hiperinmune a 37°C por 30 minutos, posterior a la opsonizacidn de la
bacteria con suero hiperinmunc a 37°C en bado Maria durante 30 minutos, se centrifugé a 6000 rpm a 4°C
descchando cl sobrenadante y suspendicndo en I ml de solucidn balanceada de Hanks para colocar la
bacteria opsonizada a interactuar con los PMN, se prepararon los siguientes tubos por duplicado:

a) PMN + zymozan.

b) relacién bacteria: PMN  200:1 (6x10":3x10°)

¢) relacién bacterizPMN  500:1 (15x10":3510°)

d) relacién bacteria PMN  1000:1 (3x10% 3x10°)

¢) relacion bacteria:PMN 200:1 opsodizada con sucro hiperinmune a 37°C

f) relacién bacteria:PMN 500:1 opsonizada con suero hiperinmuue a 37°C

g) relacion bacteria.PMN 1000:1 opsonizada con sucro hiperinmune a 37°C

hy PMN + bacteria inactivada en autoclave por 20 minutos

i) PMN + bacteria ea cbullicién por 10 minutos

Los siguientes cnsayos se realizaron con PMN de adultos y niflos sanos con la bacteria opsonizada

de 3 formas distintas:
1) 18x10" de bacieria suspendida en 900 kI Hanks + 100 wl de sucro hiperinmunc
2) 18x10' de bacteria suspendida cn 900 pl Hanks + 100 pl de suero hipogamaglobulinémico

3) 18x107 de bacteria suspendida en 900 ul Hanks + 100 Wl de sucro autdlogo

'
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Se coloco en tubos ependorfT incubando e bato Maria durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente
se centrifupd en refrigeracién a 4°C desechando el sobrenadante y resuspendiendo en 1 ml de sohicion

balanceada de Hanks.

EVALUACION BE LA ACTIVIDAD FAGOCITICA

L4 evaluacién del metabolismo oxiditivo o produccién de intermediarios de oxfgeno se realizé por
un ensayo de quinoluminiscenicia de acuerdo al método de Micler. La evaluacion se realizg en las células
estimuladas con la bacieria opsonizada en diferentes mancras. Las lecturas de quimioluminiscencia se
efectuaron en un luminémectro LKB-Wallae 1250, ¢l cual contiene un fotomultiplicador que convierte los
fofones liberados en unidades de corriente cléctrica, de tal forma que 13 quimioluminiscencia cs expresada cn
milivoltios (1w} por ninncro de células™. S puso a interactuar 3x10° PMN con 6x10" de la bacteria
opsonizada con diferentes sueros en una relacion bacteria:PMN  200:1, se agregé luminol (S-amino-2,3-
dihidro-1 4-Nalazinediona, A8S1I, Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri) para amplificar Ja respuesta,

completando e tubo con solucioh balauceada de Hanks haciendo un tolal de 1 ml.
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RESULTADOS

En el primer ensayo se realizo la medicion de Ia quimioluminiscencia mando 3 variables: PMN
sin estimuto, PMN + bacteria opsonizada con sucro hiperinmune, PMN + bacteria opsonizada con sucro
hipogamaglobulinémico, agregindose ¢l sobrenadante junto con 1a bacteria opsonizada, hubo inhibicién de
la quimioluminiscencia de los PMN con la bacteria opsonizada con sucro hiperinimune y el suero

hipogamagobulinémico coino sc observa en la grfica:

Evaluacion del macmlmn'oxmmo de PMN ratados con neumacoco

~o— PN
& 5 Hipesinmune
0 5 Hpogama
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En ¢l segundo cnsayo se puso a interactuar la bacteria sin opsonizar, la bacteria co cbullicidn por 10
minutos junto cont ¢l sobrenadante, la bacteria incubada con sucro hiperinmuite a 37°C por 30 minutos
(como fuente de complemento y anticuerpos) junto con ¢l sobrenadante, 1a bacteria incubada con sucro
hipogamaglobulinéinico a 37°C por 30 minutos (como fuente de complemento sin aulicuerpos) junto con cl
sobrenadante, y la bacteria opsonizada con sucro hipergamaglobulinémico a 4°C por 30 minutos para
inactivar complemento (como fuente de anticuerpos) junto con ¢l sobrenadante con PMN, tomando conto
control PMN+zymozan. La bacteria inactivada con calor presentd ¢l wayor pico siendo éste hasta de 651.39
my, zymozan un pico de 229.3 nw, la bacteria simple tuvo un pico inicial de 156.5 mv que posterionmente
bajé y los PMN con bacteria opsonizada con sucro hiperinmune a 4°C y 37°C y suero

hipogamaglobulinémico presentd inhibicion de la quimioluminiscencia, como sc aprecia en la grifica:

Evaluacién de quimiotuminisancla de PMH relados con naumococo

~+—PMN
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En ¢l tacer ensayo se puso a interactuar los PMN con suero hiperinmune incubado a 37°C en
difcrentes tiempos (5, 13y 30 minutos) para ver si fa vespuesta inhibitoria era dependiente de} tiemipo de
incubacién con L interaccion de opsoninas, tomando como control zymozan, y comparando lambicn con la
bacteria en cbullicion por 10 minutos para desnatvratizacion de la cdpsula y fa bacteria sin opsonizar. La
bacteria en cbullicion tuvo un pico de respuesta constante de 189.59 mw, fa bacteria sin opsonizar o un
pico de 20,9 mv con dechinacion posterior, zymozan 196.19 mv constanic, y los PMN con bacteria
opsonizada con sucro hiperininung a diferentes tiempos tuvo inhibicion del estallido respiratorio, como se
observa en la grifica:

Evaluacién de la qulr'nlolumlnuencln de PMN retados con
neumococo
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En ¢ cuarto ensayo, se puso a interactuar los PMN con 2ymozan. I bactena sin opsontzar, fa
bacteria en chullicion por 1 minutos, la bictena mucna por citor en autoclave por 20 minwtos. s Li bactena
opsonizadi con suceo hiperinmune a 37°C por 30 minutos junto con ¢l sobrenadante. Zymozan dié un pico
de 46.82 mv, la bacteria sin opsonizar did una curva bimodal con 2 picos ¢l maninio de 49.04 mv, la bacteria
mucrta cn autoclive dié el pico maximo con 74.89 my, la bacteria en cbullicion did un pico de 33.78 mv, los
PMN dicron una linea constante de 9.29 mv, y Iy bactena opsonizada con sucro hiperinnmne nuevamcnte

dié inhibicion dci estallido respiratorio como sc mucstra ¢n la grifica:

Evaluacidn de la quimioluminiscencia de PMN retados con
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En ¢l quinto cnsayo  para determinar Ja relacidn optima bacteria polumorfonucicar s¢ puso i
interactuar I bacteria con los polimarfonucleares a diferentes concentraciones. 200:1, 50021, 10001 sin
opsonizar y opsonizada con sucro upesinmune por 30 minutos a 37°C y en ésta ocasion se desechd ¢l
sobrenadante despucs de incubar 1o bacteria por 30 ininutos y se resuspendio en Hanks. En éste ensayo se
obtuvicron respuestas adecuadas, zymozan dio un pico de 392.39 mw, la bacteria sin opsonizar coi una
retacion 200:1 did wn pico de 315.6 mw, la bacleria sin opsonizar con una yelacsan $00: 1 dio un pico de 381
my, la bacteria sin opsonizar con una relacion 1000:1 did un pico de 577.39 mv, la bacteria muerta cn
autoclave dio un pico de 242.9 mv, la bacleria opsonizada con sucro hiperimmune con relicion 200:1 dio un
pico de 153.69 mv, ki bacteria opsonizada con sucro hiperinmune con relacion 500:1 dia un pico de 128.5
my, ta bacteria opsonizadir con sucro hiperinmune con rckacion 1000:F dio un pico de H4.19 mwv, como sc
observa en la grifica: La bicteria opsonizada did i mayor respucesta con una relacion 200:1 aunque no hubo
diferencias significativiis con mayor concentricion, 1a bacleria sin opsonizar dié ¢l mavor pico a mayor

concentracion siendo ka relacion 1000:F Ty mayor respuesta.

Evaiuscidn de ta quimloluminiscencia de PMN raladod son
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Los cnsayos posteriores sc realizaron con la bacteria opsonizada con sucro hiperinnune, sucro
hipogamaglobulinémico y suero autdlogo cn nitos y adultos sanos, se promediaion los picos miximos y los

resultados fucron los siguicntes:

Evaluacién de la quimicluminisencia de PMN de niflos sanos
retados con neumococo

go'|:Promedlo’
80.98
94.50
107.02
66.35
169.42
109.58
87.43
255.68
120.12

Nota: Los valores estan expresados en milivollios

Evaluacion de la quimioluminiscencia de PMN de adultos sanos
retados con neunococo

Nota: Los valores cstan expresados en milivoltios
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DISCUSION

Se han descrito varios componentes de la cdpsula de Sireptococcus pneumoniae como inhibidores
de la fagocitosis de los polimorfonuclearcs; tal .vcz la mds estudiadada sea la ncumolisina que cs una toxina
termolabil que inhibe 1a migracidn de ncutréfilos, 1a quimiotaxis, ¢l estallido respiratorio de neutréfilos y
macrofagos **°, -Estx toxina sc libera conforme existe lisis de 1a bacteria. En éste cstudio, en los ensayos
en los que se agregd 1a bicteria opsonizada junto con ¢l sobrenadante resultante de 1a opsonizacion hubo
inhibicidn de! estallido respiratorio.. Posterior a cada cnsayo se realizaron sicmbras en agar sangie para
verificar que cstuvicra la bacteria viable y que no hubicra contaminacion con otro patdgeno, cn los cisayos
en que hubo inhibicion del estallido respiratorio al agregar ¢l sobrenadante s obtuvo crecimiento de
neumococo puro, lo que indica que s¢ cncontraba viable. Dhingra observd inhibicion del estallido
respiratorio al agregar componenies de la cipsula obienidos por sonificacion, en una selacion directamente
proporcional® Perty describe un factor inhibidor diferente de neumolisina, ésto lo observé al encontrar
inhibicion del cstatlido respiratorio en cepas no productoras de neumolisina, sugicre que éste factor inhibidor
¢s termoldbil y se cncuentra en la cipsula, auhquc menciona que s libera durante la autolisis & En éste
estudio posterior a 1a interaccién de anticucrpas y/o complemento con la bacteria (ensayos 1 a 4) en donde se
agregd la bacteria opsonizada con sucro hiperinmune o hipogamaglebulinémico junto con ¢l sobsenadante,
s¢ observo inhibicion de 1a respucsta oxidativa, siendo éste cfecto independiente de ticmpo como puede
observarse en el ensayo no. 3 en donde se puso a inferactuar ta bacteria junto con sucro hiperinmune durante
5,15 y 30 minutos, observando la misma respuesta inhiblioria a diferentes ticmpos de opsonizacion.

El fendmeno inhibitorio del estallido espiratorio probablemente se inhibe con calor, ésto se
observa cn los cnsityos 2, 3 y 4 en donde se puso a intcractuar los PMN con fa bacteria en cbullicién por 10
minutos para desnaturalizacion de la capsula y fa bacteria en autoclave por 20 minutos obteniendo respuesta
adecuada, inclusive et pico mdximo de quimioluininiscencia se obtuvo con la bucteria muerta en autoclive,
es posible que la temperatura tenga un rel imponante en las defensas del huésped contra éste patdgeno,

Seberg y Dhingra describen que hay una mejor'respuesta de fagocitosis en presencia de ficbre cn el huésped
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49y 1a termolabilidad de éste fendmeno inhibidor pucde ser importante cn la infeccion in vivo. Se han

descrito otras enzimas como cstreptolisina O que causa muerte cn leucocitos y disminucion de la actividad
quimiotdctica, o una loxina theta que causa inhibicion de quimiotaxis, y otras como ncuraminidasa,
protcasa de IgA y autolisina sin embargo no sc describe bien su papel en ¢l mecanismo oxidativo y aun no
estd bien clara su funcion. Es probable que el fendmenio de inhibicion de la respucsta oxidativa de PMN
retados con neuinococo observado en éste estudio sea por neumolisina u otro factor diferente, s necesario
continuar los estudios para identificar si sc trata de un factor inhibidor de la actividad micrabicida que pucde
jugar un papel muy importante en fa virulencia y patogénesis del organismo,

Al poner a interactuar 1a bacteria sin opsonizar ni calentar se observé un pico tardio de respuesta
quimioluminiscente, ésto contrario a lo descrito por Hayashi que describe que no hay fagocitosis de
nieumococo en ausencia de opsonizacion *  Se describe en la literatura que para que haya una fagocitosis
adecuada debe haber opsonizacién por medio de anticuerpos especlficos y/o complemento ya sca por su

activacion por la via cldsica o la alterng M358 19 2022

. En éste estudio se obluvo respucsta adecuada tanto
con bacteria opsonizada con suero hiperinmune (como fuente de complemento y anticuerpos) como con
bacteria opsonizada con sucro hipogamaglobulinémico (como fuente de complemento),

En cl cnsayo no. 5 con cl propésilo de establecer la relacion dptima bacteria:PMN se puso a
interactuar PMN junto con diferentes concentracioncs de bacterias ya que Hayashi en su ensayo utilizd una
relacion bacteria:PMN de 1000:1% y otros autores describen diferentes concentraciones de bacteria, por lo
que se realizaron los ensayos con concentraciones de 200:1, 500:1, 1000:1, con la bacieria sin opsonizar y
opsonizada con sucro hiperinmune, ¢n 1a bacteria sin opsonizar ¢l pico maximo cstuvo dado por la relaclén
1000:1 siendo éste de 577.99 mwv, ¢l de 500:1 de 381 mv y 200:1 de 315.6 mwv, cn la bacteria opsonizada con
sucro hiperinmune desechando ¢l sobrenadante, ka mayor respucesta se obtuvo con la relacién 200:1 con un
pico de 153.69, comparado con 500:1 con un pico de 128.5 y 1000:1 con un pico de 144.19, no hube
diferencias significativas con mayor concentracién de bacteria poy 1o que se tomé 200:1 como una relacidn
adecuada para realizar los ensayos de quimioluminiscencia,

En los ensayos realizados con PMN de nifios y adultos sanos con bacteria opsonizada con sucro

hiperinmune,. suero hipogamaglobulinéntico y sucro autdlogo, los valores variaion mucho entre unos y
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otros, pero ésto s debido al estado inmune y [a respucsta que varia de persona a persona. En general lo que
s¢ pudo observar es que no hiy diferencias significativas en la respuesta quimicluminiscente con bacterias
opsonizadas con sucro hiperinmunc o sucro hipogamaglobulinémico en el mismo paciente, ésto pucde ser
debido a que hay opsonizacidn adecuada por activacion del complemento ya sca por la via cldsica o por ta
via alterna.  En cuanto a la respucsta con sucro auldlogo, ésta fué muy variable ,cn atgunas personas fué
wayor y en otras menor comparado cont ta respuesta de tos PMN interactuando con 1a bacteria opsonizada
con los sucros hiperinmune ¢ hipogamaglobulinémico, éstas variaciones pueden ser debidas a exposicidn
previa al tipo de ncumocaco con que se realizd ¢l estudio, si luvo contacto previo, es posible que lenga
anticuerpos especificos de scrotipa por to que la opsonizacion es mds eficiente y Ia respucsta oxidativa

mayor.
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CONCLUSIONES

El estallido respiratorio de polimorfonucleares retados con neumococo ¢s inhibido cuando cxiste
opsonizacion con anlicucrpos y/o complemento de fa bacteria y probablemente se trate de algun fendémeno
inhibitorio dependiente del sobrenadante, ésto en base a que cuando se realizaron los cnsayos poniendo a
interactuar los polimorfonucleares y las bacterias opsonizadas junto con ¢l sobrenadante se¢ observd
inhibicién del cstaltido respiratorio y cuando sc descchd el sobrenadante y se puso a interactuar la bacteria
opsonizada con los polimorfonucleares hubo una respuesta de  quimioluminiscencia  adecuada.
Aparentemente se trata de un fendmeno aiin no bien identificado, pero cs posible que sea por neumolisina o
algin factor diferente, como ha sido descrito por otros autores quicnes también cncucntran inhibicion del
estaltido respiratorio con cepas no producloras de ncumolisina®.

Este fendmeno inhibitorio se observa cuindo s somete la bacteria al calor puesto que cuando se
desnaturalizé la cdpsula de Ja bacteria con cbullicion durante 10 minutos hubo una respucsta de los
polimorfonucleares y al matar a la bacleria por medio de calor en autoclave durante 20 minutos la respiesta
fué atin mayor a pesar de agregar ¢l sobrenadante.

El que exisia algun fendémeno inhibitorio dependienic del sobrenadante durante la interaccion del
complemento y/o anticucrpo con Ia capsula bacteriana, se sustenta en basc a que la bacteria sin opsonizar did
una respucsta de quimioluminiscencia tardia, y cuando sc agregé la bacteria opsonizada junto con ¢l
sobrenadante hubo inhibicion total de la quimioluminiscencia. Esta interaccidn es independicnte del tiempo,
ya que cuando sc puso a interactuar los PMN junto con la bacteria opsonizada con sucro hiperinmune
incubado a diferentes ticmpos (5, 15 y 30 minutos de incubacién a 37°C) agregando cl sobrenadante hubo la
misma respuesta inhibitoria.

La concentracion ideal para la evaluacion del estallido respiratorio con Streptocaceus pneumoniae
es mantener una relacion PMN:bacteria de 1:200 cuando ésta se encuentra opsonizada. En éste estudio hubo

mejor respuesta con ¢ésa relacidn aunque la diferencia fué minima en comparacion a las relaciones 1:500 y
:
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1:1000. Cuando la bacteria no esta opsonizada la mayor respucsta se obtuva a mayor concentracion sicndo la
mdxima respucsta con una relacidn 1:1000.

No bubo diferencias significativas cn las respuestas oxidativas de Jos PMN interactuando con las
bacterias opsonizadas con sucro hiperinmunc o suera hipogamaglobulinémico en niitos y adultos sanos, ésto
pucde deberse a que con suero hiperinmune se cucnta con anticucrpos y complemiento necesarios para fa
opsontizacion y fagocitosis adccuada, activindose ¢l complemento por la via clisica y en el sucro
hipogamaglobulinémico hay activacion del con‘lplcmcnlo por medio de 1a via altera, por lo que con anbas
condiciones hay una respuesta oxidativa adecuada. Con sucro autblogo la respucsta cs variable y va a
depender de 1a exposicion previa del pacicnte al serotipo de neuniococe con el que estd interactuando.

Es necesario contimtar el estudio de la patogenio de Streptococcus pnewmoniae puesto que es un
gérmen causante de infecciones graves, que se presenta frechuentemente tamo ent nifios como cn aduftos.
Conforme mds conocimicnto se adquicra acerca de los mecanismos de invasion y potogenia, tendremos
mayor pasibilidad de encontrar un tratamicnto y profiliis adecuados para disminuir la morbi-tnortalidad

causante de éste gérmen
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