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Resumen

Streptococcus agalactiae o Streptococcus Grupo B (SGB) es una bacteria cocacea,
Gram positiva y se agrupa en cadenas de largo variable. Es el principal patdgeno
causante de sepsis neonatal a nivel mundial y un patdgeno emergente causante de
enfermedad invasora en adultos no gestantes sanos y con patologia de base, siendo
un problema de salud publica global. La tasa de colonizacion del tracto genito-
urinario de mujeres gestantes se estima entre 11-35% y esté relacionada con parto
prematuro y muerte fetal, ademas de neumonia, meningitis y sepsis maternal. Dado
su relevancia en salud publica, la Organizacion Mundial de la Salud insta la
busqueda de nuevos candidatos a vacunas para este microorganismo. SGB
presenta distintos factores de virulencia que le permiten colonizar e infectar al
hospedero, los cuales se estudian como posibles blancos terapéuticos para la
generacion de vacunas contra este patdgeno. En este estudio se implement6 un
modelo in vivo de sepsis utilizando la cepa SGB KU 736792 en modelo murino
segun el modelo de Administracion exdégena de patdgenos viables, en las cepas
C57/BL/6 y BALB/c confirmado por recuento bacteriano de rifién, pulmon, cerebro y
sangre y mediante analisis Kaplan Meier. Este modelo puede ser utilizado para el
estudio y ensayo de antigenos proteicos con potencial terapéutico contra
Streptococcus agalactiae en cuadros severos de infeccion invasiva como sepsis
maternal. Ademas, se constituye como una base para el desarrollo de modelo

animal para sepsis fetal y neonatal.



1. Introduccién

1.1 Sepsis

Se estima que, durante 2017, 49 millones de personas sufrieron sepsis y cerca de
11 millones de muertes son atribuidas a esta condicidn, representando casi la quinta
parte del total de muertes anuales a nivel mundial (Rudd et al, 2020). EI término
“sepsis” fue usado por primera vez por Hipocrates en siglo IV a.c. como el proceso
en el cual la carne se descompone y las heridas se infectan (Neira-Sanchez et al,
2016). Desde entonces el concepto ha evolucionado, siendo Sepsis-3 la definicion
consenso mAas actualizada, la cual describe como una disfuncion organica
potencialmente mortal causada por una respuesta desregulada del huésped a la
infeccion y propone la puntuacion SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)
para definir los criterios clinicos que identifican a los pacientes que cursan con
sepsis y permite clasificarlos segun la severidad en sepsis y shock séptico (Singer
et al, 2016). Existe marcada disparidad regional en cuanto a mortalidad e incidencia
de sepsis, observandose una relacion inversa entre el nivel de ingresos de un pais
y la epidemiologia de sepsis, siendo los paises con bajos y medianos ingresos
(LMIC’s por sus siglas en inglés) aquellos con tasas mas altas y menor informacién
disponible. Debido a la amenaza a la salud publica global que implica este cuadro,
en 2017, la Asamblea Mundial de la Salud adopt6 la resolucion de mejorar la
prevencion, diagnostico y manejo clinico de sepsis estableciendo como areas
prioritarias de trabajo el fortalecimiento de los programas de salud asociados,

investigacion, desarrollo y generacion de evidencia relacionadas con sepsis,



innovacion y accion colectiva global que permitan disminuir las muertes neonatales

y maternales asociadas con sepsis (OMS, 2020).

1.2 Sepsis Neonatal

En neonatos, la sepsis se denomina sepsis de inicio temprano (EOS por siglas en
inglés) al desarrollo del cuadro dentro de las primeras 72 horas en neonatos
hospitalizados en Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales (NICU por sus
siglas en ingles) y desde el dia 0 al 6 desde el nacimiento, en neonatos de termino.
Este cuadro se caracteriza por la transmisidon vertical del patdogeno, asociado al
parto. También se presenta como sepsis de desarrollo tardio (LOS por sus siglas
en inglés) después de las 72 primeras horas de nacido en neonatos hospitalizados
en NICU y desde el dia 7 hasta los 90 dias de nacido en recién nacidos de termino
(Simonsen et al, 2014). Segun cifras de la OMS cerca de 20 millones del total (41%)
anual de casos de sepsis se da en menores de 5 afios y se estiman 3,9 millones de
casos de sepsis neonatal anuales, con tasas de mortalidad que varian entre 11 y
19% (Fleischmann-Struzek et al, 2018) (OMS, 2020). El principal agente etiol6gico
de sepsis neonatal es SGB que junto a E. coli acumulan cerca del 70% de los casos

totales globales de EOS (Shah et al, 2014).
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1.3 Streptococcus agalactiae: Generalidades

SGB es una bacteria cocacea, Gram positiva que se agrupa en pares o en cadenas
de largo variable (Schuchat 1999). Microbiolégicamente es catalasa, oxidasay PYR
negativo, Test de Camp positivo y presencia de antigenos Grupo B de Lancefield
en pruebas de aglutinacion con latex, ademas, en agar granada, especifico para su
deteccién, se observan colonias naranjas en cultivos positivos (ISPCh, 2019). Sus
colonias son de alrededor de 2mm, lisas y con un pequefio halo de B-hemolisis en
agar sangre, siendo esto ultimo un criterio basico en su deteccién. Fue registrado
como patégeno humano por primera vez en 1938 (Fry, 1938) aunque sin muchos
reportes hasta 1960, década en que se posiciona definitivamente como el principal

agente causal de sepsis en Estados Unidos (Hood et al, 1961).

Se han descrito diez serotipos en funcion del polisacarido capsular, los cuales
comprenden la-Ib, y 1I-IX (Paoletti et al 2019). El 98% de los serotipos globales de
aislados maternales de SGB a nivel mundial corresponden a los serotipos la-Ib, II,
[ll, IV y V. El serotipo lll, relacionado con infeccion invasiva, concentra un 25% del
total mundial, aunque es menos comun en regiones asiaticas, lo que se asocia con
la menor prevalencia de colonizacion maternal en dicha region geografica (Russell
et al, 2017). Mas aun, el serotipo lll se relaciona con el Complejo Clonal 17 (CC-17)
el cual se ha denominado “hipervirulento” debido a la alta incidencia global en casos
de infeccidn invasiva y meningitis en infantes y adultos no gestantes (Musser et al,

1989).
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1.4 Streptococcus agalactiae en mujeres gestantes y neonatos

La colonizacion recto-vaginal de la mujer es el principal factor de riesgo para el

desarrollo de infeccion maternal, fetal y neonatal de SGB. Estudios multivariados

estiman la carga global de colonizacién maternal de SGB en 18%, presentando

variaciones geograficas (Figura 1). Asi, existen regiones con baja prevalencia de

colonizacion por SGB, como el Sudeste de Asia que presenta un 11-13% Yy otras

zonas de alta prevalencia como el Caribe con 35%. Se atribuye la menor prevalencia

en la colonizacidbn maternal asiatica a la baja presencia de serotipos altamente

invasivos. Sin embargo, la irregularidad de los reportes de dicha region también

estaria implicadas en estas cifras (Russell et al, 2017).

(25.59] (14)
[20,25] (18)
(15,200 (18)
1% (22p
Noschata {144]

Figura 1 Prevalencia de colonizacién SGB por pais, ajustado a sitio de muestreo y método de

cultivo de laboratorio. Adaptado de “Maternal Colonization With Group B Streptococcus and
Serotype Distribution Worldwide: Systematic Review and Meta-analyses.” por Russel et al, 2017,

Clinical Infectious Diseases, 2.
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La infeccion ascendente de SGB puede ocasionar distintos cuadros clinicos como
infeccion maternal, fetal y neonatal con posibilidades de muerte maternal,
mortinatos y EOS y meningitis en neonatos, ademas de sepsis y meningitis maternal
(Hall et al, 2017) (Seale et al, 2017:2) (Madrid et al, 2017). En aquellos casos que
superan la infeccion pueden quedar secuelas y existir desarrollo neuroldgico dispar,
encefalopatia neonatal y discapacidad (Tann et al, 2017) (Kohli-Lynch et al, 2017)

Figura 2.

Colonizacion
maternal SGB

=3 Muerte
Desarrollo normal
6B alslado de un sitlo esterll > ﬂ
Parto pi ascB
basado en riesgo de colonlzaclon matemnal) Mortinato
Casos de NE atribuil a SGB por ibilizacion a

fraves de Infecclon maternal (ho estimado)
. Foco de este estudlo

Figura 2 Colonizacién maternal SGB en el esquema de infeccion de SGB. Adaptado de “Maternal
Colonization With Group B Streptococcus and Serotype Distribution Worldwide: Systematic Review and

Meta-analyses.” por Russel et al, 2017, Clinical Infectious Diseases, 2.
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En neonatos se presenta como Enfermedad de Inicio Temprano (EOD por sus siglas
en Ingles) la cual se manifiesta durante los primeros 6 dias de nacimiento y que se
caracteriza por cursar con neumonia y sepsis. Este cuadro clinico es causado
generalmente por transmision vertical del patdgeno al feto, debido a su paso por el
canal del parto de una mujer colonizada. También puede presentarse como
Enfermedad de Inicio Tardio (LOD por sus siglas en inglés) que se manifiesta desde
el dia 7 al 90 después del parto y cursa con sepsis y meningitis. La transmision del
patégeno para cuadros tardios no estd completamente dilucidada, pero se asume
transmision horizontal de SGB adquirido posterior al parto, siendo la lactancia o
portacion nasofaringea de SGB de la madre, el personal médico o individuos que
estan en estrecho contacto con el neonato como causas probables. (Melin &

Efstratiou, 2013).

1.5 Streptococcus agalactiae y estrategias terapéuticas

Desde 1996 el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) de
los Estados Unidos, recomienda la evaluacién de factores de riesgo y posterior
administracion de profilaxis antibidtica intraparto (PAI) para disminuir la incidencia
del patégeno (CDC, 1996). La baja eficiencia y limitaciones de la estrategia basada
en factores de riesgo en la prevencion de infecciones por SGB, hicieron que desde
2002 la CDC optara por recomendar método basado en cultivo, a través del tamizaje
universal de SGB en mujeres gestantes entre las 35-37 semanas y aplicacion de

PAI en cultivo positivo de SGB, siendo esta estrategia la mas usada en paises de
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altos ingresos (HIC’s por sus siglas en inglés) (CDC, 2002). Aquellas mujeres
gestantes con cultivo positivo para SGB son tratadas, en el momento de inicio del
trabajo de parto, con penicilina en casos normales y con eritromicina/clindamicina
cuando existe alergia a la penicilina. En general, las cepas de SGB se mantienen
susceptibles a los antibidticos de primera linea, aunque existen datos de CMI
aumentadas para todos los antibidticos y de aumento en la tasa de resistencia a
eritromicina y clindamicina a nivel mundial, lo cual representa una debilidad de la
estrategia terapéutica (Tsai et al, 2019) (do Nascimento et al, 2018). La
implementacion de PAI influy6 radicalmente en la disminucién de las tasas de EOD
por SGB a nivel mundial, aunque las tasas de LOD se mantienen con poca o nula

variacion Figura 3 (CDC, 2010).
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Figura 3 Incidencia de EOD y LOD de SGB en areas del nticleo activo de vigilancia bacteriana entre
1990-2008 e implementacion de medidas de prevencion de infeccion SGB. Adaptado de
“Prevention of perinatal group B streptococcal disease: revised guidelines from CDC”, por CDC,

2002, MMWR, 11.
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1.6 Streptococcus agalactiae en adultos no gestantes

SGB coloniza la mucosa intestinal de adultos no gestantes. SGB es oportunista y
se ha posicionado como un patégeno emergente causante de infeccion invasiva en
adultos sanos y principalmente en adultos con patologia de base e
inmunodeprimidos. Dentro de las principales condiciones médicas subyacentes en
pacientes adultos no gestantes con infeccion SGB destacan las enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT), siendo diabetes mellitus la enfermedad mas
frecuente en pacientes no gestantes que presentan infeccion por SGB (Trivalle et
al,1998) (Perovic et al, 1999). Incluso en algunos paises las tasas de incidencia en
adultos practicamente se han duplicado (Skoff et al,2009), llegando a representar

mas del 50% de las infecciones invasivas totales de SGB en U.S.A Figura 4 (Farley

et al, 2001).
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Figura 4 Principales condiciones médicas subyacentes en pacientes adultos no gestantes con infeccién invasiva SGB
entre 1998 y 2007 en USA. Adaptado de “Increasing Burden of Invasive Group B Streptococcal Disease in Nonpregnant

Adults, 1990-2007" por Skoff et al, 2009, Clinical Infectious Diseases.
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1.7 Chiley Streptococcus agalactiae

El Instituto de Salud Publica de Chile (ISPCh) es el Laboratorio Nacional y de
Referencia y encargado de la confirmacion de SGB como enfermedad invasora
segun lo dicta el Reglamento sobre Notificacion de Enfermedades Transmisibles de
Declaracion Obligatoria (ENO) D.S. N°158/2004 y es el responsable de evaluar la
sensibilidad antimicrobiana de este microorganismo, caracterizar las cepas
molecularmente y serotipar los aislados confirmados. El ultimo boletin de vigilancia
de laboratorio elaborado por el ISPCh que considera el periodo 2014 - 2018
confirmo6 932 casos de SGB, superando al periodo 2009 - junio 2014 en casi 200
casos. De estos el 43,9% correspondieron a cepas provenientes de menores de 1

ano, seguido de los grupos sobre 50 afios (Figura 5).
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Figura 5 Numero de cepas y muestras de PCR de Streptococcus agalactiae aislado de enfermedad
invasora por grupos de edad. Chile, 2014-2018”. Extraido de “Vigilancia de Laboratorio enfermedad

invasora Streptococcus agalactiae” por ISP-Chile, 2019, Boletin de vigilancia epidemioldgica, 9.
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El serotipo Il fue el mas frecuente (43,03%) seguido del la (21,08%) y 1b (14,05%)
respectivamente. Destaca ademas la aparicion de serotipos VI, VIl y VI, propios de
Asia y poco frecuentes en la regiébn americana. Segun el boletin de vigilancia, en el
periodo 2014-2018 todas las cepas analizadas resultaron sensibles a penicilina,
pero se registra una disminucién en la susceptibilidad a eritromicina y clindamicina,
registrandose una resistencia de 16 y 15% respectivamente (ISPCh, 2019). El
boletin no considera estudios de clonalidad mediante MLST o PFGE y no existen
publicaciones al respecto en la literatura disponible. Ademas, el boletin se limita a
realizacion de analisis y confirmacién a cepas implicadas en infeccién invasiva, sin
presentar datos de vigilancia y tamizaje para cepas no invasivas. El boletin no utiliza
un plan de muestreo estadistico para la recoleccién de datos y las herramientas
estadisticas aplicables en el analisis son limitadas, advirtiendo que no se puede
realizar andlisis inferencial sobre estos datos. Es relevante destacar que las cepas
de SGB reportadas son aisladas de casos invasivos lo cual representa un panorama
muy reducido de las cepas circulantes en el panorama nacional. Lo anterior
contrasta con el desarrollo de vacunas enfocadas contra ese patdégeno, las que

tienen como poblacién mujeres gestantes colonizadas.
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1.8 Vacunas contra Streptococcus agalactiae

SGB presenta distintas estructuras que son de interés en la elaboracion de vacunas.
Estos componentes han sido considerados potenciales blancos terapéuticos debido
a su importancia en la patogénesis bacteriana y la capacidad de generar anticuerpos
en estudios preclinicos de modelo animal (Nuccitelli et al, 2015). Los antigenos
polisacaridos de la capsula han sido ensayados como candidatos a vacunas
monovalentes, pero presentan problemas debido a su pobre inmunogenicidad.
Vacunas polivalentes conjugadas de polisacarido capsular (PCV-CPS por sus siglas
en inglés) soslayan los problemas de inmunogenicidad y su espectro de accion
abarca a cepas de distinto serotipo, siendo una mejor alternativa para el tratamiento
de SGB. La empresa Novartis ha desarrollado una PCV trivalente de nombre
CRM197. Esta vacuna considera los serotipos la, Ib y lll y se encuentra en fase b/l
de estudios clinicos (NCT01193920). En infantes nacidos de mujeres gestantes
vacunadas con CRM197 se observan altos niveles de anticuerpos especificos anti-
CPS (Madhi et al, 2017). También se encuentra en fase | de estudios clinicos
(NCT03170609) la vacuna hexavalente de Pfizer que considera los serotipos la, Ib,
Il, 'y V, con buenos resultados (Kobayashi et al, 2016). Si bien las vacunas
multivalentes se encuentran bien estudiadas en términos de seguridad e
inmunogenicidad, el fenomeno denominado cambio capsular (“serotype switching”)
(Bellais et al, 2012) (Luan et al, 2005) (Martins et al, 2010), el aumento en el reporte
de cepas no encapsuladas, la interferencia inmune con otras vacunas, la escasa
informacion respecto de los clones circulantes en los paises con LMIC’s (Russell et

al, 2017) son limitaciones en el desarrollo de este tipo de vacunas, lo que ha
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impulsado la investigacion de factores de virulencia y proteinas conservadas de
SGB como posibles blancos de estudio que superen estas variables. En esta linea,
MinervaX Inc. recientemente anuncio que su vacuna proteica basada en la fusion
del dominio N-terminal de la proteina Alpha C altamente inmunogénico y la proteina
Rib (SGB-NN) mostro resultados positivos en ensayos fase | en 240 mujeres adultas
sanas, inmunizadas con 1 o 2 dosis de la vacuna SGB-NN. Luego de la vacunacion,
mostraron un aumento de hasta 30 veces mas anticuerpos especificos SGB-NN
comparados con los niveles pre-inmunizacion (MinervaX, 2017). Ademas, existen
numerosas proteinas en fases preclinicas de investigacion como posibles
candidatos a vacunas de amplio espectro que sobrepasen las dificultades que han
surgido en las vacunas anteriores (Rajagopal et al, 2009) (Paoletti et al, 2019). Al
no existir vacunas licenciadas ni alternativas a PAI, es de suma urgencia la
basqueda de vacunas que den luces de una estrategia que permita combatir

infecciones invasivas de SGB.

1.9 Modelos Animales

El uso de animales de laboratorio y la implementacion de modelos biolégicos es una
de las mejores opciones para estudiar las multiples alteraciones fisiopatolégicas
asociadas a una enfermedad (Wong et al, 2015). Estos modelos animales pueden
ser clasificados segun su origen en modelos inducidos, transgénicos, espontaneos
y negativos (Gémez et al, 2010) (Montero et al, 2008). En la literatura, existen
modelos animales de enfermedades neurodegenerativas (Wong et al, 2015),

autoinmunes (Merino et al, 2008), infecciosas (Gémez et al, 2010) bien
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caracterizados y disponibles para su uso en el estudio de mecanismos celulares y
moleculares que operan en el funcionamiento normal de un érgano, la produccion

de una enfermedad, la accién de un farmaco, entre otras.

Las conclusiones gque se extraen de los estudios con modelos animales no siempre
son extrapolables a los seres humanos, lo cual debe ser considerado al momento
de su uso en metodologias de investigacion (Storz et al, 2017) (Merino et al, 2008)
(Poli do Figuereido et al, 2008). Los modelos que apuntan a reproducir
fisiopatologias relacionada con la mayoria de los sistemas del organismo (nervioso,
inmunitario, endocrino, etc.) guardan mucha semejanza entre los mamiferos,
aunqgue con diferencias que impiden considerar una extrapolacion a secas de los
resultados. En modelos donde el protocolo experimental involucra a
microorganismos patdgenos, causantes de enfermedades infecciosas e implicados
directa o indirectamente en enfermedades inmunes, estas diferencias se tornan mas

evidentes (Merino et al, 2008).

Paralelamente junto con el desarrollo de la investigacion aplicada la sociedad esta
cada vez mas sensibilizada en materia de bienestar animal, por esta razon a fines
de la década de los afios cincuenta se elaboré la teoria de Russel y Burch que se
ha convertido en la base de la bioética. Esta teoria plantea como instrumentar
medidas para disminuir o eliminar los aspectos no humanitarios de la
experimentacién animal para este fin de incorporo el “concepto de las 3 R”. “R” de
reduccion, usar el menor niumero de individuos por modelo experimental, sacando

la mayor cantidad de informacion posible. “R” de reemplazo, sustituir cada vez que
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sea posible el uso de animales por otros métodos experimentales. Y “R” de
refinamiento, minimizar el dolor y estrés que puedan sufrir los animales durante su
utilizacion (Russel et al, 1959) (Mrad de Osorio et al, 2006). Comités institucionales
para el cuidado y uso de animales de laboratorio velan que aquellos disefios
experimentales que consideren el uso animal respeten normas internacionales
existentes, ejemplo, la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del

National Reasearch Council (NRC, 2008), (Mrad de Osorio et al, 2006).

1.10 Modelo Murino de Sepsis

La literatura disponible sobre modelos animales de sepsis describe metodologias
desarrolladas en mamiferos como Canis familiaris, Ratus ratus, Mus musculus
(Archer et al, 1976), (lovino et al, 1968), (Mathiak et al, 2000) los cuales se someten
a distintos tratamientos para desarrollar la sepsis. Mus musculus es utilizado como
modelo animal en todo el mundo debido a sus caracteristicas, de las cuales destaca
su acelerado ciclo de vida, madurez sexual entre las 6 y 8 semanas, bajo costo de
mantencién en términos econémicos y de cuidados, un genoma bien caracterizado
y cepas transgénicas que hacen posible la investigacion de enfermedades con
resultados solidos y extrapolables al ser humano (Stortz et al, 2017), (Chiavolini et

al, 2008), (lovino et al, 1968). Figura 6
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Figura 6 Ventajas del uso de Mus musculus como animal de laboratorio. Adaptado de “Maternal
Colonization With Group B Streptococcus and Serotype Distribution Worldwide: Systematic Review and Meta-

analyses.” por Russel et al, 2017, Clinical Infectious Diseases, 2.

En ratones, existen 3 de categorias de sepsis en funcion del agente causal. La
Administracién exdégena de toxina, comunmente agonista de Receptores del Tipo
Toll (TLR por sus siglas en inglés) como zymosan o el LipoPoliSacarido (LPS) es
comunmente usada para inducir esta condicion. También se usa la Administracién
exdgena de patdgenos viables, normalmente bacterias en orden variable de
concentracion, con distintas vias de administracion, siendo la cavidad peritoneal la
mas frecuente. Los procedimientos que involucran Disrupcién quirdargica de la
barrera protectora enddgena, destruyen parcial y controladamente las barreras
normales del tracto gastrointestinal, simulando la secuencia natural que ocurre en
la clinica. Con diferencias, se posicionan como aquellas que presentan mayores
grados de similitud en cuanto a la fisiopatologia de sepsis intr.-abdominal humana
se refiere. (Figura 7)
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Estos aspectos metodolégicos consensuados contrastan con la holgura de
definiciones de sepsis que en algunos modelos animales producen un pequefio
grado de infeccion latente que puede durar por dias o semanas, mientras que otros
describen un proceso furioso que produce muerte dentro de un par de horas. En
efectos préacticos, se habla de modelo de sepsis en referencia a una infeccion aguda
donde un animal esta enfermo debido a infeccion invasiva, (Wichterman et al, 1979),

(Poli do Figuereido et al, 2008) (Stortz et al, 2008)
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Figura 7. Categorias de modelos murinos de sepsis, segun tipo de agente causal, ventajas y desventajas.

Adaptado de “Murine Models of Sepsis and Trauma: Can We Bridge the Gap?” por Stortz et al.,ILAR Journal
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1.11 Modelo Murino de Sepsis por Streptococcus agalactiae

La literatura ofrece modelos murinos para distintos cuadros clinicos de SGB. Su
diversidad transita de modelos de infeccibn neonatal (Bonifacio et al, 2018),
colonizacion vaginal (Soto et al, 2018), Modelo de Meningitis (Lentini et al, 2018),
Modelo de Sepsis (Buscetta et al, 2016) con potencialidades que van desde la
comprension de los mecanismos fisiopatologicos de infeccidn y respuesta del
hospedero, el descubrimiento de nuevos antigenos candidatos a vacuna y ensayos
pre-clinicos que den informacion respecto de seguridad y eficacia. Sin embargo,
contrasta la situacion nacional, pues, salvo iniciativas como las del laboratorio de la
Seccion de Biotecnologia, los reportes de modelos animales son pobres. El
desarrollo de un Modelo de Sepsis por Infeccibon SGB brindaria una valiosa
herramienta para futuros estudios relacionados con estrategias terapéuticas para

combatir SGB.
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2. Hipotesis

La inoculacion con cepa SGB 736792 de Streptococcus agalactiae es capaz de

desarrollar Sepsis en individuos de Mus musculus

3. Objetivo General

Desarrollar un modelo murino de sepsis por infeccién de cepa SGB 736792 de

Streptococcus agalactiae

4. Objetivos Especificos

- Determinar condiciones de cultivo de cepa SGB 736792 de Streptococcus

agalactiae

- Implementar infeccién de Mus musculus por cepa SGB 736792 de

Streptococcus agalactiae
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5. Metodologia

5.1 Determinar condiciones de cultivo de cepa SGB 736792 de

Streptococcus agalactiaes

Para la elaboracion del modelo de sepsis se utilizara la cepa bacteriana de SGB KU
736792 (Soto et al, 2018) obtenida desde un aislado clinico, propiedad del
Laboratorio de la Seccion de Biotecnologia, del Departamento de Salud Ambiental
del ISPCh. Esta cepa pertenece al serotipo Ill altamente invasivo y al Complejo
Clonal 17 (CC-17) denominado hipervirulento. Se aislara y caracterizara mediante
pruebas bioquimicas y se determinard la cinética de crecimiento bacteriano,

estableciendo las condiciones de cultivo a utilizar en el objetivo especifico posterior

5.1.1 Aislamiento de cepa SGB KU736792 de Streptococcus agalactiae

Para la obtencion de colonias aisladas de SGB se tom6 1 asada de respaldos de la
cepa bacteriana de SGB KU 736792 (Soto et al, 2018) y se sembrd por estria en
placas de agar sangre de cordero al 5%. Luego, las placas se incubaron a 36°C y
microaerofilia por 16-18 horas. Cuando fue necesario se incubo la placa 48 horas o
incluso 72 horas si se requiere un reaislamiento. Después de la incubacion, se
selecciond colonias de SGB que presentaran un pequefio halo de beta-hemolisis
para la confeccion de respaldos bacterianos de la cepa SGB utilizados en
experimentos posteriores. Mediante tincion de Gram, se buscO cocaceas Gram

positivas agrupadas en cadena de largo variable o pares.
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Esto se complemento con test de CAMP para la identificacion de SGB. Fue descrito
por primera vez en 1944 por Christie, Atkins y Munch-Petersen, y la prueba CAMP
es un acronimo de sus nombres. La actividad hemolitica de la B-hemolisina
producida por la mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus se ve aumentada
por la proteina extracelular producida por los estreptococos del grupo B. La
interaccion de la B-hemolisina con el factor CAMP produce una hemodlisis
potenciada (o sinérgica), que se observa como punta de flecha. Es una técnica
confiable y que es facil de realizar, ademas es un fendbmeno que se aprecia tanto
en cepas de SGB B y y hemolitica. El factor CAMP se encuentra codificado por el
gen cfb y corresponde a una proteina extracelular descubierta que se une a la B-
hemolisina que hidroliza la esfingomielina que poseen los eritrocitos. Para ello, en
una placa de agar sangre cordero al 5%, se sembrd una estria de respaldo
bacteriano de SGB perpendicularmente a una estria de Staphylococcus aureus
sembrada previamente. Como control negativo, se sembré perpendicularmente una
estria de Listeria spp. Se consideraron positivas aquellas que ensanchan su halo de

beta-hemolisis en forma de flecha en la zona cercana a S. aureus.

También se utilizé agar Granada(AG) (GRAN; marca Biomerieux) el cual es un agar
selectivo y diferencial; selectivo ya que permite el crecimiento de SGB inhibiendo
otras bacterias que puedan estar presentes; y diferencial porque las cepas B-
hemoliticas de SGB producen colonias de color naranja a salmén, por su parte, las
cepas de SGB y-hemoliticas no producen pigmentacion en este medio. La

coloraciéon de las colonias se debe al pigmento propio del microorganismo,
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granadaeno, un polieno asociado a rhamnosa y ornitina. Esta pigmentacion es
especifica y no ocurre con otros microorganismos, ni siquiera con otros del género
Streptococcus. Sin embargo, algunos microorganismos como Enterococcus y
levaduras no son inhibidas y son capaces de crecer en el medio. Se consider6
cultivo positivo la aparicion de colonias anaranjadas. Para esto, se sembré una
asada de respaldo bacteriano de SGB en Agar Granada y se incuba a 37°C por 48.
Se sembraron controles negativos y positivos con cepas de referencia y se controlé
el estado de las placas sin sembrar. Se considerd cultivo positivo la aparicién de

colonias anaranjadas.

Otro método agar Cromo-Strep B (Agar Cromo-StrepB, marca: Valtek Diagnostics)
es un medio selectivo y diferencial (al igual que AG) ya que cuenta con inhibidores
que impide el desarrollo de bacterias no deseadas y que puedan estar presentes en
la muestra, haciéndolo selectivo para SGB; pero la diferencia esta en el concepto
de diferencial, ya que cuenta con sustratos para diversas reacciones enzimaticas
gue permiten obtener colonias pigmentadas de color malva cuando se trata de SGB,
las cuales seran de este color independiente de la capacidad de hemdlisis que
posea la bacteria, es decir, crecen colonias de color malva cepas de SGB B y y-
hemoliticas. Otras bacterias que pudiesen crecer en el agar tomaran una
pigmentacioén azul como Enterococcus spp. rosa palido (algunos como Lactococcus
spp. 0 Lactobacillus spp) o simplemente seran incoloras. Algunas veces
Streptococcus pyogenes genera falsos positivos, presentando colonias color malva;

sin embargo, esta situacion es poco probable y se descarta a través de pruebas
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rapidas como aglutinacion en latex o PYR, siendo S. pyogenes es PYR positivo y
SGB es PYR negativo. Para este trabajo, se sembraron muestras de respaldo
bacteriano de SGB, ademas de control positivo, negativo y de placa, a 37° C, por
18-24hrs en aerobiosis. Se considero6 cultivo positivo para la identificacion de SGB

aquellas colonias pigmentadas color lila o color malva pélido.

5.1.2 Determinacion de cinética bacteriana de cepa SGB KU736792.

Posteriormente se determiné la cinética de crecimiento de la cepa SGB KU736792.
Lo anterior, se realiz6 en medio de cultivo Todd Hewitt (TH), medio clasico para
cultivos de Streptococcus cuya formulacién disminuye la degradacién de proteinas
generadas por la bacteria bajo la accion de acidos. EI medio TH empleado para este
estudio corresponde a Bacto™ Todd Hewitt Broth, BD cuya formula por litro de agua
purificada contiene: 3.1 g de infusion de corazén, 20 g de peptonas, 2 g de dextrosa,

2 g de cloruro sadico, 0.4 g de fosfato sodico y 2.5 g de carbonato sédico.

Se emplearon 100 ml de medio TH en agitacion constante a 220 rpm y 37°C. Se
comenzo a tiempo 0 (TO) con un indéculo inicial de 2 ml de cultivo bacteriano en
estado estacionario. Cada 20 minutos se colecto desde el matraz 1 ml de cultivo
cuya absorbancia fue medida en el Espectrofotometro (marca Thermo Scientific,

modelo Evolution 60) a 600nm. Con los valores registrados en 12 tiempos (por
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duplicado) se construyd la curva de cinética de crecimiento bacteriano y se

determiné la DOsoonm para la fase logaritmica de SGB.

5.2 Implementar infeccion de Mus musculus por cepa SGB KU 736792 de
Streptococcus agalactiae

5.2.1 Infeccién de cepas BALB/c, C57BL/6 Y CF-1 con cepa SGB KU736792

Una vez establecida la cinética de crecimiento de la cepa a utilizar, se procedi6 a
infectar individuos de las cepas BALB/c, C57BL/6 Y CF-1 de Mus musculus y
comprobar establecimiento de infeccidn por recuento bacteriano de macerados de
organos y que presentaron diferencias significativas en su porcentaje de sobrevida
respecto del control PBS 1X. También se usara como criterio variacion de signos
(peso/temperatura) o presencia de sintomas asociados a inflamacion segun score
clinico. Para lo anterior, se formaran 2 grupos de 8 ratones cada uno, de las cepas
C57BL/6, BALB/c y 2 grupos compuestos por 4 ratonas cada uno de las cepas CF-
1y BALBI/c respectivamente. Las ratonas de los primeros 3 grupos seran inyectados
por via e.v. con 107 UFC/mL de SGB KU736792 contenidos en 50 uyL de PBS-1X.
El cuarto grupo serd inyectado con 50 yuL de PBS-1X como control. Se buscaran
signos de sepsis como movimientos erraticos, letargo, problemas motores por 5 dias
y se realizara score clinico para eutanasiar en caso de ser necesario. Los ratones

sobrevivientes seran eutanasiados al 5° dia.
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5.2.2 Curvade supervivencia

La curva Kaplan-Meier sera construida segun bibliografia. Brevemente, se generara
una tabla con tiempos seriales de cada raton, estado al tiempo serial y grupo al que
pertenece el ratdén. Para efectos de este estudio, se considerard como evento la
muerte del raton. Luego, se ingresaran estos datos en el software GraphPad Prism

9.0.0 ® y se realizaréa curva de Kaplan-Meier y test Log-Rango.

TABLA 1

Grupos experimentales, utilizados en la infeccion de cepas BALB/c, C57BL/6 Y CF-1 con

cepa SGB KU736792

Grupo Cepa N° de Ratones Via Dosis Infectiva
(UFC/mL)
1 C57BL/6 8 e.v. 107
2 BALB/c 8 e.v. 107
3 CF-1 4 e.v. 107
4 (control) BALB/c 4 e.v. -

5.2.3 Recuento Bacteriano en Tejidos.

Para confirmar la infeccion invasiva, se hara recuento bacteriano determinando el

nimero de UFC/mL mediante el método de diluciones seriadas desde
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homogeneizados de cerebro, pulmén y rifidn y diluciones seriadas de muestras de
sangre tomada de los ratones eutanasiados. Las muestras seran diseminadas en
placas de agar sangre de cordero/tripticasa de soya y seran incubadas en estufa a
37°C con 5% de CO2 durante 16 hrs. Una vez incubadas, se escogeran aquellas
placas que presenten 20-200 colonias, de 2mm de didmetro, aspecto liso y con un
estrecho halo de B-hemolisis. Luego se calculard UFC/mL, segun la siguiente

formula:

N° de colonias x Dilucion

ke = 0.1mL

Luego, se procedera a tabular los recuentos bacterianos y a normalizar los datos en
base a logaritmo en base 10. Despues, se utilizar4 dicha tabla para graficar y
analizar los distintos grupos de estudio. Esto sera realizado con el software
GraphPad Prism 9.0.0 ® y se utilizd un test ANOVA de una via para andlisis

estadistico.
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5.2.4 Evaluacion de signos clinicos de temperatura y peso

Con la intencion de confirmar la sepsis de los ratones, se controlara la temperatura

y se monitoreara el peso de los animales cada dia hasta llegar al dia de la eutanasia.

Tomando como base score clinico, se utilizaran estas variables para punto final

humanitario.

Signos/sintomas a evaluar

Peso corporal

Aspecto

Comportamiento

Temperatura

Figura 8. Score Clinico para determinacién de punto final humanitario

Observacion
-Sin disminucién
-Disminucion <10%
-Disminucién entre 10-20%

-Disminucion >20%.

-Postura normal, pelaje lustroso

-Pelaje hirsuto. Secrecion porfirica (roja) en nariz/ojos.

-Encorvado, inmdvil en un rincén, abulico, pelaje hirsuto, secrecién
porfirica nariz/ojos

-Postrado decubito lateral, deshidratacién evidente. Enoftalmia

-Comportamiento normal, atento al medio, interactiia con pares, se
acicala.

-Comportamiento  levemente  alterado, Movilidad reducida,
hiperventilado, se queda en un rincén.

-Comportamiento alterado: inactivo, retraido o tambaleante.
Respiracién abdominal.

-Animal inmaévil, postrado decubito lateral. Abre boca al respirar

-Temperatura normal (36,5-383C)
-Fiebre >392C
-Hipotermia >343C

-Hipotermia 342C o menor (eutanasia)

Monitoreo

Diario

Diario

Diario

Diario
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5.2.5 Establecer dosis y via de infeccion por SGB KU 736792

Con el objetivo de determinar concentracion y via de inoculo infectivo, se prepararan
inéculos bacterianos de SGB KU736792 de concentraciones 10°, 108,10 UFC/mL
totales en 50 pL de PBS-1X, los cuales seran inyectados en 24 ratones BALB/c via
intraperitoneal (i.p.) o via endovenosa (e.v.) segun dice la Tabla 2.0. Como control
negativo, 3 ratones BALB/c seran inoculados con 50 uL PBS-1X. i.p. y 3 ratones
BALB/c seran inoculados con 50 pL de PBS-1X e.v. Se buscaran signos de sepsis
como movimientos erraticos, letargo, problemas motores por 5 dias desde la
infeccidn y se realizara score clinico para eutanasiar en caso de ser necesario. Los

ratones sobrevivientes seran eutanasiados al 5° dia
TABLA 2

Grupos experimentales utilizados para establecer dosis y via de infeccién por SGB KU 736792

Grupo Dosis Infectiva N° de ratones Tipo de ratéon Via de Infeccién
(UFC/mL)

1 10° 3 BALB/c 3 (i.p)
2 106 3 BALB/c 3(i.p)
3 107 8 BALB/c 3(i.p)
4 Control PBS-1X 3 BALB/c 3 (i.p)
5) 10° 3 BALB/c 3(ev)
6 108 3 BALB/c 3(ev)
7 107 3 BALB/c 3(e.v)
8 Control PBS-1X BALB/c 3 (ew)

TOTAL: 24
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5.2.6 Curva de Sobrevida

Se evaluard la sobrevida y la dosis optima de inoculo construyendo curva de Kaplan
Meier y se realizara test log-rango para evaluar diferencias estadisticas entre una
via y otra y entre las distintas dosis. La curva Kaplan-Meier sera construida segun
bibliografia. Brevemente, se generara una tabla con tiempos seriales de cada raton,
estado al tiempo serial y grupo al que pertenece el raton. Para efectos de este
estudio, se considerard como evento la muerte del raton. Luego, se procesaran
estos datos en el software Graphpad Prism 9 y se realizar4 curva de Kaplan-Meier

y test Log-Rango.

5.2.7 Recuento Bacteriano

Para confirmar la infeccién invasiva, se hara recuento bacteriano determinando el
namero de UFC/mL mediante el método de diluciones seriadas desde
homogeneizados de cerebro, pulmén y rifién y diluciones seriadas de muestras de
sangre tomada de los ratones eutanasiados. Las muestras seran diseminadas en
placas de agar sangre de cordero/tripticasa de soya y seran incubadas en estufa a
37°C con 5% de CO2 durante 16 hrs. Una vez incubadas, se escogeran aquellas
placas que presenten 20-200 colonias, de 2mm de diametro, aspecto liso y con un
estrecho halo de B-hemolisis. Luego se calculara UFC/mL, segun la siguiente

formula;
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N° de colonias x Dilucion

ke = 0.1mL

Luego, se procedera a tabular los recuentos bacterianos y a normalizar los datos en
base a logaritmo en base 10. Después, se utilizara dicha tabla para graficar y
analizar los distintos grupos de estudio. Esto sera realizado con el software
GraphPad Prism 9.0.0 ® y se utiliz6 un test ANOVA de una via para analisis

estadistico.
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5.2.8 Evaluacion Clinica

Con la intencion de confirmar la sepsis de los ratones, se controlara la temperatura
y se monitoreara el peso de los animales cada dia hasta llegar al dia de la eutanasia.

Tomando como base score clinico, se utilizardn estas variables para punto final

humanitario.
Signos/sintomas a Observacion Puntuacion Monitoreo
evaluar
Peso corporal -Sin disminucién 0 Diario
-Disminucion <10% 1
-Disminucién entre 10-20% 2
-Disminucion >20%. 3
Aspecto -Postura normal, pelaje lustroso 0 Diario
-Pelaje hirsuto. Secrecion porfirica (roja) en nariz/ojos. 1
-Encorvado, inmdvil en un rincén, abllico, pelaje hirsuto, 2
secrecion porfirica nariz/ojos 3
-Postrado decubito lateral, deshidratacion evidente. Enoftalmia
Comportamiento -Comportamiento normal, atento al medio, interactGa con 0 Diario
pares, se acicala. 1
-Comportamiento levemente alterado, Movilidad reducida, 2
hiperventilado, se queda en un rincén. 3
-Comportamiento alterado: inactivo, retraido o tambaleante.
Respiracién abdominal.
-Animal inmovil, postrado decubito lateral. Abre boca al
respirar
Temperatura -Temperatura normal (36,5-38%C) 0 Diario
-Fiebre >392C 1
-Hipotermia >343C 2
-Hipotermia 342C o menor (eutanasia) 3

Figura 9. Score Clinico para determinacion de punto final humanitario
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6. Resultados

6.1 Determinar condiciones de cultivo de cepa SGB 736792 de

Streptococcus agalactiae

6.1.1 Aislamiento de cepa SGB KU736792 de Streptococcus agalactiae

Se confirmod identidad de la cepa SGB KU736792 utlizando agar sangre,
observando colonias beta-hemoliticas de aproximadamente 2 mm de ancho. Al
observar colonias al microscopio por Tincion de Gram, se observan colonias
cocéceas Gram positivas agrupadas en cadenas de largo variable. Los controles sin
sembrado no presentaron desarrollo de colonias, mientras que los controles
negativos desarrollaron colonias no hemoliticas. Siguiendo la misma linea, los
controles positivos SGB presentaron colonias blancas, opacas, lisas, beta-
hemoliticas de 0,3 a 2mm. Todos los respaldos bacterianos estudiados, fueron
positivos para beta-hemolisis en agar sangre, como se observa en la FIGURA 10,

A.

Todos los respaldos bacterianos fueron positivos para test de CAMP para la
identificacion de SGB, presentando ensanchamiento en halo de beta-hemolisis en
forma de flecha en la zona cercana a S. aureus como se aprecia en la FIGURA 10,

B. Los controles negativo Listeria spp. no presentaron ensanchamiento.

También se utilizé agar Granada como test de identificaciéon. Todos los respaldos

bacterianos fueron positivo para la identificacion de SGB, presentando colonias
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anaranjadas. Los controles negativos sembrados con E. faecalis presentaron
colonias incoloras mientras que el control de placa no se observé desarrollo de

colonias como se aprecia en la FIGURA 10, C.

Respecto de las muestras sembradas en agar Cromo-StrepB, todos los respaldos
bacterianos fueron positivo para la identificacion de SGB, presentando colonias
color lila 0 malva. Los controles negativos sembrados con E. faecalis presentaron
colonias azules mientras que el control de placa no se observd desarrollo de

colonias como se aprecia en la FIGURA 10, D.

Figura 10. Placas de agar para identificacién bacteriana de Streptococcus agalactiae. A. Placa de agar
sangre sembrada con respaldo bacteriano de cepa SGB KU736792. Se observan colonias beta-hemoliticas. B.
Placa de Agar sangre con Test de CAMP realizado a respaldos bacterianos de SGB. Zona de ensanchamiento
es considerada CAMP positivo. C. Placa de agar granada con controles de siembra. Colonias incoloras son

negativas mientras que colonias anaranjadas son positivas para SGB. D. Placa de Cromo agar

41



6.1.2 Determinacion de cinética bacteriana de cepa SGB KU736792

Se estandarizé la condicidn in vitro gracias a la cinética de crecimiento realizada
para esta bacteria segun se describié en materiales y métodos. Se determiné que a
una densidad 6ptica a 600nm (DOsoo NM) entre 0.5y 0.6 SGB se encuentra en fase
exponencial de crecimiento FIGURA 11. Por lo tanto, para la expresion in vitro se
tomaron las muestras desde los matraces con cultivos de SGB KU736792 en medio

TH cuando se alcanzaba dicha DOseoo.
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Figura 11. Curva de Crecimiento de SGB KU736792. UFC/mL DO 0,6-0,7 = 3,4x107 UFC/mL.

Con la cinética de crecimiento de SGB KU736792 ya determinada, se establecieron
las condiciones de cultivo a utilizar en los experimentos sucesivos. Se preparo pre-
inoculo bacteriano en 5mL de medio TH con 10 pL o una asada de respaldo

bacteriano de SGB KU736792 en glicerol al 50%, incubando a 37°C en 220 rpm de
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agitacion por 16 horas. Posteriormente se tomaran 2.0mL de inoculo bacteriano
preparado y se trasvasaron a 100mL de medio TH contenidos en matraz de 500mL.
El contenido se cultivd a 37°C en 220 rpm hasta que la solucién alcanz6 una DOsoo
de 0,5-0,6, momento en el cual la bacteria se encuentra en fase logaritmica y con
maxima capacidad metabdlica. En este punto, se detuvo el crecimiento y se
procedié a generar diluciones seriadas de 1.0x104, 1.0x10°1.0x10® UFC/mL que

fueron utilizados en la implementacion del modelo de sepsis e in vitro

6.2 Implementar infeccion de Mus musculus por cepa SGB KU 736792 de
Streptococcus agalactiae

6.2.1 Infectar cepas BALB/c, C57BL/6 Y CF-1 con cepa SGB KU73679: curva
de Sobrevida

Una vez estandarizadas las condiciones de cultivo de SGB KU736792 se evalud
dosis y via de infeccién. Para esto, se analizé la sobrevida de los ratones infectados
mediante curva Kaplan-Meier. Una vez infectados, se realiz6 la siguiente TABLA 3.
Esta tabla se compone de 3 columnas las cuales facilitaron su uso en la confeccion

de la curva Kaplan-Meier.
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TABLA 3

Tabla de Kaplan-Meier para determinacién de dosis y via de infeccion de

modelo murino

Tiempo serial Estado al Grupo Tiempo serial Estado al Grupo
(dias) tiempo serial (dias) tiempo serial
(O=censurado, (0O=censurado,
1= evento) 1= evento)

5 0 1 5 0 5

5 0 1 5 0 5

5 0 1 5 0 b

5 0 2 5 0 6

5 0 2 5 0 6

5 0 2 5 0 6

2 1 3 4 1 7

5 1 3 4 1 7

3 1 3 5 1 7

5 0 4 5 0 8

5 0 4 5 0 8



Una vez construida la tabla, se ingresaron los datos en el software GraphPad Prism
9.0.0® y se construyo curva Kaplan-Meier, utilizando test Log-Rango. Se obtuvieron

los siguientes resultados:

s N
S 100 = - 10° UFC i.p.
= = 10°UFCip
S + 107 UFCip.
E su-: v- Control i1.p.

T ] 10° UFC e.v.
=S " e 10°UFCev
8 ® 107 UFC ewv.
nE. 0 | | | —A- Control e.v.

0 2 4 B

Tiempo

Figura 12. Curva de sobrevida para grupos experimentales en la determinacion de dosis y via de
inoculacion. En el grafico se observa el porcentaje de sobrevivencia de cada grupo de ratones infectados y los
controles, cada dia después de inoculados hasta el dia de eutanasia. Los datos fueron procesados con el

software estadistico GraphPad Prism 9.0.0® usando la funcién “Survival Analysis”

De todos los grupos evaluados, se registran individuos muertos antes de tiempo de
eutanasia o punto final humanitario en los grupos 10’ UFC endovenoso e
intraperitoneal. Los grupos 10° UFC i.p/e.v. 108 UFC i.p./e. v no presentaron
individuos muertos antes de eutanasia o en punto final humanitario. Luego de
ingresar los datos y al construir la curva de sobrevivencia, el software entrega el
grafico representado en la FIGURA 12. ademas de calcular Log-Rango para las

distintas condiciones. El resultado arrojé un valor p = 0,0158 lo que implica
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diferencias significativas en los porcentajes de sobrevivencia de los grupos 107 UFC
endovenoso/intraperitoneal en comparacion con el grupo control PBS-1X i.p./e.v. y
los grupos 10° UFC i.p/e.v. 108 UFC i.p./e.v. respectivamente. No existe diferencia

significativa entre los grupos 107 i.p. y 107 e.v.

Ademas, se evaluo la idoneidad de las distintas cepas para la implementacion del
modelo de sepsis, usando la cepa SGB KU736792, también a través de una curva
Kaplan-Meier. Para lo anterior, se generé la TABLA 4, siguiendo los pasos

mencionados para TABLA
TABLA 4

Tabla de Kaplan-meier para infeccién de cepas BALB/c, C57BL/6 y CF-1 con cepa SGB KU736792

Tiempo serial Estado al Grupo Tiempo serial Estado al Grupo
(dias) tiempo serial (dias) tiempo serial
2 1 1 5 0 8
2 1 1 5 0 3
3 1 1 5 0 3
3 1 1 5 0 3
3 1 1 5 0 4
5 1 1 5 0 4
5 1 1 5 0 4
5 1 1 5 0 4
1 1 2 - -
3 1 2 -
3 1 2 o -
4 1 2 -
5 1 2 - -
5 1 2 -
5 1 2 = -
5 1 2 -
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Una vez construida la tabla, se ingresaron los datos en el software GraphPad Prism
9.0.0®, se construyo curva Kaplan-Meier y se realizé un test Log-Rango obteniendo

los siguientes resultados:

]
© - *
$ 100 ,
= ]
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- ] + C57BL/6
= ]
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a E
= 504 T — L i
o : ' CF-1
o ]  Control NI
= ]
£ ]
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E 0 | | |
0 2 4 6
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Figura 13. Curva de Sobrevida para grupos experimentales en la infeccién de cepas BALB/c, C57BL/6 y
CF-1. En el grafico se muestran los porcentajes de sobrevida en el tiempo, en dias, de los grupos de ratones
C57BL/6, BALB/c, CF-1y Control PBS-1X, respectivamente. Este grafico fue construido en el software GraphPad

Prism 9®.

De todos los grupos evaluados, se registran individuos muertos antes de tiempo de
eutanasia o punto final humanitario en los grupos C57BL/6 y BALB/c. El grupo CF-
1 no present6 individuos muertos o en punto final humanitario. Luego de ingresar
los datos y al construir la curva de sobrevivencia, el software entrega el grafico
representado en la FIGURA 13. Ademas, realiza test estadistico Log-Rango para

las distintas condiciones. El resultado arrojé un valor p=0,0131 en los porcentajes
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de sobrevivencia de los grupos C57BL/6 y BALB/c en comparacion con el grupo
control PBS-1X i.p./e.v. y los grupos CF-1 respectivamente. No existe diferencia

significativa entre los grupos C57BL/6 y BALB/c.

6.2.2 Recuento Bacteriano en Tejidos.

Como confirmacién de infeccion invasiva producida por inoculo bacteriano
SGB KU736792, se cultivd macerados de tejidos de ratdn siguiendo metodologia
antes descrita. Se calcularon las UFC/mL para cada 6rgano, se tabularon los datos
y se procedi6 a graficar y analizar las diferencias entre recuentos, obteniendo los

siguientes resultados:
*
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Figura 14. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre sembradas con macerado de cerebros de ratones infectados con SGB KU736792 en la
determinacion de dosis y via. Para este experimento, se optd por no considerar los datos procedentes de
ratones infectados con indculos inferiores a 107 UFC, debido que las placas de las diluciones seriadas de estos
grupos, no presentaron colonias que permitieran realizar recuento bacteriano. (Valores de significancia * = p <
0,05; *=0,01 < p <0,001; *** = 0,001< p < 0,0001; **** = p < 0,0001)
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No se observa desarrollo de colonias en placas del control negativo PBS-1X, ni en
placas de muestras de cerebro provenientes de ratones infectados con inoculo 10°
y 108 UFC SGB KU736792, ya sea por via intraperitoneal o endovenosa. Todos los
ratones que fueron infectados con inoculo 10’ UFC SGB KU736792 presentaron
recuentos bacterianos en macerados de cerebro, independiente de la via de
infeccion, mostrando diferencias significativas (p< 0,001) con el control negativo
PBS-1X. Como indica la FIGURA 14, no existieron diferencias significativas entre el
recuento bacteriano de los ratones inoculados con 107 UFC SGB KU736792 por

vias e.v. e i.p.

No se observa desarrollo de colonias en placas del control negativo PBS-1X, ni en
placas de muestras de pulmén provenientes de ratones infectados con inoculo 10°
y 108 UFC SGB KU736792, ya sea por via intraperitoneal o endovenosa Como se
muestra en la FIGURA 15, todos los ratones que fueron infectados con inoculo 107
UFC SGB KU736792 presentaron recuentos bacterianos en macerados de pulmon,
independiente de la via de infeccién, mostrando diferencias significativas (p<
0,0001) con el control negativo PBS-1X. Ademas, existieron diferencias
significativas (p<0,001) entre el recuento bacteriano de los ratones inoculados con
10’ UFC SGB KU736792 por via intraperitoneal y los infectados por via

endovenosa, siendo mayor el recuento en los mencionados inoculados via i.p.
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Figura 15. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre sembradas con macerado de pulmén de ratones infectados con SGB KU736792 en la
determinacion de dosis y via. Para este experimento, se optd por no considerar los datos procedentes de
ratones infectados con in6culos inferiores a 107, debido que la diseminacion de las diluciones seriadas de estos
grupos, no presentaron recuentos bacterianos. Se graficaron también, los controles pertinentes. (Valores de

significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001; *** = 0,001< p < 0,0001; **** = p < 0,0001)

No se observa desarrollo de colonias en placas del control negativo PBS-1X, ni en
placas de muestras de rifion provenientes de ratones infectados con inoculo 10° y
108 UFC SGB KU736792, ya sea por via intraperitoneal o endovenosa. Todos los
ratones que fueron infectados con inoculo 107 UFC SGB KU736792 presentaron
recuentos bacterianos en macerados de rifion, independiente de la via de infeccion,
mostrando diferencias significativas (p< 0,05) con el control negativo PBS-1X. Se

observa en la FIGURA 16 que no existieron diferencias significativas entre el

50



recuento bacteriano de los ratones inoculados con 10’ UFC SGB KU736792 por

vias e.v. e i.p.
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Figura 16. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre sembradas con macerado de rifion de ratones infectados con SGB KU736792 en la determinacion
de dosis y via. Para este experimento, se opt6 por no considerar los datos procedentes de ratones infectados
con indculos inferiores a 107, debido que la diseminacion de las diluciones seriadas de estos grupos, no
presentaron recuentos bacterianos. (Valores de significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001; *** = 0,001< p

< 0,0001; **** = p < 0,0001)
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Figura 17. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre sembradas con sangre de ratones infectados con SGB KU736792 en la determinacion de dosis y
via. Para este experimento, se optd por no considerar los datos procedentes de ratones infectados con indculos
inferiores a 107, debido que la diseminacién de las diluciones seriadas de estos grupos, no presentaron
recuentos bacterianos. (Valores de significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001; ** = 0,001< p < 0,0001; ****

= p < 0,0001)

No se observa desarrollo de colonias en placas del control negativo PBS-1X, ni en
placas de muestras de sangre provenientes de ratones infectados con inoculo 10°
y 10® UFC SGB KU736792, ya sea por via intraperitoneal o endovenosa. La
FIGURA 17 muestra que todos los ratones que fueron infectados con inoculo 107
UFC SGB KU736792 presentaron recuentos bacterianos en sangre, independiente

de la via de infeccidn, mostrando diferencias significativas (p< 0,01) con el control

52



negativo PBS-1X. No existieron diferencias significativas entre el recuento
bacteriano de los ratones inoculados con 10’ UFC SGB KU736792 por vias e.v. e
L.p.

En el experimento de sepsis en cepas BALB/c, C57BL/6 y también se realizo
recuento bacteriano para confirmar infeccion. En este caso, también se calcularon
UFC/mL y se tabularon los datos, para posteriormente graficar y analizar los

resultados, que se exponen a continuacion:
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Figura 18. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre con macerado de cerebros de ratones infectados con SGB KU736792 para grupos experimentales

en lainfeccion de cepas BALB/c, C57BL/6 y CF-1. (Valores de significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001;

**kk — N NN1 -~ ~n ~ N NNN1T - kk%kk%k — n ~ N NNN1N
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La FIGURA 18 muestra los recuentos bacterianos de macerados de cerebro de
ratones cepas BALB/c y C57BL/6 desafiados con 107 UFC de SGB KU736792 y
control negativo PBS-1x. No se observd desarrollo de colonias en placas sembradas
con muestras provenientes de ratones del control negativo PBS-1x En muestras
provenientes de grupos BALB/c y C57BL/6 hubo desarrollo de colonias de SGB a

nivel nervioso central. No existieron diferencias significativas entre ambos grupos.

La FIGURA 19 muestra los recuentos bacterianos de macerados de pulmén de
ratones cepas BALB/c y C57BL/6 desafiados con 10’ UFC de SGB KU736792 y
control negativo PBS-1x. No se observd desarrollo de colonias en placas sembradas
con muestras provenientes de ratones del control negativo PBS-1x. En muestras
provenientes de grupos BALB/c y C57BL/6 hubo desarrollo de colonias de SGB a
nivel nervioso central. No existieron diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 19. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre con macerado de pulmén de ratones infectados con SGB KU736792 para grupos experimentales
en lainfeccion de cepas BALB/c, C57BL/6 y CF-1. (Valores de significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001;

*** = 0,001< p < 0,0001; **** = p < 0,0001)
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La FIGURA 20 muestra los recuentos bacterianos de macerados de rifion de
ratones cepas BALB/c y C57BL/6 desafiados con 107 UFC de SGB KU736792 y
control negativo PBS-1x. No se observd desarrollo de colonias en placas sembradas
con muestras provenientes de ratones del control negativo PBS-1x En muestras
provenientes de grupos BALB/c y C57BL/6 hubo desarrollo de colonias de SGB a
nivel nervioso central. Ademas, existieron diferencias significativas en el recuento
bacteriano, siendo mayor en C57BL/6 que en BALB/c (p<0,05) siendo casi 2

ordenes de magnitud mas abundante el conteo.

e BALB/c
e C57BL/6
4 Control PBS-1X

Log10 (UFC/mL)
»H
1

Figura 20. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre con macerado de rifién de ratones infectados con SGB KU736792 para grupos experimentales en
la infeccion de cepas BALB/c, C57BL/6 y CF-1. (Valores de significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001;

*+ = 0,001< p < 0,0001; *** = p < 0,0001)
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Figura 21. Recuento bacteriano de Streptococcus agalactiae en UFC/mL estimadas de placas de agar
sangre con sangre de ratones infectados con SGB KU736792 para grupos experimentales en lainfeccion
de cepas BALB/c, C57BL/6 y CF-1. (Valores de significancia * = p < 0,05; ** = 0,01 < p < 0,001; *** = 0,001< p

< 0,0001; **** = p < 0,0001)

La FIGURA 21 muestra los recuentos bacterianos de macerados de cerebro de
ratones cepas BALB/c y C57BL/6 desafiados con 10’ UFC de SGB KU736792 y
control negativo PBS-1x. No se observo desarrollo de colonias en placas sembradas
con muestras provenientes de ratones del control negativo PBS-1x En muestras
provenientes de grupos BALB/c y C57BL/6 hubo desarrollo de colonias de SGB a

nivel nervioso central. No existieron diferencias significativas entre ambos grupos.

Cabe considerar que para este experimento se descarté usar los datos obtenidos
de los ratones CF-1 debido a que la mayoria de las placas presentaron incontables

bacterias en contradiccién con su evaluacién clinica, sin mayores signos de sepsis
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o infeccién avanzada. Asi, los datos mostrados solo corresponden a 6rganos de

individuos pertenecientes a los grupos BALB/c y C57BL/6.

6.2.3 Evaluacién Clinica de los animales

La evaluacion clinica se realizé de acuerdo a la metodologia descrita, en base a la
observacion de temperatura, peso y observacién de signos clinicos durante el
proceso de experimentacion, comparando los grupos de animales controles con los

tratados.

Con los valores de peso registrados en TABLA 5 se calcul6 el promedio de este
pardmetro para cada uno de los grupos cada dia del esquema infectivo, partiendo
el dia de inoculacion hasta el dia que corresponde eutanasia, punto final humanitario

0 muerte del ratén, resultando la TABLA 5
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TABLA S

Peso (g) promedio diario de grupos experimentales en la determinacion de

dosis y via de infeccion

Peso Promedio (g)

Grupo Dia1l Dia2 Dia3 Dia4 Dia 5
10e5i.p. 32,33 32,60 32,86 33,00 33,13
10e6i.p 32,90 30,36 30,73 31,83 31,66
10e7 i.p. 30,03 27,40 26,05 26,40 28,00

Control PBS-1X i.p. 27,83 28,43 27,93 28,43 28,50
10e5 e.v. 28,56 29,66 29,26 28,63 29,23
10e6 e.v. 31,06 29,50 30,23 30,70 32,06
10e7 e.v. 30,90 28,76 26,53 26,26 25,40

Control PBS-1X 29,26 29,83 29,50 29,96 29,96
e.v.

Estos datos fueron ingresados y procesados en el software GraphPad Prism 9.0.0®
resultando el grafico de la FIGURA 22. Se observa tendencia a la disminucion del
peso (g) en grupo 10e7 e.v. segun avanzan los dias, manteniéndose hasta el ultimo
dia del esquema de infeccion. También se observa disminucion del peso (g) en los
dias posteriores a la infeccion en el grupo 10e7 i.p., aunque esta tendencia tiende
a revertirse a mitad del esquema infectivo. Ademas, los grupos 10e5 i.p. y 10e6 i.p.
presentaron mayores pesos promedio, comparados con el control PBS-1X. Solo el

Grupo 10e7 i.p. presentd pesos menores al control PBS-1X i.p.
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Figura 22. Variacion de temperatura (°C) promedio de grupos experimentales en la determinacién de

dosis via post infeccion con SGB ku736792 desde la inoculacion hasta el dia de eutanasia. Para este

grafico se utilizo la técnica analitica de t-Student

Ademas, con los valores de temperatura (°C) registrados en TABLA 6 se calcul6 el

promedio de este parametro para cada uno de los grupos cada dia del esquema

infectivo, partiendo el dia de inoculacion hasta el dia que corresponde eutanasia,

punto final humanitario o muerte del ratén, resultando la siguiente tabla:
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TABLA 6

Temperatura (°C) promedio diario de grupos experimentales en la
determinacion de dosis y via de infeccion.

Temperatura (°C) promedio

Grupo Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
10e5i.p. 35,34 35,43 35,56 35,55 35,61
10e6 i.p. 35,26 35,88 36,24 36,37 36,42
10e7 i.p. 34,35 33,98 33,51 34,76 34,96

Control PBS-1X i.p. 35,58 35,43 35,57 36,10 35,65
10e5 e.v. 35,91 35,56 36,40 36,38 36,31
10e6 e.v. 35,84 36,16 36,24 36,22 36,35
10e7 e.v. 35,28 34,99 35,16 35,75 34,96

Control PBS-1X 34,67 35,16 35,28 35,40 35,47
e.v.

Luego, estos datos fueron ingresados y procesados en el software GraphPad Prism
9.0.0 ®. Se observa en la FIGURA 23 que todos los grupos de infeccién
intraperitoneal, incluido el control PBS-1X i.p., presentan mayor temperatura
promedio al término del esquema infectivo en comparacion con la temperatura de
inicio del experimento. Ademas, se observa que todos los grupos de infeccién
endovenosa presentaron mayor temperatura promedio final al término del esquema
infectivo en comparacion con el dia de inicio del esquema, con excepcion del grupo
10e7 e.v. que presenté una temperatura (°C) méas baja al término del esquema
infectivo. Se observa ademas un comportamiento particularmente erratico en las
temperaturas promedio de los grupos 10e7 e.v. y 10e7 i.p. mostrando bruscos

aumentos y disminuciones con variaciones de un dia.
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7. Discusion

El desarrollo e implementacion de modelos biologicos es vital para la salud humana.
Con estos, es posible estudiar patologias, las consecuencias que traen al organismo
y evaluar tratamientos para la enfermedad. Para Streptococcus agalactiae, la
literatura pone a disposicibn modelos animales de tilapia y de raton, (Xiao li et al,
2019) (Soto et al, 2018) usados en investigaciones biotecnoldgicas asociadas a la
produccion de vacunas en uso humano o animales de crianza de la industria
carnica. En cuanto a modelos de sepsis se refiere, los que se encuentran
disponibles suelen usar el término indistintamente para desafio letal, sepsis, o
infeccion invasiva, poco caracterizados, lo que afecta en la interpretacion y
extrapolacion de resultados (lovino et. al, 1968) (Stortz et. al, 2017) (Lentini et. al,
2018). Este trabajo plante6 implementar un modelo biolégico de sepsis en al menos
una cepa de Mus musculus, ya sea C57BL/6, BALB/c o CF-1, evaluando para ello,
recuento bacteriano de cerebro, pulmédn, rifidn y sangre de ratones infectados por
distintas vias e in6culos con la cepa SGB KU 736792, monitoreando ademas su
temperatura, peso y signos de sepsis mediante score clinico durante todo el
esquema de infeccién. Ademas, se plante6é describir el perfil de expresion de
citoquinas de los animales infectados. Todo ello con los controles pertinentes. Como
resultado, se aportan antecedentes sobre la factibilidad de llevar a cabo modelos de
sepsis en las cepas BALB/c y C57BL/6, logrando con éxito la infeccién en grupos

de ratonas de cada cepa, el desarrollo del cuadro clinico en un tiempo de estudio
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acotado, presentando diferencias significativas en la disminucion de la probabilidad
de supervivencia. Ademas, se proponen criterios que permitieran confirmar y
caracterizar sepsis y su posterior uso para uso en estudios de interaccion patégeno-
hospedero. A la fecha, Chile no cuenta con modelos biolégicos de sepsis por SGB
disponibles en la literatura, lo cual posiciona este estudio como el primero en
desarrollar un modelo murino de sepsis en Mus musculus por Streptococcus

agalactiae.

Respecto de la dosis optima de sepsis, no se observé desarrollo de sepsis tanto en
el grupo control como los grupos 10° y 10° UFC/mL ya sea por via intraperitoneal o
endovenosa. Solo los grupos infectados por via intraperitoneal y via endovenosa
con inoculo 107 UFC/mL desarrollaron sepsis, confirmada por cultivo positivo de
SGB en placas de agar sangre sembradas con homogeneizado de todos tejidos
seleccionados. Sumado a lo anterior, se confirmé infeccion invasiva por cultivo
positivo en los ratones tanto de las cepas BALB/c y C57BL/6 infectados con 107
UFC de SGB KU736792. Lo anterior permite concluir que 107 UFC/mL es el inoculo
optimo para la implementacion del modelo de sepsis utilizando la cepa SGB
KU736792. Cabe destacar que no hubo tendencia ni diferencias significativas en
cuanto a las variables peso y temperatura, lo cual se aleja del criterio sepsis 3 que
plantea variaciones de = 3.0°C en casos de sepsis, lo cual es relevante a la hora de

extrapolar resultados a humanos.
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En cuanto a la via de infeccion, se logra el desarrollo de sepsis mediante via
endovenosa y via intraperitoneal, confirmadas mediante cultivo en placa. Sin
embargo, no es posible escoger una via éptima para el desarrollo del modelo
biologico, con los antecedentes recabados. Queda pendiente para proximos
estudios una ampliacion del nimero de sujetos involucrados en cada grupo, que
permita agregar datos en esta definicion. Aun asi, para efectos de este trabajo se
escogio la via endovenosa para la consecucion de la investigacion. Esto amparado
en la mayor probabilidad de sobrevida lo que permite estudiar el fenébmeno de

manera mas acabada.

Este trabajo también propuso investigar diferencias entre distintas cepas BALB/c y
C57BL/6 y CF-1 de Mus musculus. Asi, se logré desarrollar infeccion invasiva en
ratones, tanto de las cepas BALB/c, como en ratones de la cepa C57BL/6
confirmando infeccion mediante recuento en placa, no existiendo diferencias
significativas entre ambas cepas de ratones. Sin embargo, la probabilidad de
sobrevivencia al dia 4 es mas alta en ratones BALB/c en comparacién con C57BL/6.
Dicha tendencia se mantiene en los recuentos bacterianos, no existiendo
diferencias significativas en recuento de macerados de 6rganos, salvo el recuento
bacteriano de macerados de rifidn, siendo superior el recuento bacteriano de
C57BL/6 por sobre BALB/c. Lo anterior puede ser explicado por tropismo que
presente la bacteria por el tejido renal de esta cepa en particular, presentando esta,
algun antigeno que permita este comportamiento tejido-especifico. No fue posible

encontrar en la literatura evidencia de proteinas relacionadas directamente con el
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dafio renal de la infeccion SGB. Debido a su mejor sobrevivencia y para evitar
sesgos de interacciones tejido especificas, se optd por implementar el modelo de

sepsis en ratonas cepa BALBI/c.

Este trabajo, logré desarrollar un modelo de sepsis en ratonas BALB/c mediante la
infeccion de 10° UFC de SGB KU 736792 via endovenosa, que puede ser utilizado
como base para estudios patégeno hospedero, factores de virulencia involucrados
en la sepsis, ademas de vacunas o tratamientos orientados a su tratamiento. Cuenta
con la potencialidad de expandirse a modelos mas complejos como sepsis maternal
0 neonatal. Para complementar el modelo, se recomienda incorporar analisis
respecto de la respuesta inmune asociada (Stortz et al, 2017). Esto, debido a que
la literatura muestra que entre las principales limitaciones de los modelos de sepsis
se encuentra la exagerada respuesta inmune en comparacion con la sepsis en
humanos (Buras et al, 2005) y se reportan diferencias respecto de la respuesta
inmune, especificamente de la respuesta TH1 en C57BL/6 y TH2 en BALB/c (Mills
et al, 2000). El equipo del laboratorio de la seccion de biotecnologia cuenta dentro
de sus publicaciones con estudios respecto del efecto de vacunar ratonas con la
proteina inmunogénica de superficie recombinante (SIPr) y su impacto en el
descenso en las tasas de colonizacién vaginal y el desarrollo de anticuerpos e
inmunidad protectora contra SGB. Este modelo de sepsis queda a disposicion de la
investigacién sobre el efecto de la vacunacién con SIPr y su efecto en el desarrollo
sepsis, considerando las probabilidades supervivencia, infeccién invasiva y

respuesta inmune asociada.
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En el transcurso de este trabajo, una revuelta social y posterior pandemia puso en
la agenda publica una exigencia ampliamente acogida, la de mayor destinacion de
recursos a la salud publica y la investigacién y desarrollo asociada al éarea. La
organizacion mundial de la salud hace un llamado a buscar vacunas contra
Streptococcus agalactiae y otros debido a la amenaza cada vez mas real que
implica el fendmeno de la resistencia antibittica, lo que refuerza la necesidad de la
investigacion de agentes infecciosos que aguejan a nuestra poblacién y el desarrollo
de alternativas terapéuticas que permitan su tratamiento. Lo anterior implica
avanzar hacia encontrar respuestas a las probleméticas inmediatas del pais, lo cual
amplia nuestra independencia, autonomia y creatividad en cuanto al manejo de
problematicas sanitarias de interés publico, asi como también un area productiva

con proyeccion,
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8. Conclusiéon

Se aislo, identificO y caracterizd la cepa KU736792 de Streptococcus
agalactiae, utilizando métodos microbiologicos clasicos de cultivo en agar y
otras pruebas bioquimicas.

La Administracion exogena de la cepa KU736792 de Streptococcus

agalactiae, por via endovenosa o intraperitoneal, produjo sepsis en

individuos de Mus musculus de las cepas BALB/c y C57BL/6

9. Proyecciones

Caracterizar la respuesta inmune de Mus musculus a la infeccidon por SGB.

Evaluar la expresion génica de factores de transcripcién involucrados en

cuadros invasivos de SGB.

Evaluar el efecto de una vacuna oral contra SGB en modelo murino de

sepsis.
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