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1. INTRODUCCION

1.1. Streptococcus pneumoniae

1.1.1 Antecedentes historicos

Streptococcus pneumoniae, fue descubierto simultdneamente por Pasteur y
Sternberg en 1881, siendo uno de los primeros patdégenos aislado, caracterizado y que
jugd un papel muy importante en el desarrollo de la bacteriologia moderna, la genética,

la inmunologia, la terapia antimicrobiana y el desarrollo de vacunas (1,2).

En la era preantibiodtica la neumonia fue sumamente comun, siendo responsable
del 7% de los fallecimientos en Estados Unidos y Europa. La tasa de mortalidad mas
alta se encontraba entre los nifios menores de 2 afios, especialmente en aquellos con

bronconeumonia o bacteriemia (2).

En 1886 se describrieron otras localizaciones en las infecciones neumocdcicas
asociadas a la neumonia, aislandose neumococo en un exudado de la piamadre de un
paciente que fallecid de meningitis. En pocos afios se registraron otras complicaciones
como la artritis, la endocarditis, la peritonitis o la bacteriemia sin foco que indicaban
infeccion hematdgena. Las manifestaciones de la infeccion primaria englobaban el

tracto respiratorio, incluyendo la neumonia, la traqueobronquitis, la otitis y la sinusitis

).

El descubrimiento de la penicilina en 1940 supuso un avance importante en el
tratamiento de la neumonia, aunque en poco tiempo ya se habian seleccionado
neumococos mutantes resistentes. Veinte ainos mas tarde emergio el primer aislamiento
clinico con sensibilidad reducida. En poco tiempo, aparecieron cepas resistentes en
Paptia Nueva Guinea y en la misma década, cepas con resistencia intermedia en

Sudafrica, Europa y Norte América (3).

Cuando se introdujo la vacuna polisacaridica, el foco de atencion se centro en las
neumonias en adultos, sin prestar mucha atencién a las infecciones neumococicas en

nifios pequefios, a pesar de que se estimaba que en paises en vias de desarrollo, cada afio



Introduccion

morian aproximadamente 2 millones de nifios menores de 5 afios como consecuencia de
infecciones respiratorias (4). Sin embargo, en paises industrializados, las infecciones
neumococicas mas frecuentes entre niflos menores de 2 afios eran las otitis medias
agudas (OMA) (2). Aproximadamente un tercio de las OMAs estaban causadas por
neumococo (5), por esta razon se hacia necesaria una vacuna para la prevencion de las
otitis e infecciones del tracto respiratorio en nifios. Cuando se obtuvo la licencia de la
vacuna polisacaridica 14-valente, se puso de manifiesto que la respuesta inmune a esta
vacuna era dependiente de la edad y muy débil en pacientes menores de 5 afios (6,7).
Tras esto, se consensud que el primer paso en la prevencion de las otitis media era
desarrollar una vacuna neumocdcica conjugada multivalente para nifios, empezando por

los serotipos 6A o 6B, 14, 19F y 23F (2).

Respecto al desarrollo de las vacunas, exceptuando las primeras basadas en
células de neumococo enteras e inactivadas, posteriormente todas han sido basadas en
polisacaridos capsulares serotipo-especificos purificados. Estas vacunas inducen la
produccion de anticuerpos serotipo-especificos en el humano, protegiéndolo asi de

infecciones debidas a estos serotipos (2).

1.1.2. Microbiologia

Streptococcus pneumoniae 0 neumococo es un coco oval grampositivo. Tiene un
diametro de 0,5-1,2 um y se agrupa de manera caracteristica en parejas lanceoladas o en
cadenas cortas. So6lo crece en medios enriquecidos suplementados con sangre, no forma
esporas y es inmovil. Son anaerobios facultativos y su crecimiento se ve favorecido en
presencia de 3-5% de CO,. Cuando S. pneumoniae crece en la superficie de un medio de
cultivo solido, la capsula da lugar a colonias con una apariencia mucoide y redonda (8).
Si el periodo de incubacion es prolongado, las cepas de neumococo experimentan
autolisis debido a la susceptibilidad a los peroxidos producidos durante el crecimiento y
a la accion de las autolisinas (9), presentando una invaginacion o depresion en el centro

de la colonia.

En agar-sangre, los neumococos producen colonias rodeadas por una zona

verdosa de hemolisis alfa. Esto permite diferenciar a S. pneumoniae de los estreptococos
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B-hemoliticos, pero no de los estreptococos a-hemoliticos cohabitantes del tracto
respiratorio superior, especialmente del grupo viridans (8). Pruebas especificas como la
solubilidad en bilis y la sensibilidad a la optoquina permiten diferenciar el neumococo
de los Streptococcus del grupo viridans. Otra prueba especifica para la deteccion de
neumococos es la reaccion de Quellung, que consiste en el aumento de la capsula
después de afnadir los antisueros capsulares especificos. Actualmente existen diferentes
reactivos comerciales para test rapidos de identificacion, basados en la deteccion visible
del complejo antigeno-anticuerpo por aglutinacion, resultado de la reaccion entre los
antigenos de la superficie neumocoécica y los anticuerpos especificos de los diferentes

serotipos que contiene el reactivo absorbidos a las particulas de latex (10).

1.1.3. Estructura

La composicion de la pared celular de los neumococos y el de los estreptococos
en general, es similar a la de otras bacterias grampositivas, que estd compuesta
principalmente por peptidoglucano, en el cual estdn introducidos distintos hidratos de
carbono, &cidos teicoicos, lipoproteinas y antigenos protéicos de superficie. El
peptidoglicano esta constituido por largas cadenas de polisacarido unidas por enlaces
peptidicos. El componente del polisacarido consiste en unidades alternas de los hidratos
de carbono N-acetilglucosamina y N-acetilmuramico, que forman un enlace 3-1,4. Los
acidos teicoicos, los cuales contienen galactosamina, fosfato y colina, se encuentran
anclados a la pared celular a través de enlaces fosfodiéster y se extienden a través de la
capsula. Esta estructura es especifica de la especie y se llama polisacarido C. Este, hace
precipitar la proteina C reactiva en presencia de calcio (9). La colina desempefia una
importante funciéon en la activacion de la autolisina durante la division celular. Los
acidos teicoicos estabilizan la pared celular y participan en la adherencia a la mucosa o
a otras superficies (11). La pared celular estd también constituida por &cidos
lipoteicoicos, que quimicamente son acidos teicoicos formados por unidades de glicerol,

pero anclados a los glucolipidos de la membrana celular (12).

El aspecto estructural distintivo del neumococo es su cépsula. Todas las cepas
virulentas tienen capsula de superficie compuesta por polimeros de polisacaridos de alto

peso molecular, que son mezclas complejas de monosacaridos, oligosacaridos y en
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ocasiones, otros componentes, y que tienen actividad antigénica. La capsula se
considera el factor de virulencia mas importante y reconocido del neumococo. Hasta
hace poco se habian descrito un total de 91 serotipos capsulares que difieren en los
azlcares y enlaces de las unidades repetitivas y que son patogenos para el hombre (13).
Debido a la reaccion cruzada que existe entre algunos serotipos a causa de

determinantes antigénicos comunes, se han agrupado en 46 serogrupos.

1.1.4. Aspectos epidemiologicos e importancia clinica

La enfermedad neumococica tiene una gran relevancia socio-sanitaria. En todo
el mundo mueren mas de cinco millones de nifios cada afno a causa de la enfermedad
neumococica. S. pneumoniae se considera la principal causa de neumonia adquirida en
la comunidad y su severidad puede ir desde una otitis media o neumonia hasta una
septicemia o meningitis. Cuando la bacteria se aisla en otras localizaciones diferentes a
secreciones respiratorias como sangre o liquidos bioldgicos, se considera una infeccion
invasiva. La enfermedad neumococica invasiva (ENI) en pacientes adultos sigue

asociandose a una elevada mortalidad.

S. pneumoniae se encuentra en las vias respiratorias altas del 5-10% de los
adultos sanos, no obstante, ha habido tasas de portadores superiores al 60% en
poblaciones cerradas (14). En los adultos, la colonizacion y el estado de portador suelen
prolongarse de 2 a 4 semanas (15). Los lactantes suelen colonizarse a los 3 o 4 meses
con un serotipo concreto y se mantienen asi alrededor de 4 meses. La mayor incidencia
de colonizacion se da a los 2 a 3 afos, pudiendo alcanzar una tasa de 40-60%
(11,16,17). La incidencia también varia porque se ve afectada por los métodos
empleados para detectar la bacteria y por la poblacion estudiada (9). La colonizacion de
los lactantes se asocia a la falta de anticuerpos anticapsulares especificos y los serotipos
poco antigénicos (18). Las tasas de colonizacion suelen ser més frecuentes en los nifios
que asisten a guarderias, en comunidades cerradas y en los meses frios. La mayor
susceptibilidad de las personas ancianas a la enfermedad neumocoécica se debe al
envejecimiento del sistema inmunitario y la posterior disminucion de la produccion de

anticuerpos (11,19).
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Las infecciones neumococicas ocurren durante toda la vida, pero son mas
frecuentes en individuos muy jovenes (< 3 afios de edad) y en ancianos (> 65 afios) (14).
La enfermedad neumococica aparece cuando los microorganismos que colonizan la
nasofaringe u orofaringe se diseminan a localizaciones como el pulmoén, los senos
paranasales, el oido o las meninges. La bacteriemia puede ocurrir en todas estas

infecciones.

En los adultos, la enfermedad broncopulmonar subyacente y la inmunidad
humoral comprometida predisponen a la enfermedad neumocécica (19). Las personas
con asplenia funcional o que han sufrido esplenectomias quirirgicas también tienen un
mayor riesgo de desarrollar una bacteriemia neumocdcica invasiva, que puede llegar a
ser mortal (20). Debido al dafio que causan los virus en los mecanismos de depuracion
bronquial, las infecciones respiratorias virales también predisponen a la infeccion
neumococica del aparato respiratorio. Los hemocultivos suelen ser positivos en el 20-

30% de los pacientes con neumonia neumocdcica (11).

S. pneumoniae es la causa mas frecuente de bacteriemia, sepsis y meningitis
bacteriana tanto en nifios como en adultos (14). En los adultos, el neumococo representa
alrededor de un tercio de las meningitis extrahospitalarias en los Estados Unidos y tiene
una mortalidad asociada del 20-25% (21). En nifios el neumococo representa el 40-50%

de los casos de otitis media aguda (OMA) y se asocia a sinusitis y mastoiditis (22,23).

Con el uso de la penicilina han ocurrido dos cambios importantes a nivel
mundial. El primero, fue que las epidemias debidas a los serotipos mas invasivos, el 1,
2, 3, 5y 7 eran menos frecuentes, ya que el tratamiento precoz interrumpia la cadena de
transmision y se reducia el nimero de portadores e infectados (2). El segundo, fue que
los serotipos menos virulentos en nifios, el 6, 9, 14, 19 y 23, tuvieron mayor €xito como
colonizantes y empezaron a reemplazar a los serotipos epidémicos en las infecciones

graves (24).

Veintitres de los 91 serotipos de neumococo producen enfermedad con mas
frecuencia que los otros, pudiendo alcanzar el 88% de las bacteriemias y meningitis
neumococicas (14). La edad de los pacientes y la distribucion geografica de los casos

también varia. Estas diferencias se deben, al parecer, al incremento de los factores de
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virulencia en estos tipos, pero no se han podido aclarar las causas especificas. Estas
caracteristicas no influyen en el tratamiento médico de los casos individuales, pero

tienen importancia para idear estrategias de prevencion, como las inmunizaciones.

La capsula es el principal factor de virulencia del neumococo. Por tanto, la
determinacion del serotipo capsular en la enfermedad invasora tiene un doble interés:
clinico porque va a condicionar la virulencia y por tanto la presentacion clinica, y

epidemiologico a la hora de formular y de conocer el impacto de las nuevas vacunas.

Clasicamente, el estudio de la distribucion de serotipos se realiza mediante el
aislamiento y posterior serotipificacion de las cepas mediante la reaccion de hinchazén
capsular de Neufeld (Quellung). El alto coste de los antisueros, la subjetividad en la
interpretacion de los resultados y la necesidad de experiencia son grandes limitaciones

de esta técnica.

Pai R. et al (25), basandose en los datos epidemioldgicos del programa de
vigilancia del CDC, han desarrollado un sistema basado en 7 PCRs multiples
secuenciales de los genes que codifican los diferentes tipos de antigenos capsulares e
incluye el gen cps (antigeno capsular comun a todos los S. preumoniae) como control
interno. Este sistema permite identificar el 95% de los serotipos mdas prevalentes en
USA, utilizando un equipo basico de amplificacion de ADN y de electroforesis. El
esquema propuesto por el CDC ha sido utilizado en diferentes paises para conocer la
distribucion de los serotipos capsulares de S. preumoniae en aislamientos clinicos. En
algunos casos este esquema ha sido modificado y adaptado a la prevalencia de los

serotipos de cada area geografica (26,27).

En Espaiia, entre 1990 y 1996, los diferentes serotipos hallados en funcion de la
edad coincidian con otros estudios. Asi, los serogrupos mas frecuentes en nifios eran el
6, 14, 18, 19 y 23, mientras que en adultos fueron el 3, 8 y 9 (28). Los serogrupos
relacionados con la resistencia a penicilina fueron el 6, 9, 14, 19, and 23. Un trabajo
realizado en Espafia entre 1990 y 1999 por los mismos autores, donde se estudiaron
3921 cepas aisladas en nifios menores de 15 afios de los hospitales de todas las
Comunidades Autonomas de Espafia, mostrd una cobertura de la vacuna heptavalente en

aislamientos procedentes de hemocultivos de un 78% (29).
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En 2000-2002 los serogrupos invasivos mas frecuentes en nifios seguian siendo
los cinco nombrados anteriormente (6, 14, 18, 19 y 23) mas el serotipo 1, mientras que

en adultos, los 5 serogrupos mas prevalentes entre 2000-2002 fueron el 3, 14,1, 19 y 4
(8).

Segin un estudio realizado en Estocolmo, la ENI esta causada por 2 grupos
clonales diferentes, uno incluye los clones altamente virulentos y el otro incluye los
clones que producen ENI debido a su capacidad de colonizaciéon y difusion (30). Con
respecto a la capacidad el neumococo para producir ENI, se cree que es mas importante
el serotipo capsular que el genotipo (31). No obstante, los aislamientos del mismo
serotipo suelen ser genéticamente mas similares que los de otro serotipo. Esto explica
que muchos clones del mismo serotipo posean la misma capacidad de producir ENI

(30).

Aunque vayamos adquiriendo un mayor conocimiento sobre los aspectos basicos
de la patogénesis de la enfermedad neumocécica, todavia se desconocen los
mecanismos y motivos exactos por los cuales ciertos clones son habitualmente los
causantes de ENI. Para la caracterizacion de los aislamientos bacterianos se han
desarrollado métodos tanto fenotipicos como genotipicos, que nos proporcionan una
valiosa informacion para las investigaciones epidemiolédgicas. Las técnicas de analisis
genético como el ribotyping, la electroforesis en campo pulsante (ECP) y el MLST
(multilocus sequence typing) han mostrado tener un poder discriminatorio superior al

serotipado (32).

Entre los métodos de tipado molecular, la ECP ha sido ampliamente utilizada
para caracterizar diferentes microorganismos, incluyendo el S. pneumoniae, debido a su
alto poder discriminatorio y se considera mejor que otras técnicas de tipado molecular
(33-36). La ECP tiene la ventaja de no ser cara y ser altamente reproducible. Suele ser
mas efectiva para estudios epidemioldgicos locales (37,38). Se ha visto que aislamientos
de distintos serotipos pueden estar relacionados genéticamente y que aislamientos del
mismo serotipo pueden mostrar diferentes patrones de ECP. La ECP puede discriminar

aislamientos en funcion de su serotipo o lugar de infeccion (32).
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La dindmica evolutiva del neumococo hace imprescindible el empleo de técnicas
fenotipicas y de la epidemiologia molecular para lograr sistemas de vigilancia mas

completos a nivel nacional como internacional.

1.1.5. Patogénesis de la infeccion neumococica

La elevada prevalencia de la colonizacion neumocdcica se debe al éxito con el
que se adhiere y se multiplica en las células epiteliales de la nasofaringe humana. La
colonizacién nasofaringea por S. pneumoniae esta mediada por la unién de las bacterias
a las células epiteliales por medio de adhesinas de superficie (9), en concreto la proteina
fijadora de colina se une a las colinas y los carbohidratos que cubren la pared de la
célula epitelial de huésped. La aspiracion de las secreciones respiratorias que contienen
a estos neumococos puede culminar en una neumonia (39). En condiciones normales,
los mecanismos de aclaramiento locales como la tos, los reflejos epigldticos o la
fagocitosis, son suficientes para eliminar con rapidez los microorganismos aspirados.
Sin embargo, cuando existen factores del huésped que alteran la eficacia de estas
defensas, los neumococos pueden llegar a los alveolos y multiplicarse. Entre estos
factores se encuentran enfermedades pulmonares croénicas, lesion del epitelio bronquial
por humo de tabaco o contaminacion aérea y disfuncion respiratoria por intoxicacion

alcoholica, narcoticos, anestesia y traumatismos (39).

Una vez que la bacteria se encuentra en el alveolo, parece que los factores de
virulencia actuan en dos etapas. La primera se da al principio de la infeccion, como
consecuencia de la actividad antifagocitica que proporciona la cépsula. La segunda
etapa ocurre cuando los microorganismos empiezan a desintegrarse y a liberar diversos
factores como la neumolisina, la autolisina y componentes de la pared celular (39).
Estos factores atraen a las células inflamatorias hacia el foco de infeccidn, favoreciendo

la destruccion tisular.

La patogénesis de la infeccion neumococica es consecuencia de la interaccion
entre los factores de virulencia neumocdcicos y la respuesta inmune del huésped. Los
determinantes de virulencia neumocdécicos y su correspondiente respuesta inmune

producen cuatro efectos clave: la adhesion, la invasion, la inflamacién y el shock (40).
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1.1.6. Factores de virulencia

Como ya se ha comentado anteriormente, la virulencia del S. pneumoniae se
debe principalmente a su capacidad para resistir la fagocitosis y a la destruccion
intracelular de las células fagociticas (14). Esta resistencia a la fagocitosis se debe a su
vez a la capsula de polisacarido de la bacteria. De hecho, en modelos animales, cuando
se inhibe la produccion de la capsula mediante técnicas genéticas, €stos se vuelven
avirulentos (11). Los diferentes tipos capsulares varian en la capacidad para producir
respuestas de anticuerpos humorales y en las propiedades bioldgicas que confieren

mayor o menor virulencia (41).

La principal funcion de capsula polisacaridica es la proteccion de la bacteria
frente a la actividad fagocitica de las células del sistema inmunitario, principalmente los
macrofagos. Por ello, los organismos capsulados son resistentes a la fagocitosis y se
multiplican rapidamente, mientras que los neumococos no capsulados son fagocitados

rapidamente.

Algunos productos celulares como la neumolisina o autolisina, podrian
desempefiar un papel en la virulencia de los neumococos, ya que los mutantes
defectuosos en la produccion de estos componentes poseen una menor virulencia en

modelos animales (11,42).

La neumolisina (Ply) es miembro de la familia de toxinas formadoras de poros
transmembranales, entre las que se encuentran la toxina estafilococica alfa,
estreptolisina O de S. pyogenes y otras (43). El neumococo no secreta neumolisina, sino
que se descarga como consecuencia de la lisis de los microorganismos (44,45). La
neumolisina actua uniéndose al colesterol en las membranas celulares de distintas
células huéspedes. A continuacion se introduce en la membrana y tras una
oligomerizacién provoca unos poros transmembrana, que finalmente lisan las células
(46). La neumolisina es una toxina bifuncional y ademds de sus propiedades citotoxicas,
tienen la capacidad de activar directamente la via cldsica del complemento (46). Inhibe
ademas la actividad bactericida de los leucocitos, reduce la movilidad ciliar del epitelio

respiratorio y estimula la produccién de citocinas por los macrofagos (47-49).
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La autolisina (LytA), es responsable de la lisis celular que conlleva la liberacion
intracelular de la Ply y otros factores de virulencia (50). La mutagénesis del gen /yt4

previene la autolisis.

La neuraminidasa es un factor de virulencia que se ha encontrado en todos los
neumococos estudiados. Este enzima escinde el 4cido sidlico terminal de los glucanos
como la mucina, glicolipidos o las glicoproteinas que se encuentran en las superficies
celulares, exponeniendo nuevas porciones de la molécula que median la adherencia de
las células bacteriana (51,52). Existen al menos dos tipos de neuraminidasa, NanA and
NanB. Algunas cepas neumocoécicas también producen hialuronidasa (hyl) e IgA

proteasas, que facilitan la propagacion y colonizacion bacteriana (53).

La proteina de unién a la colina A (CbpA) tiene una gran habilidad para
reaccionar tanto con anticuerpos humanos como con el suero protector del raton, ya que

permite la adherencia al tejido huésped y la posterior colonizacion (53).

El antigeno de superficie A (PsaA) es otro factor de virulencia del neumococo.
Se ha observado que los anticuerpos dirigidos a la PsaA en ratones confieren proteccion

contra el neumococo y que los mutantes para la PsaA son avirulentos (52).

La proteina PspA es uno de los antigenos mejor caracterizado de la familia de
las CBP (proteina de unidén a colina). Se encuentra en la superficie de todos los
neumococos (54) y su papel en la patogénesis del neumococo esta demostrado (55,56).
Su principal funcién es reducir la deposicion de las moléculas del complemento C3b
sobre la superficie del neumococo y la posterior aclaracion mediada por el complemento
(56). La PspA también se une a la lactoferrina (57,58), protegiendo al neumococo del
efecto bactericida de la apolactoferrina y facilitando asi la colonizacion de las mucosas

(59).
1.1.7. Resistencias en S. pneumoniae

Tras el primer neumococo con sensibilidad disminuida a penicilina descrito en
Australia en 1967 (60), la preocupacion con respecto a las resistencias a los antibidticos

en S. pneumoniae ha ido en aumento (3,61,62). Durante la década de 1970, la

11
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resistencia a la penicilina entre las cepas de S. pneumoniae era rara en los Estados
Unidos y so6lo el 0.2% eran resistentes. La penicilina siguié siendo el tratamiento de
eleccion mientras emergian las resistencias a tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos y
cotrimoxazol (3). En 1978 emergen en Africa, cepas no solamente resistentes a los
antibidticos nombrados, sino también completamente resistentes a la penicilina; esto
marco la era de los neumococos multirresistentes (63). Durante la década de 1980,
fueron halladas cepas multirresistentes (resistencia a 3 o mas tipos de antibidticos) en
Espana y se extendieron globalmente (3). Durante la década de 1990, hubo un aumento
de neumococos multirresistentes en Estados Unidos (64). Cuando en el ano 2000, se
introdujo la primera vacuna neumococica conjugada en Estados Unidos,
aproximadamente la mitad de los aislamientos de las enfermedades neumocdcicas

invasoras fueron resistentes a penicilina y/o a macrolidos (64).

Aunque la invasividad y la resistencia no estan obligatoriamente relacionadas, si
tienen una importancia fundamental en el manejo de la enfermedad invasora y su
evolucion clinica. El estudio de la sensibilidad y de los mecanismos de resistencia a
betalactamicos (sobre todo penicilina) y macrélidos, ha sido objeto de intenso estudio
en las ultimas décadas. Los problemas de resistencia a betalactdmicos y macrolidos han

conducido al empleo de nuevas moléculas en el tratamiento, como las fluorquinolonas.

La mayoria de los mecanismos de resistencia conocidos en bacterias han sido
descritos para S. pneumoniae, con la excepcion de la resistencia mediada por plasmidos.
Sin embargo se ha descrito la resistencia mediada por un pladsmido linealizado en un
transposon y la insercion de éste en el cromosoma neumocoécico. Es el caso del
cloranfenicol (65). En el neumococo, la resistencia de al menos 3 clases de antibioticos
estd mediada por la mutacion de una base en el gen cromosomico. Por ello, esta clase de
resistencia podria ser facilmente seleccionada por la terapia antibidtica y el amplio uso
de estos antibioticos. El uso generalizado de un agente podria seleccionar una cepa

multirresistente.

La resistencia a la penicilina se asocia con una alteracion de las proteinas de
unioén a la penicilina (PBP) que tienen menor afinidad para fijar la penicilina a la pared
de la célula bacteriana. Las PBPs son enzimas transpeptidasa que participan en la

sintesis de peptidoglicano y cada especie bacteriana contiene un conjunto caracteristico
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de PBPs. Dependiendo de la estructura de los dominios y los aminodcidos conservados
en el dominio N-terminal se distinguen las de clase A y clase B de alto peso molecular y
la PBPs de bajo peso molecular. S. pneumoniae contiene 6 PBPs: tres PBPs de clase A
de alto peso molecular (1A, 1B y 2A), dos de la clase B de alto peso molecular (2X y
2B) y la PBP3 de bajo peso molecular (66).

El primer mecanismo de resistencia a macrolidos descrito en S. pneumoniae fue
una modificaciéon post-transcripcional de la 23S rRNA por una adenina-N°
metiltransferasa (67). Los genes que codifican estas metilasas se designaron erm
(erythromycin ribosome methylase) y se han hallado en numerosas bacterias
grampositivas (53). Ocasionalmente el enzima ErmA del S. pneumoniae es codificado
por el gen ermA de un Streptococcus pyogenes resistente (68). En Estados Unidos la
resistencia a macrdlidos a menudo suele ser debida al gen de reflujo mefE (69). Este gen
estd asociado con el 20-30% de las resistencias a macrolidos en la mayor parte del
mundo. En Italia el reflujo estd mediado por el gen mef4 (70). Un pequeiio porcentaje
de la resistencia a macrolidos estd mediada por mutaciones en la diana en todas las
copias de genes para rRNA y/o mutaciones en los genes para proteinas ribosomales

(71).

La resistencia a trimetropim-sulfametoxazol esta mediada por mutaciones en los
genes cromosomicos de la dihidrofolato reductasa (72) y la dihidropteroato sintetasa

(73).

La resistencia a tetraciclinas esta mediada por tetM y ocasionalmente tetO (74),

y la de cloranfenicol por la adquisicién de un gen cloranfenicol acetiltransferasa (75).

En 1962 aparecio la primera quinolona, el 4cido nalidixico, obtenida por sintesis
a partir de la cloroquina, pero no fue hasta 1978 cuando se inici6 la era de las
quinolonas fluoradas, andlogas del anterior. Debido a la incorporacion del atomo de
fluor en la posicion 6 del anillo de dihidroquinoleina, poseen un amplio espectro de
accion que engloba bacterias grampositivas, gramnegativas (como Pseudomonas y
enterobacterias) y micobacterias. Se caracterizan también por estar dotadas de

propiedades farmacoldgicas que las hacen utiles para el tratamiento de infecciones
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sistémicas. Estos quimioterapicos bactericidas son inhibidores de la ADN-girasa y

topoisomerasa IV, enzimas compuestas por cuatro subunidades (dos A y dos B).

Las fluorquinolonas como el levofloxacino, por su elevada actividad frente al
neumococo, se recomienda en el tratamiento empirico de la neumonia adquirida en la
comunidad que requiere ingreso (76,77). Aunque el porcentaje de resistencias a
fluorquinolonas en neumococo se mantiene bajo en todo el mundo, el aumento de su
utilizacion incrementa el riesgo de la aparicion de aislados resistentes (78). En los
ultimos afios se han descrito mutantes de primer paso a fluorquinolonas en aislamientos
invasivos de neumococo en USA, Canada y China (79,80). En Espana la tasa de
resistencia se ha elevado del 0,9% en 1990 al 7,1% en el afio 2000. Esta resistencia se
traduce en fracasos terapéuticos (80,81). Recientemente en Espafia se ha descrito un
fracaso terapéutico, con evolucién mortal, en un paciente con enfermedad invasiva en
tratamiento con levofloxacino en el que se aisldo una cepa de S. pneumoniae con

mutacion ParC (82).

La resistencia bacteriana a las fluoroquinolonas se debe a la alteracion de las
dianas de esta clase de antibidticos, la ADN topoisomerasa IV y la ADN girasa y a la
expulsion activa de la molécula mediante bombas (83,84). La alteracion de las enzimas
se da por mutaciones en los genes QRDR (quinolone resistance-determining region) y la
consiguiente sustitucion de los aminoéacidos. La mutacion se puede dar solo en una de
las dianas o en ambas. En el primer caso tendriamos una mutante de primer paso y en el
segundo, un mutante de resistencia de alto nivel (85). La sensibilidad diminuida se da
sobre todo por mutaciones en la subunidad ParC de la topoisomerasa IV o en la
subunidad GyrA de la ADN girasa y menos en ParE o GyrB (86-88). La diana alterada
en los mutantes de primer paso depende de la FQ (87,89). Asi, para pefloxacino,
ciprofloxacino y levofloxacino la diana es el del gen parC y para esparfloxacino,
moxifloxacino, gatifloxacino, gemifloxacino y garenoxacino es el gyrd (87,90,91).
Estos resultados demuestran que la estructura de estos antibidticos determina su modo

de accion frente a S. pneumoniae.

Con el proposito de detectar resistencias de bajo nivel y prevenir la seleccion in
vivo de mutantes de segundo paso o fracasos terapéuticos, la Sociedad Francesa de

Microbiologia sugiere un método de cribado con norfloxacino (NFX) (92).
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Aunque el principal mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas en
S.pneumoniae se debe a mutaciones en las dianas de estos antibioticos, los procesos de
transporte a través de la membrana, como las bombas de reflujo, también son
responsables de la resistencia de bajo nivel o primer paso. Este mecanismo afecta
principalmente a quinolonas hidrofilicas como la NFX y la ciprofloxacina (93,94). Las
bombas de reflujo expulsan compuestos de diversas estructuras fuera de la bacteria,
previniendo su acumulacion intracelular. El alcaloide reserpina es una de las sustancias
capaz de inhibir la actividad de algunas de estas bombas, aunque no se utiliza en la

practica clinica debido a su elevada toxicidad.

Hasta el afio 2002 aproximadamente, la unica bomba de expulsiéon conocida
implicada en la resistencia a fluorquinolonas en el neumococo era la PmrA (95), aunque
se han ido estudiando otras posibles proteinas implicadas en el fenotipo resistente

(96,97).

1.1.8. Vacunas

Actualmente, tenemos dos tipos de vacunas neumocoOcicas, uno con
polisacaridos puros y otro con polisacaridos conjugados con proteinas. La vacuna de
polisacaridos puros estd compuesta por 23 polisacaridos capsulares neumococicos (1, 2,
3,4,5, 6B, 7F, 8, ON, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F,
and 33F) (98), que representan aproximadamente el 85-90% de los serotipos que causan
ENI en adultos y nifios. Una dosis de la vacuna polisacaridica, induce la produccion de
anticuerpos IgM e IgG en adultos sanos. Los anticuerpos IgG persisten durante varios
afios, ejerciendo un efecto protector durante ese tiempo. Sin embargo, estas vacunas no
estimulan a las células T, por lo que no se obtiene una proteccion inmunitaria en los
nifos menores de 2 afios (99). Su eficacia también es limitada en pacientes

inmunodeprimidos y con neoplasias hematologicas.

Aun con las limitaciones indicadas y valorando la eficacia, seguridad y coste, la
mayoria de los expertos recomiendan su uso para prevenir la bacteriemia neumococica
en grupos de riesgo. Las indicaciones consideradas son: 1) personas de 65 afios o

mayores; 2) personas de 2-64 afios que tienen una enfermedad crénica; 3) personas que
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presentan asplenia funcional o anatomica; 4) personas de 2-64 afios que viven en
circustancias que los colocan en riesgo de ENI y 5) personas de 2 afios o mayores que

estan inmunodeprimidas.

Recientemente, basados en la frecuencia de serotipos implicados en
enfermedades severas del nifio menor de 5 afios de edad, se han propuesto 7, 10 y hasta

13 serotipos para ser incluidos en las diferentes formulaciones de vacunas conjugadas

(29).

En el afio 2000 en Estados Unidos, y en junio de 2001 en nuestro pais, se
comercializ6 la vacuna conjugada heptavalente (PCV7) antineumococica que incluye
los siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19V, 23F) mas frecuentemente implicados en la
etiologia de la enfermedad invasora neumocdcica en nifios menores de 2 afos en paises
desarrollados (80% de casos) (100). La PCV7 estd compuesta por una proteina
transportadora de toxina diftérica inerte ligada de forma covalente con los antigenos
polisacaridos capsulares de siete serotipos de S. pneumoniae (11). Se recomienda la
PCV7 para los nifios de 2 afios y menores y se administra a los 2, 4 y 6 meses de edad,
con una inmunizacion de refuerzo a los 12 y 15 meses de edad. Para los nifios de 2 a 5
afnos de edad el Advisory Committe on Immunization Practices de los Estados Unidos
ha recomendado que los nifios en alto riesgo de enfermedad neumocoécica reciban tanto
la PCV7 como la vacuna de polisacaridos para aumentar la respuesta inmunitaria. La
vacuna conjugada PCV7 provoca una respuesta de anticuerpos dependientes de células

T (100).

Actualmente existen importantes controversias sobre la utilidad y eficacia a
largo plazo de la vacuna conjugada antineumococica en relacion con su formulacion
idonea, debido a la problematica de reemplazamiento de serotipos en colonizantes
nasofaringeos y la relevancia de la transformacion capsular como mecanismo de
inmunoevasion de los serotipos capsulares. Una limitacion de esta vacuna radica en el
fendmeno de reemplazo de los serotipos circulantes por serotipos no vacunales. La
vacuna heptavalente ha reducido la ENI causada por los serotipos vacunales e incluso la
frecuencia total de resistencias entre estos serotipos (101), pero empezaron a reemerger
los serotipos no vacunales y las tasas de infeccion total en algunas poblaciones ha

vuelto a alcanzar los niveles prevacunales (102,103). Ha habido también un aumento
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sustancial de neumonias complicadas y empiemas debidos a los serotipos 1, 3 y 19A

(104).

En algunos paises ha demostrado su eficacia (dependiente de la tasa de cobertura
vacunal) tanto en la disminucién de ENI como en la disminucion de cepas
multirresistentes, mientras que en otros este fendmeno no se ha constatado (105). Los
datos en Espafia son contradictorios, en Navarra y Pais Vasco la incidencia de la ENI
disminuy6 en un 64,3% en lactantes, un 39,7% en menores de 2 afos y un 37,5% en
menores de 60 meses. Sin embargo la incidencia por serotipos no vacunales permaneciod
inalterada. En Catalufia se demostr6 una eficacia postvacunal baja y en Gran Canaria no
han demostrado una disminucion de la incidencia en nifios menores de 2 afios, y en
cambio han aumentado los casos por serotipos no vacunales. Los datos del Laboratorio
de referencia de Neumococos del Instituto de Salud Carlos III indican una disminucion
de la incidencia de la proporcion de los serotipos vacunales y un aumento de los no
vacunales, sin que se pueda determinar con exactitud la causa de la emergencia de estos
ultimos (106). El reemplazo de serotipos neumococicos tiene una génesis multifactorial
y se debe seguir investigando. El “switching” del serotipo capsular, originalmente
observado en experimentacion con ratones, estd también dandose en humanos y podria

jugar un papel importante en la expansion de serotipos no vactnales (107,108).

El 24 de febrero de 2010, el FDA aprueba la nueva vacuna neumocdcica
conjugada tridecavalente (PCV13) para la prevencion de ENI en nifos de edad
comprendida entre las 6 semanas y los 71 meses. La vacuna incluye 13 serotipos, los 7
que incluia la PCV7 masel 1, 3, 5, 6A, 7F y el 19A (100). La PCV13 fue formulada del
mismo modo que la PCV7 y con la misma eficacia y seguridad. La PCV13 esta
aprobada también para la prevencién de otitis media causada por los 7 serotipos
incluidos en la PCV7; para los 6 serotipos restantes no hay datos de eficacia disponibles

para otitis media.

Recientemente se ha empezado a investigar la contribucion individual de los
factores de virulencia nombrados anteriormente y su posible utilidad en la elaboracion
de nuevas vacunas. Esto se ha hecho probando neumococos virulentos en modelos
animales que previamente habian sido inmunizados con antigenos purificados (109).

Los mejores antigenos candidatos para el desarrollo de una vacuna parecen ser la
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neumolisina, la autolisina y la proteina de superficie A (PspA). Sin embargo, la
deleccion de nanAd, hyl y cbpA no tienen ningun impacto en la virulencia. Cuando se
alteran dos genes a la vez, la virulencia se atenua significativamente. Esto ocurre con

dobles mutantes de ply hyl, ply pspA 'y ply cbpA (52).
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Streptococcus pneumoniae es uno de los agentes principales de meningitis,
bacteriemia y sepsis tanto en adultos como nifios. A pesar de la terapia antimicrobiana,
la enfermedad neumococica invasiva (ENI) persiste en nifios como la mayor causa de
morbi-mortalidad en el mundo. La inmunoquimica de la cépsula polisacaridica nos ha
permitido distinguir 92 serotipos diferentes, aunque aproximadamente 15 son los

causantes de la mayoria de la enfermedad neumococica invasiva (ENI).

Creemos que en la poblacion atendida en nuestra area de influencia ha habido un
cambio en la epidemiologia de la enfermedad invasora por Streptococcus pneumoniae,

que puede deberse a varios factores.

Un factor determinante puede obedecer a la circulacion de algunos serotipos
concretos que pueden estar o no incluidos en la vacuna conjugada heptavalente. La
introduccion de la vacuna conjugada heptavalente en el afio 2000, cambio la
epidemiologia de los serotipos circulantes. Asi, el descenso de serotipos vacunales vino

acompanado de un aumento de los serotipos no vacunales.

Por otro lado, la distribucién de serotipos en la poblacion adulta y pedidtrica
también es distinta, asi como la prevalencia de resistencia a fluorquinolonas por su no

utilizacion en poblacion pediatrica.

Otro factor determinante puede ser la distribucion clonal de las cepas circulantes
tanto en la poblacion adulta y pediatrica, asi como su invasividad e influencia sobre la
evolucion clinica de la enfermedad. Los fendmenos de recombinacion capsular que se
han descrito entre diferentes clones podrian suponer la combinaciéon de clones

virulentos con serotipos no-vacunales y por lo tanto la evasion de la vacuna.

La hipotésis de nuestro trabajo es la existencia de una asociaciébn no
condicionada exclusivamente por las caracteristicas de los pacientes, entre la gravedad
de la enfermedad invasora por Streptococcus pneumoniae y la prevalencia de ciertos

serotipos y ciertas clonas circulantes en la poblacion, que en el caso de la poblacion
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adulta se asociaria con una mayor porcentaje de cepas con sensibilidad disminuida a
fluorquinolonas, que bajo la presion antibidtica podrian mutar a cepas con resistencia de

alto nivel.

Por otro lado, la vigilancia continua de los serotipos circulantes y el estudio
rutinario de las cepas con sensibilidad disminuida a fluorquinolonas en los laboratorios
de Microbiologia Clinica requiere de técnicas sencillas y econdmicas. Por ello, nuestra
segunda hipdtesis es la utilizacion de técnicas de PCR para el serotipado y la necesidad
de implantar un método de cribado para la deteccion de cepas con sensibilidad

disminuida a fluorquinolonas.
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3. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio es conocer la epidemiologia de la enfermedad
neumococica invasiva mediante el serotipado, el estudio de clonalidad y el estudio de la
sensibilidad disminuida a fluorquinolonas de los aislamientos invasivos de

Streptococcus pneumoniae en el Hospital Universitario Virgen del Rocio.

Para alcanzar el objetivo principal, y confirmar las hipotesis planteadas se establecieron

una serie de objetivos concretos.

1. Diseno y adaptacion de la PCR multiplex de los CDC a los serotipos

prevalentes en nuestro medio.

2. Caracterizacion de los serotipos de todos los aislamientos de Streptococcus

pneumoniae invasivos en poblacion adulta y pediatrica.

3. Determinar los patrones de sensibilidad de Streptococcus pneumoniae a los
antibidticos y determinar la prevalencia de aislados con sensibilidad disminuida

a fluorquinolonas.
4. Aplicacion y evaluacion del método de cribado sugerido por la Sociedad
Francesa de Microbiologia para la deteccion de aislados con sensibilidad

disminuida a fluorquinolonas.

5. Estudio genotipico de las mutaciones en los genes QRDR (parC, parE, gyrd y

gyrB) que condicionan la resistencia a fluorquinolonas.

6. Estudio de clonalidad de todos los aislamientos invasivos por electroforesis en

campo pulsante, tras tratamiento con endonucleasas de restriccion Smal.

7. Correlacionar los datos microbiologicos y las manifestaciones clinicas de la

enfermedad invasiva y evolucion final de la misma.
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4.1. MICROORGANISMOS
4.1.1. Muestras y aislamientos

Se recopilaron 274 aislamientos invasivos de Streptococcus pneumoniae
procedentes de distintas muestras clinicas procesadas en el laboratorio de Microbiologia
y Parasitologia Clinica de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocio de Sevilla

durante 2001-2008.

Todos los aislamientos fueron recuperados de liquidos estériles: sangre (222
aislamientos), liquido cefalorraquideo (19 aislamientos), sangre y liquido
cefalorraquideo (19 aislamientos), liquido pleural (10 aislamientos), biopsia pulmonar

(1), liquido peritoneal (1) y liquido sinovial (2 aislamientos).

115 de estos aislamientos pertenecian a pacientes pediatricos y 159 a adultos. 96
de los 115 aislamientos pediatricos fueron serotipados previamente mediante reaccion
de Quellung en el Laboratorio de Referencia de Neumococos del Centro Nacional de

Microbiologia.

Todos los aislamientos utilizados en este estudio procedian de pacientes
distintos, excepto en un caso en el que un paciente tuvo dos episodios de ENI separados
en el tiempo. En la siguiente tabla se muestra la relacion de cepas y su afo de

aislamiento junto con el tipo de muestra y el servicio:
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Tabla 1: Cepas invasivas de Sreptococcus pneumoniae por aio de aislamiento.

N° Ao Muestra Servicio
1 2001 Sangre H. Infantil
2 2001 Sangre H. Infantil
3 2001 Sangre H. Infantil
4 2001 Sangre H. Infantil
5 2001 Sangre H. Infantil
6 2001 Sangre H. Infantil
7 2001 L.C.R. H. Infantil
8 2001 Sangre H. Infantil
9 2002 L.C.R./Sangre H. Infantil
10 2002 L.C.R./Sangre H. Infantil
11 2002 Sangre H. Infantil
12 2002 L. pleural H. Infantil
13 2002 Sangre H. Infantil
14 2002 L. pleural H. Infantil
15 2002 Sangre H. Infantil
16 2002 L.C.R. H. Infantil
17 2002 L.C.R./Sangre H. Infantil
18 2002 Sangre H. Infantil
19 2002 Sangre H. Infantil
20 2003 Sangre H. Infantil
21 2003 Sangre H. Infantil
22 2003 Sangre H. Infantil
23 2003 Sangre H. Infantil
24 2003 Sangre H. Infantil
25 2003 Sangre H. Infantil
26 2003 Sangre H. Infantil
27 2003 L.C.R./Sangre H. Infantil
28 2003 L. articular H. Infantil
29 2003 Sangre H. Infantil
30 2003 Sangre H. Infantil
31 2003 L.C.R. H. Infantil
32 2003 L.C.R. H. Infantil
33 2003 Sangre H. Infantil
34 2003 Sangre H. Infantil
35 2003 Sangre H. Infantil
36 2003 Sangre H. Infantil
37 2004 L.C.R. H. Infantil
38 2004 Sangre H. Infantil
39 2004 Sangre H. Infantil
40 2004 Sangre H. Infantil
41 2004 Sangre H. Infantil
42 2004 Sangre H. Infantil
43 2004 Sangre H. Infantil
44 2004 L.C.R./Sangre H. Infantil
45 2004 L.C.R./Sangre H. Infantil
46 2004 Sangre H. Infantil
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47 2004 L.C.R. H. Infantil
48 2004 Sangre Observacion
49 2004 Sangre H. Infantil
50 2004 Sangre Infecciosos
51 2004 Sangre Medicina interna
52 2004 Sangre Urgencias
53 2004 Sangre H. Infantil
54 2004 Sangre Reumatologia
55 2004 Sangre U.C.L

56 2004 Sangre Urgencias
57 2004 Sangre U.C.L

58 2004 Sangre U.C.L

59 2004 Sangre Respiratorio
60 2004 L.C.R. U.C.L

61 2005 L. pleural H. Infantil
62 2005 L. pleural H. Infantil
63 2005 Sangre H. Infantil
64 2005 Sangre H. Infantil
65 2005 L.C.R./Sangre H. Infantil
66 2005 L. pleural H. Infantil
67 2005 Sangre H. Infantil
68 2005 Sangre H. Infantil
69 2005 Sangre H. Infantil
70 2005 Sangre H. Infantil
71 2005 L.C.R./Sangre H. Infantil
72 2005 Sangre H. Infantil
73 2005 Sangre H. Infantil
74 2005 Sangre H. Infantil
75 2005 Sangre H. Infantil
76 2005 Sangre H. Infantil
77 2005 Sangre H. Infantil
78 2005 L.C.R. H. Infantil
79 2005 L.C.R./Sangre H. Infantil
80 2005 Sangre H. Infantil
81 2005 Sangre U.C.L

82 2005 Sangre U.C.L

83 2005 Sangre Urgencias
84 2005 Sangre U.C.L

85 2005 Sangre U.C.L

86 2005 Sangre Respiratorio
87 2005 Sangre Urgencias
88 2005 Sangre Oncologia
89 2005 Sangre D. del Infantado
90 2005 Sangre Respiratorio
91 2005 Sangre Reumatologia
92 2005 Sangre Infecciosos
93 2005 Sangre Desconocido

Material
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94 2005 Sangre D. del Infantado
95 2005 Sangre Urgencias
96 2005 Sangre Oncohematologia
97 2005 Sangre D. del Infantado
98 2005 Sangre Oncologia
99 2005 Sangre Urgencias
100 2005 Sangre Urgencias
101 2005 Sangre D. del Infantado
102 2005 Sangre U.C.L
103 2005 Sangre U.C.L
104 2005 Sangre Infecciosos
105 2005 Sangre Observacion
106 2005 Sangre U.C.L
107 2005 Sangre Infecciosos
108 2005 Sangre Oncologia
109 2005 L.C.R. Observacion
110 2005 Sangre U.C.L

111 2005 Sangre U.C.L

112 2005 Sangre Digestivo
113 2005 L.C.R. U.C.L

114 2005 Sangre Reumatologia
115 2005 Sangre U.C.L

116 2005 L.CR. U.C.L

117 2005 L.CR. Observacion
118 2005 Sangre Observacion
119 2006 Sangre H. Infantil
120 2006 Sangre H. Infantil
121 2006 Sangre H. Infantil
122 2006 Sangre H. Infantil
123 2006 Sangre H. Infantil
124 2006 Sangre H. Infantil
125 2006 Sangre H. Infantil
126 2006 Sangre H. Infantil
127 2006 L. pleural H. Infantil
128 2006 L.C.R./Sangre H. Infantil
129 2006 L.C.R. H. Infantil
130 2006 L. pleural H. Infantil
131 2006 L. pleural H. Infantil
132 2006 Sangre H. Infantil
133 2006 Sangre H. Infantil
134 2006 Sangre H. Infantil
135 2006 Sangre H. Infantil
136 2006 Sangre H. Infantil
137 2006 Sangre H. Infantil
138 2006 L.C.R H. Infantil
139 2006 Sangre H. Infantil
140 2006 L.C.R H. Infantil

Material
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141 2006 Sangre H. Infantil
142 2006 Sangre Observacion
143 2006 Sangre U.C.L

144 2006 L.C.R U.C.L

145 2006 Sangre Medicina interna
146 2006 Sangre Urgencias
147 2006 Sangre Medicina interna
148 2006 Sangre Oncohematologia
149 2006 Sangre Infecciosos
150 2006 Sangre Medicina interna
151 2006 Sangre Medicina interna
152 2006 Sangre H. Infantil
153 2006 Sangre U.C.L

154 2006 L. pleural Observacion
155 2006 Sangre Infecciosos
156 2006 Sangre Infecciosos
157 2006 Sangre U.C.L

158 2006 Sangre Medicina interna
159 2006 Sangre Urgencias
160 2006 Sangre Observacion
161 2006 Sangre Observacion
162 2006 Sangre Observacion
163 2006 Sangre U.C.L

164 2006 Sangre Respiratorio
165 2006 Sangre U.C.L

166 2006 Sangre Oncohematologia
167 2006 Sangre Observacion
168 2006 Sangre Urgencias
169 2006 Sangre Observacion
170 2006 Sangre Infecciosos
171 2006 Sangre Respiratorio
172 2006 Sangre Reumatologia
173 2007 L.C.R H. Infantil
174 2007 Sangre H. Infantil
175 2007 Sangre H. Infantil
176 2007 Sangre H. Infantil
177 2007 L.CR H. Infantil
178 2007 Sangre H. Infantil
179 2007 Sangre H. Infantil
180 2007 Sangre H. Infantil
181 2007 Sangre H. Infantil
182 2007 Sangre H. Infantil
183 2007 Sangre H. Infantil
184 2007 Sangre Medicina interna
185 2007 Sangre Observacion
186 2007 Sangre U.C.L

187 2007 Sangre Medicina interna

Material
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188 2007 Sangre Traumatologia
189 2007 L.C.R./Sangre U.C.L

190 2007 Sangre D. del Infantado
191 2007 Sangre U.C.L.

192 2007 Sangre Recoger lab
193 2007 Sangre U.C.L

194 2007 Sangre Psiquiatria
195 2007 L.CR Traumatologia
196 2007 Sangre Medicina interna
197 2007 Sangre Oncohematologia
198 2007 Sangre H. Infantil
199 2007 Sangre H. Infantil
200 2007 Sangre Observacion
201 2007 Sangre Infecciosos
202 2007 Sangre Infecciosos
203 2007 Sangre Urgencias
204 2007 Sangre Cardiologia
205 2007 Sangre Urgencias
206 2007 Sangre Reumatologia
207 2007 Sangre Observacion
208 2007 Sangre U.C.L

209 2007 Sangre U.C.L

210 2007 Sangre D. del Infantado
211 2007 Sangre Medicina interna
212 2007 Sangre Observacion
213 2007 Sangre Observacion
214 2007 Sangre D. del Infantado
215 2007 Sangre D. del Infantado
216 2007 Sangre H. Infantil
217 2007 Sangre Urgencias
218 2007 Sangre U.C.L

219 2007 Sangre Urgencias
220 2007 Sangre Observacion
221 2007 Sangre Reumatologia
222 2007 L.C.R./Sangre H. VALME
223 2008 Sangre Urgencias
224 2008 Sangre D. del Infantado
225 2008 Sangre Medicina interna
226 2008 Sangre Urgencias
227 2008 Sangre Consultas externas
228 2008 Sangre U.C.L

229 2008 Sangre U.C.L

230 2008 Sangre Medicina interna
231 2008 Sangre H. Infantil
232 2008 Sangre Trasplante
233 2008 Sangre Reumatologia
234 2008 Sangre Cardiologia

Material
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235 2008 Sangre Reumatologia
236 2008 Sangre Urgencias
237 2008 L.C.R U.C.L

238 2008 Sangre Infecciosos
239 2008 Sangre Medicina interna
240 2008 Sangre Urgencias
241 2008 Sangre Urgencias
242 2008 Sangre Urgencias
243 2008 L.C.R./Sangre U.C.L

244 2008 Sangre Urgencias
245 2008 Sangre H. Infantil
246 2008 Sangre Medicina interna
247 2008 Sangre H. Infantil
248 2008 Sangre Observacion
249 2008 Sangre Observacion
250 2008 Sangre Urgencias
251 2008 Sangre Observacion
252 2008 Sangre Infecciosos
253 2008 Sangre H. Infantil
254 2008 Sangre Urgencias
255 2008 Sangre Observacion
256 2008 Sangre Medicina interna
257 2008 L.C.R./Sangre H. Infantil
258 2008 Sangre Urgencias
259 2008 Sangre Dialisis

260 2008 Sangre Medicina interna
261 2008 L. Pleural H. Infantil
262 2008 Sangre H. Maternal
263 2008 Sangre Respiratorio
264 2008 Sangre VALME
265 2008 Sangre VALME
266 2008 Sangre/peritoneal | Medicina Interna
267 2008 Sangre Urgencias
268 2008 Bx. Pulmonar H. Infantil
269 2008 L.C.R./Sangre H. Infantil
270 2008 Sangre Respiratorio
271 2008 L. Sinovial Observacion
272 2008 L.C.R./Sangre U.C.L

273 2008 Sangre Medicina interna
274 2008 Sangre Urgencias

4.1.2. Cepa patron

Como cepa control se utilizé S. pneumoniae ATCC 49619.

Material
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4.2. PRODUCTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

Acido bérico ( Pharmacia Biotech 17-1322-01)
Acido clorhidrico concentrado (Panreac 181345).
Agarosa (Bethesda Research 5510UB).

Agarosa de bajo punto de fusion (Low Melt Preparative Grade Agarose,

Bio-Rad 162-0017)

Agarosa para PFGE (Pulsed Field Certified Agarose, Bio-Rad 162-0137)
Agua destilada ultrapura

Albimina Bovina Sérica (Sigma A 2153)

ARNasa (Promega 0890).

Blood & Tissue Kit (250) (DNeasy® Qiagen 695006)

Brij-58 (Sigma P5884-1006 102K 0205)

Bromuro de Etidio (Roche Molecular Biochemicals 200 271).
Buffer Tampon de restriccion (Roche Diagnostics 10 656 348001)
CAP-Resistenz (GenID® GmbH, RDB2145 12 tests).

Cloruro Sodico (Panreac 131659).

Decolorizador (Francisco Soria Melguizo S.A. 99 48 63)

dNTP Desoxinucleétidos trifosfato (10mM) (Amershan Pharmacia Biotech

US77118)

EDTA Na; o 4cido etilendiaminotetracético disédico ( Sigma E-5134)

Enzima de restriccion Smal (Roche Diagnostics 10 656 348001)
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Etanol absoluto 98% (Disco E-7148)
GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega M8305)
Hidroxido sodico (Panreac 131687)
Lauril sulfalto so6dico (SDS) (Sigma L5750)
Lisozima clorhidrica (Roche Molecular Biochemicals 1 585 657)

Marcador de peso molecular Lambda Ladders PFG Marker (BioLabs

N03408S)

Marcador de peso molecular Low Range PFG Marker (BioLabs N0350S)
N-lauroylsarcosina (Feinbiochemica-Heidelberg Serva 27570)
Norfloxacina polvo (Sigma-Aldrich N9890).

Optoquina (Oxoid X3483A)

Pastorex ™ Meningitis (Bio-Rad 61607).

Patron de peso molecular BPL-100 (Arnershan Pharmacia Biotech 27-

4001-01).

Proteinasa-K (Sigma P6556)

PCR Purificaction Kit (250)( QIAquick® Quiagen 28106)

Reserpina en polvo 1g (Sigma-Aldrich R-0875).

Safranina (Francisco Soria Melguizo S.A. 99 85 50)

Sales de bilis (Oxoid; BBL (BD)

Tris-Clorhidrico (Roche Molecular Biochemicals 812846)

Trizma base o Tris-base (Sigma T-8404)
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. Slidex Pneumo-kit® (Biomerieux 58821).

. Suero fisiologico (Suspension médium. Biomérieux®)

. Violeta Cristal (Francisco Soria Melguizo S.A. 99 87 42)

. Yodo (Francisco Soria Melguizo S.A. 99 80 65)

4.3. AGENTES ANTIMICROBIANOS

En la realizaciéon de las pruebas de sensibilidad de las cepas estudiadas se

emplearon los siguientes antimicrobianos:

* Penicilina E-test (Biomerieux 502518)

» Cefotaxima E-test (Biomerieux 505618)

=  Eritromicina E-test (Biomerieux 510518)

= Meropenem E-test (Biomerieux 513808)

» Levofloxacino E-test (Biomerieux 527418)
* Vancomicina E-test (Biomerieux 525518)
= Norfloxacino E-test (Biomerieux 519508)

* Norfloxacino 5ug disco (Oxoid CT0668B)

4.4. MEDIOS DE CULTIVO

= Agar sangre (BioMérieux)
« Sangre desfibrinada estéril..................5 ml

« Agar nutritivo modificado............... 100 ml
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=  Mueller Hinton con sangre (Biomerieux)

= (Caldo Mueller Hinton (Scharlau Chemie, S.A)

e Peptona...........ooiiiiiiiiii, 17,5¢g
o Almidon............ooiii 1,5¢
« Infusiondecarne........................... 2g

El pH final es 7.3 +/- 0.2. Para su preparacion se afiaden 21 g de polvo

por litro de agua destilada. Autoclavar.

4.5. SOLUCIONES Y TAMPONES

4.5.1. Soluciones para electroforesis

» Tampon de carga :

« Azul de bromofenol............ 0,25% (p/v)
o Xylene cyanole FF.............. 0,25% (p/v)
o Glicerol..........cccoviiiiinn.. 30% (p/v)

Disolver los componentes para un volumen total de 10 ml.

4.5.2. Soluciones para electroforesis en campo pulsado (ECP)

» Solucion PIV :

e TrissHCIIMpHS..........ooooooii. 10 ml
e NaCISM....oooiiiiiiiiiiiiie e, 200 ml
« Agua destilada estéril.................. 790 ml
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Autoclavar en alicuotas de 250 6 500 ml.

» Solucion EDTA Na, 0,5 M a pH 8:

e EDTANay.....cvvvviiiiiiiann, 18,61 g
« Hidréxido sodico.......ooeeeniiinnnnan... 2g
o Aguadestilada.......................... 80 ml

Material

Disolver el EDTA Na; en el agua destilada a 60°C en agitacion. Anadir el

hidréxido sodico ajustando el pH. Completar con agua destilada hasta 100mL.

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente.

» Tampoén Tris-EDTA (TE) 10x pH 8 :

o TrissHCITMpHS8..............co.al. 1 ml
. EDTANa,0,5MapHS............. 0,2 ml
o Aguadestilada........................ 98,8 ml

Autoclavar y guardar a temperatura ambiente. Diluir TE 10x a 1/10 para

obtener TE 1x, y a 1/100 para obtener TE 0,1x.

» Solucion de lisozima (50 mg/ml):

o Lisozima.............coviiiiiiiinnn. 50 mg

« Agua destilada estéril..................... 1 ml

Conservar en pequeiias alicuotas a -20°C.

» Solucion de Lauryl Sulfato Sédico (SDS) al 10% :

o Aguadestilada.......................... 100 ml

Disolver a 65° durante 20 minutos. Conservar a temperatura ambiente.
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» Solucion de Proteinasa K (10 mg/ml) :

o ProteinasaK....................l 10 mg

« Agua destilada estéril................... 1 ml

Conservar en pequeiias alicuotas a -20°C.

» Solucion de Cloruro sodico (NaCl) 5 M :

« Aguadestilada........................100 ml

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente.

» Solucion basica de lisis (ST):

e Triss-HCI IMpH 8.....oovvveie 0,6 ml
e NaClSM..oiiiiiiieeeeeeeee 20 ml
« EDTAOSMPpHS....ccvviieieeee 20 ml
o SDS 10 %0ueeieiiiiiiiiieeieieeeee 2 ml
o Sarcosil 10 %o....ceevueeniiiiiiiiiiee 5ml
« Aguadestilada (c.s.p.) ceeoevrernnennns 100 ml

Completar con agua destilada hasta 100ml. Autoclavar en alicuotas de

100 6 200 ml.

» Solucion para la incubacion con proteinasa-K(ES):

« EDTANa,0,5SMpHS......cccooees 90 ml

o SarcoSil 10%....uceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaann. 10 ml

Autoclavar en alicuotas de 100 6 200 ml.
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» Tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) 10x pH 8:

o Trisbase.......cooovviiiiiiiiiiiiiii, 108 g
e Acido boOrico......cccoeevuiiieiie 55 g
. EDTANa;0,5MpHS................. 40 ml
« Aguadestilada (c.s.p)...c.veiviiiniiinnnnne. 1L

Disolver los componentes. Autoclavar y guardar a temperatura ambiente.

» Solucion de bromuro de etidio (10 mg/ml)(BrEt):

« Bromuro de Etidio........................1 g

o Aguadestilada........................ 100 ml

Disolver con ayuda de un agitador magnético durante varias horas hasta
disolver el colorante. Cubrir el recipiente con papel de aluminio y conservar a

temperatura ambiente.

4.6. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ANTIBIOTICO Y

RESERPINA

Norfloxacino

La solucion madre del norfloxacino se preparard6 a una concentracion de 1

mg/ml en NaOH 0.5 N. Se conservaron a —20 °C y protegidas de la luz.

Reserpina

La reserpina se prepar6 en una solucion al 50% (v/v) de agua y metanol y a una

concentracion de acido acético del 1%.
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5. METODOS

5.1. ESTUDIO DE LOS DATOS CLINICOS

Los datos clinicos y demograficos del estudio se obtuvieron mediante la revision
de la historia clinica. Las comparaciones entre los datos obtenidos como variables
X . . L. . 2
independientes se llevaron a cabo mediante el analisis de Chi cuadrado (y") para

variables cualitativas.

5.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS CLINICAS

Los neumococos estudiados en este trabajo fueron aislados a partir de muestras
invasivas siguiendo los Protocolos Normalizados de Trabajo de cada seccion
correspondiente del Servicio de Microbiologia y Parasitologia Clinica de los HH.UU.

Virgen del Rocio de Sevilla.

Todas las muestras se sembraron en agar-sangre y fueron cultivadas en un 5% de

CO; a 37°C durante 24-48 horas.

Se recuperaron 274 aislamientos de Streptococcus pneumoniae de un total de
560 que hubo entre 2002 y 2008 en Sevilla, 115 aislamientos pediatricos, de los cuales
96 fueron previamente serotipados de modo convencional, y 159 aislamientos de
adultos. Todos los aislamientos recuperados fueron de muestras invasivas: sangre, LCR,

liquido peritoneal, biopsia pulmonar, liquido pleural y liquido sinovial.

5.3. PRUEBAS DE IDENTIFICACION Y SENSIBILIDAD

Los aislamientos de Streptococcus pneumoniae se identificaron basandose en la
morfologia de las colonias, la sensibilidad a la optoquina y la solubilidad en bilis. Asi, a
las colonias a-hemoliticas, ya fueran mucosas o con el centro de la colonia umbilicado,

se les realiz6 la prueba de sensibilidad a optoquina y solubilidad en bilis para diferenciar
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a Streptococcus pneumoniae de los demas estreptococos a-hemoliticos. Las pruebas de
aglutinacion en latex comercialmente disponibles (Slidex Pneumo-kit® o
Pneumoslide™) se utilizaron también para ayudar a identificar algunos aislamientos de
S. pneumoniae en placas de agar sangre. En las muestras en las que se requirié una
tincion de Gram urgente y se observaron cocos lanceolados grampositivos agrupados en
pares haciendo contacto por sus extremos (diplococos), la identificacion se orientd hacia
el neumococo realizdndose una aglutinaciéon con el método comercial de aglutinacioén
(Pastorex ™ Meningitis) en muestra directa. La conservacion de los microorganismos se
realizé a -70° C en viales especificos con un medio especial basado en leche para la

conservacion de microorganismos.

Pruebas de identificacion
» Tincion de Gram:
e Preparar frotis para microscopia.
e (Cubrir la preparacion con colorante cristal violeta durante 1 minuto.
e Lavar con agua.
e Aifadir lugol. Dejar actuar 30 segundos
e Lavar con agua.
e Decolorar con alcohol etilico durante aproximadamente 10 segundos.
e Lavar con abundante agua, para bloquear la decoloracion
e Cubrir con safranina durante 1 minuto.
e Lavar con agua.
e Secar a temperatura ambiente.

e Observar al microscopio con objetivo de inmersion (100x). Las
bacterias Gram positivas se observaran tefiidas de color violeta, y las

Gram negativas de color rojo.
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»  Prueba de sensibilidad a la optoquina

e La prueba de sensibilidad a la optoquina se realiz6 con un disco de 6
mm y 5 ug de optoquina (Oxoid; BBL (BD)). Con esto diferenciamos
las cepas de S. pneumoniae de las de estreptococo viridans. Las cepas

sensibles a optoquina corresponden a S. pneumoniae.

»  Prueba de solubilidad en bilis

e La prueba de solubilidad en bilis se desarrolld en aislamientos con
pequefias zonas de inhibicion en la prueba de sensibilidad a la
optoquina. Se desarrolld usando el método en tubo, afiadiendo
0,25ml de desoxicolato de sodio al 2% (sales biliares) a uno de los
tubos con una suspension de células bacterianas con una turbidez de
0,5 McFarland y suero salino al otro tubo. A continuacion se

comprovo la turbidez visualmente (10).

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

> Método de difusion en placa

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de los neumococos se realizaron
mediante el método de difusion en placa usando tiras de E-test de diferentes

antimicrobianos.

Para la preparacion del inoculo, se recogieron varias colonias del
microorganismo con ayuda de un asa estéril desechable de la placa de aislamiento.
Se suspendieron en un tubo con de 2 ml de suero fisioldgico (Suspension médium.
Biomérieux®). Se agitaron hasta la completa disolucion de las colonias y se ajusto

con la ayuda de un turbidimetro a la concentracion de 0.5 McFarland.
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A continuacion se introdujo un hisopo dentro de la suspension de neumococo

y se inocularon las placas de Miiller-Hinton previamente retiradas de la nevera para

que estuvieran a temperatura ambiente en el momento de su utilizacion.

Posteriormente se colocaron las tiras de E-test manualmente, asegurandose

de que contacten perfectamente con la superficie del agar.

La interpretacion del antibiograma se realizo siguiendo las recomendaciones

del CLSI de cada afio. Teniendo en cuenta que los puntos de corte para la penicilina

y la cefotaxima en el neumococo han ido cambiando, para este estudio se han

seguido las recomendaciones del documento M100-S20, CLSI 2010 (110) (tabla 2).

Tabla 2: Recomendaciones del Documento M100-S20 del CLSI 2010 para el neumococo.

Antibidtico S I R
Penicilina parenteral(meningitis) <0,06 - >0,12
Penicilina parenteral(no-meningitis) < 4 >8
Penicilina oral <0.06 0,12-1 >2
Cefotaxima (meningitis) <0,5 1 >2
Cefotaxima (no-meningitis) <1 2 >4
Eritromicina <0,25 0,5 >1
Meropenem <0,25 0,5 >1
Levofloxacina <2 4 >8
Vancomicina <1 - -
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5.4.1. Técnicas de Biologia Molecular para estudio de serotipado

> Extraccion de ADN:

La extraccion del ADN se realizd a partir de cultivo puro de Streptococcus

pneumoniae en placas de Columbia Blood agar, mediante el sistema Quiagen

(DNeasy®) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN extraido se conservé a

-20°C hasta su analisis.

» PCR multiple:

El protocolo de PCR multiple propuesto por el CDC (25) consiste en 7

reacciones secuenciales ordenadas en funcion de la prevalencia de serotipos. Cada una

de las 7 reacciones incluye 4 parejas de cebadores dirigidas a 4 secuencias diferentes

especificas de cada serotipo y un control de amplificacion. Este control es una pareja de

cebadores que amplifica una region muy conservada de 160 pb en el operon cps del

neumococo (Tabla3).

Tabla 3: Serotipos y cebadores utilizados para la PCR miiltiple.

Cebadores

1-f

Secuencia de cebadores
(5'—=3")

CTC TAT AGA ATG GAG TAT
ATA AACTAT GGT TA

Concentracion
(uM)

1,5

Tamaiio del
producto

(bp)
280

1-r

CCA AAG AAA ATA CTA ACA
TTA TCA CAA TAT TGG C

1,5

3-f

ATG GTGTGA TTT CTC CTA
GATTGG AAAGTAG

1,5

371

CTT CTC CAATTG CTT ACC
AAG TGC AAT AACG

1,5

CTGTTA CTT GTT CTG GAC
TCT CGATAATTGG

L5

430

GCC CACTCCTGT TAA AAT
CCT ACCCGCATTG

1,5

ATA CCT ACA CAA CTT CTG
ATT ATGCCTTTG TG

1

362

GCT CGA TAA ACA TAATCA
ATA TTT GAA AAA GTA TG

1
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Secuencia de cebadores Concentracion | Tamaiio del
Cebadores (5'—3") (M) producto
(bp)
6A/B-f AAT TTG TAT TTT ATT CAT 0,5 250
GCC TAT ATC TGG
6A/B-r TTA GCG GAG ATA ATT TAA 0,5
AAT GAT GACTA
7F-f CCT ACG GGA GGA TAT AAA 2 826
ATT ATT TTT GAG
7F-r CAA ATA CAC CAC TAT AGG 2
CTG TTG AGA CTA AC
7C-f CTA TCT CAG TCA TCT ATT 1,5 260
GTT AAA GTT TAC GAC GGG
A
7C-r GAA CAT AGA TGT TGA GAC 1,5
ATC TTT TGT AAT TTC
8-f GAT GCC ATG AAT CAA GCA 1,5 294
GTG GCT ATA AAT C
8-r ATC CTC GTG TAT AAT TTC 1,5
AGG TAT GCC ACC
ovV-f CTT CGT TAG TTA AAATTC 1,5 753
TAA ATT TTT CTA AG
OV-r GTC CCA ATA CCA GTCCTT 1,5
GCA ACACAAG
10A-f GGT GTA GAT TTA CCA TTA 1,5 628
GTG TCG GCA GAC
10A-r GAA TTT CTT CTT TAA GAT 1,5
TCG GAT ATTTCT C
11A-f GGA CAT GTT CAG GTG ATT 1 463
TCC CAA TAT AGT G
11A-r GAT TAT GAG TGT AAT TTA 1
TTC CAACTT CTC CC
12F-f GCA ACA AAC GGC GTG AAA 1,5 376
GTA GTT G
12F-r CAA GAT GAA TAT CAC TAC 1,5
CAA TAA CAA AAC
14-f CTT GGC GCA GGT GTC AGA 1,5 208
ATT CCCTCT AC
14-r GCC AAA ATA CTG ACA AAG 1,5
CTA GAATAT AGCC
15A-f ATT AGT ACA GCT GCT GGA 1,5 436
ATATCT CTT C
15A-r GAT CTA GTG AAC GTA CTA 1,5
TTC CAA AC
15B/C-f CAT CCG CTT ATT AAT TGA 1,5 496
AGT AAT CTG AACC
15B/C-r CTG TTC AGA TAG GCC ATT 1,5
TAC AGC TTT AAATC
16F-f CAT TCC TTT TGT ATA TAG 2 988
TGC TAG TTC ATC C
16F-r TTC GTG ATG ATA ATT CCA 2
ATG ATC AAA CAA GAG
17F-f GAT GTA ACA AAT TTG TAG 1,5 693
CGA CTA AGG TCT GC
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Secuencia de cebadores Concentracion | Tamaiio del
Cebadores (5'—3") (M) producto
(bp)
17F-r CTT AAT AGC TCT CAT TAT 1,5
TCT TTT TTT AAG CC
Sgl18-f TTA TCT GTA AAC CAT ATC 1,25 573
AGC ATC TGA AAC
Sgl8-r GTT AGT CCT GTT TTA GAT 1,25
TTA TTT GGT GAT GT
19A-f CAT CCG CTT ATT AAT TGA 1 478
AGT AAT CTG AACC
19A-r GAG CAG TCA ATA AGA TGA 1
GAC GAT AGT TAG
19F-f GTT AAG ATT GCT GAT CGA 1,5 304
TTA ATT GAT ATC C
19F-r GTA ATA TGT CTT TAG GGC 1,5
GTT TAT GGC GAT AG
20-f GAG CAA GAGTTT TTC ACC 1,5 514
TGA CAG CGA GAA G
20-r CTA AAT TCC TGT AAT TTA 1,5
GCT AAA ACT CTT ATC
22F-f GAG TAT AGC CAG ATT ATG 1,5 643
GCAGTTTTATTGTC
22F-r CTC CAG CACTTG CGC TGG 1,5
AAA CAA CAG ACA AC
23F-f GTA ACA GTT GCT GTA GAG 1,5 384
GGA ATT GGC TTT TC
23F-r CAC AAC ACC TAA CAC ACG 1,5
ATG GCT ATATGA TTC
31-f GGA AGT TTT CAA GGA TAT 2 701
GAT AGT GGT GGT GC
31-r CCG AAT AAT ATATTC AAT 2
ATA TTC CTA CTC
33F-f GAA GGC AAT CAA TGT GAT 1 338
TGT GTC GCG
33F-r CTT CAA AAT GAA GAT TAT 1
AGT ACCCTTCTAC
34-f GCT TTT GTA AGA GGA GAT 1,5 408
TAT TTT CAC CCA AC
34-r CAA TCC GAC TAA GTCTTC 1,5
AGT AAA AAA CTT TAC
35B-f GAT AAG TCT GTT GTG GAG 1 677
ACT TAA AAA GAA TG
35B-r CTT TCC AGA TAA TTA CAG 1
GTATTC CTG AAG CAA G
35F-f GAA CAT AGT CGC TAT TGT 1,5 517
ATT TTA TTT AAA GCA A
35F-r GAC TAG GAG CAT TAT TCC 1,5
TAG AGC GAG TAA ACC
38-f CGT TCT TTT ATC TCA CTG 1,5 574
TAT AGT ATC TTT ATG
38-r ATG TTT GAA TTA AAG CTA 1,5
ACG TAA CAA TCC
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Secuencia de cebadores Concentracion | Tamaiio del
Cebadores (5'—3") (M) producto
(bp)
cpsA-f GCA GTA CAG CAG TTT GTT 0,5 160
GGA CTG ACC
cpsA-r GAA TAT TTT CAT TAT CAG 0,5
TCC CAGTC

En este trabajo hemos modificado el orden de los cebadores con el objetivo de
mejorar la eficiencia del esquema original para la vigilancia epidemiologica de nuestra
area geografica. Los principales cambios realizados fueron incluir el serotipo 5 en el
esquema, concretamente en la tercera PCR y adelantar el serotipo 1 de la sexta PCR del
esquema de Pai et al. a la tercera PCR. El resto de las combinaciones se realizaron de
manera que los tamafios de los cebadores de cada reaccion se diferenciaran en mas de

50 pb para una mejor resolucion del gel.

Tabla 4: Distribucion de serotipos en el esquema propuesto por el CDC y en el esquema
modificado en el Hospital Universitario Virgen Del Rocio (H.U.V.R).

C.D.C. H.U.V.R.
PCR-1 | 19A 3 22F 6 19A 3 22F 6
PCR-2 4 14 12F A% 4 14 12F

PCR-3 | 23F 7F 11A | 33F - 16F 35F

PCR-4 19F 16F Sgl8 | 35B | 23F A% 11A 8

PCR-5 8 15B/C 38 31 19F 15A 18 35B

PCR-6 1 10 35F 34 33F 15B/C 38 31
PCR-7 20 7C 17F I5A 20 7C 17F 34
Srtp 5 10

La amplificacion se realizd en un termociclador Applied Biosystem 2700,
utilizando un volumen total de reaccion de 50 pl. Los componentes de la PCR se

indican en la siguiente tabla.
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Tabla 5: Mezcla de la reaccion de serotipado.

Volumen (ul)
Tampén 5x Sul
MgCl, (50mM) concentracion final de 2,5 mM 2,5ul
Desoxinucledtidos (ANTPs) 10mM 2 ul
Taq DNA polimerasa (2.0 U) 0,5 ul
Cebadores 20 pM Depende del cebador
ADN 1w
H,O0 estéril Hasta 50 pl

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones:
= un primer paso de 4 min a 94 °C,
= 30 ciclos de amplificacién con
e 45sa94°C
e 45sas54°C
e 2min30sa65°C
= 10mina65°C
= Mantener a 4°C

El andlisis de los productos de amplificacion de la PCR se hizo mediante
electroforesis de 10 pl del producto de amplificacion en agarosa al 2% en TBE 0,5x

durante 60 minutos a 100V.
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5.4.2. Diferenciacion de los serotipos 6A/B/C

Debido al alto grado de homologia que existe entre los serotipos 6A/C y 6B, los
fragmentos amplificados con la PCR multiple son indistinguibles. Por ello, tras realizar
el serotipado por PCR, en los aislamientos del serogrupo 6, se llevo a cabo la
secuenciacion del amplicon (111). Esta se hizo tras un paso previo de purificacion de
los productos de PCR mediante el protocolo descrito en el MinElute 96 UF PCR
Purificacion kit (Quiagen, UK), obteniéndose 20 ul de producto purificado de PCR a
partir de los 50 pul de la reacciéon de amplificacion. E1 ADN correspondiente de cada

cepa se envio a NBT (Newbiotechnic S.A.- NBT. Sevilla) para su secuenciacion.

Tal y como se ha descrito previamente (111), la secuenciacion permitird detectar
el polimorfismo de nucleoétido simple que se encuentra en el codon 195 del gen cps, y
que permite diferenciar el serotipo 6A del 6B. Ademas del polimorfismo en la posicion
195, Pai et al. observaron otra sustitucion en la posicion 192 que diferenciaba todos los

aislamientos del serotipo 6A del 6B (figura 1).

Figura 1: secuencia del segmento que diferencia el serotipo 6A del 6B.

Ser Asn
6B TG TCT CAT GAT AAT TAT TTT GCA AA
6A TG GCT CAT GAT AGT TAT TTT GCA AA
Ala Ser

Los cebadores utilizados para la secuenciacion fueron los mismos que se

utilizaron en la PCR multiple (tabla 6).

Tabla 6: Cebadores utilizados para la secuenciacion del serogrupo 6.

Tamaiio Posicion
Cebador Secuencia (5°-3") del del
producto | nucleétido
AAT TTG TAT TTT ATT
6A/B-f CAT GCC TAT ATC TGG 250 8656
TTA GCG GAG ATA ATT
el TAA AAT GAT GAC TA 8877
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Con la secuenciacion pudimos distinguir los serotipos 6A/C del 6B. Para
distinguir entre los serotipos 6A y 6C, se les realiz6 una PCR adicional con unos
cebadores especificos del serotipo 6C (112) que permiti6é determinar si eran A o C. Para

ello utilizamos el algoritmo de la figura 2, propuesto por Jin ef al. (112).

Figura 2: Algoritmo de identificacion de los serotipos 6A, 6B y 6C (112).

Serogrupo 6
I

Amplifica con los Amplifica con los

cebadores
wciP584gS/wciP-r

cebadores
wciP584aS/wciP-r

| }

Serotipo 6A o 6C

| Serotipo 6B
Amplifica con los No amplifica con los
cebadores cebadores
wciNgS1/weiNgA2 o wciNgS1/wciNgA2 o
wciNgS2/wceiNgAl wciNgS2/wceiNgAl
Serotipo 6C Serotipo 6A
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Numero de acceso
Cebador Serotipo Secuencia Posicion
en GenBank
ATC TCT AAA TCT GAA TAT
wciNgS1 6C EF538714 6969
GAA GCG GCT CAATC
CGG CTC AAT CTT TAA AAA
wciNpS2 6C EF538714 6982
TAC CCC TTA AGA AATTGA C
CCA CCC ACCCTG TTA TAA
wciNgAl 6C EF538714 7290
AAA ATG AGCTTCG
GAA CTG AGC TAA ATA ATC
wciNgA2 6C EF538714 7319
CTC TGG ATT ATC CACC
ATT TAT ATA TAG AAA AAC
wciP584¢S 6A, 6C CR931638 8855
TGG CTC ATG ATA G
AAG ATT ATT TAT ATA TAG
wciP584aS 6B CR931639 8747
AAA AACTGT CTC ATG ATA A
GCG GAG ATA ATT TAA AAT
wciP-r 6A, 6C, 6B AF246897 8248
GAT GAC TAG TTG
Los componentes de la PCR se indican en la siguiente tabla.
Tabla 8: Mezcla de la reaccion de PCR para serotipado de 6A/6B/6C.
Volumen (ul)
Tampon 10x 2,5 ul
MgCl, (25mM) concentracion final de 1,5 mM 1,5ul
Desoxinucleotidos (ANTPs) 2,5 mM 1 ul
Taq DNA polimerasa (5 U/ pl) 0,1 pl
Cebadores (50 pmol/ul) 0,125 ul
ADN 2 ul
H,O0 estéril Hasta 25 pl
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La PCR se realizo en Applied Biosystem 2700 bajo las siguientes condiciones:

= 5 mina95°C;

= 35 ciclos de amplificacién con

e 30sa94°C
e 060sa62°C
e 60sa72°C.

= ]0mina72°C.

El analisis de los productos de amplificacion de la PCR se hizo mediante

electroforesis en agarosa al 2%.

5.5. TIPIFICACION MOLECULAR

5.5.1. Técnica de electroforesis en campo pulsado (ECP) para S.

pneumoniae

La tipificaciéon molecular de microorganismos mediante ECP tiene como objeto
conocer la relacion clonal entre aislados y, por tanto, derivados recientes de un
microorganismo ancestral comun. A la vez debe diferenciar aislados no relacionados,

independientemente de que pertenezcan a la misma especie microbiologica o taxon.

La electroforesis en campo pulsado o ECP permite obtener un patrén de los
fragmentos de restriccion generados tras la digestion del ADN cromosémico total
mediante utilizacion de enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte. Muchos de
estos fragmentos son de gran tamafio y no pueden separarse por técnicas de
electroforesis convencional, en las que se aplica un campo eléctrico constante, sino que

requieren técnicas en la que la orientacion del campo eléctrico sea variable
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periddicamente, estas son las denominadas técnicas de electroforesis en campo pulsante

(ECP) o pulse-field gel electrophoresis.

Mediante este procedimiento se consigue dividir el cromosoma bacteriano en

patrones sencillos, de 10 a 20 bandas, lo cual facilita la comparacion de unos aislados

con otros, permitiendo establecer grados de similitud genética entre las bacterias

estudiadas.

> Extraccion del ADN cromosomico

v’ Preparacion del indculo del microorganismo

Rotular tubos eppendorf de 1,5 ml con los nameros
identificativos de cepas y dispensar 200 ul de solucion PIV

resuspendiendo a continuacion el pellet de la cepa asignada.

Preparar las cubetas del espectrofotometro con Iml de PIV y
afnadir 5 pl de la suspension microbiana preparada en el apartado

anterior.

Medir la densidad optica (ODgy) en el espectrofotometro y
calcular el volumen de PIV necesario para la dilucion segin la

siguiente ecuacion:

VOldil = (OD620X 40 x 210) -210

Afadir el volumen de PIV necesario para la dilucion anterior.

v' Elaboracion de los bloques de agarosa

Mantener una solucién de agarosa al 1,5% de bajo punto de

fusion fundida (>40°C).

Mezclar 200uL de la suspension bacteriana y 200uL de la
solucion de agarosa fundida en nuevos eppendorf,
convenientemente rotulados. Mezclar suavemente con la pipeta y

dispensar en los moldes.
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Conservar los moldes 5 minutos a -20°C y, como minimo, 10

minutos a temperatura ambiente.

Preparar tantos ml de tampon de lisis (ST) como
microorganismos se estén analizando. Para obtener la solucion de
lisis, se afiadiran al ST 5 ul de Rnasa (10mg/ml), 2 ul de lisozima
(50mg/ml) y 50 pl de Brij al 10%. En tubos de plastico estériles

desechables, convenientemente rotulados, dispensar 1ml de dicha

solucion.

Una vez transcurridos, como minimo, 10 minutos a temperatura
ambiente, transferir los bloques a tubos de 10 ml que contengan
Iml de solucién de lisis. Todos los bloques obtenidos del mismo

microorganismo deben depositarse en el mismo tubo.

Incubar a 37°C durante 5 horas.

v Tratamiento con proteinasa-K

Decantar la solucion de lisis y sustituirla por 1 ml de una solucion

(ES) de proteinasa-K (1mg/ml) recién preparada

Incubar durante 18 horas a 50°C.

v" Lavados

Decantar la solucion de proteinasa-K y sustituirla, llenando
completamente el tubo, por tampon TE. Disponer los tubos
horizontalmente en un agitador orbital y mantenerlos en agitacion
suave durante 30-45 minutos. Al cabo de ese tiempo, decantar el
TE y sustituirlo por uno nuevo repitiendo el proceso. Es necesario

repetir este proceso durante 4 6 5 veces.

Finalizados los lavados los bloques se conservan en TE a 4°C.
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» Digestion del ADN con enzimas de restriccion

v Rotular tubos eppendorf de 1,5 ml con los nimeros de las cepas elegidas

y depositar en su interior un bloque extraido del tubo inicial.

v’ Preparar la solucién de restriccion. Esta reaccion se llevara a cabo en un
volumen de 60ul del tampon de restriccion, al que se le afiadird 1ul de
enzima de restriccion Smal (10 Unidades) y 1,2ul de albimina bovina

sérica (BSA).

v' Anadir 60ul de la solucion de restriccion en cada uno de los tubos
eppendorf conteniendo el bloque correspondiente, asegurandose de que

el disco queda inmerso en la solucion.

v" Se incuba a 25°C durante 18 horas.

» Electroforesis en campo pulsatil (ECP)
v' Preparacion del gel de agarosa al 1%

= Preparar un gel de agarosa al 1% en 0,5xTBE mezclando los

siguientes componentes e hirviendo durante 5-10 minutos.

Volumen final Agarosa 10xTBE Agua bidestilada
100 ml (16 pocillos) g 5ml 95 ml
150 ml (30 pocillos) 1,5¢ 7,5 ml 142,4 ml

= Dejar enfriar la solucion en agitacion durante 30 minutos.

= Preparar el molde de ECP de BioRad, encajando la bandeja en el
soporte. Seleccionar el peine correspondiente (16 6 30 pocillos), y

colocar consecutivamente en cada uno de los dientes un bloque.
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Es recomendable la colocacion en los extremos de los marcadores
de peso molecular. Como marcador molecular se utilizo lambda
ladder y low range (BioLabs). Colocar el peine ya cargado con

los discos en las ranuras del molde de ECP.

Verter cuidadosamente la agarosa, evitando que ésta arrastre
alguno de los bloques, y esperar 30 minutos hasta que la agarosa

solidifique.

v" Colocacidn en el sistema CHEF-DRIII

Preparar 2 L de tampdén de electroforesis 0,5xTBE (100 ml
10xTBE en 1900 ml de agua bidestilada) y verter en la cubeta de

electroforesis.

Poner en marcha.

Las condiciones de los pulsos para Streptococcus pneumoniae son
1-30s. El voltaje (volts/cm) siempre se mantiene en 6.00 y el

angulo se mantiene en 120°.

Bomba de recirculacion del tampén de electroforesis. Debe

programarse a una velocidad aproximada de 1L/m.

Se ajusta el refrigerador a 11°C y el tiempo a 20 horas.

Desmontar el molde que contiene al gel y depositarlo, sujeto a la
bandeja, en la cubeta de ECP. Comprobar que la cubeta contiene
el marco adecuado para la bandeja, ajustar ésta en el espacio

correspondiente y cerrar la tapa de la cubeta.

Conectar los electrodos y poner en marcha el sistema.

v' Extraccion del gel y tincion

Una vez finalizados los ciclos de ECP, abrir la tapa de la cubeta y

extraer el gel sujeto a la bandeja. La cubeta debe vaciarse del
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tampon de electroforesis, utilizando el conector designado para
ello, y lavarse con agua bidestilada, si no se va a volver a utilizar

inmediatamente.

=  Desprender el gel de la bandeja y sumergirlo en una solucion de
bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 30 minutos, a temperatura

ambiente.

= Visualizar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta y

fotografiarlo.

5.5.2. Analisis de los datos obtenidos por ECP

Se empled el programa informatico BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica) para el analisis e interpretacion de los patrones de ECP. Este programa permite
establecer el valor de similitud entre patrones de electroforesis de diferentes cepas,
basandose en el nimero de bandas obtenidas y sus correspondientes pesos moleculares.

De esta forma, se crean dendogramas que permiten el agrupamiento de las cepas.

El primer paso en el andlisis de los resultados es la normalizacion de los geles.
Esta normalizacion consiste en asignar a estas bandas el mismo peso (posicioén) a pesar
de las diferencias generadas en el proceso analitico. Una vez normalizados los geles,
para calcular la similitud entre un par de cepas pueden usarse varios coeficientes. El

mas usado es el coeficiente de Dice que se basa en la posicion de las bandas.

El algoritmo matematico que se utiliza mds comunmente para construir
dendogramas a partir de la matriz de similitud, es el método de agrupacion por pares no
ponderados, usando promedios (Unweighted Pair Group Method using arithmetic
Averages: UPGMA). En un dendograma, el punto de corte para considerar las cepas
como relacionadas es arbitrario pero la experiencia y la concordancia de sistemas de

tipado ayudan a seleccionar el mas adecuado.

En nuestro estudio, se empled el método UPGMA, segtn el cual, el valor de

similitud entre las bandas se calcula de acuerdo a la posicion de las mismas. Se uso el
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coeficiente de similaridad de Dice, para la comparacion de los fragmentos de ADN, con

una optimizacion de 1% y una posicion de tolerancia de 1%.

Se defini6 como clon a los grupos de dos o mas aislamientos que presentan una
similitud > 90% en el dendograma.

5.5.3. Estudio clonal mediante multilocus sequence typing (MLST)

El MLST es una herramienta de tipificacion molecular que caracteriza los
aislamientos utilizando las secuencias de ADN de fragmentos internos de genes
“housekeeping” que codifican enzimas metabolicos. De cada gen se secuencia
aproximadamente un fragmento interno de 450-500 pb. Las diferentes secuencias de
cada gen se comparan con las ya existentes en una base de datos centralizada y se les
asigna un numero que identifica el alelo. Cada uno de estos nimeros, define junto con

los otros 6, el perfil alélico o el tipo de secuencia (“sequence type’) de ese aislamiento.

La mayoria de las bacterias poseen suficiente variabilidad en estos 7 genes como
para que se generen billones de perfiles alélicos distinguibles. EI MLST se caracteriza
por asignar los alelos de los 7 loci directamente mediante secuenciacion del ADN, en
lugar de por la mobilidad electroforética de los productos de cada gen. La ventaja del
MLST frente a otras técnicas de tipificacion, es la facilidad para comparar los resultados

con una base de datos centralizada. Sin embargo tiene un coste mayor.

Esta técnica se realizd Unicamente a las cepas de neumococo resistentes a

norfloxacina.
= Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realizd a partir de cultivo puro de Streptococcus
pneumoniae en placas de Columbia Blood agar, mediante el sistema Quiagen
(DNeasy®) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADN extraido se conservo a

-20°C hasta su analisis.

* Amplificacién del ADN por PCR
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El esquema de MLST del neumococo utiliza los fragmentos internos de los
siguientes 7 genes:

aroE (shikimato deshidrogenasa)

gdh (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa)

gki (glucosa kinasa)

recP (transcetolasa)

spi (peptidasa senal I)

xpt (xantina fosforribosiltransferasa)

ddl (D-alanina-D-alanina ligasa)

Los cebadores utilizados para la amplificacion de los fragmentos internos de los

genes anteriores fueron los siguientes (www.mlst.net):

aroE-up, 5'-GCC TTT GAG GCG ACA GC

aroE-dn, 5'-TGC AGT TCA (G/A)AA ACA T(A/T)T TCT AA

gdh-up, 5'-ATG GAC AAA CCA GC(G/A/T/C) AG(C/T) TT

gdh-dn, 5'-GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/A/T/C) CC

gki-up, 5'-GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC

gki-dn, 5'-TCT CCC GCA GCT GAC AC

recP-up, 5'-GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG

recP-dn, 5'- TGC AAC CGT AGC ATT GTA AC
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spi-up, 5-TTA TTC CTC CTG ATT CTG TC

spi-dn, 5'-GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA

xpt-up, 5'-TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT

xpt-dn, 5'-AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC

ddl-up, 5'-TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG

ddl-dn, 5'-CAC TGG GT(G/A) AAA CC(A/T) GGC AT

Los componentes de la PCR se indican en la siguiente tabla:

Tabla 9: Mezcla de la reaccion de PCR para amplificacion de los genes “housekeeping”.

Volumen (ul)
Tampén 10x Sul
Desoxinucleotidos (ANTPs) 10 mM 1 ul
Taq DNA polimerasa (5 U/ pl) 0,5 pl
Cebadores (10uM) 1 ul
ADN 1l
H,O0 estéril Hasta 50 pl

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

. Desnaturalizacion durante 5 min a 95°C

. Amplificacion (30 ciclos)

> 1 min a 95°C

> 1 min a 50°C
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> 1 min a 72°C
. Extension durante 30s a 72°C

. Mantener a 4°C

= Purificacion del ADN

La purificacion del producto de amplificacion tras la PCR de cada uno de los 7
cebadores se realizd con el sistema comercial QIAquick® PCR Purification Kit (250)

(QUIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

= Secuenciacion del ADN

El ADN correspondiente de cada fragmento y cepa se envido a NBT

(Newbiotechnic S.A.- NBT. Sevilla) para su secuenciacion.

= Analisis de las secuencias

Una vez obtenidas las secuencias, la asignacion de cada alelo y el perfil alélico

se llevd a cabo mediante la pagina web de MLST (www.mlst.net).

5.6. ESTUDIO DE RESISTENCIA A FLUORQUINOLONAS

La sensibilidad a levofloxacino (LVX) se determindé mediante el método de
difusion E-test y la de norfloxacino (NFX) mediante el método de difusion E-test y
disco de 5pg, en placas de Miiller-Hinton Sangre (bioMerieux) a 0,5 McFarland. Los
aislamientos con una CMI a norfloxacino >16 pg/ml y un halo de inhibicién <10 mm se
consideraron cepas con resistencia de primer paso o de bajo nivel y los aislamientos con
una CMI a norfloxacino >16 pg/ml y una CMI a LVX > 8 pug/ml, se consideraron cepas

con resistencia de alto nivel.
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5.6.1. Deteccion de mutaciones mediante hibridacion con sondas

A los 14 aislamientos con la CMI a NFX >16 pg/ml se les realizo la
identificacion de las mutaciones que codifican la resistencia a FQs mediante
amplificacion por PCR seguida de una hibridacion reversa con sondas especificas de las
secuencias gyrd y parC (GenID® GmbH, Strapberg) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Los componentes de la PCR comercial se indican en la siguiente tabla.

Tabla 10: Mezcla de la reaccion de PCR para la deteccion de resistencias por hibridacion
con sondas.

Volumen (ul)

Tampon 10x 2,5 ul
MgCl, (25mM) concentracion final de 2 mM 2 ul
Desoxinucleotidos (ANTPs) 2,5 mM 1 ul
Taq DNA polimerasa (5 U/ pl) 0,2 pl
Cebadores 15 ul
ADN 1l
H,O estéril Hasta 25 ul

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones:
* un primer paso de 5 min a 95 °C
= 10 ciclos con:
e 30sa95°C
e 2mina60°C
= 22 ciclos con:

e 10sa95°C
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e 30sas5°C
e 30sa72°C
= 8mina72°C

=  Mantener a 4°C

El analisis de los productos de amplificacion de la PCR se hizo mediante

electroforesis en agarosa al 2%, utilizando 5 pl del producto de PCR.

A continuacion, siguiendo las instrucciones del fabricante, se procedid a la
reaccion de hibridaciéon mediante sondas de oligonucleotidos especificos de las
secuencias gyrd y parC, que se encontraban inmovilizadas en membranas de

nitrocelulosa.
5.6.2. Secuenciacion de los genes QRDR
Se secuenciaron los genes gyrd, gyrB, parC y parE de los 14 aislamientos con la

CMI a NFX >16 ug/L. Para ello, se realizo previamente la amplificacion mediante PCR

con los cebadores y las condiciones que se especifican a continuacion (tabla 11 y 12)

(115).
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Tabla 11: Oligonucledtidos utilizados para amplificar y secuenciar los genes QRDR.

Gen Posicion
Cebador Secuencia (5°-3")
amplificado
GyrA-f | CGTTTTAGTGGTTTAGAGGC 85
gyrd
GyrA-r GACCAACTTCACTGCATCA 567
GyrB-f TTCTCCGATTTCCTCATG 1105
gyrB
GyrB-r CCCGGCTGGATATATTCT 1665
ParC-f CGCCCTAGATACTGTGTGA 98
parC
ParC-r AAATCCCAGTCGAACCAT 493
ParE-f TGTGGATGGAATAGTGGC 1054
parE
ParE-r ACCGAACTGTTTACGGAGT 1697

Tabla 12: Mezcla de la reaccion de PCR para la deteccion de resistencias en los genes
QRDR por secuenciacion.

Volumen (ul)
Tampon Sx 20 ul
MgCl; (25mM) concentracion final de 1,2 mM oul
Desoxinucleotidos (Concentracion final 0,2 mM 2 ul
Taq DNA polimerasa 2,5 U 0,5 ul
Cebadores (25 pmol/ul) 2,5 ul
ADN 2ul
H,0 estéril Hasta 100 pl
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El volumen total de la mezcla fue de 100 ul. Las condiciones de la PCR fueron

las siguientes:

= un primer paso de 5 min a 95 °C
= 35 ciclos de amplificacion con:
e 45s5a95°C
e 30sas55°C
e 2.5mina 72°C

= 10 mina72°C

Tras la purificacion de los productos de PCR con el sistema comercial
QlAquick® PCR Purification Kit (250) (QUIAGEN), se envié el ADN correspondiente
de cada cepa a NBT (Newbiotechnic S.A.- NBT. Sevilla) para su secuenciacion. Los

oligonucleotidos enviados para la iniciacion de la secuenciacion se describen en la tabla

11.

5.6.3. Estudio del efecto de las bombas de expulsion

En los aislamientos con la CMI a NFX >16 ug/ml se estudi6 el efecto de las
bombas de expulsion. Para ello, se calculo la CMI de NFX mediante la técnica de

microdilucién en caldo, con y sin reserpina.

» Preparacion del medio Mueller-Hinton caldo.

Disolver 21 gramos del polvo Mueller-Hinton (Scharlau Chemie, S.A) en 1

litro de agua destilada. A continuacion autoclavar el medio y almacenar entre 2-8°C.

El medio Mueller-Hinton fue suplementado con un 5% (v/v) de sangre de

caballo. Para usar esta sangre debe estar completamente lisada, mezclando
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asépticamente volimenes iguales de sangre de caballo y agua destilada estéril y a

continuacion se centrifuga a 12.000 r.p.m durante 20 minutos. Una vez centrifugado

se decanta el sobrenadante y se vuelve a centrifugar si es necesario. Completado este

proceso la sangre lisada de caballo estaria lista para ser anadida al medio de

Mueller-Hinton caldo a una concentracion final de 5%.

> Solucion de NFX

En la preparacion de la solucion de NFX se utilizdé polvo valorado

suministrado por Sigma® y se siguieron las normas del Clinical Laboratory

Standard Institute (CLSI) (114), utilizandose concentraciones de antimicrobiano

decrecientes desde 1024 a 1 pg/ml.

» Cepas Patron

Se utilizo S. pneumoniae ATCC 49619 como cepa control.

> Pruebas de sensibilidad en caldo

Indculo bacteriano: Se utilizo un inoculo de 5 x 10° UFC/ml para cada
una de las cepas estudiadas. Se prepar6 un inoculo de 0,5 McFarland (1 x
10® UFC/ml) en 2 ml de medio de suspension a partir de un cultivo puro.
Se ajusta este inoculo, se preparan tubos estériles con 10 ml de medio
Mueller-Hinton caldo y se afiade 100 pl del inoculo 0,5 McFarland. Esta
dilucion, 1:100, es la que se usa para inocular las placas de

microdilucion.

Inoculacion de placas de microdilucion: Se inoculan todos los pocillos
con 50 ul de Mueller-Hinton caldo (Scharlau Chemie, S.A). Se anaden
50 pl del antibidtico en una concentracion dos veces superior a la que
desee tener en ese pocillo. Se pasan 50 ul desde este pocillo al pocillo
siguiente y asi sucesivamente con lo que vamos realizando diluciones
seriada en suero fisiologico (Suspension médium. Biomérieux®).
Finalmente se afiaden 50 pl del indculo bacteriano excepto en el pocillo

correspondiente al control de esterilidad. Se prepararon placas de
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microdilucion por duplicado, y en una de ellas se afiadi6 reserpina (10

pg/ml) al caldo de Mueller-Hinton con NFX.

Incubacion: Todas las placas se incubaron a 35°C durante 20-24 horas.

Lectura de las placas: Para la lectura de las placas nos basamos en la
definicion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), que se define
como la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe
completamente el crecimiento de los microorganismos en los pocillos de
la placa de microdilucion detectado de forma visual. Los aislamientos
que con reserpina mostraron una disminucion de cuatro o mas diluciones
en su CMI, se consideraron positivos al efecto de la reserpina y por tanto

al efecto de las bombas de expulsion.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LOS CASOS
DE ENI

En el periodo 2002-2008, se aislaron en nuestro centro 560 cepas invasivas de
Streptococcus pneumoniae [132 muestras de ninos (21 LCR, 9 liquidos pleurales, 102
hemocultivos) y 428 muestras de adultos (49 LCR, 38 liquidos pleurales, 7 liquidos
articulares, 2 liquidos peritoneales y 332 hemocultivos)]. En la tabla 13 podemos
observar el numero total de neumococos aislados por afio en adultos y nifios,

considerandose como nifios los menores de 15 afios.

Tabla 13: Distribucion interanual de los aislamientos de Streptococcus pneumoniae.

Aiio Cepas totales Adultos Nifios
2002 67 43 24
2003 64 43 21
2004 59 45 14
2005 93 73 20
2006 78 54 24
2007 109 93 16
2008 90 77 13
Total 560 428 132

Se puede observar tanto, en la tabla 13 como en la figura 3, un aumento de casos
totales a partir del afo 2005, alcanzandose el pico maximo con 109 aislamientos en el
afio 2007. Este aumento de aislamientos de los ultimos 4 afios es debido a casos
diagnosticados en adultos. En nifios, sin embargo, no se ha detectado tendencia a la

subida.
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Figura 3: Distribucion interanual de los aislamientos en adultos y nifios.
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Cuando estudiamos la distribucion de los neumococos aislados en el laboratorio
en funcion de los meses y comparamos los diferentes afos, vimos que el patron que
seguian era siempre el mismo. Entre septiembre y octubre empiezan a aumentar los
casos, alcanzando los picos entre diciembre y marzo y disminuyendo de nuevo hasta
septiembre. El mayor nimero de casos coincide con la época invernal y el menor con el

verano (Figura 4).
Figura 4: Distribucién mensual de los aislamientos.
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Debido a que el trabajo descriptivo se disefid0 de manera retrospectiva, no se

pudieron rescatar todas las cepas aisladas en el periodo de estudio, por lo que estas
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cifras se han obtenido de la base de datos donde se archiva el trabajo diario del Servicio

de Microbiologia.

En la figura 5 se observa la representacion de la distribucion mensual de las
cepas incluidas en el estudio entre 2005 y 2008, comprobandose que el patron que

siguen nuestras cepas es similar al nimero total de cepas.

Figura 5: Distribucion mensual de los aislamientos incluidos en el estudio.
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En Ia tabla 14 se muestra el nimero de cepas recuperadas en total y las que
pertenecian a adultos y nifios. En la columna del nimero total de cepas, entre paréntesis,

se indica el porcentaje de cepas recuperadas del total de cepas que se aislaron ese afio.

Tabla 14: Distribucién anual de cepas en adultos y nifios, incluidas en el estudio.

Ao Total (%) Adultos Nifios
2001 8 (ND) ND 8
2002 11 (16.4) ND 11
2003 17 (26.5) ND 17
2004 24 (40.6) 11 13
2005 58 (63.7) 38 20
2006 54 (77.1) 30 24
2007 50 (45.8) 36 14
2008 52 (57.7) 44 8
Total 274 (49) 159 115

ND: No Disponible
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Entre los afios 2001 y 2003 apenas se pudieron recuperar neumococos del
cepario. Los pocos aislamientos que se incluyeron para el estudio fueron cedidos de otro
estudio realizado en el hospital y pertenecian todos a la poblacion pediatrica. En el 2001
no sabemos el nimero total de neumococos que se aislaron, ya que no hay datos
disponibles de ese afio. Entre los anos 2004 y 2008 se pudieron recuperar entre el 40% y
el 77% de las cepas. En total se incluyeron 274 (49%) aislamientos, distribuidos entre

ninos y adultos como se muestra en la figura 6.

Figura 6: Distribucién interanual de las cepas incluidas en el estudio.
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6.2. CARACTERISTICAS CLINICAS Y EVOLUCION

En cuanto a las patologias descritas en los pacientes, los diagnodsticos mas
frecuentes fueron la neumonia adquirida en la comunidad (NAC) con 146 casos, la

bacteriemia con 71 casos y la meningitis con 52 casos (tabla 15).

Tabla 15: Distribucion del nimero de pacientes y cepas en funcion del cuadro clinico.

Cuadro N° pacientes N° aislamientos
clinico (%) invasivos
NAC 146 (53) 150
Bacteriemia 71 (26) 76
Meningitis 52 (19) 72
Otros 52) 6
Total 274 304
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Aunque en algunos pacientes se aislara el neumococo en varias muestras
invasivas (no se aportan datos de aislamientos en muestras no invasivas), para el

posterior estudio solo se considero una cepa por paciente.

Entre todos estos casos se describio un shock séptico en 8 pacientes, 2 con
meningitis, 3 con neumonia y 3 con una sepsis sin foco. Una de las dos meningitis tenia

un foco o6tico.

En el apartado “otros” de la tabla 15 se han agrupado un caso de osteomielitis, 2

casos de artritis séptica y 2 casos de peritonitis.

El caso de la osteomielitis fue en un nifio de un mes de edad que también tenia

un absceso epidural y en el que el neumococo se aislo en sangre.

Las artritis fueron en un adulto y en un niflo, y en ambos, el neumococo se aislo

en liquido articular.

Los dos casos de peritonitis fueron en adultos. El neumococo se aislé en sangre

en ambos casos y en liquido peritoneal en uno de ellos.

Respecto a los 146 casos de enfermedad neumococica invasiva (ENI)
diagnosticados como neumonia, 94 (64,4%) pertenecian a adultos y 52 (35,6%) a nifios.
Por otro lado, 26 de los pacientes con neumonia desarrollaron un empiema. De éstos

ultimos, 10 fueron adultos y 16 nifios (tabla 16).

Tabla 16: Distribuciéon de los casos de neumonia y empiema entre adultos y niios.

Adultos Nifos Total
NAC 84 36 120
NAC-Empiema 10 16 26
Total NAC 94 52 146

Si tenemos en cuenta el numero de empiemas desarrollados respecto a las
neumonias totales de cada grupo, vemos que en nifios el 30,8% de estas neumonias

desarrollaron un empiema y el 10,6% en adultos, obteniéndose un valor de p=0,0023.
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Por otro lado, tal y como se observa en la tabla 17, de los 159 S. pneumoniae
aislados en adultos, las neumonias supusieron el 59% (94 pacientes), mientras que de
los 115 aislamientos infantiles, las neumonias supusieron el 45% (52 pacientes). Si
aceptamos un nivel de significacion de 0,05, podemos afirmar que hubo diferencias

significativas.

El 6,3 % de las patologias en adultos fueron empiemas. En nifios éstas llegaron
al 14%, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. De los 16 nifios con un
empiema, 9 eran menores de 1 afio, 3 tenian 2 afios, 1 tenia 3 afios, otro 5 afios, otro 9

aflos y otro 12.

En 71 pacientes se aislo el neumococo solo en sangre, sin ningiin foco aparente.
Con un 26,4% de bacteriemias en adultos y un 25,2% en nifios, la diferencia no fue

significativa entre ellos.

En 52 pacientes el diagnéstico fue de una meningitis, 32 casos de nifios y 20 de
adultos. En cinco de los adultos se describio un foco otico. Los casos de meningitis,
alcanzaron el 12,6% vy el 28% de los S. pneumoniae aislados en adultos y nifios
respectivamente. La diferencia fue estadisticamente significativa.

Tabla 17: Distribucion de los casos en funcion de la patologia diagnosticada y el grupo de
adultos o nifios.

Adultos (%) Niiios (%) Total p*
NAC 84 (53) 36 (31,3) 120 0,0228
NAC-Empiema 10 (6,3) 16 (14) 26 0,0336
Meningitis 20 (12,6) 32 (28) 52 0,0015
Bacteriemia 42 (26,4) 29 (25,2) 71 0,8233
Otros 3 2 5 -
Total 159 115 274

Vemos, por tanto, que los adultos presentan mds neumonias pero menos

empiemas que los nifios y que éstos tienen mas empiemas y meninigitis.
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Si analizamos la rentabilidad diagndstica en funcion del tipo de muestra en la
que se aislaron las cepas en cada patologia, observamos que de los 146 casos de NAC,
en 135 el neumococo se aisld en el hemocultivo (tabla 18), como era esperable ya que

sOlo hemos considerado la ENI.

Tabla 18: Distribucion de los neumococos causantes de NAC en funcion de la muestra en
la que se hallaron.

Patologia (n) Sangre L.Pleural Bx pulm.
NAC (120) 119 - 1
NAC-Empiema (26) 16 10 -
Total NAC (146) 135 10 1

De estos 135 neumococos aislados en hemocultivos, 16 pertenecian a pacientes
con diagndstico de empiema, pero sin aislamiento en el liquido pleural. En los 10 casos
restantes de empiema, el neumococo se aislo en liquido pleural. Nueve de estos 10
pacientes fueron nifios. Teniendo en cuenta que el liquido pleural se estudio en 22 de los
26 casos de empiema, podriamos decir que el liquido pleural tiene una rentabilidad
diagnostica del 45% y que la rentabilidad del hemocultivo para los empiemas fue de
61,5%. Por otro lado, hubo un caso de un nifio de 324 dias que ingres6 con

broncoespasmos y tras su fallecimiento se aislo el neumococo en una biopsia pulmonar.

Es de destacar que de los 52 pacientes diagnosticados de meningitis, en 14
(27%) casos S. pneumoniae se aislo exclusivamente en hemocultivos. En 19 casos solo
en L.C.R. y en otros 19 casos se aisl6 tanto en hemocultivo como en L.C.R. (tabla 19).
Por tanto la rentabilidad diagndstica del hemocultivo ha sido del 63,5% y del 73% en
L.C.R.

Tabla 19: Distribucién de los neumococos causantes de meningitis en funcion de la
muestra en la que se aislaron.

Patologia (n)

Sangre

LCR

S+LCR

Meningitis (52)

14

19

19
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En total, fallecieron 33 pacientes (12%), 7 de los cuales eran nifios, 3 con

meningitis, 3 con neumonia y 1 con una sepsis. De los 26 (16%) adultos fallecidos,

hubo 1 caso con un empiema, 1 caso con meningitis de origen otico, 4 sepsis y 20

neumonias (tabla 20). La mortalidad en adultos alcanz6 el 16%, mientras que en los

nifios supuso el 6%.

Tabla 20: Distribucion de los fallecidos en adultos y nifios en funcion de la patologia.

Adultos Nifos
NAC 20 3
NAC-Empiema 1 0
Sepsis 4 1
Meningitis 1 3
Total 26 7

6.3. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

a. Edad

Se obtuvo el dato de la edad en 248 de 273 pacientes. Al comparar el nimero de

pacientes en cada grupo etario, observamos que existe un predominio de casos en el

grupo de nifios menores de 2 afios seguido del grupo de edad comprendida entre los 60

y 90 anos. Las edades mas afectadas son, por tanto, las de los extremos de la vida

(figura 7).

76




Resultados

Figura 7: Distribucion de los aislamientos incluidos en el estudio en funcién de la edad.
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b. Género

Respecto al sexo de los pacientes, 165 (60.4%) eran hombres y 108 (39.6%)
mujeres. Si observamos la diferencia de género separando la poblaciéon infantil de la

adulta obtenemos los resultados que se indican en la tabla 21.

Tabla 21: Distribucién de los casos entre hombre y mujeres, en nifios y en adultos.

Adultos Niiios p'
Hombres 105 (66.4%) 60 (52.2%)
; 0,0172
Mujeres 53 (33.6%) 55 (47.8%)
Total 158 115

En la poblaciéon adulta, el 66,4% de los afectados fueron hombres y el 33,6%
mujeres. En la poblacion infantil el 52,2% fueron nifios y el 47,8% nifias. La diferencia

que encontramos fue significativa.

En adultos, si observamos la diferencia de la mortalidad en funcion del sexo,
vemos que de los 26 fallecidos que hubo, 18 (69%) fueron hombres y 8 (31%) mujeres,

porcentajes similares a la distribucion de la ENI en funcion del género.

77



Resultados
6.4 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

6.4.1. Aislamiento e identificacion de los microorganismos

Las cepas se identificaron, en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen del Rocio, como Streptococcus pneumoniae basdndose en la
morfologia de las colonias, la sensibilidad a la optoquina y la solubilidad en bilis. En
agar sangre se observo crecimiento abundante a las 18-24 horas de incubacion en CO; al
5% y 37°C. Las colonias presentaron una morfologia circular, con un diametro de 0.5-2
mm. Su aspecto era brillante, con una pequefia invaginacion en el centro y rodeadas por
una zona verdosa de hemolisis alfa. El nimero y tipo de muestra en la que se aislo e

identificd Streptococcus pneumoniae se indica en la tabla 22.

Tabla 22: Distribucion de muestras incluidas en el estudio.

MUESTRA NUMERO

Sangre 222

L.C.R. 19

Sangre y L.C.R. 19
Liquido Pleural 10
Liquido Sinovial 2
Biopsia Pulmonar 1
Liquido Peritoneal/Sangre 1

Total 274

6.4.2. Estudio de sensibilidad

Las pruebas de sensibilidad de cada aislado de S. pneumoniae se realizaron
siguiendo los protocolos vigentes en cada momento y en la seccidn en la que se proceso
la muestra. Las pruebas de sensibilidad se realizaron mediante E-test y se interpretaron

siguiendo las guias del CLSI. En el caso del S. preumoniae, los puntos de corte para la
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interpretacion de las categorias han variado en los ultimos afios. Los resultados de la

tabla 23 se expresan siguiendo las recomendaciones del CLSI del 2010.

El porcentaje de sensibilidad acumulada de los aislamientos de S. pneumoniae

para los antibiodticos probados se puede observar en la tabla 23.

Tabla 23: Sensibilidad acumulada de los aislamientos de S. pneumoniae a los diferentes
antibidticos probados.

Antibidtico N % Sensibilidad

Penicilina (meningitis) 50 76%
Penicilina (no-meningitis) 204 98%
Cefotaxima (meningitis) 49 92%
Cefotaxima (no-meningitis) 205 98%
Eritromicina 252 T7%

Meropenem 188 95.,2%

Levofloxacina 274 99,3%
Vancomicina 194 100%

Se estudio la actividad de la penicilina y cefotaxima en 254 aislamientos. En
estos casos, los criterios de sensibilidad (%) se establecieron basdndonos en los puntos
de corte en funcion del cuadro clinico, diferenciando entre los aislados de meningitis y
el resto de cuadros clinicos y la administraciéon parenteral de la penicilina y de
cefotaxima. Asi, en los aislados en meningitis, la sensibilidad acumulada para la
penicilina y la cefotaxima fue del 76% y del 92% respectivamente, mientras que en el

resto, la sensibilidad fue del 98% para ambos antibidticos.

La tasa mas alta de resistencia se encontrd con eritromicina detectandose un
33% de cepas resistentes. En cuanto al meropenem, la levofloxacina y la vancomicina,

las sensibilidades fueron del 95,2%, 99,3% y del 100% respectivamente.
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6.5. ESTUDIO DE SEROTIPADO

Como ya se ha mencionado anteriormente, 96 aislamientos procedentes de
muestras infantiles fueron serotipados previamente mediante reaccion de Quellung en el
Laboratorio de Referencia de Neumococos del Centro Nacional de Microbiologia. Esto
sirvio para comparar los resultados posteriores obtenidos por PCR y valorar el esquema
de 7 PCR multiples secuenciales disefiadas por el C.D.C. (Estados Unidos) para

serotipado de S. pneumoniae.

La concordancia entre la PCR multiple secuencial y el serotipado convencional
realizado en los aislamientos de pacientes pediatricos fue del 85%. Sin embargo, en 3 de
los diez aislamientos en los que no obtuvimos ningin serotipo por PCR, pero si
amplifico la secuencia del gen cps, el serotipado convencional identificd un serotipo no
incluido en el esquema (dos del serotipo 24 y uno del 13). Teniendo en cuenta esto, la

concordancia fue del 88,5%.

Este primer estudio demostré la utilidad del protocolo del CDC para la
identificacion de los serotipos de S. prneumoniae invasivos, pero la secuencia de PCR
multiples hubo que adaptarla a la prevalencia local para optimizar su rendimiento.
Basandonos en la bibliografia, realizamos nuevas combinaciones de serotipos en cada
reaccion de PCR, de manera que con las primeras reacciones pudieramos identificar los
serotipos mas frecuentes, siempre y cuando esas combinaciones fueran posibles desde el
punto de vista del peso molecular y por lo tanto de la interpretacion de la electroforesis.
En la tabla 4, se muestran las diferencias en las combinaciones de serotipos por cada
PCR propuesta por el CDC y la nuestra. En esta ultima aparecen en sombreado las

principales modificaciones.
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Tabla 4: Distribucion de serotipos en el esquema propuesto por el CDC y en el esquema

modificado en el Hospital Universitario Virgen Del Rocio.

C.D.C. H.U.V.R.

PCR-1 | 19A 3 2F | 6 | 194 3 2F | 6

PCR2 | 4 14 12F | ov | 4 14 12F

PCR-3 | 23F 7F 11A | 33F - 16F | 35F

PCR4 | I19F | 16F 18 | 35B | 23F Y 11A | 8

PCR5 | 8 | 15B/C | 38 | 31 | 19F | 15A 18 | 35B

PCR-6 | 1 10 35F | 34 | 33F | 15B/ICc | 38 | 31

PCR-7 | 20 7C 17F | 15A | 20 7C 17F | 34
Srtp 10

La primera reaccion de PCR no se modificoé con respecto al esquema original

debido a que los 4 serotipos que la conforman eran frecuentes también en nuestro medio

y la PCR estaba ya optimizada. En la siguiente imagen se muestra el resultado de la

electroforesis de la primera PCR.

Figura 8: Bandas de los cuatro serotipos, obtenidas tras la primera PCR multiple del

esquema.

|

2 3 4 5887 8

9 10 11

-

De izquierda a derecha: 1. Serotipo 6 (250 pb), 2. Serotipo 19A (475 pb), 3.
Serotipo 22F (643 pb), 4. No serotipo, 5. Serotipo 19A (475 pb), 6. Marcador de
100 pb, 7, 8 y 9. No serotipo, 10. Serotipo 19A (475 pb), 11. Serotipo 3 (371 pb).

Con el objetivo de mejorar la eficiencia del esquema original para la vigilancia

epidemiologica de nuestra area geografica, los principales cambios realizados fueron

incluir el serotipo 5 en el esquema, concretamente en la tercera PCR y adelantar el

serotipo 1 de la sexta PCR del esquema de Pai ef al. (25) a la tercera PCR. El resto de
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las combinaciones se realizaron de manera que los tamafos de los cebadores de cada
reaccion se diferenciaran en mas de 50 pb para una mejor resolucion del gel.

Figura 9: Bandas de tres serotipos, obtenidas tras la tercera PCR miiltiple del esquema
modificado.

4 2 1 1 1 1 1 ¥ Bandacps (160 pb)

De izquierda a derecha: 1. Marcador de 100 pb, 2. Serotipo 1 (280 pb),
3. Serotipo 1 (280 pb), 4. Serotipo 16F (988 pb), 5. Serotipo 16F (988
pb), 6.y 7. No serotipo, 8. Serotipo 5 (362 pb), 9. Serotipo 5 (362 pb).

Por PCR multiple tipamos el 95% (260/274) de los aislamientos. Si tenemos en
cuenta el grupo de edad, se tiparon el 97% (154/159) de los aislamientos en adultos y el
92,2% (106/115) de los aislamientos pediatricos. En tres aislamientos de adultos (1,8%)
y en siete aislamientos pediatricos (6,1%) no se identifico el serotipo, pero si amplificd
la secuencia del gen cps. En dos aislamientos de cada grupo (1,3% y 1,7%) no

obtuvimos amplificacion del control interno.

En la figura 10 se ha representado el nimero total de cepas tipadas por cada
serotipo, ordenadas de mayor a menor frecuencia. Se puede observar que los 9 serotipos

mas frecuentes forman parte de las primeras tres reacciones de PCR.

Figura 10: Nimero de cepas obtenidas por cada serotipo, de mayor a menor frecuencia.

N° cepas 35-
307
25+
20+
O Nifios
15+
@ Adultos

14 1 7F 6 19A 5 3 22F 12F Sg18 19F 4 9V 11A 15A 8 16F 17F 23F 33F 35B 35F 31 34 38 15B

82



Resultados

En cada barra del grafico se distingue también el nimero de cepas obtenidas de
adultos o niflos que pertenecen a ese serotipo. Aunque los serotipos mds frecuentes
aparecen en ambos grupos, si comparamos el orden de frecuencia obtenido en adultos y
nifios por separado, vemos que no es igual al total. En las dos gréaficas siguientes se

representan los serotipos mas frecuentes en adultos y nifios.

En la figura 11 observamos que aunque el orden de frecuencia en adultos varie
respecto al total, los 10 serotipos mas frecuentes siguen siendo serotipos que podemos
tipar con las primeras tres PCRs. En adultos el numero de casos esta mas repartido entre
los diferentes serotipos que en la poblacion pediatrica. El nimero encontrado de
serotipos, veiticuatro, es mas alto en los adultos que en la poblacién pediatrica con

veinte serotipos distintos.

Figura 11: Nimero de cepas obtenidas en adultos por cada serotipo, de mayor a menor
frecuencia.

N° cepas 18,

AN N N N N NN

14 7F 1 19A 5 12F 22F 4 6 3 9V 15A 19F 1MA 8 16F 17F 33F 35B Sg18 35F 23F 38 15B 31 34

Los serotipos mds frecuentes en nifios también estdn incluidos en las primeras
reacciones (figura 12). En el caso de los nifios la distribuciéon de serotipos que
encontramos es mas heterogénea. Esto facilita el serotipado en cuanto a orientar la
busqueda de los més frecuentes y aumenta la eficiencia del método, ya que con menos

reacciones de PCR se identifican mas serotipos.
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Figura 12: Nimero de cepas obtenidas en nifios por cada serotipo, de mayor a menor
frecuencia.
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En la tabla 24 se pueden observar los datos del porcentaje tipado con cada
reaccion de PCR y los datos del porcentaje acumulativo que se obtiene tras la suma de

las reacciones.

El tamaio del fragmento amplificado en pares de bases para cada serotipo nos
permite variar las posibles combinaciones para poder realizar una PCR multiple. Esto
hace que el esquema quede abierto a nuevas modificaciones e incluso a poder tipar mas
de cuatro serotipos de una vez, si los tamafios de los fragmentos amplificados permiten

una buena discriminacion.
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Tabla 24: Distribucion de los serotipos en cada PCR y los resultados obtenidos de cada
serotipo y cada reaccion.

Serotipos Producto de Serotipos Valor Serotipos Valor
incluidos en PCR obtenidos en | acumulativo | obtenidos en | acumulativo
cada PCR esperado adultos (%) (%) nifos (%) (%)
(pb) n:159 n:115
PCR1 36 (22,6) 36 (22,6) 34 (29,6) 34 (29,6)
19A 478 13 8
3 371 7 7
22F 643 9 3
6 250 7 16
PCR2 50 (31,4) 86 (54) 25 (21,7) 59 (51,3)
4 430 8 0
14 208 17 15
12F 376 10 0
7F 826 15 10
PCR3 29 (18,2) 115(72,3) 25 (21,7) 84 (73,0)
1 280 13 18
16F 988 3 2
35F 517 2 0
5 362 11 5
PCR 4 15 (9,4) 130 (81,7) 8 (7,0) 92 (80,0)
23F 384 1 3
oV 753 6 1
11A 463 4 3
8 294 4 1
PCR5 16 (10,1) 146 (92) 10 (8,7) 102 (88,7)
19F 304 5 3
15A 436 6 0
18 573 2 6
35B 677 3 1
PCR 6 5@3,1) 151 (95) 21,7 104 (90,4)
33F 338 3 1
15B/C 496 1 0
38 574 1 0
31 701 0 1
PCR7 3,9 154 (97) 21,7 106 (92,2)
20 514 0 0
7C 260 0 0
17F 693 3 1
34 408 0 1
10 628 0 0
No amplificacion 2(1,3) 2(1,7)
No tipables 3(1,8) 7(6,1)

Si comparamos los resultados obtenidos con el esquema modificado y los que

habriamos obtenido con el esquema original, vemos que se ha mejorado la eficiencia del

esquema tanto en adultos como en niflos, ya que el porcentaje de cepas tipadas con las
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primeras reacciones es mayor en ambos casos (figura 13 y 14). Ademas, incluyendo el

serotipo 5, que el esquema original no lo incluia, aumenta el nimero de cepas tipadas.

Figura 13: Comparacion del porcentaje de aislamientos tipados con cada reaccion, entre el
esquema original y el modificado en aislamientos de adultos.
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Como se observa en la ultima columna de las figura 13 y 14, el serotipo 5 se
detectd en el 6,9% y 4,3% de las cepas, respectivamente y no estaba incluido en el

protocolo.

Figura 14: Comparacion del porcentaje de aislamientos tipados con cada reaccion, entre el
esquema original y el modificado en aislamientos de nifios.
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En los aislamientos de pacientes adultos, el esquema modificado de la PCR
multiple secuencial nos permitio tipar el 72,3% de las cepas con las primeras tres

reacciones y con las dos PCR siguientes se tipo el 92%, mientras que aplicando el
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esquema original, hubieramos tipado el 63% y el 74,9% respectivamente (Fig. 13).

En los aislamientos del grupo pediétrico, los resultados obtenidos fueron el 73%
versus 58,3% con las tres primeras reacciones y el 88,7% versus el 70,4% con dos PCRs

adicionales (Fig. 14).

El cebador utilizado para tipar el serogrupo 6, amplificaba un fragmento que no
permitia distinguir entre los diferentes serotipos de este grupo, de modo que hubo que

aplicar otras técnicas a los aislamientos con este serogrupo.

Por secuenciacion de los 23 aislamientos 6A/B se identificaron 10 como 6A/C y
12 como 6B. En un caso no se pudo diferenciar. De los 10 6A/C, obtuvimos 3
aislamientos del serotipo 6C por PCR. La distribucion final del serotipo 6 fue: doce
cepas del 6B, siete cepas del serotipo 6A, tres cepas del 6C y una cepa que no se pudo

diferenciar (figura 15).

Figura 15: Distribucion de los subtipos del serotipo 6.
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6.5.1. Serotipos obtenidos vs serotipos vacunales

Como ya se ha mencionado anteriormente, en 1983 se autoriza en Estados
Unidos una vacuna antineumococica no conjugada que contiene los antigenos
polisacaridicos capsulares de 23 serotipos. En febrero del afio 2000, la FDA aprob¢ la
vacuna conjugada heptavalente antineumocoécica en Estados Unidos que incluye los
siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) més frecuentemente implicados en la
etiologia de la enfermedad invasora neumococica en nifios menores de 2 afios. En 2009

se aprobo la vacuna decavalente con tres serotipos mas (1, 5 y 7F) y en febrero de 2010
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sale la vacuna tridecavalente que engloba los 13 serotipos mds comunes, los 10

anteriores mas el 19A, el 3 y el 6A.

En la tabla 25 se muestran ordenados por el numero de casos los serotipos
obtenidos y la cobertura de éstos por las diferentes vacunas neumocoécicas. El serotipo
mayoritario en nuestro caso, el 14, estd cubierto por todas las vacunas, pero los
siguientes cinco serotipos mas frecuentes no los cubre el la vacuna heptavalente. Sin

embargo, con la PCV13 quedarian cubiertos los 7 primeros.

La vacuna no conjugada cubriria nuestros 15 serotipos mas frecuentes, excepto

el 6A, que si lo cubre la PCV13.

Tabla 25: Distribucion de los serotipos y su cobertura por las diferentes vacunas
neumocdcicas.

Serotipo N° de casos PCV7 PCV10 PCV13 PPV23
14 32 + + + +
1 31 + + +
7F 25 + + +
19A 21 4 +
5 16 + + +
3 14 4 +
6B 12 + + + +
22F 12 +
12F 10 +
4 8 + + + +
19F 8 + + + +
Sgl8 8 4 4 4 +
6A 7 +
CAY 7 4 4 4 4
11A 7 +
15A 6
8 5 +
16F 5
35B 4
17F 4 4
23F 4 + + + +
33F 4 4
6C 3
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Serotipo N° de casos PCV7 PCV10 PCV13 PPV23

35F
15B/C
38
31
34

— e e N

No obstante, la prevalencia de los distintos serotipos en los diferentes grupos de
edad varia y con ello la composicién e indicacion de las vacunas. Por ello, hemos
estudiado los serotipos obtenidos en nifios menores de 6 afios y la cobertura de éstos por

las diferentes vacunas indicadas para ellos.

Asi, encontramos que con la PCV7 cubrimos el 35,2% de los casos. Si a esto le
sumamos los 6 serotipos mas que cubre la PCV13, abarcariamos casi el 80% de los

casos en nifios menores de 6 afios (figura 16).

Figura 16: Porcentaje de casos de ENI en nifios menores de 6 afios en funcion de los
serotipos vacunales.
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Si comparamos el porcentaje de cobertura de las diferentes vacunas segun los
grupos de edad a partir de los 6 afios, podemos observar que con la PCV7 cubrimos
entre el 7 y el 31% de los casos, con la PCV13 entre el 60-70% de los casos y con la
PPV23 entre el 80-90% de los casos (figura 17).
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Figura 17: Porcentaje de casos de ENI causados por los serotipos vacunales agrupados por
tipo de vacuna y en funcion de los grupos de edad.
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6.5.2. Evolucion interanual de los serotipos obtenidos

Teniendo en cuenta las limitaciones del corto periodo de estudio y el tamafio
muestral, definir la tendencia o patrdn a seguir por cada serotipo no es facil. Ademas, la
escasa tasa de vacunacion en Espafia, dificulta la valoracion del efecto de la vacuna
tanto en los serotipos vacunales como en los no vacunales, aunque se sepa que la vacuna

también tiene efecto sobre la poblacion no vacunada.
En las siguientes graficas se representan los porcentajes obtenidos cada afo de

los diferentes serotipos. Las figuras siguientes (Figuras 18 a 24), muestran la evolucion

de los serotipos de la vacuna heptavalente (14, 23F, 18C, 6B, 19F, 4, 9V).
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Figura 18: Distribucion anual de las cepas del serotipo 14 (n= 32)
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Los resultados obtenidos con el serotipo 14, muestran una tendencia a la bajada

en los ultimos afios.

Figura 19: Distribucion anual de las cepas del serotipo 23F (n=4)
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Tal y como se observa en la grafica 17, el serotipo 23F muestra una tendencia a

la bajada en los tltimos afios.

Figura 20: Distribucion anual de las cepas del serogrupo 18 (n= 8)
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El serogrupo 18, al igual que el serotipo 6B y el 19F (figura 20, 21 y 22) también

parecen tener una tendencia a la baja.

Figura 21: Distribucion anual de las cepas del serotipo 6B (n=12)
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Figura 22: Distribucion anual de las cepas del serotipo 19F (n=8)
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Figura 23: Distribuciéon anual de las cepas del serotipo 4 (n=8)

Serotipo 4

% casos

0 . XS v

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

92



Resultados

Figura 24: Distribucion anual de las cepas del serotipo 9V (n=7)
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Hasta ahora hemos visto la evolucion de los serotipos de la vacuna heptavalente.

Exceptuando el serotipo 4 y el 9V, en los demas se observa una tendencia a disminuir.

En las Figuras 25 a 30 se recoge la evolucion de los serotipos 1, 7F, 6A, 3, 19A

y 5, que son los anadidos a la formulacion de la vacuna PCV13.

Figura 25: Distribucion anual de las cepas del serotipo 1(n=31)
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Figura 26: Distribucion anual de las cepas del serotipo 7F (n=25)
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Figura 27: Distribucion anual de las cepas del serotipo 6A (n=7)
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Figura 28: Distribucion anual de las cepas del serotipo 3 (n=14)
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Figura 29: Distribucion anual de las cepas del serotipo 19A (n=21)
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Figura 30: Distribucion anual de las cepas del serotipo 5 (n=16)
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Los serotipos 1, 7F, 6A, 3, 19A y 5 son los serotipos afiadidos a la formulacién
de la vacuna PCV13. Durante los afios de estudio, a diferencia de los serotipos de la
vacuna PCV7, éstos no s6lo no han disminuido, sino que algunos como el 7F muestran
una tendencia al alza. El 19A también fue aumentando hasta el afio 2007 y en el 2008
sufrié una caida. El serotipo 1, se mantiene en valores similares desde el afio 2004 hasta
el 2008. Otros como el 6A, el 3 o el 5 se muestran en maximos y minimos, apareciendo

o desapareciendo en funcion del afio.

95



Resultados

6.5.3. Serotipos obtenidos vs patologias

La correlacion entre los cuadros clinicos y los serotipos aislados de los pacientes
se recogen en las siguientes graficas. En la figura 31, se muestran los serotipos mas
frecuentes hallados entre los casos de neumonia. EI nimero que aparece encima de cada

barra, es el nimero de casos de cada serotipo.

Figura 31: Distribucion de los serotipos hallados entre los casos de NAC (n=146)
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El serotipo més comun en las neumonias fue el serotipo 1, con 25 casos (17,1%
de las neumonias). Ademas, estos 25 casos supusieron 80% de los casos debidos al
serotipo 1. Con un valor de p=0,0012, encontramos que estadisticamente era
significativo.

Aunque el valor de “p” del resto de los serotipos causantes de NAC no fue
estadisticamente significativo, podemos decir que los serotipos 14, 7F, 5 y 3 aparecian
en un nimero considerable. De los cinco serotipos mas frecuentes hallados en pacientes

con NAC, solo el serotipo 14 forma parte de la vacuna heptavalente (figura 31).

La columna del grafico que hace referencia a “otros” y que engloba 21 casos de

NAC, esta compuesta por 2 casos que no amplificaron, 5 casos en los que no se obtuvo
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serotipo con nuestro esquema de serotipado (podrian ser serotipos que no se incluyen en

el esquema) y 14 casos repartidos entre 12 serotipos diferentes.

Si observamos los serotipos hallados en los pacientes que desarrollaron un
empiema, obtenemos la figura 32, donde encontramos que los serotipos mas frecuentes

fueron el 1, 14, 3 y 19A, de los cuales solo el 14 se incluye en la vacuna heptavalente.

Figura 32: Distribucion de los serotipos hallados entre los casos de empiema (n=26)
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El serotipo mas comun en los empiemas también fue el serotipo 1, con 9 casos

(34,6% de los empiemas). Estos 9 aislamientos supusieron el 29% del total del serotipo

1. Con un valor de p=0,0001, encontramos que estadisticamente era significativo.

En el caso de las meningitis, en cuanto a la relacion entre serotipos, podemos ver
que de los 12 aislamientos del serotipo 6B que se tiparon en total, 7 (58%) fueron casos
de meningitis y 6 de estos, eran nifios menores de un afio (figura 33). Con un valor de
p=0,0001, encontramos que estadisticamente era significativo. El serotipo 6B es uno de

los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente.

El otro serotipo mas frecuente entre los casos de meningitis fue el serotipo 14,
también con 7 casos (22% de los casos del serotipo 14). En el caso del serotipo 19F, 4
de los 8 aislamientos de este serotipo fueron causantes de meningitis. Del resto de los

serotipos que aparecen en el grafico siguiente, hubo 3 y 2 casos por serotipo. La
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columna del grafico que hace referencia a “otros” engloba 13 serotipos diferentes con

un caso de meningitis cada uno.

Figura 33: Distribucion de los serotipos hallados entre los casos de meningitis.
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El serotipo mas frecuente entre los casos de bacteriemias fue el 19A, con 10
casos, que suponen el 48% de los casos totales de este serotipo. Con un valor de

p=0,0181, encontramos que estadisticamente era significativo.

Hallamos 8 casos del serotipo 7F y 6 casos del serotipo 14. Del resto de los
serotipos que aparecen en la figura 34, hubo 4 y 3 casos por serotipo. En la ultima
columna del grafico tenemos 13 serotipos diferentes que suman 24 de los casos de

bacteriemias.

Figura 34: Distribucion de los serotipos hallados entre los casos de bacteriemias.
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6.5.4. Serotipos obtenidos vs resistencias

La relaciéon entre algunos serotipos y su resistencia a la penicilina se ha
estudiado ampliamente, sobre todo tras el efecto de reemplazo de serotipos al

introducirse la vacuna conjugada heptavalente, como es el caso del serotipo 19A.

La distribucién de serotipos entre nuestras cepas no sensibles a penicilina se
muestra en la figura 35. De un total de 23 casos (9%), 18 se repartian entre 4 serotipos
predominantes y los 5 casos (21,7%) restantes pertenecian a 5 serotipos diferentes.
Entre los serotipos mas frecuentes encontramos a los serotipos 6B y 14, con 6
aislamientos cada uno (26,1% del total de no sensibles). De los 12 aislamientos del
serotipo 6B que teniamos en total, estos 6 casos, representaban el 50%. La diferencia
que encontramos era estadisticamente significativa (p<<0,001). Los 6 casos del serotipo
14, representaban el 18,8% del total de cepas del serotipo 14. Si aceptamos un nivel de
significacion del 0,05, la diferencia era significativa (p=0,0246).

En el caso del serotipo 19A y el 19F, los valores de “p” no llegaban a ser

estadisticamente significativos, p=0,06 y p=0,08 respectivamente.

Figura 35: Distribucion de los serotipos hallados en cepas no-sensibles a penicilina (n=23)
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Los resultados del estudio de serotipos entre las cepas resistentes a eritromicina
(22%) se muestran en la figura 36. El 29% de los aislamientos, denominados como
“otros” en el grafico, pertenecian a 9 serotipos diferentes. El 16,4% (9 cepas)

pertenecian al serotipo 6B, que representaban el 75% de las cepas del serotipo 6B. Para
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el serotipo 6B, encontramos que la diferencia era significativa (p<0,001). El1 19A (9
cepas) también representaba el 16,4% de las cepas resistentes a eritromicina. En menor
proporcion teniamos al serotipo 19F (7 cepas), al 14 (6 cepas), al 15A (4 cepas) y al 33F
(4 cepas).

Figura 36: Distribucion de los serotipos hallados en cepas eritromicina-resistentes (n=55)
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En total hubo 15 cepas que fueron no-sensibles a penicilina y a eritromicina, 6
del serotipo 6B, 4 del serotipo 19A, 2 del serotipo 19F, 1 del serotipo 23F, 1 del
serotipo 14 y 1 del serotipo 15A. Solo hubo un aislado, el del serotipo 14, que fue
resistente a eritromicina e intermedio a penicilina, cefotaxima y meropenem, pero

sensible a LVX y vancomicina.

6.6. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSANTE (ECP)

La tipificacion molecular de los aislamientos clinicos estudiados se realizo
mediante ECP, utilizando el enzima de restriccion Smal. Se estudiaron 263 cepas de
Streptococcus pneumoniae mediante ECP, 150 de muestras de adultos y 113 pediatricas.
En total obtuvimos 121 pulsotipos y 46 clones diferentes, agrupando al 70,4% de las

cepas en alguno de estos clones.

El andlisis de los patrones de ECP utilizando el programa informatico

BioNumerics, mostro que existia relacion clonal entre algunos aislados de un mismo
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serotipo (figura 38-47). Por otro lado, en 17 (4, 6B, 6C, 8, 11A, 15A, 15B/C, 16F, 17F,
18, 19F, 23F, 31, 34, 35B, 35F y 38) de los 28 serotipos/serogrupos obtenidos,
obtuvimos muy pocas cepas como para valorar su relacion clonal o se hall6 una

variabilidad alta entre las cepas del mismo serotipo.

En la figura 37 presentamos un ejemplo de ECP. Las cepas de los pocillos 1, 2,

3, 10 y 11 comparten el mismo pulsotipo y son todas del serotipo 1.

Figura 37: Imagen de una ECP de aislamientos de meumococo. De izquierda a
derecha: 1. Cepa 15, 2. Cepa 20, 3. Cepa 21, 4. Cepa 22, 5. Cepa 23, 6. Cepa 24, 7.
Cepa 25, 8. Marcador de peso molecular, 9. Cepa 27, 10. Cepa 28, 11. Cepa 29.

a. Serotipo 1

Se estudiaron las 31 cepas del serotipo 1 mediante ECP, 25 pertenecian a
pacientes diagnosticados de neumonia, de los cuales 9 desarrollaron un empiema, uno a
un paciente con una artritis, 2 a pacientes con meningitis y el resto eran casos de

bacteriemia.

El andlisis de patrones de ECP utilizando el programa informatico bioNumerics,

diferencié 7 pulsotipos y 2 clones. El pulsotipo mayoritario (A), incluia 24 (77,4%)
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cepas (figura 38), sin clara relacion epidemioldgica, ya que se aislaron muy separados

en el tiempo y en diferentes servicios.

Dentro de las 24 cepas del clon A, habia 4 patrones (Al, A2, A3 y A4) de 2

cepas o mas. El patron que mas cepas incluia era el A2 con 11 cepas, seguido del A4

con 9 cepas y por ultimo el Al y el A3 con 2 cepas en cada.

En total, el 84% de las cepas pertenecia a alguno de los dos clones.

Figura 38: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 1
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b. Serotipo 3

Figura 39: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 3
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En el caso del serotipo 3, hay dos cepas de las que no disponemos del patron de
ECP. En total se estudiaron 12 cepas del serotipo 3, que fueron responsables de 9

neumonias, de las cuales 3 fueron empiemas, 2 meningitis y 1 bacteriemias.

El analisis de patrones de ECP utilizando el programa informatico BioNumerics,
diferencio 4 pulsotipos y 3 clones diferentes. El 92% de las cepas se agrupaba en algin
clon. El clon A tenia 3 cepas indistinguibles, aisladas en afios diferentes, 2 pediatricas y
una de adulto. Del clon B teniamos 4 cepas, una de 2003, otra de 2005 y 2 de 2006, con
5 meses de diferencia. El clon C, también formado por 4 cepas, 3 de adultos y una

infantil, pertenecian a diferentes servicios y afos (figura 39).
c. Serotipo 5

Se estudiaron las 16 cepas del serotipo 5 mediante ECP, siendo responsables de
11 neumonias y 5 bacteriemias. Todas pertenecian al mismo clon, en el que se

distinguian dos patrones con una similitud del 99,20%. El patron A1l incluia 2 cepas,

una de adulto de 2005 y otra infantil de 2007. El patron A2, el mayoritario, estaba
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compuesto por 14 cepas. Menos una cepa de 2006, las otras cepas estaban repartidas

entre 2007 y 2008 (figura 40).
Figura 40: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 5. Los 16
aislamientos estudiados mostraron una similitud del 99,2%.
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d. Serotipo 7F

De las 25 cepas del serotipo 7F que teniamos, obtuvimos la ECP en 23, 14

neumonias, 1 empiema, 2 meningitis y 6 bacteriemias.

El analisis de patrones de ECP utilizando el programa informatico BioNumerics,
diferencid 5 pulsotipos, de los cuales uno fue el mayoritario (C), comprediendo el 83%
de las cepas (figura 41). El clon C incluia 19 cepas, divididas en 5 patrones. El C1, con
12 cepas, era el que tenia mayor numero. El C2 incluia una cepa, el C3 otra, el C4 otra 'y

el C5 estaba formado por 4 cepas, todas de nifios, una de 2005 y tres de 2006.
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Figura 41: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 7F
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e. Serotipo 12F

En total se estudiaron las 10 cepas del serotipo 12F mediante ECP, 8 cepas
pertenecientes a pacientes diagnosticados de neumonia, 1 de meningitis y otra de
bacteriemia.

El analisis de patrones de ECP utilizando el programa informéatico BioNumerics,
diferencio 4 pulsotipos y 2 clones, que engloban el 80% de las cepas. El clon A incluia
4 cepas indistinguibles, aisladas una en 2007 y 3 en 2008, todas de adultos. Del
pulsotipo B y C habia una cepa de cada. El clon D, también estaba formado por 4 cepas,

aisladas entre 2004 y 2005 (figura 42).
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Figura 42: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 12F

Dice (Opt:1.50%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
neumococos neumococos

g cepa serotipo Origen Ao
| ||| || || ||| | || | 17 12F Urgencias 2007
| ||| || || ||| | || | 46 12F M. Interna 2008
| || | | | || ||| | || | 258  12F Urgencias 2008
| | || || || | | | | | 262 12F H. Maternal 2008
LTI

|
|| | |
LT TE T
] T
I ] I []] 52 12F  Urgencias 2004
|| || | | | || | 95 12F Urgencias 2005
LI 102 128 el 2005

NN

| 234 12F Cardiologia 2008
| 114 12F Reumatologia 2005
92 12F Infecciosas 2005

f. Serotipo 14y 9V

Se estudiaron 31 cepas de las 32 del serotipo 14 mediante ECP. El analisis de
patrones de ECP utilizando el programa informatico BioNumerics, incluy6 las 7 cepas
del serotipo 9V entre las cepas del serotipol4. De este modo, algunas cepas del serotipo
9V estaban mas relacionadas clonalmente con cepas del serotipo 14 que con las otras

del 9V.

En la figura 43 se muestra el dendograma del serotipo 14 y el 9V. Se pueden
observar 20 pulsotipos y 5 clones, de los cuales el H es el mayoritario, con 11 cepas
divididas en 7 patrones diferentes. El patron H1, incluia 3 cepas, 2 del serotipo 9V y un
del 14. Los dos del 9V se aislaron entre febrero y marzo del 2008. El paciente de la UCI
tenia una meningitis y el paciente de Medicina Interna fallecié con una sepsis. El patrén
H2 incluia una cepa. Con el patron H3, teniamos 3 cepas del serotipo 14, de adultos
aisladas en 2005. Los patrones H4, H5, H6 y H7 incluian 1 cepa cada uno. En total el
60,5% (n=23) de las cepas formaba parte de algtn clon.
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Figura 43: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 14 y 9V
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g. Serotipo 19A

Resultados

Se estudiaron mediante ECP, 20 de las 21 cepas del serotipo 19A, responsables

de 8 neumonias, 3 meningitis y 9 bacteriemias.

El analisis de patrones de ECP utilizando el programa informatico BioNumerics,

diferenciéo 12 pulsotipos y 4 clones (60% de las cepas), de los cuales el C era el

mayoritario con 5 cepas divididas en 2 patrones. Le seguia el clon A, con 3 cepas

indistinguibles y los clones E y D con 2 cepas cada uno (figura 44). Las cepas se

distribuyen entre diferentes servicios y afos.

Figura 44: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 19A
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h. Serotipo 22F

En total se estudiaron 12 cepas del serotipo 22F, 7 neumonias, 1 meningitis, 1

peritonitis y 3 bacteriemias.

El analisis de patrones de ECP utilizando el programa informatico BioNumerics,
diferencio 5 pulsotipos, de los cuales uno era mayoritario con 7 cepas (clon C). Dentro
del clon C encontramos 3 patrones (figura 45). E1 C1 contenia 2 cepas indistinguibles,
el patrén C2 estaba formado por una cepa y el patréon C3 contenia 4 cepas
indistinguibles, una infantil aislada en 2004 y 3 de adultos aisladas en febrero de 2005.
Dos de éstos tres ultimos eran pacientes ingresados en el Duque del Infantado y del
tercero se desconoce este dato. Este ultimo paciente y uno de los del Duque del
Infantado fallecieron durante el episodio de la ENI. El 75% de las cepas formaba parte

de uno de los dos clones.

Figura 45: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 22F

Dice (Opt:1.50%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

neumococos neumococos
75 80 8 % 9 1‘00 cepa serotipo Origen Aiho  ECP
176 22F H. Infantil 2007 A
4' | ‘\ || LT 226 22F Urgencias 2008 B
H\ H \ H \ \ HH 54  22F Reumatologia 2004  C1
4‘:‘ m H \ H \ \ \H \ 34  22F H. Infantil 2003 C1
m H \ H \ \ \ HH 235 22F M. interna 2008 C2
T I 93  22F Desconocido 2005 C3
‘ \ H H \ \H \ HH\ 94  22F D. del Infantado 2005  C3
\ H H \ H\ \ \ HH 97  22F D. del Infantado 2005  C3
| R i 45  22F H. Infantil 2004 C3
RN 1] ] 266 22F Reumatologia 2008 D
— T T 104 22F Infecciosas 2005 E1
L i 270 22F Respiratorio 2008  E2

i. Serotipo 33F

El andlisis de los patrones de las 4 cepas del serotipo 33F, mostrd que habia una

relacion clonal entre ellas. Con una similitud de mas del 90%, las 4 eran parte de un
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clon con 2 patrones diferentes. El patron Al englobaba 3 cepas indistinguibles. Las tres
perten: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 19Aecian a
adultos, pero fueron aisladas en afios o meses diferentes. Con el patréon A2 habia una

cepa de un nifo.

Figura 46: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 33F

cepa serotipo Origen Ano ECP

94 % 98 100
ST U LI 164 33F  Respiratorio 2006 Af
| L[ L [T ]] 100 33F  Urgencias 2005 A1
| I L LI IIT 108 33F  Oncologia 2005  Af
T T 64  33F  H.Infanti 2005 A2

j. Serogrupo 6

Se estudiaron mediante ECP las 7 cepas del serotipo 6A. El andlisis mostro 4
pulsotipos y dos clones (71% de las cepas). El clon A incluia 3 cepas indistinguibles, 2
de adultos de 2006 y una infantil de 2007. La cepa 144 fue aislada en febrero de 2006
del LCR de un paciente de la UCI con meningitis. La cepa 145 se aislé en mayo de
2006 en un hemocultivo de un paciente de Medicina Interna con neumonia. Los
pulsotipos B y C solo contenian una cepa y el clon D incluia 2 cepas indistinguibles de

dos casos de meningitis del infantil, uno de 2006 y otro de 2007 (figura 47).

Figura 47: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serotipo 6A

656 70 75 80 8 90 95 %0 cepa serotipo Origen Ao
s 0o 8 %0 s

I T A A S S 2006

| LT T[] 145 6a Mointema 2006

DU T #s3 ea Honfana 2007

T I I 240 ea Observacion 2008

LIE 1 T 175 6A H. Infanti 2007

| I ]| 128 6A  H.Infantl 2006

! || 177 6A  H.Infantl 2007

Si estudiamos el andlisis clonal de las cepas de todos los tipos del serotipo 6, se

observa que no existe una relacion clonal entre ellas. Entre las cepas del serotipo 6B,
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hubo un clon (E) con 3 cepas de patron diferente que pertenecian a pacientes pediatricos

y que se aislaron en 2001, 2005 y 2008.

Figura 48: Dendograma obtenido de las cepas de S. pneumoniae serogrupo 6.

60 65 70 75 8 85 90 95 00 Cepa serotipo Origen Afio ECP
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|| | || 8 6B H. Infantil 2001 E2
— LI L] 77 e H. Infantil 2005 E3
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6.7. ESTUDIO DE RESISTENCIAS A FLUORQUINOLONAS

6.7.1. Estudio fenotipico de la resistencia a fluorquinolonas

Con el objetivo de caracterizar y vigilar las resistencias a fluorquinolonas en
nuestros aislamientos invasivos de Streptococcus pneumoniae, evaluamos la actividad
de levofloxacina (LVX) y norfloxacina (NFX) mediante difusién en placa y posterior

caracterizacion molecular de las cepas resistentes a NFX.
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Tras realizar la prueba de “screening” propuesta por la Sociedad Francesa de
Microbiologia para detectar mutantes de primer paso y la consiguiente caracterizacion

molecular, pudimos establecer una correlacion entre el genotipo y fenotipo obtenido.

De las 274 cepas en las que se evaluo6 la actividad de LVX por E-test, todas
fueron sensibles excepto 2 aislamientos (0,7%) que presentaron resistencia a LVX, con
una CMI >32 pg/ml en los dos casos. En el resto (99,3%) la CMI a LVX fue <2 pg/ml.
Utilizando el método de cribado con el disco de 5 pg de NFX, obtuvimos 23 (8,4%)
aislamientos resistentes a NFX. Sin embargo, s6lo 14 (5,1%) aislamientos de los 23 se
confirmaron por el método E-test, con una CMI >16 pg/ml (tabla 26). De estos, 10
pertenecian a adultos y 4 a nifios (tabla 27). De los 10 aislamientos de adultos, 8 eran
sensibles a LVX y los otros dos fueron los aislamientos que tenian una CMI de LVX >
32 pg/ml. En los 8 aislamientos sensibles a LVX, pero resistentes a NFX, estariamos
ante posibles mutantes de primer paso. En los 2 aislamientos con CMI a LVX >32
pg/ml y a NFX >16 pug/ml estariamos ante 2 posibles mutantes de alto nivel. Los 4
aislamientos pediatricos con CMI a NFX >16 pg/ml, fueron sensibles a LVX (CMI <
2). Si observamos los resultados de adultos y nifios por separado, nos encontramos que
el porcentaje de resistencia a NFX y LVX es de 6,3% y 1,3% frente a 3,5% y 0%

respectivamente.

Tabla 26: Resultados de las pruebas de sensibilidad a fluorquinolonas por los diferentes
métodos probados.

Antimicrobianos
Levofloxacino Norfloxacino Norfloxacino
Pacientes N (E-test) (Difusion disco) (E-test)
S R S R S R
Adultos 159 157 2 (1,3) 143 16 (10,1) 149 10 (6,3)
Niflos 115 115 0 108 7 (6,1) 111 4 (3,5)
Total 274 | 272(99,3) | 2(0,7) | 251 (91,6) | 23(8,4) | 260(94,9) | 14(51)
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Tabla 27: CMI de NFX y LVX de los 14 aislamientos resistentes a NFX.

Cepa Grupo de CMI NFX CMI LVX
edad (ug/ml) (ng/ml)

14 Pediatrico 24 1

32 Pediatrico 24 1

42 Pediatrico 24 1

87 Adulto >256 1,5
90 Adulto >256 >32
127 Pediatrico 24 1
143 Adulto >256 2
156 Adulto >256 1,5
162 Adulto >256 2
172 Adulto >256 2
184 Adulto >256 2
201 Adulto 128 2
203 Adulto 24 1
242 Adulto >256 >32

6.7.2. Estudio molecular de la resistencia a fluorquinolonas

Las cepas de S. pneumoniae resistentes a norfloxacina, se caracterizaron
molecularmente mediante el estudio de las mutaciones en los genes QRDR, serotipado y
patrones de electroforesis en campo pulsante. Posteriormente se realizo el estudio de la
presencia de otro mecanismo de resistencia asociado a las bombas de reflujo mediante

su inhibicidn con reserpina.

a. Hibridacion Reversa con sondas

El estudio de las mutaciones en los genes QRDR, se realizd con un sistema
comercial basado en una amplificacién de los genes gyrd y parC seguida de una
hibridacion reversa con sondas especificas. A los 14 aislamientos resistentes a NFX por
E-test se les realizo la prueba de amplificacion e hibridacion con sondas especificas de

los genes gyr4 y parC (tabla 28).
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Tabla 28: Resultados de la hibridacion reversa con sondas de las cepas resistentes a
norfloxacina.

Con CVINFX CMILVY Muiciones Muasones
(ug/ml) (ug/ml) sonda sonda
14 24 1 N N
32 24 1 N N
42 24 1 N N
87 >256 1,5 P N
90 >256 >32 P N
127 24 1 N N
143 >256 2 P N
156 >256 1,5 P N
162 >256 2 P N
172 >256 2 N N
184 >256 2 P N
201 128 2 P N
203 24 1 N N
242 >256 >32 P P

N: negativo. P: positivo.

Solo en uno de los 2 aislamientos con resistencia de alto nivel, se detectaron
mutaciones en los dos genes. En el otro aislamiento la hibridacion con el gyrd
(secuencia salvaje) fue positiva y por tanto no encontramos mutacion en este gen. De
los 12 aislamientos con resistencia de primer paso, en 6 se detectd la mutacion en parcC,
mientras que el gyr4 hibridé con la secuencia salvaje. En los otros 6 aislamientos la
hibridacion fue positiva para los dos genes y por tanto no detectamos mutaciones en
ninguna de las secuencias. En los 9 casos con la NFX resistente por disco y sensible por

e-test, no encontramos mutaciones asociadas a resistencia.

b. Secuenciacion de los genes QRDR

Todas las mutaciones detectadas por hibridacién con sondas se confirmaron por
secuenciacion, siendo la sustitucion S79F del parC la mutacion méas comun observada
entre las mutaciones asociadas a resistencia. Por secuenciacion se detectd otra cepa mas
(Ia cepa 172) con mutaciéon en parC que no habia sido detectada por el sistema

comercial. En este caso la sustitucion detectada fue S79Y.
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En total, 7 (58.3%) de los 12 aislamientos con resistencia de primer paso

mostraron una mutacion asociada a resistencia en parC. S6lo en una de las dos cepas

con resistencia de alto nivel encontramos mutaciones asociadas a resistencia en los dos

genes. La otra cepa resistente a LVX (cepa 90) s6lo mostré una mutacion en el gen

parC. Todas las sustituciones detectadas por secuenciacion se muestran en la tabla 29.

Tabla 29: Mutaciones detectadas por secuenciacion en los genes parC, parE'y gyrA.

CMINFX CMILVX

Mutaciones detectadas en QRDR

Cepa (pg/ml) (pg/ml) parC parE gyrA gyrB
14 24 1 ND [-460-V Y-75 ND
32 24 1 ND ND Y-75,H-104 ND
42 24 1 ND ND Y-75 ND
87 >256 1,5 S-79-F, G-77 [-460-V Y-75 ND
90 >256 >32 S-79-Y, K-137-N  1-460-V Y-75 ND
127 24 1 K-137-N [-460-V Y-75 ND
143 >256 2 S-79-F, G-77 ND Y-75 ND
156 >256 1,5 S-79-Y ND ND ND
162 >256 2 S-79-F, G-77 1-460-V Y-75 ND
172 >256 2 S-79-Y [-460-V Y-75 ND
184 >256 2 S-79-F ND Y-75 ND

201 128 2 S-79-Y ND Y-75 ND
203 24 1 K-137-N [-460-V  Y-75,Y-98 ND
242 >256 >32 S-79-F ND S-81-F,Y-75 ND

Aminoacidos: S, serina; F, fenilalanina; Y, tirosina; K, lisina; N, asparagina; I,
isoleucina; V, valina; H: histidina y G: glicina. ND: No detectadas. QRDR,
Quinolone Resistance Determining Region.

Las mutaciones K-137-N e [-460-V aparecen tanto en cepas sensibles como en

resistentes y no se asocian a la resistencia. También se encontraron mutaciones

silenciosas en la tirosina de la posicion 75 del gen gyrA, la tirosina de la posicion 98 del

gen gyrA, la histidina de la posicion 104 del gen gyr4 y la glicina de la posicion 77 del

gen parC, en las que el cambio de nucledtido no supuso un cambio del aminoécido.

Entre los 14 aislamientos de S. pneumoniae resistentes a norfloxacina

encontramos 9 serotipos diferentes, 19A (4 aislamientos), 8 (n=2), 6A (n=1), 14 (n=1),
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18 (n=1), 38 (n=1), 3 (n=1), 9V (n=1), 7F (n=1) y un aislamiento que no fue tipable por
PCR.

c. Electroforesis en campo pulsante (ECP)

Los patrones obtenidos mediante ECP revelaron una considerable
heterogeneidad entre las cepas resistentes a norfloxacina y como se muestra en la figura
49, la mayoria no estaban genéticamente relacionadas. En 2 de las 14 cepas (cepa 162 y

203) no se obtuvieron resultados de ECP.

Obtuvimos 9 perfiles diferentes, 3 de los cuales contenian 2 aislamientos cada
uno. Dos de los aislamientos con el mismo perfil electroforético pertenecian al serotipo
19A (cepa 184 y 242) y resultaron ser del mismo paciente. Los aislamientos fueron
obtenidos en diferentes episodios. Las hospitalizaciones de estos episodios estaban

separadas entre si por 4 meses.

El paciente es un varén de 28 afos edad con Sindrome de Job, también
conocido como sindrome de hiperinmunoglobulina E. Se caracteriza por abscesos
cutaneos recurrentes, dermatitis atopica, neumonia y altos niveles séricos de IgE. En el
primer episodio, el paciente ingres6 con una NAC. Se le tomaron muestras de sangre y
esputo y se le tratd empiricamente con LVX. En ambas muestras creci6 un S.
pneumoniae sensible a penicilina (CMI por E-test 0,016pug/ml) y LVX (CMI por E-test
2 pg/ml). El paciente fue hospitalizado dos meses mas tarde con el mismo diagnostico
(NAC). No se obtuvo ninglin aislamiento, pero volvié a ser tratado con LVX. Cuatro
meses después del primer ingreso, volvio al hospital con una NAC. El S. pneumoniae
aislado esta vez en los hemocultivos fue sensible a la penicilina (MIC 0.006 pg/ml),
pero resistente a la LVX (MIC >32 pg/ml). Los estudios moleculares posteriores
mostraron una mutacion S79F en el parC del primer aislamiento y una mutacion

adicional en el gyr4 (S81F) en el segundo aislamiento.
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Figura 49: ECP de los aislamientos de S. pneumoniae resistentes a norfloxacina
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Los resultados obtenidos del analisis de ADN mediante secuenciacion se

muestran en la tabla 30. Las cepas con el mismo tipo de secuencia estdn sombreadas con

el mismo color. En 3 aislamientos (n° 32, 42 y 127) no se pudo realizar la técnica.

Tabla 30: MLST de los neumococos resistentes a NFX.

N° asignado por alelo

CEPA Serotipo ECP ST
aroE  gdh gki recP spi xpt ddl
14 19A G 7466 2 19 2 17 6 22 271
87 8 A 7340 2 5 36 12 17 21 271
90 A% F 7464 7 99 10 1 6 58 1
143 6A A 7340 2 5 36 12 17 21 271
156 38 H 105 5 15 4 1 6 1 6
162 8 - 7340 2 5 36 12 17 21 271
172 19A I 7465 7 5 1 1 6 31 271
184 19A C 1201 1 5 1 12 17 3 8
201 NA 105 5 15 4 1 6 1 6
203 7F - 7341 8 9 2 1 6 446 17
242 19A C 1201 1 5 1 12 17 3 8

ECP: Electroforesis en campo pulsante. ST: Sequence Type.
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Los resultados obtenidos mediante MLST mostraron concordancia con los
obtenidos mediante ECP. Las tres parejas de clones obtenidas por ECP contenian el
mismo perfil alélico por MLST. Con el MLST pudimos ademas obtener el tipo de
secuencia de los dos aislamientos que no se pudieron genotipar por ECP. Uno de ellos
(cepa 162) mostro el mismo perfil alélico que una de las anteriores parejas de clones
(cepa 87 y 143). En este caso el serotipo de la cepa 162 coincidia con el de la cepa 87, el

serotipo 8.

6.7.3. Estudio del efecto de las bombas de expulsion

En cuanto a los resultados del estudio del efecto de las bombas de expulsion,
utilizamos reserpina como inhibidor de bombas. En total, 10 (71,4%) aislamientos
fueron susceptibles al efecto inhibidor de la reserpina. Los 5 aislamientos en los que no
se detectd ninguna mutacion en los genes QRDR, pero fenotipicamente eran resistentes
a la norfloxacina, mostraron un efecto positivos para la reserpina. El aislamiento con
alto nivel de resistencia que s6lo mostréo mutacion en el parC, también fue susceptible al

efecto de la reserpina.

Las CMIs de NFX que obtuvimos por microdilucién en el ensayo de la
reserpina, variaron en una o dos diluciones respecto a las obtenidas por E-test, pero se
mantenia la misma categoria, excepto en dos cepas. Las dos cepas tenian una CMI de
24ug/ml por E-test y 16ug/ml por microdilucion. En ninguna se detectaron mutaciones

y el estudio de las bombas con reserpina fue posistivo.
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Tabla 31: Caracteristicas fenotipicas y moleculares de las cepas resistentes a norfloxacina.

CMI CMI Mutaciones Mutaciones Mutaciones Mutaciones Efecto
Cepa Serotipo NFX LVX parC por gyrA por parC por parC por reserpina

(ug/ml) (ug/ml) sonda sonda secuenciacién  secuenciacion P
14 19A 24 1 N N WT WT P
32 3 24 1 N WT WT P
42 Sgl18 24 1 N N WT WT P
87 8 >256 1,5 P N S79F WT N
90 oV >256 >32 P N S79Y WT P
127 14 24 1 N N WT WT P
143 6A >256 2 P N S79F WT N
156 38 >256 1,5 P N S79Y WT N
162 8 >256 2 P N S79F WT P
172 19A >256 2 N N S79Y WT P
184 19A >256 2 P N S79F WT P
201 NA 128 2 P N S79Y WT N
203 7F 24 1 N N WT WT P
242 19A >256 >32 P P S79F S81F P

N.A.: No amplificacion. N: negativo. P: positivo. WT: wild type.
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7. DISCUSION

Las neumonias y otitis neumococicas han tenido y tienen una importancia vital
en la sociedad, sin embargo, en este trabajo nos hemos querido centrar en el estudio de
la enfermedad neumocoécica invasiva (ENI) en nuestro entorno, tanto en nifios como en

adultos, asi como en los serotipos y genotipos que la producen.

S. pneumoniae es uno de los principales agentes de bacteriemia y sepsis en
adultos y nifios. Aproximadamente, el 25% de los casos de bacteriemia en nifios sanos
se asocia con una otitis media, el 30-40% con una neumonia y en el resto el foco es
indetectable (11,115-117). Sin embargo, el origen del 90% de las bacteriemias en los

adultos es una neumonia (118).

A pesar de la terapia antimicrobiana, la enfermedad neumocdécica invasiva (ENI)
en nifios persiste como la mayor causa de morbi-mortalidad en el mundo (119). La
incidencia de ENI en nifios a nivel mundial varia, segin un estudio realizado por
Greenwood et al. (120) antes de la introduccion de la vacuna conjugada, desde 100
casos/100,000 nifios en Finlandia, hasta mas de 1,000/100,000 en nifios aborigenes
australianos. En este mismo trabajo, se compara la edad de aparicion de la ENI entre los
nifios de Gambia y los nifios de poblaciones de alto y bajo riesgo en Estados Unidos,

comprobandose que se dan a una edad mas temprana en Gambia.

La wvariabilidad que encontramos en los distintos paises respecto a la
epidemiologia de la ENI se debe tanto a la diferencia en la susceptibilidad de la
poblacion a la enfermedad como a las diferencias en el diagnéstico y el tratamiento.

Esta variabilidad podemos verla comparando algunos de los trabajos publicados.

En Canadé, se hizo en 1998 un estudio de 292 casos de ENI en nifos (121),
donde el 70,5% fueron bacteriemias sin foco, 8% meningitis y 10% neumonia. La
mortalidad fue de 0,7%. En 2001, Laurichesse ef al. (122) publicaron un estudio de ENI
en una region francesa entre 1994-1998 donde observaron la incidencia mas alta en

nifios menores de 2 afios. El 62% del total de pacientes fue diagnosticado de neumonia,
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el 10% de meningitis y el 20% de bacteriemia sin foco con una tasa global de
mortalidad del 21,5%. En 2004, Ispahani et a/l. (123) publican un andlisis prospectivo en
el Reino Unido, de 266 episodios de ENI en nifios, de los cuales el 39% pertenecen a
nifios menores de 1 afio y 60% a nifios de 2 afios. Las principales patologias fueron la
meningitis, en un 32%, la neumonia en un 31% y la bacteriemia sin foco en un 30%. En
septiembre de 2011 se ha publicado un trabajo retrospectivo sobre la ENI pediatrica en
Arabia Saudi, donde incluyeron 41 pacientes entre 2 y 12 afios. El 27% fueron

meningitis, 32% bacteriemias sin foco y 34% neumonias bacteriémicas (124).

De los 274 pacientes que incluimos en nuestro estudio, 146 (53%) fueron
diagnosticados de neumonia bacteriémica, de los cuales 26 desarrollaron un empiema,
71 (26%) fueron diagnosticados de bacteriemia sin foco y 52 (19%) de meningitis. Si
solo tenemos en cuenta los 115 nifios, 52 (45%) tuvieron una neumonia bacteriémica,

29 (25%) una bacteriemia sin foco y 32 (28%) una meningitis.

El nimero de casos de ENI mas alto en nuestro trabajo, también (122,126) lo
encontramos entre los nifios menores de 2 afios, seguido de adultos mayores de 60 afios,
aunque hay que tener en cuenta que desconocemos los casos de enfermedad

neumococica no invasiva de cada grupo etario.

La tasa de neumonia bacteriémica, de meningitis y de bacteriemia sin foco en la
poblacion pedidtrica varia de un pais a otro e incluso de un trabajo a otro. Asi, podemos
encontrar un 69% de bacteriemias sin foco en Finlandia (127), frente a un 18% en
Reino Unido (128) y hasta un 1% en Gambia (129). Sin embargo, en este ultimo, las
neumonias bacteriémicas suponen un 77% de la ENI, 4-5 veces mayor que en los

estudios anteriores.

El porcentaje de bacteriemias sin foco hallado en nifios en nuestro estudio (25%)
se situa por debajo de los valores del estudio Finlandés, pero es mayor que el de Reino
Unido. El nimero de neumonias bacteriémicas (45%) también se encuentra dentro de
los rangos hallados en otros estudios (127,129). En general, la distribucion de los

cuadross clinicos en este trabajo se asemeja a la publicada por otros autores (123-125).
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El grado de severidad y la mortalidad hallada difiere de unos trabajos a otros.
Mientras en Estados Unidos o Canad4 la mortalidad es mas baja, hemos visto una
mortalidad de 21% en el trabajo de Laurichesse (122). En nuestro estudio la mortalidad
hallada en el total de los casos de ENI fue del 12%, siendo en adultos y nifios del 16% y
6% respectivamente. En los adultos, el 81% de los fallecidos fueron pacientes
diagnosticados de neumonia. Aunque no dispongamos del numero total de NAC ni de la
enfermedad de base, los resultados hallados concuerdan con el hecho de que en la NAC
en adultos la mortalidad aumenta con la edad (130). Otro factor predisponente es el
sexo, siendo el riesgo mayor en hombres (130). En nuestro caso, aunque hubo mas
fallecimientos entre los hombres, la diferencia no fue significativa debido a que también

hubo un mayor numero de infecciones neumocdcicas invasivas entre esta poblacion.

Entre las formas clinicas mas comunes de la ENI, la meningitis suele ser la
menos frecuente, aunque con una gravedad y secuelas importantes. Los principales
agentes de la meningitis bacteriana en nifios son similares en paises industrializados y
en vias de desarrollo, sin embargo la incidencia y la mortalidad son mayores en estos

ultimos (120).

Aunque en nuestro estudio no disponemos de datos sobre el nimero casos de
neumonias totales, ni de aislamientos en muestras no invasivas, sabemos que de los 274
aislamientos invasivos del estudio, hubo 222 que s6lo se hallaron en sangre y que de
éstos, 135 pertenecian a pacientes diagnosticados de neumonia, 71 a bacteriemias sin
foco, 14 a meningitis y 2 a otras patologias. De los 52 casos de meningitis que
registramos, hubo 19 en los que el neumococo solo se aislo en LCR, 14 en los que so6lo
se aislo en el hemocultivo y 19 casos en los que se aislé el neumococo tanto en sangre
como en LCR. Por lo tanto, en 38 de los 52 casos se hall6 en neumococo en LCR y en
33 de los 52 casos en sangre, alcanzando asi una rentabilidad diagnostica del 73% y

63,5% respectivamente.

El método de referencia en el diagnostico de la meningitis bacteriana sigue
siendo la observacion de anomalias en el LCR extraido por puncion lumbar. Ademas, el
examen microscopico y el cultivo proporcionan el diagnostico etiologico en la mayoria
de los casos de meningitis bacteriana (119). La microscopia y el cultivo del LCR han

demostrado mayor sensibilidad (70-80%) que los hemocultivos en el diagnostico de la
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neumonia neumocoécica (120). Por tanto, parece haber resultados mas eficaces en el

diagndstico de las meningitis que en las neumonias bacteriémicas.

La sensibilidad de las actuales herramientas diagndsticas para definir la etiologia
de las infecciones del tracto respiratorio inferior es aun limitada, dificultando la
valoracion del papel especifico que juega la neumonia neumocoécica en la salud publica,
tanto en nifios como en adultos (119). El hemocultivo, el método mas utilizado, tiene
una sensibilidad de 3-30% (131). Existen también ciertos factores que contribuyen a
reducir ain mas la sensibilidad, como el volumen de sangre recogido y el tratamiento
antibidtico previo a la extraccion. En la guia realizada por la “British Thoracic Society”
sobre la NAC en adultos en 2009, recomiendan utilizar las pruebas microbiologicas en
funcion de la severidad de la neumonia (132). Segun la guia de 2011 para la NAC

pediéatrica, se realizaran hemocultivos en funcion de la gravedad del paciente (133).

En adultos, uno de los avances que permiti6 mejorar el diagndstico de la
neumonia neumococica y orientar su tratamiento ha sido la deteccion de antigenos
neumocdcicos en orina mediante un ensayo inmunocromatografico rapido (134). En
nifios esta técnica no resulta util, debido al niimero de falsos positivos en portadores

nasofaringeos.

Aunque en la practica clinica, la tasa de deteccion de este microorganismo en
neumonias bacteriémicas suele ser baja, los cultivos microbiologicos siguen siendo

importantes para la vigilancia epidemiologica y el estudio de las resistencias.

En cuanto al empiema, hay que decir que es una de las complicaciones mas
comunes de la neumonia y en la mayoria de los casos el neumococo suele ser el agente
responsable. Varios trabajos publicados muestran un aumento de casos a partir de la
mitad de los 90 (135-137). En Chile, el estudio de Levine ef al. muestra un 25% de

casos de empiema en nifios hospitalizados con neumonia (138).

En el presente estudio, de los 26 casos con un empiema (10 adultos y 16 nifos),
hubo 16 en los que el neumococo se aislo en sangre y 10 en liquido pleural. De estos 10
casos, 9 eran nifos. Este hecho podria tener que ver en gran parte con las practicas o

protocolos que se siguen tanto en adultos y como en nifios. En adultos, s6lo en uno de
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los 10 casos de empiema que teniamos se aislo el neumococo en el liquido pleural,
aunque en 4 de estos de 10 casos no se realizo el cultivo de liquido pleural. Por lo tanto,
obtuvimos una rentabilidad diagnostica del 45% en el liquido pleural y de 61% en el

hemocultivo.

Para una mejor estimacion de los casos de empiema en la ENI se estin
utilizando técnicas moleculares sobre muestra directa. En un estudio realizado por
Obando et al. (139), de 100 empiemas diagnosticados, recuperan 25 neumococos por
cultivo. El 89% de los liquidos pleurales con cultivo negativo mostraron un resultado

positivo para neumococo por PCR.

En los nifios con empiema de nuestro estudio, la edad media no se ajusto a la que
suele hallarse en otros estudios. En nuestro caso la media de edad de los 16 nifios fue de
2 afios, ya que hubo 9 nifios menores de 1 afio. Sin embargo, la media de edad de los

niflos con empiema esta alrededor de los 6 afios (135,136).

Se ha visto que en muchos casos el empiema se da en nifios con coinfecciones
con VRS, influenza o varicela. Talbot et al. (140) muestran una correlacion directa entre
los episodios de ENI y los aislamientos de VRS e influenza. La incidencia de la ENI
aumenta cuando estan circulando estos virus. Observamos que los casos ENI en nuestro
medio son més frecuentes en los meses de invierno y menos frecuentes en verano. Sin

embargo, los empiemas no se ajustaron a este patron temporal.

La cépsula de neumococo es probablemente uno de los principales
determinantes de su poder patogeno. Esta cdpsula es muy variable antigénicamente,
habiéndose descrito 92 tipos de polisacaridos capsulares serolégicamente diferenciables.
El sistema mas utilizado para el nombramiento de estos serotipos ha sido la
nomenclatura danesa. El método para identificar el serotipo de cada aislamiento consiste
en antisueros capaces de reconocer las diferencias quimicas entre aislamientos
(Quellung). Como ya se ha comentado en la introduccidon, también existen diferentes
reactivos comerciales para test rapidos de identificacion, basados en la deteccion visible

del complejo antigeno-anticuerpo por aglutinacion.
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El serotipado convencional tiene ciertos inconvenientes como son el coste de
antisueros, la subjetividad en la interpretacion del resultado y la necesidad de personal
altamente entrenado en esta técnica. Por ello, con el objetivo de facilitar el serotipado y
los estudios de monitorizacion y epidemiologia de los serotipos, se han desarrollado
nuevos métodos basados en la PCR. En 2003, Brito et al. (141) describen una PCR
multiple, rapida, simple y econdmica para serotipar. El 94% de los aislamientos tipados
coincide con el serotipado convencional. En 2006, el CDC propone un sistema de
serotipado facil y fiable que consiste en un esquema de 7 PCRs multiples secuenciales
en el que el orden de las reacciones se basa en los resultados obtenidos en el programa
de vigilancia realizado entre 2002-2003 (25). Los cebadores corresponden a la parte
especifica de cada serotipo del locus cps. Ademas, en todas las reacciones se afade el
cebador cpsA como control interno, ya que es comun a todos los serotipos. No hay
evidencias que sugieran que la variabilidad genética entre diferentes cepas del mismo
serotipo pueda afectar al serotipado por PCR (25,142). No obstante, algunos cebadores
utilizados no son del todo especificos, como en el caso del serugrupo 6 y 18. Ademas
existen reacciones cruzadas entre algunos serotipos del esquema (7F, 7C, 9V, 38, 11A,
12F, 22F, 33F y 35F) y otros serotipos minoritarios, que no podemos distinguir
mediante esta PCR, por lo tanto habria que utilizar los antisueros. La frecuencia con la
que estas cepas responsables de la reaccion cruzada causan ENI grave en Estados
Unidos es baja (25). Entre nuestros aislamientos tipados convencionalmente no se hallo

ninguna.

Por lo tanto estariamos ante una técnica simple y econdémica que podria suponer
una buena alternativa al serotipado convencional. Una de las ventajas de este esquema
es su flexibilidad para adaptarla a la prevalencia de cada region. Otros autores lo han
hecho modificando el orden y la combinacién de serotipos de las reacciones (26,27).
Dias et al. (27) reformulan el esquema basandose en estudios de vigilancia previos e
identificar asi los serotipos mas frecuentes en Latino América. El esquema que
proponen para su poblacion consta de 6 reacciones de PCR, con 5 serotipos en cada una
de ellas, incluyendo en total 30 serotipos/serogrupos. Al igual que nosotros, adelantan el
serotipo 1 y el 7F a las primeras reacciones e incluyen el serotipo 5 en las segunda. Con
este esquema tipan el 90,1% de las cepas con las tres primeras reacciones. Morais et al.
(26) realizan el estudio con aislamientos clinicos de Africa Subsahariana. Su esquema

se compone de 7 reacciones multiples secuénciales, con 4 pares de cebadores cada uno,
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excepto la sexta reaccion, que contiene 5 pares de cebadores. En este nuevo esquema
también fueron adelantados el serotipo 1, 7F y el 5 alcanzando a tipar con las dos
primeras reacciones el 82% de las cepas.

Del mismo modo, nosotros modificamos el esquema adaptandolo a los serotipos
mas prevalentes en Sevilla, siendo la primera vez que se adaptaba para aislamientos
clinicos en Europa (143). En 2008, Azzari et al. (144) publicaron un estudio realizado
en Florencia, en el cual aplicaron el esquema de serotipado sobre muestras invasivas
que previamente fueron positivas por RT-PCR. En este caso, se utilizaron 31 pares de
cebadores en 9 reacciones multiples. En 2011 se ha publicado un trabajo realizado en
Bélgica, en el que adaptan el esquema a 30 serogrupos/serotipos habituales en

portadores (145).

Nuestras modificaciones nos permitieron tipar, respecto al esquema original de
los CDC, un 9% mas en adultos y un 15% mas en nifos con las 3 primeras reacciones y
un 17% maés en adultos y un 18% mas en nifos con las 5 primeras reacciones. El
serotipo 20 y el 7C fueron incluidos en la séptima reaccion del esquema, aunque no
obtuvimos ninguna cepa de estos serotipos. Del mismo modo, no tuvimos ninguna cepa
del serotipo 10 y lo sacamos del esquema debido a la incompatibilidad del tamafio del

fragmento amplificado.

La PCR multiple secuencial se adapto satisfactoriamente tanto a los aislamientos
invasivos pediatricos como a los adultos y pudimos tipar el 95% de los aislamientos.
Asi, este sistema resultdé muy util a la hora de optimizar la deteccion de los serotipos
predominantes utilizando el minimo numero de reacciones, teniendo en cuenta la
importancia actual de la vigilancia y del serotipado para la introducciéon y formulacién
de nuevas vacunas conjugadas. Ademads, su flexibilidad nos permitiria realizar nuevas
modificaciones en funcion de los cambios epidemiologicos de los serotipos, como por
ejemplo, el fenomeno de reemplazo que ha habido tras la introduccion de la vacuna

heptavalente.

El esquema de PCRs utilizado en este trabajo lo hemos aplicado a cepas de
neumococo aisladas en el laboratorio, pero actualmente existen técnicas de PCR a
tiempo real que se pueden utilizar en muestra directa (146) y de esta forma, obtenemos

un diagnostico y datos epidemioldgicos cuando el cultivo es negativo.
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Por otro lado, obtuvimos 23 cepas del serogrupo 6. Para poder diferenciar los
serotipos 6A y 6B, realizamos primero una secuenciacion con la cual obtuvimos 10
aislamientos del serotipo 6A y 12 del 6B. Recientemente se han descrito 2 nuevos
serotipos dentro del serogrupo 6, el 6C y el 6D. Ambos son consecuencia de
recombinaciones homologas en el locus capsular de los serotipo 6A y 6B,
respectivamente (13,147). Tras la introduccion de la vacuna heptavalente, que contiene
el serotipo 6B, se pens6 que indirectamente ejerceria una proteccion cruzada frente al
serotipo 6A. Sin embargo, se detecté un aumento de este serotipo. Actualmente se cree
que este aumento fue realmente debido al serotipo 6C, que previamente se identificaba
como 6A y que estructuralmente difiere mas del serotipo 6B. Por ello, la proteccion
cruzada de la vacuna heptavalente frente al serotipo 6C pudo ser inadecuada (13). Tras
la secuenciacion, realizamos una PCR propuesta por Jin et al. en 2009 (112) para
identificar las cepas del serotipo 6A, 6B y 6C. Tres de los 10 aislamientos que

previamente identificamos como del serotipo 6A, eran del serotipo 6C.

Recientemente han publicado un estudio en el que caracterizan los aislamientos
invasivos del serogrupo 6 en adultos, en Barcelona (148). Entre 1994 y 2008 detectan
1480 episodios de ENI. De éstos, 91 son debidos a cepas del serogrupo 6. Los serotipan
mediante la reaccion de Quellung y una PCR multiple para distinguir entre el serotipo
6C y el 6D. Del total de los episodios invasivos, el 3,2% fue debido al serotipo 6B; el
1,9%, al 6A y el 1,1%, al 6C. No obtuvieron ningin aislamiento del serotipo 6D. En
nuestro estudio la distribucion total fue la siguiente: 6B (4,8%), 6A (2,5%) y 6C (1,1%).
Si tenemos en cuenta solo las cepas de los adultos, el 1,2% (2/159) fue debido al 6B, el
1,8% (3/159) al 6A y el 0,6% (1/159) al 6C. No obstante, el porcentaje de episodios
debidos al serotipo 6B y 6C que obtuvieron durante el periodo 2004-2008 fue del 1,3%
y del 1,6%, respectivamente. El del 6A se mantuvo. Los resultados de este ultimo
periodo son mas parecidos a nuestros resultados. En su estudio observan una clara
disminucién del serotipo 6B entre el periodo 1994-1998 (prevacunal) y el periodo de
2004-2008 (postvacunal). Aunque nosotros no dispongamos de los datos del periodo
prevacunal, si nos fijamos en el grafico de la distribucion interanual del serotipo 6B
(figura 21), podemos observar una tendencia a la baja entre 2002 y 2008. De los 12
aislamientos del serotipo 6B, 10 pertenecian a niflos, de los cuales 7 eran menores de un

afio. Podemos decir que observamos una relacion del serotipo 6B con casos de
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meningitis, poblacion pediatrica y resistencia a penicilina y eritromicina. En el estudio
de Rolo ef al. en Barcelona (148) observaron entre las cepas del serotipo 6B un 97,9% y
un 100% de cepas no sensibles a penicilina y eritromicina, respectivamente. Sin
embargo, para el serotipo 6A, la resistencia a penicilina y a eritromicina fue del 14,3% y
del 50%, respectivamente. El serotipo 6A en nuestro caso también (148) fue menos

resistente que el 6B.

Al igual que en otros estudios (148,149), la prevalencia del serotipo 6C es baja.
En nuestro estudio obtuvimos 3 aislamientos, de cuales 2, que pertenecian al mismo
clon, fueron aislados en el LCR de dos nifios con meningitis. En otros trabajos también
se ha relacionado con episodios de meningitis (149,150). Los 3 aislamientos fueron
sensibles a penicilina, tal y como se publicé en Sudafrica, pero al contrario que en

Brasil (149) o en Barcelona (148).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la vacuna neumococica conjugada
consiste en polisacaridos capsulares del neumococo, pero técnica y econdémicamente no
seria factible desarrollar una vacuna con los 92 polisacaridos descritos hasta ahora. Por
ello, ha sido muy importante decidir qué serotipos son los mas adecuados para incluirlos
en la vacuna. Para decidir esto, hay que tener en cuenta la complejidad epidemiolédgica
de la bacteria, la capacidad colonizadora, la transmision, la invasividad... Los serotipos
difieren en funcidon de la persona a la que afectan (neonatos, nifios, adultos, ancianos,
inmunodeprimidos), del cuadro clinico, las resistencias antimicrobianas, de la

distribucion geografica y el modo de actuar (en epidemias o endémicamente) (151).

Encontramos serotipos que siendo muy infrecuentes en portadores, son
causantes de un gran numero de infecciones invasivas. Esto sugiere que algunos
serotipos poseen un gran potencial de invasividad, pero no estd claro como se
mantienen en la comunidad si son muy raros en portadores. Una posibilidad seria la
transmision directa entre individuos, mediante la tos de la persona con neumonia. No
obstante, las infecciones por serotipos altamente invasivos se dan esporaddicamente y no
suele ser facil localizar al foco primario de infeccion (152). Sobre la capacidad invasiva

de los diferentes serotipos y genotipos existen diversos estudios.
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Si analizamos los serotipos hallados entre nuestros pacientes observamos que en
funciéon del cuadro clinicoexisten serotipos predominantes. Tanto en las neumonias
como en concreto en los empiemas, los serotipos 1 y el 14 son los mas frecuentes.

Algunos serotipos se asocian frecuentemente con ciertas presentaciones clinicas.
Asi, los serogrupos 6, 10 y 23 suelen aislarse mas frecuentemente de LCR que de
sangre, y viceversa para los serotipos 1, 4 y 14 (151). El serotipo mas comun detectado
en los casos de empiema suele ser el serotipo 1, tanto antes como después de la
introduccion de la vacuna conjugada heptavalente (135,136). Ademas suelen ser
sensibles a penicilina y demdas antibidticos (136,151). Nuestras cepas del serotipo 1

causantes de empiema también fueron sensibles a penicilina.

El serotipo 6B fue el predominante en nuestros casos de meningitis,
coincidiendo con lo publicado previamente (153). En el caso de las bacteriemias sin
foco, el serotipo mas frecuente fue el 19A, uno de los serotipos cuya incidencia mas ha
aumentado tras la introduccion de la vacuna heptavalente y responsable principal del

efecto de reemplazo (154).

La vacuna que estaba disponible antes de la PCV7, estaba compuesta por 23
polisacaridos capsulares de los serotipos mas comunes en adultos en Estados Unidos y
Europa. Esta vacuna habia mostrado ser clinicamente efectiva frente a la enfermedad
neumococica bacteriémica en adultos, pero con un alto coste-beneficio si se hacia una
inmunizacidon general a toda la poblacion mayor. Ademas, no era lo suficientemente
inmunogénica en bebés y nifios pequefios, ni habia certeza de su eficacia frente a la
OMA en nifos o la neumonia no-bacteriémica en adultos (155). Por ello, se desarrolld
la vacuna conjugada, que por su complejidad, engloba menos serotipos y requiere

estudios mas profundos para la seleccion especifica de éstos.

Para determinar la formulacion més efectiva de una vacuna multivalente hacen
falta datos sobre los serotipos responsables de la enfermedad en diferentes

localizaciones geograficas y poblaciones.

La vacuna PCV7, autorizada por la FDA en febrero de 2000 en Estados Unidos,
se demostrod en estudios previos a su autorizacién que era segura y eficaz frente a la

ENI, moderadamente eficaz frente a la neumonia y algo efectiva en reducir la OMA

130



Discusion

(156). La vacuna incluye 7 serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) conjugados con
una variante no toxigénica de la toxina diftérica, CRM 97 (cross-reactive material). Esta

vacuna produce ademas una proteccion cruzada frente al serotipo 6A (152).

El porcentaje de estos 7 serotipos en nifos, varia mucho de una regién o de un
pais a otro. En la mayoria de los lugares donde existen datos, los serotipos vacunales
suponen el 50% de los aislamientos. En Europa occidental, al menos dos tercios de los
aislamientos estan cubiertos por la vacuna heptavalente. En Estados Unidos, Canada,
Australia, Nueva Zelanda, Japon y Corea de Sur, la PCV7 cubre el 80% de los

aislamientos (152).

Si observamos la cobertura de la vacuna heptavalente en el total de los
aislamientos recogidos para nuestro estudio, tanto en adultos como en nifios, vemos que
ésta seria del 25%. Si tenemos en cuenta los nifilos menores de 15, la cobertura alcanza
el 33% y en nifios menores de 6 afos asciende al 35%. El numero de nuestras cepas
vacunales es algo mas bajo de lo que se estimaba en Europa Occidental, pero esto se
debe a que los datos anteriores procedian de estudios previos a la vacuna. Seria 16gico
pensar que en nuestro periodo de estudio los serotipos vacunales hubieran descendido

tras la introduccion de la vacuna.

En la vacuna conjugada decavalente, cada serotipo estd conjugado con la
proteina D, una proteina de la membrana externa de H. influenzae. Esta vacuna incluye
los serotipos 1, 5, y 7F ademas de los 7 serotipos de la vacuna anterior. La cobertura de
aislamientos invasivos en niflos menores de 5 afios de esta vacuna es de al menos dos
tercios en la mayoria de paises estudiados y de méas del 80% Europa Occidental y parte

de América del Sur (152).

Los datos obtenidos en nuestro trabajo nos muestran que la cobertura de la
vacuna decavalente en nuestros aislamientos es de un 51% para el total de los pacientes,

de un 62% tanto para nifios menores de 15 afios, como para menores de 6 afios.

En febrero de 2010, la FDA aprueba la vacuna conjugada 13-valente, tras una
serie de estudios (156) que demuestran que su seguridad y su eficacia en la estimulacion

de produccion de anticuerpos protectores frente a la ENI, son comparables a la PCV7.
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La PCV13 se aprueba para nifios de entre 6 semanas y 71 meses. Ademas de los 7
serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) de la vacuna heptavalente, incluye los
serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A conjugados con CRM j9;7. Esta vacuna esta también
indicada para la prevencion de la OMA causada por los serotipos de la PCV7 (156).

Segun la revision realizada por Hausdorff et al. (152), la cobertura de la PCV13
en nifos menores de 5 afios es de mds de 80% en la mayoria de las regiones,

exceptuando los Paises del Este y Asia del Sur.

Los serotipos incluidos en la vacuna suponen el 67% de los aislamientos totales
en nuestro estudio. En el caso de los aislamientos pediatricos la cobertura alcanz6 el
77% de los aislamientos de nifios menores de 15 afios y el 80% de los menores de 6
anos.

En comparacién con los estudios realizados en nifos, existen pocos trabajos
acerca de los serotipos responsables de ENI en adultos o la epidemiologia de los

serotipos en adultos.

Un trabajo realizado en Catalufia en 2009 (126), muestra la distribucion de
serotipos en ENI en adultos y nifos. Estudian el serotipo de 609 casos de ENI, de los
cuales 12,2% estaban incluidos en la vacuna heptavalente, 51% en la decavalente y
71,7% en la tridecavalente. El porcentaje que obtienen de los serotipos de la vacuna
heptavalente es la mitad que el nuestro, para la PCV10 es igual y para la PCV13 es
similar. Ademas, los serotipos incluidos en la PCV7 que obtienen son méas frecuentes en
adultos (>17 anos) que en nihos (14,3% vs 7,4%). Los serotipos de las otras dos
formulaciones, al igual que en nuestro caso, son mas frecuentes en nifios que en adultos.
El bajo niimero de los 7 serotipos vacunales que obtienen, especialmente entre los
nifios, lo atribuyen a la efectividad de la vacuna. De hecho, tienen unas tasas de
vacunacion del 60% y del 77,7% entre niflos menores de 2 afios y de 2-4 afios,
respectivamente. Segun los estudios realizados por distintas Comunidades Autonomas,
en 2006, el Grupo de Registro de Vacunas del Ministerio de Sanidad estimé que la
cobertura de vacunacion infantil a nivel nacional debia de ser inferior al 50% en

menores de 2 afios (157).
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En caso de los nifios mayores y adultos, un analisis realizado antes de introducir
la PCV7 por Hausdorff et al. (155), muestra que no hay serogrupos concretos que estén
muy extendidos o que sean extremadamente comunes en todas las regiones. Por
ejemplo, el serotipo 14, que se situaba entre los 3 primeros fuera de Asia, era el séptimo
mas comun en Asia. La vacuna heptavalente contenia 6 de los serogrupos mas comunes
en Estados Unidos y Canadd y 5 de los 7 mds comunes en Oceania y Europa, pero solo
3 de los 7 serogrupos mas comunes en Africa y Asia. La cobertura de la PCV7 se
estim6 en 30-60% de la ENI (155). No obstante, entre los adultos, los serotipos
responsables de ENI también varian con la edad, siendo mayor la cobertura de la PCV7
entre los mayores de 50-60 afios. Esto puede ser debido a que el sistema inmune se
debilite a partir de esa edad, que adquieran los serotipos pediatricos por un estrecho

contacto con los nifios o por la presion selectiva del excesivo uso de antibioticos (158).

Otro factor a tener en cuenta en la formulacion de vacunas, es la resistencia a
antibioticos de los diferentes serotipos y su epidemiologia. La mayoria de los serotipos
de los considerados mas resistentes (6B, 6A, 9V, 15A, 14, 19A, 19F y 23F) (151,159)

estan cubiertos por las tres vacunas, excepto el 19A, que solamente lo cubre la PCV13.

Los serotipos mas frecuentes entre los aislamientos resistentes a penicilina y
eritromicina de nuestro estudio fueron, coincidiendo con lo publicado anteriormente, el
6B, el 14, el 19F y el 19A. Los serotipos mas comunes hallados entre los aislamientos
no-sensibles a penicilina en portadores del estudio de Sandgren et al. (30) fueron el 19F,
35B, 14 y 6B. Mufioz-Almagro et al. (126) obtienen en 2009 un 18,7% de aislamientos
no-sensibles a penicilina y un 18,3% a eritromicina. En nuestro periodo de estudio los
aislamientos no-sensibles a penicilina y eritromicina alcanzaron un 9% y un 22%,
respectivamente. En 2010, Lifiares et al. (159) publican una revision de las resistencias
antimicrobianas de Streptococcus pneumoniae durante un periodo de 30 anos. Los
estudios de vigilancia globales mostraron un aumento de neumococos no-sensibles a §3-
lactamicos durante los 90 y 2000. La tasa mas alta de cepas no-sensibles a penicilina en
el sur de Europa entre 2001-2004, la tenian Francia, Grecia y Espafia (éste ultimo, 29%
intermedios y 13% resistentes). Sin embargo, en 2008, el sistema de vigilancia Europeo
resalta un descenso significativo de aislamientos no-sensibles a penicilina en Espafa.
Segin el Laboratorio de Referencia Espafiol entre 2000-2008 hubo un descenso

significativo (34% vs 22%), especialmente entre 2005-2008, coincidiendo con la
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introduccion de la vacuna (158). La resistencia a macrolidos en Espafa también
aumentd durante los 90 y disminuy0 tras la introduccion de la PCV7 (42% en 2003 vs
21% en 2006) (159). El porcentaje de cepas resistentes a eritromicina obtenido en
nuestro estudio se ajusta a lo publicado previamente, sin embargo, nuestra tasa de

resistencia a penicilina es considerablemente menor.

El efecto que ha tenido la vacuna conjugada en la epidemiologia de los serotipos
y el efecto que seguira ejerciendo ha sido un tema muy debatido y estudiado. Por un
lado ha habido una disminucion en la incidencia de la ENI debida a los 7 serotipos
vacunales tras la introduccidon de la PCV7, tanto en nifios vacunados como en el resto de
grupos de edades. Esto se debe al llamado “efecto rebafio” que se basa en la
interrupcion de la transmision de la bacteria como resultado de la disminucion de nifios
portadores. Por otro lado, tenemos el efecto de reemplazo, en el que tras la
implementacion de la vacuna han aumentado los casos de ENI por serotipos no
vacunales. Entre los serotipos no vacunales responsables del efecto de reemplazo, el
mas relevante ha sido el 19A. Respecto a si ha sido la vacuna o el uso excesivo de
antibioticos el responsable del aumento de casos por cepas 19A resistentes, ha habido
cierta controversia. En Espana la incidencia del serotipo 19A ha aumentado
considerablemente tras introduccion de la vacuna (154). Segln el estudio de Fenoll et
al. (154), no se puede asegurar que este hecho sea debido a la presion vacunal, ya que
en paises como Corea o Israel, donde no se introdujo la vacuna, también observaron un

aumento del serotipo 19A.

Si el numero total de casos ha aumentado o disminuido, depende también de la
region y el estudio, y lo mismo ocurre con los neumococos resistentes. Segun el
programa de vigilancia realizado en 2003 por el CDC, el nimero de casos se redujo

considerablemente en todos los grupos de edad tras la introduccion de la vacuna (160).

Calbo et al. (137) observaron una clara sustitucion de serotipos vacunales por
serotipos no vacunales entre los casos de ENI estudiados entre un periodo prevacunal y
postvacunal. Sin embargo, la tasa de ENI en Barcelona no sufrié una disminucién
importante tras la introduccion de la vacuna. Esto podria deberse al bajo indice de

vacunacion que tenian (4,8% en 2002 y 34% en 2004).
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Ardanuy et al. analizan entre 1997-2007, la ENI en adultos en el sur de
Barcelona, estudiando la diferencia entre 3 subperiodos dentro de éste (161).
Dependiendo de la edad, observan diferentes tendencias en la ENI. Por un lado, en el
ultimo periodo (2005-2007) obtienen un aumento en la incidencia de la ENI, debido a la
expansion clonal de serotipos no-vacunales. Por otro lado, la disminucion de la ENI
debida a los 7 serotipos vacunales en personas mayores de 65 afios, muestra el efecto

rebafio de la vacuna.

En 2007 Obando et al. (139) publican un trabajo sobre la ENI pediatrica en el
sur de Espana tras la introducciéon de la vacuna conjugada. Aqui volvemos a
encontrarnos con un bajo indice de vacunacién (se habia vacunado el 29% de los 515
niflos menores de 5 anos incluidos en el estudio en el afio 2005), un aumento en la
proporcion de ENI causada por serotipos no vacunales, pero sin cambios en el nimero
total de casos. Concluyen que puede que sea pronto para esperar un cambio en la

incidencia de la ENI en nifios.

Respecto a la evolucion o la tendencia que ha tenido cada serotipo durante los
ultimos afios teniendo en cuenta los factores y medidas externas como la vacuna o
terapia antibiotica, hay que decir que ni el numero de aislamientos ni el periodo de
estudio de nuestro trabajo es lo suficientemente amplio como para poder sacar
conclusiones contundentes. Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por el
estudio de Fenoll et al. (154) sobre los patrones temporales de cada serotipo entre 1997
y 2007, observamos cierta coincidencia en algunos serotipos. De este modo, vemos que
los serotipos vacunales 14, Sgl18, 6B, 19F y 23F disminuyen a partir de 2001,
coincidiendo con los resultados del trabajo de Fenoll ef al. Sin embargo, con el serotipo
4 y el 9V, que en su caso siguen la misma tendencia que el resto de los serotipos
vacunales, en nuestro trabajo se aprecia un aumento de ambos serotipos en los ultimos
afios del periodo de estudio. Por otro lado, en los serotipos que se introdujeron en las
nuevas formulaciones vacunales y que en la mayoria de los trabajos muestran un
aumento, observamos diferentes comportamientos. En el caso del serotipo 7F, se
aprecia un aumento entre los afios 2002-2008. En los serotipos 3, 6A y 19A se observa

un aumento hasta 2007 y una disminucién en 2008. El aumento de los serotipos 19A y
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6A se ha relacionado con la falta de inmunidad cruzada con los serotipos incluidos en la

vacuna (157).

Los serotipos 1, 2, 3 y 5, se han relacionado con epidemias (24). Durante la
epidemia, la transmisién se ve facilitada por el hacinamiento y factores socio-
econdmicos, pero disminuye en cuanto desaparecen estos factores predisponentes (152).
Los serotipos 1 y 5 pueden aparecer como ondas periddicas. Actualmente, las epidemias
neumococicas son raras, principalmente por la mejora de las condiciones socio-
economicas y la disponibilidad de antimicrobianos. Los brotes que se dan en adultos
suelen estar causados mayoritariamente por el serotipo 1 y se dan en prisiones, refugios

para indigentes o agrupaciones militares (151).

La evolucion del serotipo 1 en el periodo se estudio de nuestro trabajo durante el
periodo de estudio muestra un pico en el afio 2003 y luego se mantiene mas o menos
constante durante 2004-2008. Los 4 casos del ano 2003 pertenecian al mismo clon y
tenian el mismo patron electroforético (A4). No obstante, hubo otros 20 aislamientos
del mismo clon repartidos entre 2004-2008. El serotipo 5, practicamente estd ausente
durante 2002-2006 y alcanza un pico del 16% de los casos de ENI en 2007. En este caso

todos los aislamientos del serotipo 5 pertenecian al mismo clon.

En cuanto a si es el serotipo o el genotipo el que define la invasividad, no esté
del todo claro. Brueggemann et al. (31) utilizan el MLST para comparar aislamientos
invasivos en nifios, con aislamientos nasofaringeos en nifios portadores de la misma
comunidad y mismo periodo. No existen muchos trabajos sobre los serotipos o clones
que causan ENI y los serotipos o clones que en ese mismo periodo se encuentren en
portadores. En este trabajo miden el potencial de ENI de los serotipos y clones,
calculando una “odds ratio” (OR) para cada uno en funcién del nimero de cepas que
hallen de cada serotipo o clon entre muestras invasivas y portadores. Tanto en éste
como en otro estudio (30) se estim6 que los serogrupos 1, 2, 7, 9, 14 y 16 eran los mas
invasivos y el 3, 6, 15, 19 y 23 los menos. Los serotipos 4, 18C y el 19A también se
relacionaron con ENI. Hallaron dos clones del serotipo 14 causantes de ENI mas
frecuentemente de lo que se esperaba por su prevalencia como portadores. Por otro lado
el mayor clon del serotipo 3, que se encontraba comunmente como portador, raramente

aparecia en infecciones invasivas. No encontraron ningun clon mayoritario que nunca
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apareciera en los aislamientos invasivos. Aunque los serotipos mas comunes entre los
invasivos fueran los de la vacuna heptavalente, también hubo diferencias en las OR
entre ellos (14 > 6B). Observaron que el serotipo y el genotipo estaban bastante
relacionados, es decir, que los clones mas invasivos correspondian a los serotipos mas
invasivos. Sin embargo concluyen que el serotipo es mas importante que el genotipo en
la invasividad, ya que obtienen casos de genotipos diferentes del mismo serotipo que
poseen altas OR y casos de un mismo genotipo con diferentes serotipos en los cuales

uno de los serotipos se halla en aislamientos invasivos y el otro en portadores.

En el presente trabajo no se han estudiado los aislamientos y serotipos en
portadores y por tanto no podemos calcular la invasividad de nuestros serotipos y
clones. Sin embargo, podemos comparar los serotipos y la clonalidad hallada en
nuestros aislamientos invasivos con los hallados en otros estudios (30,31). Asi,
podemos ver que la mayoria de los aislamientos que en nuestro estudio tenian alguna
relacion clonal, también coincidian en el serotipo, es decir, que el serotipo y el genotipo
estaban relacionados. Entre nuestros serotipos invasivos, hallamos tanto los serogrupos
que segun el trabajo de Brueggemann et al. tenian mayor invasividad, como los
considerados menos invasivos (3 y 6), aunque los mas prevalentes entre nuestras cepas

coinciden con los mas invasivos de su estudio (1, 14, 7F y 19A).

En otro trabajo realizado por Sandgren et al. (30) en Estocolmo, comparan la
epidemiologia molecular del neumococo en ENI y en portadores mediante serotipado y
genotipado (ECP y MLST). En este caso concluyen que tanto el tipo clonal como el
serotipo son importantes en la invasividad. Hallaron diferentes clones del mismo
serotipo con diferente invasividad y aislamientos que pertenecian al mismo clon pero

tenian diferente serotipo debido al “switching capsular”, con la misma invasividad.

Si realmente la invasividad dependiera tnicamente de la expresion capsular, el
hecho de repoblar los nichos nasofaringeos con serotipos de baja invasividad utilizando

vacunas multivalentes supondria una reduccion de la tasa de ENL

En cuanto a los efectos de la vacuna, otro fendémeno que esta siendo objeto de
estudio, es el “switching capsular” (CS), que se da por recombinacion en el locus cps.

Los genes de biosintesis capsular (cps) se encuentran agrupados en el cromosoma del
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neumococo. En todos los serotipos, los genes cps se encuentran en la misma posicion en
el cromosoma, entre dexB y aliA. El locus c¢ps tiene una estructura tipo cassette, con
genes que no son homologos entre distintos serotipos y que son responsables de las
diferencias quimicas. Estos, estdn flanqueados por genes comunes a todos (162). La
estructura de cassette, permitiria cambiar de serotipo mediante recombinacion de los
genes no-homoélogos (serotipo-especificos) mediada por los genes homologos. Debido a
la recombinacion de genes capsulares, neumococos de un mismo tipo clonal pueden
tener serotipos diferentes, es decir, pueden adquirir mediante transformacién los genes
que codifican una capsula diferente de la suya. Actualmente se ha demostrado en
diferentes partes del mundo el intercambio de capsulas entre el serotipo 23F y el 19F,

asi como entre el serotipo 9V y 14.

Para predecir el impacto de los programas vacunales, es importante conocer los
tipos clonales y la extension del CS, ya que estos programas podrian ejercer una presion
selectiva sobre genotipos virulentos o invasivos hacia un “switching” y escapar de la
cobertura vacunal (163,164). Incluso cepas resistentes pueden modificar su serotipo por
serotipos no incluidos en la vacuna y aumentar potencialmente su virulencia (171).
Adquirir una capsula no-vacunal por una cepa con capacidad invasiva, supone un
problema en cuanto al uso de vacunas especificas de serotipo. Segin Brueggemann et
al. (172), al principio, la PCV7 redujo la ENI debida a serotipos resistentes, pero luego,
la resistencia antimicrobiana aumentd con el aumento del 19A. El programa de
vigilancia ABC del CDC, estudi6 en 2005 los serotipos 19A mediante MLST, revelando
que la evasion de la vacuna empezo en 2003. Estas cepas tenian el genotipo MLST
ST695, que siempre habia estado asociado al serotipo 4 y ahora se encontraba también
asociado al 19A. Estas cepas se detectaron 3 afios después de la introduccion de la
vacuna heptavalente, pero aumentaron su prevalencia rapidamente (en 2003, 1 cepa; en
2004, 2 cepas; en 2005, 32 cepas) (166). En 2005 emergieron otros dos tipos de cepas
19A de evasidn vacunal, con nuevos procesos de recombinacion y procedentes de cepas
del serotipo 4. La evasion vacunal mediante recombinacion del locus capsular podria
reducir la efectividad de cualquier vacuna basada en serotipos, por ello es importante

mantener la vigilancia y conocer los procesos genéticos de evasion.

El estudio de clonalidad de nuestros aislamientos mediante ECP, mostrd, como

se ha podido ver en los resultados, que en algunos serotipos habia muy poca
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variabilidad, con la mayoria de las cepas perteneciendo a un clon o clones muy
relacionados. En total 10 serotipos mostraron relacion clonal, el serotipo 1, 3, 5, 7F,
12F, 19A, 22F, 33F, 6A, 14 y 9V. En el trabajo de Sandgren et al. nombrado
anteriormente (30), donde estudian la influencia de los serotipos y la clonalidad en la
invasividad, observaron que los aislamientos invasivos formaban dos grupos
principales: uno hallado entre los casos de ENI (serotipos 1, 4, 7F y 9V) y que estaban
relacionados clonalmente y otro grupo que era comun tanto en casos de ENI como en
portadores y que eran mas variables genéticamente (serotipos 6A, 6B, 14 y 19F). Entre
nuestras cepas, observamos que los serotipos 1 y 7F estaban muy relacionados
clonalmente, que los serotipos 9V, 6A y 14 mostraban mayor variabilidad y que los

serotipos 4, 6B y 19F apenas tenian relacion clonal.

El serotipo que menos variabilidad mostré fue el serotipo 5, con los 16
aislamientos del mismo clon. Como ya se ha comentado anteriormente, el serotipo 5
suele aparecer en ondas periddicas y en nuestro caso la mayoria de los aislamientos se

dieron entre 2007 y 2008.

Para los serotipos 1, 3 y 7F, la diversidad también fue muy pequefia, estando
englobados en clones el 84%, 92% y el 83% de los aislamientos respectivamente. En el
caso del serotipo 33F, el 100% de las cepas pertenecian a un mismo clon, aunque solo
obtuvimos 4 aislamientos con este serotipo. Estos resultados concuerdan con los

resultados de Sandgren et al. (30).

Otro ejemplo de recombinacion capsular es el que estudiaron Coffey et al. (162)
entre el 23F y los serotipos 19A y 19F. Se habian descrito en Espaiia cepas del serotipo
19A y 19F genotipicamente muy relacionadas y con el mismo patron de resistencia que
cepas multirresistentes del serotipo 23F, comunes en Espafia durante 20 afios. Se cree
que la direccion del intercambio fue de 23F al 19F, porque el primero fue comin en
Espana antes que el segundo, aunque no se puede excluir la otra opcidon, que el
intercambio fuera del 19F al 23F. En un principio, pensaban que la variante 19F del
clon 23F, sufri6 una recombinacion y luego se expandid clonalmente en Espafa, pero
parece que hay diferentes variantes del 19F, con diferencias en la secuencia de los genes
cps importados, que demuestran recombinaciones independientes. Coffey et al. también

describieron en otro trabajo (167) la relacion entre un clon resistente a penicilina del
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serotipo 14 y el clon MPSp9V. En el caso de los aislamientos del serotipo 9V de nuestro
estudio, observamos que habia relacion clonal con otro serotipo diferente. De los 7
aislamientos del serotipo 9V obtenidos, 5 compartian clonalidad con aislamientos del
serotipo 14. Esto podria deberse al “switching capsular” previamente descrito entre
estos dos serotipos, aunque las cepas del serotipo 14 y 9V relacionadas de nuestro
estudio eran sensibles a penicilina. Ademas, ambos serotipos estan incluidos en las
vacunas. Entre los serotipos 23F y 19F no observamos ninguna relacion clonal, es mas,

los 8 aislamientos del seortipo 19F pertenecian a diferentes pulsotipos.

Estudio de resistencias a fluorquinolonas

Aunque la resistencia antimicrobiana en Streptococcus pneumoniae continue
siendo un problema, la resistencia a FQ permanece baja (1-7%) (168-170). La
resistencia a FQ se puede adquirir por mutaciones, recombinacion intraespecifica o
recombinacion interespecifica de estreptococos del grupo mitis (171). Un programa de
vigilancia realizado por los CDCs en 1998, revel6 una tasa de resistencia a LVX de
0,2% en 3475 cepas procedentes de muestras invasivas (64). En nuestro estudio
hallamos una tasa de resistencia a LVX de 0,7% entre el total de los aislamientos
invasivos, pero un 1,3% en adultos. Segtn un estudio de vigilancia realizado en Estados
Unidos entre 1998 y 2000 la prevalencia de la resistencia a LVX es mayor entre los
aislamientos de las muestras respiratorias que en los de hemocultivos (172). Segun las
revision de las resistencias de los ultimos 30 afios realizada por Linares et al. (159), en
Espafia, la tasa de resistencia a ciprofloxacino se mantienen estable, con un 2,6% en
2002 y 2,3% en 2006. Los factores que podrian haber contribuido a estabilizar las
resistencias en FQ son el uso moderado de FQ, el cambio de los clones circulantes tras
la vacuna, la no recomendacion de FQ en nifios y el alto coste fisioldgico que confiere
la resistencia (174). En Canada, sin embargo, la resistencia a ciprofloxacino aument6 de

0,6% en 1998 a 7,3% en 2006 debido al gran consumo de FQ (174).

Como hemos podido observar en los resultados, tuvimos 10 (6,3%) aislamientos
en adultos y 4 (3,5%) en niflos que mostraron una CMI >16 pg/ml a NFX por Etest. Sin
embargo, ninguno de los aislamientos de nifios y solo 2 (1,3%) de las cepas de adultos
fueron resistentes a LVX. Los 4 aislamientos pediatricos presentaron una CMI a NFX

baja dentro del rango no-sensible (24 pg/ml) y el unico mecanismo de resistencia que se
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hall6 en ellos fue la posible accion de las bombas de reflujo. Esto sugiere que

probablemente los nifios no han estado expuestos a FQ.

Entre las mutaciones relacionadas con resistencias que encontramos en los 14
aislamientos estudiados mediante secuenciacion, estan la sustitucion de la serina en la
posicion 79 del gen parC y la sustitucion de la serina de la posicion 81 del gen gyrA.
Las sustituciones del parC fueron por los aminoacidos fenilalanina (Phe) y tirosina
(Tyr), aunque la primera fue mas frecuente. Detectamos mutaciones solamente en el gen
parC en 8 aislamientos (57%) y 7 de ellos fueron sensibles a LVX (resistencia de
primer paso). El aislamiento con mutaciones en parC y gyrA (Ser-81) fue resistente a
NFX y a LVX. Hubo un aislamiento que siendo resistente a LVX, s6lo mostré una
mutacion relevante en parC. En este aislamiento encontramos polimorfismos no
relacionados con la resistencia a FQ y un efecto positivo a la reserpina y por tanto a las
bombas de reflujo. Este patron tan inusual, en el cual tenemos una resistencia de alto
nivel con una mutacién de primer paso, requiere un estudio mas profundo. En la
actualidad se acepta la posibilidad de que la resistencia a FQ también pueda ser debida a
mutaciones fuera de la region QRDR (174). Heather et al. secuencian los genes
completos gyrd, parC y parE de 51 aislamientos resistentes a ciprofloxacino (176).
Obtienen una gran variedad de mutaciones no-QRDR, pero ninguna la asocian con la
resistencia a FQ. En este trabajo realizan una caracterizacion molecular de 205 cepas
resistentes a ciprofloxacino mediante el estudio de mutaciones en la region QRDR,
estudio de bombas de reflujo mediante reserpina, serotipado y patrones de ECP. Las
mutaciones mas comunes en su estudio también fueron la Ser79Phe (parC) y la

Ser81Phe (gyrA).

Los 5 aislamientos con bajo nivel de resistencia en los que no se detectd ninguna
mutacion importante en las secuencias de los genes QRDR, fueron positivos en el
estudio de las bombas de reflujo, es decir, en presencia de reserpina mostraron una

disminucién de cuatro o mas diluciones en su CMI a norfloxacino.

Aunque las cepas resistentes a penicilina y macrolidos se propagan clonalmente,
la relacion clonal entre los aislamientos resistentes a FQ no esta clara (177). En nuestro
estudio no hallamos relacion entre clones ni serotipos, aunque el numero de

aislamientos que se estudiaron fue pequefio. Sin embargo, existen estudios de vigilancia
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publicados previamente donde también se observa diversidad clonal entre aislamientos

resistentes a FQ (176,178).

Entre las tres parejas de aislamientos que tenian el mismo perfil de ECP, en una
el serotipo fue diferente, en otra pareja uno de los aislamientos fue no-tipable y la
tercera pareja eran dos cepas que pertenecian a distintos episodios de un mismo paciente
en el que se desarrollo la resistencia de alto nivel. En el estudio de resistencias a FQ
realizamos el genotipado mediante ECP y MLST. Con ambas técnicas obtuvimos el
mismo grado de variabilidad y se identificaron 3 clones diferentes. Algunos de los ST

obtenidos por MLST no habian sido publicados previamente.

Entre las cepas resistentes a LVX también se han descrito fendmenos de
recombinacion capsular (179,180). Las cepas resistentes a FQ halladas en Hong Kong
fueron muy similares genéticamente, pero con diferente serotipo (180). Esto indujo a los
autores a pensar que provenian del clon Spanish 23F, dominante en Hong Kong, del

cual adquirieron la resistencia a FQ.

Cuando realizamos la prueba de las bombas de reflujo, las CMIs de NFX
obtenidas por microdilucion sin reserpina variaron en una o dos diluciones, pero
excepto en dos aislamientos pediatricos, mantuvieron la misma categoria. Estos dos
aislamientos tuvieron una CMI de 24pg/ml por Etest y de 16ug/ml por microdilucion.
En ninguno de ellos se detectaron mutaciones relacionadas con resistencias. Segun las
recomendaciones de la Sociedad Francesa, por Etest, estos dos neumococos serian

resistentes de bajo nivel.

La utilidad de la reserpina para el estudio de las bombas de reflujo ha sido
cuestionada debido a que cepas con reflujo positivo no han mostrado acumulacion en
presencia de reserpina (97). Por ello los resultados de las pruebas con reserpina hay que

interpretarlos con precaucion.

En 10 de los 14 aislamientos resistentes a NFX el estudio de las bombas de
expulsion con reserpina fue positivo. En 5 de ellos este mecanismo se dio junto con
mutaciones en los genes QRDR. Los otros 5 que sélo presentaron el mecanismo de

reflujo mostraron unas CMI a NFX mas bajas (24 pg/ml). Los aislamientos con
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mutaciones en parC tuvieron mayores CMIs a NFX, independientemente de si
presentaban el mecanismo de reflujo o no. En el estudio de Heaher et al. (176) un 21%
de los aislamientos fueron susceptibles al efecto de la reserpina y la mayoria de estos
eran aislamientos que no mostraron ninguna mutacion en la region QRDR, aunque hay
que tener en cuenta que la FQ que estudiaron para las bombas de reflujo fue la
ciprofloxacino. Tal y como se ha mencionado anteriormente, la resistencia a FQ
también puede ser debida a recombinaciones interespecificas, aunque se considere
bastante rara. En este trabajo Canadiense identificaron 14 aislamientos con una posible
recombinacion con cepas de estreptococos del grupo viridans. Estos aislamientos tenian
sustituciones (Asn91Asp en parC y Serl14Gly en gyrd) previamente descritas en
aislamientos que habian experimentado recombinaciones con S. mitis y S. oralis (176).
Obtuvieron 5 aislamientos en los que no se detectaron sustituciones en los genes QRDR
ni presuntas bombas de reflujo. En nuestro estudio no se detectaron estas mutaciones
sugerentes de recombinaciones con otras especies ni tuvimos ningun aislamiento en el

que no detectaramos ni mutaciones ni posibles bombas de reflujo.

Segun Varon et al., el método de cribado que hemos utilizado, probando soélo
NFX y LVX, es la alternativa mas simple para detectar resistencias de bajo nivel. Esta
opcidn no discrimina entre el aumento del reflujo y las mutaciones en la topoisomerasa

IV, pero detecta los mutantes con resistencia de bajo nivel mas frecuentes (87).

Aunque el nivel de resistencia para FQ sea bajo, es importante mantener una
vigilancia continua, sobre todo para prevenir casos de desarrollo de resistencia in vivo.
En este trabajo hemos querido probar y valorar el cribado con NFX propuesto por la
Sociedad Francesa de Microbiologia para detectar aislamientos de bajo nivel de
resistencia que podrian evolucionar a resistencias de alto nivel y suponer un fracaso
terapéutico (80,181,182). En Espafia se describi6 un fracaso terapéutico con
consecuencias fatales en un paciente con neumonia neumocoécica que desarrolld una
resistencia in vivo a FQ (82). Nosotros detectamos un nuevo caso de desarrollo de
resistencia in vivo, en un paciente joven con una enfermedad de base y con varios
ingresos durante los 4 meses previos en los que habia sido tratado con LVX. En una
revision realizada en 2005 acerca de los fracasos terapéuticos asociados a la resistencia
a FQ (183), detectan 20 casos entre 1995 y 2004. Los factores de riesgo a tener en

cuenta a la hora de tratar a un paciente con FQ son: el uso previo de FQ, sobre todo en
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los ultimos 3 meses; el estar hospitalizado y el vivir en alguna residencia de ancianos
(183). Es importante saber que el fracaso terapéutico es mas probable si el paciente ha
estado previamente infectado con una cepa sensible in vitro, pero con una mutacién de
primer paso. Por ello, consideramos importante el implantar en los laboratorios de
microbiologia un método de cribado eficaz para poder detectar a tiempo estas cepas.
Segun algunos autores (159,173), una CMI de 4 mg/L en ciprofloxacino es el mejor
marcador de cepas con mutaciones de primer paso. Con el método de cribado que
hemos probado, se han detectado 12 cepas (4,4%) con resistencia de bajo nivel, de las
cuales 7 tenian ya una mutaciéon de primer paso en el gen parC. Estas, bajo la presion
antibidtica ejercida por tratamientos continuados con FQ podrian llegar a resistencias de
alto nivel, como ocurrié con uno de los aislamientos. Por tanto, consideramos un buen

método para la rutina diaria del laboratorio de Microbiologia.
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La enfermedad neumococica invasiva secundaria a una neumonia es mas
frecuente en adultos que en nifios. Sin embargo, en éstos el porcentaje de

empiemas y meningitis €s mayor.

Es imprescindible para establecer el diagnostico etiologico de la enfermedad
neumocdcica invasiva la realizaciéon de hemocultivos ademads del cultivo de una
muestra del foco. El diagnostico microbiologico en el 61,5% de los empiemas y
en el 27% de las meningitis en las que no se llegd al diagndstico mediante la

muestra del foco se logré mediante el hemocultivo.

Las variaciones realizadas en la PCR multiple secuencial consiguio la
identificacion del serotipo capsular en el 95% de los aislados tanto pediatricos
como de adultos. Esta adaptacion, nos permite disponer de una técnica simple,
econémica y que supone una buena alternativa al serotipado convencional.
Adicionalmente, su flexibilidad permite adaptarla a la prevalencia de los

distintos serotipos capsulares de cada region o pais.

Los serotipos 1, 7F, 14, 19A son los més frecuentemente aislados en la ENI en
los pacientes estudiados en el periodo de estudio. En la poblacion adulta, los
serotipos 14,7F, 1 y 19A fueron los mas frecuentes mientras que en la poblacion

pediatrica lo fueron los serotipos/serogrupo 1, 6 y 14.

Entre los serotipos mas frecuentes obtenidos en nuestro medio se encuentran los
13 serotipos incluidos en la vacuna tridecavalente. Es mds, 5 de los serotipos no
incluidos en la PCV7 pero si en la PCV13, se encuentran entre los 6 serotipos
mas prevalentes en nuestra area. Por lo tanto, la PCV7 y la PCV10 dejarian sin
cubrir en todos los grupos etarios a serotipos muy frecuentes, entre los que se
encuentra el serotipo 19A, que ha mostrado un alto indice de resistencia a
penicilina y eritromicina en diferentes estudios y se considera el principal

responsable del efecto de reemplazo.
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En las neumonias bacteriémicas y en los empiemas de nuestro estudio los
serotipos 1 y el 14 son los mas frecuentes, mientras que en los casos de
meningitis, el serotipo 6B fue el predominante y en el caso de las bacteriemias

sin foco lo fue el 19A.

La tasa de resistencia a penicilina (9%) es considerablemente menor a lo
publicado previamente aunque el porcentaje de cepas resistentes a eritromicina
(22%) es similar. Los serotipos 6B y el 14 fueron los mas frecuentes entre los
aislamientos no-sensibles a penicilina, mientras que los serotipos 6B y el 19A se
asociaron con la resistencia a eritromicina. Finalmente, hemos encontrado una
asociacion del serotipo 6B con casos de meningitis, poblacion pediatrica y

resistencia a penicilina y eritromicina.

Un total de 10 serotipos: 1, 3, 5, 7F, 12F, 19A, 22F, 33F, 6A, 14 y 9V,
mostraron relacion clonal. El serotipo que menos variabilidad mostré fue el
serotipo 5, con el 100% de los aislamientos del mismo clon, seguido de los
serotipos 1, 3 y 7F. Ademads, hemos observado un posible fenémeno de
recombinacion capsular en 6 cepas del serotipo 14 [19; 264; (13,136);
(111,166)] relacionadas clonalmente con cepas del serotipo 9V [265; (88,90);
(239,243); 261].

La tasa de resistencias a fluorquinolonas encontrada en nuestras cepas es baja
(0,7%) mientras que la tasa de cepas con sensibilidad disminuida fue mas alta
(5,1%). Por tanto, creemos necesario mantener una constante vigilancia de los
aislamientos con sensibilidad disminuida a fluorquinolonas, mediante el cribado
rutinario para la deteccion de mutantes de primer paso por el método evaluado

en este estudio.

So6lo se detectaron cepas con mutaciones que confieran resistencias a
fluorquinolonas en las aisladas de muestras de adultos. En estas cepas se
diferencian dos grupos, aquellas que presentan resistencia de bajo nivel debida a
la presencia de mutaciones en el gen parC en la mayoria de ellas, y la de alto

nivel debida a mutaciones en los genes parC y gyrA.
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Existe una excelente correlacion entre el método comercial de deteccion de
mutaciones mediante hibridacion y la secuenciacion de los genes QRDR. Todas
las mutaciones detectadas por el primer método fueron confirmadas por
secuenciacion, aunque esta ultima técnica fue mas sensible al detectar una cepa
adicional con mutacién en el gen parC, asi mismo permitié detectar otras

mutaciones silenciosas en estos genes aunque no codificaran resistencia.

Entre los aislamientos pediatricos no encontramos resistencia a levofloxacino y
en ninguna de las cuatro cepas con sensibilidad disminuida a norfloxacino se
detectaron mutaciones en los genes parC y gyrA, posiblemente debido a la no

utilizacion de fluorquinolonas en estos pacientes.

Las bombas de expulsion se encuentran presentes en la mayoria de las cepas
resistentes a norfloxacino, y podrian jugar un papel secundario como mecanismo
de resistencia, especialmente en aquellas cepas en las que no se han detectado

mutaciones asociadas a la resistencia.
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