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Abreviaturas:

ADN: Acido desoxirribonucleico

BHI: Brain heart infusion

CC: Complejo clonal

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CMI: Concentracion minima inhibitoria

DHFR: Dihidrofolato reductasa

DHPS: Dihidropteroato sintetasa

DLV: Double locus variant

DO: Densidad optica

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
MLST: Multilocus sequence typing

PBP: Penicillin binding proteins

PFGE: Electroforesis en gel de campo pulsante
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

ST: Secuenciotipo

SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol o cotrimoxazol
TSA: Tripticasa de Soja

TE: Tris-EDTA

VNC7: Vacuna neumocdcica conjugada 7-valente

VNC13: Vacuna neumococica conjugada 13-valente
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Introduccion general

Dentro de las infecciones oculares, la conjuntivitis es la patologia que genera una
mayor demanda de atencidn sanitaria y representa una de las causas principales de
consulta médica en la poblacion general. La etologia de las conjuntivitis varia con la
edad, siendo la conjuntivitis bacteriana una entidad que predomina en la edad
pediatrica. A pesar de ser muchas las bacterias que pueden causar conjuntivitis,
Streptococcus pneumoniae es una de las mas habituales.

S. pneumoniae es un patdgeno capaz de causar un amplio rango de enfermedades,
desde las formas mas graves como la meningitis o la neumonia bacteriémica a otras
mas benignas y de buen prondstico, como la otitis o la conjuntivitis. Entre los
neumococos causantes de conjuntivitis, una proporcion elevada de ellos son cepas que
no tienen la capsula polisacarida; factor de virulencia principal y estructura externa
caracteristica de los neumococos causantes de enfermedad invasiva. Estos neumococos
atipicos acapsulados se han descrito fundamentalmente causando brotes, aunque se
debe suponer que su papel como causa de conjuntivitis esporadica debe ser también

importante.

Debido a la gravedad de las formas invasivas de la enfermedad neumococica, a
principios del siglo XXI se comercializaron las primeras vacunas de polisacaridos
conjugados, con actividad frente a un namero limitado de serotipos de neumococo que
eran activas en nifios pequefios (grupo de edad con alta incidencia de infecciones
graves). Estas vacunas, ademéas de prevenir las formas graves causadas por los
serotipos que incluian, prevenian la portacion nasofaringea de los mismos

disminuyendo también su prevalencia en infecciones menos graves como la otitis.

El tratamiento de las conjuntivitis neumocdcicas es fundamentalmente tépico, siendo
anecddtico los casos de fallo en el tratamiento. Sin embargo, las infecciones
neumocdacicas de otras estructuras mas internas del ojo pueden suponer la pérdida de la
vision, por lo que el conocimiento de la susceptibilidad antibiotica de los aislamientos
oculares es importante para poder establecer un tratamiento empirico inmediato y bien

dirigido.
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1.1. Generalidades de las infecciones oftalmicas bacterianas

El aparato visual se compone por ambos globos oculares (6rgano de la vision), las vias
Opticas y los centros de la vision. En la Figura 1 se muestra un corte horizontal del
globo ocular con las distintas estructuras que lo componen. La forma del globo ocular
es debida a una céapsula esférica de tejido conjuntivo resistente que por delante tiene
una porcidn transparente, la cornea, siendo el resto la esclerética, de color blanquecino
y opaco. Inmediatamente por detras de la cornea estd la camara anterior del ojo
ocupada por el humor acuoso y limitada por detras por el iris y por la parte central de
la capsula anterior del cristalino, a nivel de la pupila. El cristalino se encuentra entre la
camara posterior y el cuerpo vitreo. En la parte anterior del cuerpo vitreo se encuentra
la retina, que se trata de un complicado 6rgano multicelular destinado a la captacion de

los estimulos luminosos.t

Musculo

ciliar

Camara posterior

(humor acuoso)
Cuerpo  yymor

ciliar vitreo Eje

Fibras visual

Pupila zonulares N
Camara anterior et Netryio
/ opti optico
(humor acuoso) " Cortezs del
. cristalino
irs Retina
\\ < Zoénulas »
Seccion del Esclerética
ojo humano

Coroides

Figura 1. Corte horizontal esquematico del globo ocular.

Las infecciones oculares se pueden adquirir exdgenamente, por continuidad
(infecciones de la cara, parpado...) o enddgenamente por via hematdgena. La

microbiota del parpado y conjuntiva protegen al ojo de microorganismos patdgenos.
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Los microorganismos que se consideran parte de la microbiota saprofita y aquellos

microorganismos cominmente patégenos se resumen en la Tabla 1.2

Tabla 1. Microorganismos que pueden encontrarse en el 0jo.

Microbiota normal Patdgenos frecuentes

Bacterias aerobias Haemophilus influenzae

Corynebacterium spp Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus spp Staphylococcus aureus

Micrococcus spp Pseudomonas aeruginosa y otros bacilos Gram-
Neisseria spp no patégenas Moraxella catarrhalis

Aerococcus spp Neisseria gonorrhoeae

Bacterias anaerobias Chlamydia trachomatis

Propionibacterium spp Hongos: Aspergillus spp, Candida spp, Fusarium spp
Peptostreptococcus spp Virus: Adenovirus

Protozoos: Acanthamoeba

Las glandulas lagrimales y las células caliciformes que se encuentran dentro de la
conjuntiva son las responsables de mantener el ojo lubricado. La pelicula lagrimal
juega un papel importante en la defensa frente a las infecciones bacterianas y
constituye un agente esencial en la oxigenacion e hidratacion del epitelio corneal.
Ademas actla como agente lubricante al disminuir el roce durante el parpadeo y
movimiento ocular.

La secrecion lagrimal la produce fundamentalmente la glandula lagrimal principal,
que se trata de una glandula sebacea especializada que secreta su produccion a traves
de ductos que se vacian al fondo del saco conjuntival. El sistema de drenaje permite la
eliminacion de la pelicula lagrimal que no se ha evaporado. Este sistema de drenaje
estd compuesto por los canaliculos lagrimales, el saco lagrimal y el conducto
nasolagrimal.

La fibrosis y obstruccion del conducto nasolagrimal es lo que condiciona la epifora y
el acumulo de detritus y proliferacién bacteriana en el saco lagrimal, con el
consiguiente riesgo de dacriocistitis.®

La lagrima posee los siguientes agentes antibacterianos: transferrina, lisozima, beta-

lisina, IgA, 1gG, factores del complemento y leucocitos que aumentan en cantidad
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cuando el parpado esta cerrado. En el componente lipidico de la pelicula lagrimal
también se encuentran acidos grasos de cadena corta y larga, siendo los de cadena
corta desestabilizadores de la membrana celular bacteriana, interfiriendo los de cadena

larga en el metabolismo bacteriano.’

1.1.1. Conjuntivitis
1.1.1.1. Generalidades

La conjuntiva es una membrana delgada y transltcida que recubre la parte anterior de
la esclerdtica y el interior de los parpados. Tiene dos partes, bulbar y palpebral. La
porcion bulbar comienza en el borde de la cornea y cubre la parte visible de la
esclerdtica y la parte palpebral recubre el interior de los parpados (Figura 2).*

La conjuntiva esta compuesta por un epitelio estratificado no queratinizado y un
estroma laxo. El epitelio conjuntival (consta de 2 a 5 estratos celulares) tiene un
enorme potencial de respuesta a la infeccion debido a su gran vascularizacion, gran
cantidad de celulas inmunitarias y secrecion de inmunoglobulinas y enzimas
bactericidas. La conjuntiva junto con el epitelio corneal, participa en la sintesis de
mucinas, las cuales son esenciales para la estabilidad lagrimal y transparencia corneal.
La mucina MUC-1, es una glicoproteina de transmembrana presente en el epitelio
corneal y conjuntival, cuya funcion es de anclaje de la pelicula lagrimal siendo
probablemente su funcién la de impedir la unién de bacterias patdgenas a la superficie

ocular.®*

La conjuntivitis se define como una inflamacién de la conjuntiva, normalmente
causada por una infeccion, alérgenos, o sustancias irritativas, siendo los sintomas mas

comunes el enrojecimiento del o0jo y sensacion dolorosa.’
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Parpado Esclerdtica

.

.

.

- Conjuntiva [ &
.

Las

» 7
Conjuntiva solien T‘j:.-j_:’/,//,,/
§ / :

Cornea ——/|

bulbar

S

Iris

Figura 2. La conjuntiva es una membrana fina que cubre la escler6tica (conjuntiva bulbar en
color parpura), y el interior de los parpados (conjuntiva palpebral en color azul).

Aparte de las lesiones traumaticas, la conjuntivitis es una de las afecciones mas
comunes de los ojos. Las conjuntivitis infecciosas pueden estar producidas por virus,
bacterias (incluyendo clamidias), hongos o parésitos, si bien las méas frecuentes son las
causadas virus y bacterias. La edad del paciente es un factor importante que determina
qué microorganismos infectan con mayor frecuencia la conjuntiva. En la infancia, las
conjuntivitis bacterianas son mas habituales que las virales, mientras que en adultos
ocurre lo contrario.’

La conjuntivitis infecciosa aguda es la infeccion oftalmica mas frecuente y es
especialmente prevalente en la edad pediatrica. Se estima que uno de cada ocho nifios
sufre un episodio de conjuntivitis al afio y se trata de una de las consultas mas
frecuentes de atencién primaria a pesar de su baja morbilidad.® Se considera que,
H .influenzae junto con S. pneumoniaes son los agentes que con mayor frecuencia

causan conjuntivitis bacteriana tanto en nifios como en adultos.’

1.1.1.2. Manifestaciones clinicas

Todos los tipos de conjuntivitis se caracterizan por irritacion, picor, sensacion de
cuerpo extrafo, lloro y secrecion. La conjuntivitis bacteriana se distingue de los otros
tipos de conjuntivitis por la presencia de un exudado mucopurulento y una reaccién

papilar (Figura 3).2 El dolor es minimo y la agudeza visual apenas disminuye.’
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A diferencia de la viral, la conjuntivitis bacteriana suele ser tipicamente unilateral. En
los casos severos suele haber frecuentemente edema del parpado con abundante pus y

eritema conjuntival marcado y puede estar asociado a queratitis.’

Figura 3. Ojo afectado de conjuntivitis.

1.1.1.3. Etiologia infecciosa de la conjuntivitis bacteriana

En la poblacion sana, H. influenzae, S. pneumoniae, y S. aureus son los
microorganismos a los que con mayor frecuencia se les ha atribuido ser responsables
de las conjuntivitis bacterianas. Sin embargo el agente causal que predomina varia en
funcién de la edad del paciente.

En el recién nacido, la conjuntivitis aguda puede ser causado por C. trachomatis. N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, P. aeruginosa u otros bacilos Gram negativos, aunque
son principalmente C. trachomatis y N. gonorrhoeae los responsables principales de la
ophtalmia neonatorum .2

A pesar de que son muchos los microorganismos que se han descrito como causantes
de conjuntivitis en la edad pediatrica, en nifios mayores de 1 mes de vida H. influenzae,
S. pneumoniae y M. catarrhalis son los patdgenos que se han referido con mayor
frecuencia.® ° Los estreptococos del grupo viridans se han asociado a conjuntivitis en
nifios menores de 1 afio.’® En los adultos, los patégenos cominmente encontrados son
los mismos que los de edad pediatrica junto con S. aureus, mientras que en
adolescentes y adultos sexualmente activos, junto a los anteriores hay que incluir a C.
trachomatis y N. gonorrhoeae. ° Algunas especies de micobacterias también son
potenciales agentes etioldgicos causando conjuntivitis atipica y asociada a ulceracion

en el 0jo.?
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Por dltimo hay que destacar que microorganismos considerados saprofitos
(habitualmente no patdgenos) pueden ocasionalmente producir conjuntivitis, aunque
su deteccion debe ser evaluada con prudencia. Asi como la presencia de H. influenzae
0 S. pneumoniae en el cultivo de un sujeto con inflamacion conjuntival es muy
indicativa de ser su causa, la presencia de otras bacterias, incluyendo entre otros a S.
aureus y M. catarrhalis, no lo es de igual forma. Giglioti et al ® encontraron S. aureus
con frecuencia casi similar en controles y en pacientes con conjuntivitis. Otros
estudios han puesto de manifiesto la dificultad de atribuir causalidad al hallazgo de
potenciales contaminantes o sapréfitos de la conjuntiva.  *°

La sintomatologia clinica, asi como la calidad de la muestra y un crecimiento
abundante del microorganismo ayudaran a la hora de establecer el diagnostico

etiologico de las conjuntivitis.

1.1.1.4. Diagnostico de la conjuntivitis bacteriana

La forma mas habitual de determinar el microorganismo causante de la conjuntivitis
bacteriana es cultivar la secrecion conjuntival. Para ello es necesario utilizar un hisopo
estéril siendo aconsejable recoger el material purulento de ambos ojos (Figura 4). Una
vez obtenida la muestra, ésta debe ser sembrada directamente sobre agar sangre o agar
chocolate atemperados o introducirla en un medio de transporte si no se va a sembrar
inmediatamente. Después de sembrar los medios de cultivo se hace una extension de la
muestra para la tincion de Gram. En las conjuntivitis agudas se suelen observar
abundantes microorganismos y leucocitos polimorfonucleares, mientras que en las
cronicas o viricas se observan mas linfocitos o células mononucleares que neutréfilos.’
El diagndstico molecular es posible para mayor parte de los agentes causantes de
conjuntivitis aunque no suele emplearse debido a que su sensibilidad seria excesiva
para atribuir causalidad a la mayoria de microorganismos. Una excepcion seria C.

trachomatis.



Introduccion

Figura 4. Toma de muestra mediante hisopado.

1.1.1.5. Tratamiento de la conjuntivitis bacteriana

Los casos leves de conjuntivitis normalmente son autolimitados y frecuentemente se
resuelven sin tratamiento antibiotico pero ante la sospecha de una conjuntivitis
bacteriana el tratamiento antibitico es aconsejable.'* Para la mayoria de los expertos
no existe un tratamiento empirico de primera eleccion aunque se suelen aconsejar

antibioticos oculares topicos de amplio espectro.*?

En la Tabla 2 se muestran los principales principios activos y presentaciones que

existen comercializadas en Espafia para el tratamiento de las conjuntivitis (Tabla 2). **

Tabla 2. Antibi6ticos para uso oftadlmico comercializados en Espafa.

Principio activo Presentacion
Cloranfenicol 0,5% colirio y 1% pomada
Clortetraciclina 0,5% colirio y 0,5% pomada

Oxitetraciclina 1% pomada
Eritromicina 0,5% pomada
Acido fusidico 1% gel
Trimetoprim/Polimixina B Colirio
Gentamicina 0,3% y 0,6% colirio, y 0,3% pomada
Tobramicina 0,3% colirio y 0,3% pomada
Ciprofloxacino 0,3% colirio y 0,3% pomada
Lomefloxacino 0,3% colirio
Norfloxacino 0,3% colirio
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1.1.2. Otras infecciones oftalmicas bacterianas

1.1.2.1. Queratitis

La queratitis es una inflamacion que afecta a la cdrnea y constituye una amenaza para
la visidn debido al riesgo de opacidad corneal, cicatrizacion y perforacion. El uso de
lentes de contacto, asi como los traumatismos y las intervenciones quirdrgicas son los
principales factores de riego para el desarrollo de una queratitis infecciosa. En el
estudio de las infecciones corneales conviene separar las infeccione superficiales
(queratoconjuntivitis) de las mas profundas, ulceradas y graves. Estas Gltimas se
acompafian de una mayor pérdida de vision, dolor, fotofobia, eritema, y secrecion. En
los casos graves el pus se asienta en la base de la cdmara anterior y provoca hipopion.
El tratamiento antibidtico empirico debe iniciarse sin dilacion, ademas de obtener

material de raspado corneal para la tincién de Gram y cultivos.’

1.1.2.1.1. Manifestaciones clinicas

No hay sintomas o signos clinicos que distingan una queratitis infecciosa de una no
infecciosa. Debido a la gran inervacion de la cornea, el sintoma mas comun es el dolor.
A diferencia de la conjuntivitis, la queratitis suele ir asociada a disminucién de la
vision. Ademaés de dolor suele presentarse fotofobia, y blefaroespasmo y es posible

observar una neovascularizacion en los casos severos (Figura 5).2

Figura 5. Ojo afectado de queratitis bacteriana.

1.1.2.1.2. Etiologia infecciosa
Sélo microorganismos con factores de virulencia particulares son capaces de penetrar

en el epitelio corneal intacto y muchos causan queratitis cuando penetran a través de
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un trauma o anormalidad ocular. La mayoria de las queratitis infecciosas estan
causadas por bacterias, siendo las mas prevalentes Pseudomonas spp., enterobacterias,
Staphylococcus spp. y Streptococcus spp. (incluido neumococo).?

Los hongos también pueden causar queratitis siendo Aspergillus spp, Fusarium spp y
Candida spp los implicados con mayor frecuencia.'**® El protozoo Acanthamoeba es
un patdgeno asociado a queratitis en pacientes portadores de lentes de contacto aunque
es poco comin'® y dentro de los virus, los pertenecientes a la familia Herpes viridae

son los més frecuentemente asociados a queratitis.'’

1.1.2.1.3. Diagnéstico de la queratitis bacteriana

El diagnostico se realiza mediante el cultivo tanto de muestras de la conjuntiva como
de la cornea. El hisopado de la conjuntiva se recomienda que se recoja antes de la
aplicacion de la anestesia sin embargo para el raspado corneal la anestesia no interfiere.
El cultivo es necesario realizarlo en medios enriquecidos, BHI (brain heart infusion o
caldo de cerebro y corazén) suplementado con 10% de sangre de oveja, 0 agar
chocolate, y se recomienda realizar una extension para tincion de Gram con el material
remanente aunque la tincién tiene un valor limitado. La sensibilidad y especificidad de
la tincion de Gram de los raspados corneales para el diagnostico de la queratitis fue

determinado por un estudio realizado por Sharma et al,*®

y la sensibilidad obtenida fue
del 36% en la queratitis temprana, y de 40,9% en la avanzada. Sin embargo, la
especificidad fue alta en ambos grupos (84,9% y 87,7% respectivamente), mientras

que los valores predictivos positivo y negativo fueron bajos.

1.1.2.1.4. Tratamiento de la queratitis bacteriana

La queratitis bacteriana es una infeccion grave que puede provocar ceguera y por tanto
el tratamiento antibiotico debe instaurarse lo antes posible. Los antibidticos tépicos
son la via de administracion mas utilizada y entre las formulaciones tdpicas de
administracion estan las gotas, los lavados continuos, la iontoforesis, o las lentes
blandas terapéuticas. Ademas del tratamiento tépico a veces hay indicacion de asociar
inyecciones subconjuntivales o antibioticos via sistémica (generalmente cuando el

microorganismo causante es gonococo). El tratamiento empirico debe incluir
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antimicrobianos con actividad tanto frente a microorganismos Gram-negativos como
frente a Gram-positivos. Una primera opcion puede ser la utilizacién de cefalosporinas
de primera generacion topicas (cefazolina) o vancomicina en combinacion con un
aminoglucosido (gentamicina, tobramicina o amikacina) o ceftazidima o las soluciones

oftalmicas de fluoroquinolonas.’

1.1.2.2. Endoftalmitis

La endoftalmitis es un proceso inflamatorio que afecta a las estructuras internas del ojo.
El factor mas importante que predispone a la endoftalmitis infecciosa es el antecedente
de cirugia en el ojo. La incidencia de la endoftalmitis post quirdrgica es baja, <0,9%,
pero la alta frecuencia de la cirugia ocular (cataratas, operacion glaucoma, vitrectomia,
queratoplastia) hacen que sea un problema importante. Ademas del antecedente de
cirugia, el trauma no quirdrgico es otro de los factores de riesgo, en donde la
incidencia de la endoftalmitis en del 4,2%.%° %

La endoftalmitis también puede tener un origen enddgeno cuando es causada por una

siembra hematdgena debido a la presencia de un foco de infeccién distante.?

1.1.2.2.1. Manifestaciones clinicas

En la endoftalmitis aguda bacteriana los sintomas y signos oculares de inflamacion
aparecen desde pocos hasta varios dias después de la cirugia o el trauma no quirdrgico
causando dolor, disminucion de la agudeza visual, hiperemia conjuntival, edema
corneal e hipopion (Figura 6). La endoftalmitis tardia generalmente ocurre al menos
tras un mes del trauma ocular y normalmente se asocia a la cirugia de catarata.?

Hay que sospechar una endoftalmitis endégena cuando se presenta de forma brusca sin
antecedente previo de cirugia o trauma ocular, sobre todo en enfermos crénicos,
diabéticos, o inmunodeprimidos con antecedentes de cateterismo intravenoso

prolongado o hemocultivos positivos.?
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Figura 6. Endoftalmitis tras cirugia de cataratas.

1.1.2.2.2. Diagnostico de la endoftalmitis bacteriana

Ante una sospecha clinica de endoftalmitis, las muestras para el estudio
microbioldgico se deben recoger lo mas rapidamente posible, ya que se trata de una
urgencia oftalmologica. Se debe de cultivar el humor vitreo asi como el humor acuoso.
El estudio microbioldgico debe incluir tincion de Gram y la utilizacion de medios de
cultivo apropiados para microorganismo aerobios y anaerobios.

Aunque el cultivo bacteriano tenga poca relevancia en el tratamiento empirico inicial,
el resultado del cultivo bacteriano y antibiograma pueden dirigir el tratamiento. Los
patdgenos que mas frecuentemente causan endoftalmitis crecen a las 24-48 horas, pero
el cultivo de los microorganismos anaerobios debe mantenerse al menos de 5 a 7 dias.
En el caso que se sospeche infeccion por micobacterias, se debe realizar una tincion

4cido-alcohol resistente y realizar el cultivo en los medios adecuados.?

Una alternativa al cultivo bacteriano es la utilizacion de la PCR como herramienta
diagnostica. Numerosos estudios han valorado su utilidad y tanto el humor vitreo
como el acuoso parecen ser buenas muestras para la realizacion de la PCR para

detectar bacterias, sobre todo en muestras con cultivo negativo.Z?"25

1.1.2.2.3. Tratamiento de la endoftalmitis bacteriana

Las alternativas tradicionales incluyen desbridamiento mecanico via vitrectomia, y
tratamiento antibidtico via intravitrea, subconjuntival, tépica y/o sistémica, y la
aplicacion de esteroides. El tratamiento empirico intravitreo requiere cubrir tanto
microorganismos Gram-positivos como Gram-negativos y la combinacion de

vancomicina junto con ceftazidima o un aminoglucésido (amikacina) es el tratamiento
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mas utilizado.?® En el caso de infecciones cronicas en las cuales existe una lente

intraocular sera necesaria el reemplazo de la misma.

La utilizacion de antibioticos y antisépticos antes, durante y después de la cirugia es
habitual. Sin embargo y debido a la baja incidencia de endoftalmitis post quirirgicas
su eficacia no ha podido ser probada. Entre los antiséptico disponibles la povidona

yodada parece ser efectiva en reducir la tasa de endoftalmitis.?” %

1.1.2.3. Infecciones en estructuras anexas al 0jo

1.1.2.3.1. Dacriocistitis

Este trastorno consiste en inflamacion del sistema de drenaje lagrimal (Figura 7), que
puede ocasionar epifora (lagrimeo) e hiperemia ocular. La presion suave sobre el saco
lacrimal induce dolor y el reflujo de moco o pus a partir del punto lagrimal. La
dacriocistitis suele aparecer cuando se obstruye el sistema lagrimal y se trata con la
administracion de antibioticos topicos o de accion sistémica, seguida de sondaje o de

intervencién quirdrgica, para restablecer su permeabilidad.’

Figura 7. A) Sistema lagrimal: 1 Glandula lagrimal principal. 2 Puntos y canaliculos
lagrimales. 3 Canaliculo coman. 4 Saco lagrimal. 5 Conducto lacrimonasal. 6 Meato inferior.
B) Ojo afectado de dacriocistitis.

1.1.2.3.2. Blefaritis

La blefaritis se define como una inflamacién cronica del parpado y tipicamente se
clasifica en blefaritis anterior y posterior. Normalmente tiene un curso benigno,
aunque puede haber casos graves que cursan con deformacion permanente del parpado

y pérdida de vision asociado a queratopatia. La etiologia y patofisiologia de la
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blefaritis es compleja y poco entendida. Parece que tiene una naturaleza multifactorial
y se ha asociado con infeccion, enfermedades sistémicas y factores ambientales. La
blefaritis anterior (inflamacion de la piel del parpado y de los foliculos de las pestafias)
se relaciona con infeccidn estafilococica, sobre todo S.aureus y dermatitis seborreica y
suele ir acompafiada de costras con detritus descamados que se adhieren a las

pestafias.?

1.2. Generalidades de la infeccién por S. pneumoniae

S. pneumoniae es uno de los patdgenos mas frecuentes para el ser humano que causa
desde infecciones graves como meningitis 0 neumonia hasta infecciones mas leves
pero que conllevan una importante carga de morbilidad y gasto sanitario como son las

otitis, sinutis, o las conjuntivitis.

Los principales grupos de riesgo de enfermedad invasiva por neumococo son los nifios
menores de dos afios de edad y adultos mayores de 65 afios. Se estima que en EE.UU
se producen al afio 4 millones de episodios de enfermedad neumococica, causando
445.000 hospitalizaciones y 22.000 muertes®® y a nivel mundial, neumococo es
responsable de cerca de un millon de fallecimientos anuales en nifios menores de cinco
afios.

Otro grupo de riesgo son los individuos inmunocomprometidos que posean una
deficiencia inmune primaria (genética) o secundaria (adquirida).

En la Tabla 3 se resumen las enfermedades y situaciones que predisponen a la

enfermedad neumocécica.’
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Tabla 3. Enfermedades y condiciones que predisponen a la infeccion por neumococo.

e  Mayor riesgo de exposicion e Funcion defectuosa del complemento
. e Depuracion defectuosa de la
Guarderias, cuarteles, albergues acogida. .. bacteriemia neumocécica
e Infeccion, inflamacion de las vias Asplenia, hiposplenia congénita

respiratorias

. . . . Esplenectomia
Gripe y otras infecciones virales de las vias

respiratorias Drepanocitosis

Contaminacion aérea e Situaciones multifactoriales
Alergias Lactancia y senectud

Tabaquismo Enfermeades crénicas, hospitalizacion
Neumopatia obstructiva cronica Alcoholismo

Otras causas de inflamacién u obstruccion créonica | Desnutricién

pulmonar
Infeccion por VIH

e Lesion anatomica de las meninges )
(laceracion de la duramadre) Neumopatia cronica

e Formacion defectuoso de anticuerpos . -
Tratamiento con glucocorticoides

Hipogammaglobulinemia com(n variable L .
Cirrosis hepatica

Deficiencia selectiva de las subclase 1gG L
Insuficiencia renal

Mieloma multiple . .
Diabetes mellitus

Leucemia linfocitica crénica .
Anemia

Linfoma . )
Coronariopatia

Fatiga, tension o exposicion al frio

El espectro clinico de las infecciones producidas por el neumococo es amplio y
variado, causando enfermedades invasivas y no invasivas. En la Tabla 4 se relacionan
algunas las enfermedades méas comunes producidas por S. pneumoniae. Ademas, la
prevalencia de dichas enfermedades es inversamente proporcional a la gravedad
(Figura 8).
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Tabla 4. Enfermedad neumocdcica invasiva y no invasiva.

Enfermedades invasivas Enfermedades no invasivas
Bacteriemia/sepsis Neumonia no bacteriémica
Meningitis Otitis media aguda
Neumonia bacteriémica Sinusitis
Osteoartritis Mastoiditis
Celulitis Conjuntivitis
Endocarditis y Pericarditis Vulvovaginitis
Peritonitis
Gravedad Frecuencia

-

| Bacteriemia I
I Neumonia

l Otitis, Sinusitis, Conjutivitis I

Figura 8. Tipos de enfermedad causadas por S. pneumoniae.

1.3. Neumococo. Aspectos microbiologicos

1.3.1. Antecedentes historicos de S .pneumoniae

S. pneumoniae es uno de los patdgenos bacterianos mas importante de la historia de la
microbiologia. Fue descubierto en 1881 simultdneamente en el Viejo y en el Nuevo
Mundo. En Francia, Pasteur lo llamd Microbe septicemique du salive mientras que en
los Estados Unidos de América, George Millar Sternberg lo denomind Micrococcus
pasteuri. A finales de la década de 1880, el término pneumococcus se generalizd,
debido a que este microorganismo se identific6 como la causa mas frecuente de
neumonia lobar.” Debido a su morfologia en la tincion de Gram de esputos, en 1926 se
asigno al género Diplococcus y ya en 1974 se renombro como S. pneumoniae por su

morfologia (cocos en cadenas) al crecer en medios liquidos.’
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El estudio del neumococo supuso la base del estudio de la inmunidad humoral. En
1880, Felix y Georg Klemperer, en un modelo animal, demostraron como los animales
se inmunizaban (desarrollaban anticuerpos) frente al neumococo mediante la
utilizacion de neumococos muertos y como ademas el suero obtenido de los animales
inmunizados protegian a otros animales. Neufeld y Rimpau dieron explicacion a este
mecanismo de inmunidad que denominaron como opsonizacion (presencia de factores
en el suero favorecian la fagocitosis de las bacterias) y asentaron las bases de lo que

hoy llamamos inmunidad humoral.’

A principios del siglo XX se comenzaron a descubrir los distintos serotipos capsulares
tras observar que los anticuerpos sericos aglutinaban y provocaban la expansion
capsular de las cepas inmunizantes, asi como de algunas, aunque no todas, las cepas
del resto de neumococos. Se distinguian 3 serotipos (1, 2 y 3), y el resto de los

neumococos se agrupaban en el grupo 4.’

En la era preantibidtica la Unica posibilidad de tratar especificamente las infecciones
neumocacicas era con sueros inmunes antineumococicos. En la primera decada del
siglo XX, Maynard, Lister, Wright y otros comenzaron a aplicar los conceptos de la
inmunidad humoral para el tratamiento de la neumonia, consiguiendo una reduccion en
la mortalidad tras la inoculacion de neumococos muertos. En la decada de 1920,
Heidelberg y Avery, demostraron que el anticuerpo que conferia inmunidad
reaccionaba con los polisacaridos capsulares de superficie. Los primeros polisacaridos
capsulares purificados para inmunizacion fueron preparados por Felton, empleandose
una preparacion del polisacarido capsular 1 en una epidemia de neumonia en
Worcester, Massachusetts en 1938. Estos estudios mostraron que podria usarse un
antigeno polisacarido bacteriano especifico para estimular la produccion de

anticuerpos que confiriesen proteccion frente a la infeccién epidémica humana.’

El descubrimiento y posterior comercializacion de la penicilina en 1940, supuso un
gran avance en el tratamiento de las infecciones neumococicas, a pesar de lo cual

siguieron teniendo una importante morbilidad y mortalidad y en 1977 se comercializd
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la primera vacuna. Esta vacuna estaba compuesta por polisacaridos capsulares de 14
serotipos distintos de neumococo. En 1983 se fabricd una segunda generacion de la
misma vacuna compuesta por 23 serotipos (serotipos aislados con mayor frecuencia en
enfermedad neumocdcica invasiva), la cual se sigue utilizando hoy en dia en adultos
mayores de 65 afios.*

La eficacia de esta vacuna polisacarida disminuye en individuos
inmunocomprometidos y no son eficaces en nifios menores de 2 afios, que
paradéjicamente son los grupos mas afectados por la infeccién neumocécica.®

Ya en el afio 2000 se comercializO una nueva vacuna de naturaleza polisacarida
conjugada a una proteina, consiguiendo asi ser inmundgena para nifios pequefios. La
primera en comercializarse conferia proteccion frente a 7 serotipos, y posteriormente
se han ido afladiendo mas serotipos, y hoy en dia es la vacuna frente a 13 serotipos (13

valente) la que se utiliza en nuestro pais.

Por dltimo, hay que destacar que el neumococo tuvo un papel central en el
descubrimiento de que el ADN era el material celular que portaba la informacion
genetica, gracias a su capacidad para la transformacion. Griffith en la década de 1920
descubrio que cuando cepas avirulentas vivas de S. pneumoniae y cepas virulentas
inactivadas por calor se inoculaban conjuntamente a un ratén, éste enfermaba y llegaba
a morir. Griffith concluyé que las cepas avirulentas habian sido transformadas por las
formas virulentas, sin saber en ese momento cuél era el mecanismo. En 1944 Oswaldo
T. Avery y sus colaboradores del Rockefeller Institute de Nueva York demostraron

que el material que se intercambiaba en el experimento de Griffith era el ADN.*

1.3.2. S. pneumoniae: caracteristicas microbioldgicas

S. pneumoniae pertenece al reino Bacteria, filo Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales, familia Streptococcaceae y género Streptococcus.

El nombre de la especie deriva de la palabra griega “streptos”, que significa que se
dobla o retuerce con facilidad como una cadena; “coccus”, grano y “pneumon’;
pulmones. Pertenece al grupo de Streptococcus mitis junto con Streptococcus mitis,

Streptococcus sanguinis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus gordonii,
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Streptococcus cristatus, Streptococcus oralis, Streptococcus infantis y Streptococcus

peroris. *

El neumococo en las muestras clinicas crece en forma de células esféricas lanceoladas
de 0,6 a 1pm de didmetro, formando parejas 0 cadenas de longitud corta .” No forma
esporas y es inmovil. Se trata de un microorganismo anaerobio facultativo y su
crecimiento se ve favorecido por la incubacion en una atmdsfera rica en CO, (3-5%) y
al igual que otras especies del mismo género, requiere medios de crecimiento rico que
se consiguen suplementando los medios con la adicion de sangre o suero. Metaboliza
la glucosa y otros carbohidratos por via fermentativa, siendo el &cido lactico el mayor
producto metabolico. La adicion de glucosa u otros carbohidratos a un medio liquido
favorece el crecimiento pero disminuye el pH, lo cual puede dar lugar a una inhibicion
del crecimiento a no ser que el medio esté tamponado, como en el caldo Todd-

Hewitt.3*

S. pneumoniae es catalasa-negativo, y produce una neumolisina (antes llamada alfa-
hemolisina), que degrada la hemoglobina transformandola en un pigmento verde;
debido a esta neumolisina las colonias estan rodeadas de un halo verde cuando crecen
en el medio agar sangre o amarillo-verdoso en agar chocolate.” A esta propiedad se le
sigue denominando alfa-hemdlisis. Generalmente las colonias de cepas capsuladas son
brillante y umbilicadas de 1 a 3 mm de diametro, y mas rugosas-opacas y de menor
tamafio en el caso de las no capsuladas.** Determinados serotipos como el 3, 8 y 37
suelen presentar un aspecto mucoide, debido a la composicion de la capsula, mas rica

en hidratos de carbono (Figura 9).
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Figura 9. Neumococo mucoide serotipo 3 crecido en medio agar sangre.

El neumococo se diferencia de los estreptococos del grupo viridans por ser sensible a
la etilhidrocupreina (optoquina) y por ser soluble en sales biliares. Su identificacion en
los laboratorios de microbiologia clinica se realiza mediante identificacion
morfoldgica tras tincion de Gram (cocos Gram positivos en cadenas) y cuatro
reacciones bioquimicas: 1) alfa hemdlisis en agar sangre, 2) reaccion negativa a la
catalasa, 3) susceptibilidad a la optoquina (Figura 10), 4) solubilidad en sales biliares
(Figura 10).”

Figura 10. A-Prueba de la optoquina: halo de inhibicion. B-Solubilidad en bilis: en el tubo de
la izquierda se muestra la cepa de neumococo solubilizada con bilis y el en tubo de la derecha
el tubo control sin bilis.
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1.3.2.1. Caracteristicas estructurales y factores de virulencia
La estructura externa del S. pneumoniae es compleja al estar compuesta, desde el
exterior hacia el interior, de capsula, pared celular y membrana citoplasmatica.*® En la

Figura 11, se muestra la estructura de S. pneumoniae.
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Figurall. Caracteristicas estructurales de S. pneumoniae.35

1.3.2.1.1. Cépsula

Préacticamente todas las cepas de S. pneumoniae estan recubiertas por una capsula
externa, pero hay que destacar que en la practica clinica se pueden aislar también
cepas acapsuladas las cuales estan principalmente implicadas en episodios de

conjuntivitis.”

Desde el punto de vista de la virulencia, la capsula es la estructura externa mas
importante ya que previene la fagocitosis mediada por el complemento protegiendo asi
las estructuras internas del neumococo.®® La capsula es de naturaleza polisacarida
(repeticiones de oligosacaridos) y se encuentra unida por enlaces covalentes a la
superficie externa del peptidoglicano de la pared*’ y al polisacérido de la pared celular
(C-), lo cual hace que sea muy dificil separar los polisacaridos de la capsula de los que

contiene la pared celular.’
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En base a la diferente respuesta inmune generada por los polisacaridos capsulares, se
han descrito hasta la actualidad unos 100 tipos capsulares diferentes de S. pneumoniae,
también denominados serotipos. Para la identificacion de los distintos serotipos
capsulares se utiliza lo que se conoce como reaccion de Quellung o Neufeld: se trata
de la visualizacion al microscopio del hinchazén capsular debido a la reaccion de
aglutinacion que se produce cuando el anticuerpo obtenido de conejos previamente
inmunizados con la cepa de un serotipo concreto reaccionan con la capsula del
neumococo de ese mismo serotipo. Como se comentd anteriormente, en la actualidad
existen unos 100 serotipos descritos (serotipos como el 6E, 6D, 6F, 11E, 19E, etc se

han referido recientemente),®*° y

para su clasificacion es el sistema de numeracion
danés el mas utilizado, el cual distingue grupos de serotipos de acuerdo con su
similitud antigénica.’

Hoy en dia, la serotipificacion ya no tiene interés para el tratamiento de la enfermedad
neumocacia con antisueros; sin embargo es de gran interés desde el punto de vista
epidemioldgico y de salud publica para el desarrollo de nuevas vacunas y para la

vigilancia de los serotipos tras la introduccién de las vacunas. ’

La regulacion genética de la sintesis de la capsula es también compleja, interviniendo
muchos genes diferentes en su formacion. Ademas algunas cepas pueden experimentar
una transformacion o cambio de serotipo al incorporar genes capsulares de otros
serotipos. La transformacion de los tipos capsulares no sélo ocurre en condiciones
experimentales, sino que también puede suceder en la naturaleza,’ y a este fenémeno
de intercambio capsular in vivo se le conoce como “switching capsular”.

Otro hecho caracteristico de la capsula bacteriana es que los distintos tipos capsulares
de neumococo difieren significativamente en su virulencia. Asi, de los algo mas de
100 serotipos conocidos actualmente, solo un limitado nimero de serotipos causan la

mayoria de las infecciones graves.***®
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1.3.2.1.2. Pared celular

La pared celular de S. pneumoniae tiene la estructura general de los estreptocococos, el
cual es el equivalente a los polisacaridos del grupo de Lancefield de otros
estreptococos, y se denomina polisacarido C:™ estd compuesta principalmente por el
peptidoglicano y el 4cido teicoico.” El péptidoclicano esta constituido por subunidades
alternas de N-acetilglucosamina y acido N-acetil murdmico unidas entre si por puentes
peptidicos.®* El &cido teicoico, es un polimero de carbohidratos que contiene
fosforilcolina que se une covalenemente al petidoglicano. El acido teicoico junto con
los fragmentos adherentes del petidoglicano , forma el polisacarido C y es la region

responsable de la reaccion entre los neumococos y las proteinas séricas.’

1.3.2.1.3. Membrana citoplasmatica

La membrana de tres capas estd compuesta por acidos grasos y acidos teicoicos. El
acido lipoteicoico de neumococo, también se denomina antigeno F (Forsman antigen).
Los anticuerpos contra el antigeno F tienen reaccién cruzada con los polisacaridos del
grupo C de Lancefield.

La fosfocolina es un componente crucial tanto del acido lipoteicoico como de acido
teicoico de la pared celular (polisacarido C). Los residuos de fosfocolina son
necesarios para la transformacion, actividad autolisina, division celular, y para el
anclaje de muchas superficies de proteina que juegan un papel importante en las

infecciones neumocdcicas.*®

1.3.2.2. Principales factores de virulencia distintos a la capsula

1.3.2.2.1. Proteasa IgAl

El neumococo segrega una endopeptidasa muy especifica que es capaz de unirse a la
region bisagra de la IgAL, el cual es el mediador principal de la inmunidad especifica
del tracto respiratorio superior y es la sublcase de IgA predominante en el suero
humano. Esta endopeptidasa provoca la ruptura de la region bisagra de la IgA presente
en las mucosas, lo que facilitaria su adherencia y colonizacién inicial.** Esta IgAl

proteasa en una de las muchas zinc-metalo-proteinasas producidas por el neumococo.
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La funcion de las otras proteasas, como ZmpB y ZmpC, aln esta en estudio. La ZmpC
rompe € Inactiva la enzima humana denominada “matriz metaloproteinasa 97
implicada en la rotura de la matriz extracelular en diferente procesos fisiologicos; la
proteasa ZmpB induce la produccion del factor de necrosis tumoral alfa en el tracto

respiratorio.™

1.3.2.2.2. Neumolisina

Se trata de una hemolisina intracelular que se libera por autolisis. Al igual que la
estreptolisina O de Streptococcus pyogenes, la neumolisina pertenece a la familia de
las toxinas activadas por tiol, las cuales pierden actividad por oxidacién. Ambas lisinas
son muy parecidas en cuanto a la estructura: contienen un unico residuo de cisteina,
son irreversiblemente inactivadas por el colesterol y son inmunogénicas durante la
infeccion. La neumolisina inhibe la quimiomotaxis de los neutrdfilos, la fagocitosis, y
el “burst” respiratorio, ademas de inhibir la proliferacion de linfocitos y la sintesis de
inmunoglobulinas. Esta toxina también es la responsable de la destruccion de los
globulos rojos y de la hemdlisis que se observa cuando se cultiva el neumococo en
medios con sangre.**

1.3.2.2.3. Neuraminidasas (NanA y NanB)

Son enzimas capaces de hidrolizar las glucoproteinas y los glucolipidos celulares v,
por lo tanto, tiene un papel importante ayudando a la diseminacion y multiplicacion de
S. pneumoniae en los tejidos infectados. Disminuye la viscosidad del mucus que
reviste el epitelio respiratorio y altera la estructura de los oligosacéaridos, exponiendo

los receptores y facilitando la colonizacién.*

1.3.2.2.4. Proteinas de superficie: PspA, PspC, PavA

El neumococo es portador de numerosas proteinas de superficie. La proteina de
superficie del neumococo (PspA) presenta cierta similitud con la proteina M de S.
pyogenes. PspA en un inhibidor de la activacion del complemento y se une a la
lactoferrina. Aunque la PspA presenta una diversidad antigénica importante, la

inmunizacion de ratones con una PspA recombinante de un determinado serotipo,
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confiere proteccidn frente a distintos serotipos. Por otro lado PspC es otra proteina de
superficie presente en aproximadamente el 15% de cepas clinicas. Se une a la porcion
secretora de la IgA, y también interacciona con las células del pulmén y endotelio, y se
une al factor H del sistema de complemento. PavA es una proteina de superficie que se
une a la fibronectina, como la proteina “fibronectin-binding” de S. pyogenes y la CshA

de S. gordonii.*

1.3.2.2.5. Autolisina (LytA)

Denominada también amidasa, es una enzima que hidroliza la capa del peptidoglicano
entre el acido N-acetil murdmico y el residuo alanina del puente peptidico. Esta
enzima, que se localiza en su mayoria en el medio intracelular, provoca la lisis del
neumococo Y la liberacién de componentes de la pared celular. *> También provoca la
secrecion de la neumolisina auto-perpetuando asi la respuesta inflamatoria la cual es

una parte importante de la patogénesis de la neumonia y meningitis neumocécica.*

1.3.3. Ecologia: portacion nasofaringea

S. pneumoniae forma parte de la microbiota nasofaringea de las personas sanas siendo
el hombre el Unico reservorio conocido para el neumococo. La colonizacion (infeccion
no invasiva) comienza poco después del nacimiento y se estima que entre el 30-62%
de nifios menores de 2 afios, el 30-35% de nifios entre 6 y 11 afios, y el 18-19% de
adultos sanos, son portadores de neumococo en la nasofaringe.*® */

La importancia de la colonizacion nasofaringea se debe a que se trata del paso previo a
la aparicion de la enfermedad, es la fuente de transmision a otras personas, y facilita la

aparicion y diseminacion de resistencia a antibiéticos.*®*°

La colonizacion es el primer paso de la infeccion neumocdcica, que en funcion de las
caracteristicas de la cepa infectante y del hospedador, puede derivar en enfermedad
invasiva 0 no invasiva. Se conoce muy poco sobre los factores que determinan el paso
del estado portador a la enfermedad invasiva o no.>® Es probable que en los nifios el

equilibrio que supone la colonizacion se rompa por la llegada de un nuevo serotipo con
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mayor poder patdgeno, como consecuencia de una inmunodeficiencia o por factores

’ . .y ;s , . . 50
extrinsecos (infeccion virica de las vias respiratorias...).

1.3.4. Tipificado y caracterizacion molecular

1.3.4.1. Tipificado convencional

Hoy en dia, el tipificado o determinacién del tipo capsular de neumococo no tiene
implicaciones terapéuticas como en la era pre-antibidtica, pero si un importante valor
epidemioldgico en la evaluacion de la eficacia de las vacunas disponibles y vigilancia

de los serotipos circulantes.

La técnica de tipificado de referencia es el test de Neufeld o Quellung (“hinchazon” en
aleman), y se trata de una técnica que depende del uso de anticuerpos. Actualmente las
técnicas moleculares que determinan los genes responsables de las sintesis de los
diferentes tipos capsulares se han convertido en una buena alternativa. Para la
caracterizacion molecular del genoma bacteriano se utilizan principalmente dos
técnicas; electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) y el multilocus sequence
typing (MLST).**

Para realizar la técnica del Quellung se debe realizar una suspension de la cepa a
serotipificar, y mezclarla en un porta de cristal con una gota del antisuero de conejo a
estudiar. La muestra se debe de observar al microscopio, (para aumentar la visibilidad
se puede afiadir un colorante como el azul de metileno), y en el caso de reaccion
positiva se observara el hinchazon de la capsula: un area clara alrededor de la
bacteria.**

Los antisueros mas utilizados para la realizacion del serotipificado convencional son
los suministrados por el Statens Serum Institut de Copenhague (Dinamarca).

Existen distintas formas de clasificar o enumerar a los distintos serotipos
neumocacicos; en el sistema estadounidense, los serotipos se numeran del 1 al 90
segun el orden en el que fueron identificados. Sin embrago el sistema mas
ampliamente aceptados es el danés, que distingue grupos de serotipos de acuerdo con
sus semejanzas antigénicas. Por ejemplo, el serogupo 19 danés, incluye a los tipos

19F, 19A, 19B, y 19C. La letra F indica el primer miembro del grupo que fue
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identificado (de “first” en inglés), y ya después se sigue el orden alfabético. El ejemplo
descrito corresponderia a los tipos 19, 57, 58 y 59 respectivamente del sistema
americano.’

En el esquema de serotipificado utilizando la reaccion de Quellung, los 94 serotipos
descritos hasta 2009 estan divididos en 25 serotipos individuales y en 21 serogrupos,
gue agrupan los restantes 69 serotipos (de 2 a 5 serotipos por serogrupo). Los serotipos
y serogrupos son detectados con antisueros tipo y grupo especifico respectivamente.
Los serogrupos estan formados por serotipos con formula antigénicas semejantes pero
que se pueden diferenciar utilizando los sueros de factor. Para los nuevos serotipos
descritos como serotipo 6E, 11E, etc. aun no existen antisueros especificos y su

deteccion se realiza mediante técnicas moleculares.®®*

Siguiendo el mismo principio, el Statens Serum Institut comercializo en 2004 un kit de
serotipificado mediante aglutinacion con particulas de latex, utilizando un esquema de
tablero. Los anticuerpos frente a los diferentes serotipos de neumococo estan unidos a
particulas de latex que en presencia del serotipo correspondiente formaran unos
agregados (aglutinacion) capaz de observarse a simple vista, sin necesidad de utilizar
microscopio. Con este sistema se pueden identificar 21 de los serotipos 0 serogrupos
mas comunmente distribuidos en el mundo.

Una alternativa de tipificado basada en la reaccion Quellung, pero que elimina la
dificultad que entrafia la visualizacion de la reaccion al microscopio, es el
PneumoArray®. Este “array” de antisueros se desarrollé en el afio 2009 en el Servicio
de Microbiologia del Hospital Universitario Donostia junto al grupo Progenika a
través de su filial Proteomika. En este microarray los antisueros del Statens Serum
Institute estan inmovilizados en un soporte de vidrio de manera ordenada formando
una cuadricula. La muestra marcada fluorescentemente se unird en los puntos de la
cuadricula donde se ha fijado su antisuero, leyéndose la fluorescencia emitida

mediante un escaner.!
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1.3.4.2. Tipificado mediante técnicas moleculares

El tipificado molecular basado en la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR
(descrita por Kary Mullis en 1983) se pudo desarrollar a partir de la obtencién de la
secuencia de los genes capsulares (loci capsular: regién dexB y aliA) que codifican
para los 94 serotipos gracias al proyecto liderado por el Instituto Sanger de Cambridge
(UK). Se logré completar la secuencia de los genes capsulares de todos los serotipos
en 2005, estando las secuencias disponibles en Genbank (nlimeros de acceso
CR931632 al CR931722, www.ncbi.nlm.nih.gov), lo que permite disefiar los

cebadores necesarios para amplificar la region deseada.

En el afio 2003 aparecieron los primero trabajos de tipificado mediante multiplex-PCR
y permite amplificar simultaneamente en un Unico tubo de amplificacion varias
secuencias especificas.? >

El tipificado molecular es una técnica rapida y sensible para determinar los tipos
capsulares, si bien es cierto que para algunos serotipos la similitud de las secuencias de
sus genes capsulares dificulta la tipificacion completa, por lo que serd preciso

completarla mediante la reaccion de Quellung.

1.3.4.3. Caracterizacion molecular: PGFE y MLST

1.3.4.3.1. PFGE

La electroforesis en gel de campo pulsante o PFGE (del inglés “Pulse Field Gel
Electrophoresis™) es una de las técnicas de tipificacion genotipica mas reproducible y
altamente discriminatoria en comparacion con otras técnicas.> Esta técnica permite
determinar la clonalidad de las cepas y establecer las relaciones genéticas de los
aislamientos causantes de un brote.

La técnica se basa en la digestion especifica del genoma completo de las bacterias con
enzimas de restriccion cuyos fragmentos se resuelven mediante la migracién en geles
de agarosa sometidos a electroforesis donde la orientacién de los campos eléctricos
varia periodicamente (o campo pulsado). Ello proporciona un patrén electroforético

especifico para cada clon bacteriano que lo diferencia de los demas.*
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Estos enzimas permiten la macrorrestricion y division de todo el genoma en unos
pocos fragmentos que pueden variar entre 10 y 30. El enzima de restriccion mas
ampliamente utilizado para la S. pneumoniae es el denominado Smal *°. En la PFGE el
procedimiento de extraccion del &cido desoxirribonucleico (ADN) es critico y el ADN
cromosémico debe permanecer integro. Para ello la extraccion del ADN bacteriano se
realiza dentro de una matriz de agarosa que impide la rotura del ADN extraido de las
celulas. Tras la macrorrestriccion los fragmentos de ADN obtenidos son de gran
tamafio (5-500 kb-s), por lo que no pueden separarse por técnicas de electroforesis
convencional y requieren técnicas en las que el campo eléctrico varia de orientacion
periddicamente. De todos los sistemas el mas extendido ha sido el denominado CHEF
(clamped homogeneous electric field electrophoresis). Este sistema dispone de 24
electrodos dispuestos periféricamente en un contorno hexagonal y genera patrones de
bandas rectos lo cual facilita mucho su interpretacion.

Las diferencias en los patrones de restriccion estableceran la relacion entre las cepas
estudiadas; cuanta méas relacion epidemioldgica mayor similitud habrd entre los
patrones.”” Globalmente, el nimero de diferencias entre los patrones clasificara los
aislamientos en idénticos cuando el numero y tamafio de bandas es idéntico. Cuando
no sean 100% idénticos se establecen distintos grados de similitud.’

Mediante el uso de programas informaticos que objetivan el nimero de diferencias
entre los aislamientos se determina la similitud o distancia genética entre los

aislamientos estudiados y ésta puede ser representada mediante arboles filogenéticos.

1.3.4.3.2. MLST

La técnica MLST es una herramienta molecular muy discriminativa desarrollada para
identificar clones o lineas clonales fundamentalmente en poblaciones bacterianas via
internet, °%%°

El método se propuso en 1998 y se basa en la secuenciacion de 7 fragmentos internos
de genes altamente conservados (“housekeeping genes”) que codifican enzimas
metabolicos. Ademas estos genes poseen una secuencia relativamente uniforme. En el
desarrollo de esta técnica se tomaron los conceptos probados de electroforesis de

enzimas multilocus y se adapté para que los alelos en cada locus se definieran
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directamente, mediante su secuenciacién nucleotidica, en lugar de indirectamente a
partir de la movilidad electroforética de sus productos génicos.*

La secuencia interna de cada gen conservado codifica un alelo al que se le asigna un
numero; mediante la combinacién de los 7 alelos se establecera el secuenciotipo (ST)
de la cepa estudiada.”®**

Las diferencias entre los perfiles alélicos de diferentes cepas determinaran la relacion
existente entre ellas y los aislamientos que comparten el mismo perfil alélico
perteneceran al mismo ST.

La principal ventaja de esta técnica molecular es que se basa en secuencias
nucleotidicas por lo que los datos obtenidos son precisos, electronicamente
transmisibles y de consulta inmediata via internet. EI MLST se ha convertido en el
método de eleccion para la caracterizacion de muchas bacterias ademés de S.

pneumoniae, asi como de hongos.

El proceso de seleccion de los 7 genes conservados a estudiar, asi como de los
fragmentos internos a analizar no es universal y en el caso de S. pneumoniae los 7
genes estudiados son: aroE (shikimato dehidrogenasa), gdh (glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa), gki (glucosa kinasa), recP (transketolasa), spi (signal peptidasa I), xpt

(xanthina fosforibosiltransferasa), ddl (D-alanina-D-alanina ligasa).

La base de datos de MLST neumococica contiene actualmente mas de 30.000 aislados
distribuidos en mas de 10.000 perfiles de MLST (a fecha 11 de febrero de 2016)
obtenidos a partir de la enfermedad invasiva grave, otitis media aguda, portador

nasofaringeo etc, asi como cepas resistente a la penicilina y multirresistentes.®
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1.4. Prevalencia y mecanismos de resistencia a antibioticos

Desde 1940 hasta muy recientemente la penicilina ha sido el tratamiento de eleccién
de las infecciones causadas por S. pneumoniae. Aungue actualmente sigue siendo el
tratamiento de eleccion de la inmensa mayoria de las infecciones neumocaocicas, se
pasd por una etapa donde la disminucion de la sensibilidad de las cepas a este
antimicrobiano influyd en que se relegara su indicacion. La primera cepa resistente a
penicilina no fue descrita hasta 1967; esta cepa fue aislada en un paciente de Papua
Nueva Guinea.®” El aumento del consumo antibiético a nivel mundial ha contribuido a
la emergencia de cepas resistentes y multiresistentes de neumococo. El evento
centinela en la epidemiologia de la resistencia antibidtica en neumococo fue el brote
ocurrido en 1977 en Sudéfrica causado por una cepa multirresistente.?® Esta cepa
ademas de tener alto nivel de resistencia a penicilina, era también resistente a

eritromicina, clindamicina, tetraciclina y cloranfenicol.

1.4.1. Resistencia a beta-lactamicos

Los antibidticos betalactamicos se caracterizan quimicamente por la presencia de un
anillo beta-lactamico y su mecanismo de accion radica en inhibir la sintesis de la pared
celular. Tienen actividad bactericida, escasa toxicidad y amplio margen terapéutico.®
Los antibidticos beta-lactamicos se unen covalentemente a las enzimas responsables de
la sintesis de la pared bacteriana o penicillin-binding proteins (PBPs), interfiriendo asi

en la sintesis del péptido glicano.®®

El mecanismo por el cual el neumococo se hace resistente a los betalactamicos implica
la alteracién en las PBPs como consecuencia de la adquisicion de varias mutaciones
que se traduce en una disminucion de la afinidad por el antibidtico.

En neumococo existen 5 PBPs de alto peso molecular (1a, 1b, 2X, 2a y 2b) y una de
bajo peso molecular.®® Las alteraciones en las PBP2X y 2b son las que confieren bajo
nivel de resistencia y son el prerrequisito para el alto nivel de resistencia mediada por
la mutacion en otras PBPs como la PBP1a.%” ® En la mayoria de los aislados clinicos

las mutaciones se encuentran principalmente en estas tres PBPs.
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En neumococo, los genes que codifican las PBPs alteradas se denominan genes con
“estructura en mosaico”. Esta caracteristica se refiere a la insercion en los genes de las
PBPs de los neumococos de “bloques” o fragmentos de nucleétidos largos vy
homologos procedentes de otras especies relacionadas de estreptococos del grupo
viridans resistentes a betalactdmicos que sustituyen las secuencias originales. Por tanto,
el origen de estos ‘“genes mosaicos” parece estar en especies de estreptococos
relacionadas como S. sanguis, S. mitis y S. oralis, ya que se han encontrado bloques
de genes muy parecidos e incluso idénticos en estas especies.®®

Segun los datos del Centro Nacional de Microbiologia, la resistencia a penicilina
(disminucién de su sensibilidad) en Espafia de cepas de neumococo causantes de
enfermedad invasiva aumento progresivamente del 6% en 1979 hasta el 44,4% en
1989. Posteriormente, de 1990 a 1998, la prevalencia no sufrid grandes oscilaciones
(de 34,5% a 43,7%) y a partir de 1990 hasta 2008, la resistencia empieza a descender,
siendo en 2008 del 22,3%. "

La disminucién de la sensibilidad a penicilina (CMI >0,06 ug/mL) no indica que este
farmaco no pueda ser utilizado eficazmente en el tratamiento de la mayoria de estas
infecciones. Con exclusion de las infecciones del Sistema Nervioso Central y
excepcionalmente algunas otras, la mayoria de las cepas con sensibilidad disminuida
responderan al tratamiento con penicilina G o con ampicilina parenteral a dosis
adecuadas y entre ellas, algunas incluso al tratamiento oral con amoxicilina con las

dosis adecuadas.

1.4.2. Resistencia a fluoroquinolonas

Existe un nimero muy amplio de antimicrobianos pertenecientes a esta familia pero
son las denominadas quinolonas de 3% 0 42 generacion las que son activas frente a
neumococo.® Todas ellas incorporan un atomo de fl(ior en su estructura y se conocen
como fluoroquinolonas: levofloxacino, ciprofloxacino y moxifloxacino son las mas
utilizadas. EI mecanismo de accidn es bastante complejo y todavia sin explicacion
completa, aunque su accion principal es inhibir la accion de la girasa bacteriana,
involucrada en el proceso de replicacion, recombinacion y reparacion del DNA de la

bacteria.
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En las cepas clinicas, la resistencia a fluoroguinolonas esta mediada por mutaciones en
los genes gyrA y gyrB que codifican la girasa y en los genes parC y parE que
codifican las topoisomerasa IV.”" En el caso de la resistencia de neumococo a
ciprofloxacino, ésta se produce gradualmente, con una primera mutacion puntual
inicial en la topoisomerasa parC, que produce una resistencia de bajo nivel y una
mutacion posterior en el gyrA, que inducird niveles altos de resistencia.”” ™
Recientemente también se ha descrito un mecanismo de resistencia mediada por
bombas de eflujo en cepas clinicas resistentes a fluoroquinolonas.™ "

En Espafia por el momento las tasas de resistencia a fluoroquinolonas se mantienen

bajas en cifras en torno al 2%.7°"®

1.4.3. Resistencia a macrolidos

Los macrdlidos tienen naturaleza basicay presentan un anillo lactonico macrociclico al
gue se une uno o varios desoxiazucares o aminoazucares. Su clasificacion se basa en el
numero de 4&tomos de carbono del anillo macrociclico:

- La eritromicina y la claritromicina tienen un anillo de 14 4tomos y dos azucares.

- La azitromicina tiene un anillo de 15 atomos.

- Con anillo de 16 atomos: josamicina, espiramicina....

En cuanto al mecanismo de accion, los macrolidos actian uniéndose a la unidad 50S
del ribosoma e inhibiendo la sintesis de proteinas en la fase de elongacion.

Los macrdlidos considerados en principio como antibiéticos bacteriostaticos, pueden
ser también bactericidas segun el microorganismo frente al que actlen, asi como de las
concentraciones administradas y del tiempo de exposicion.®*

Existen dos mecanismos de resistencia a macrolidos descritos para neumococo. Uno
de ellos es debido a la modificacion de la diana o sitio de unién del macrolido al
ribosoma. Este mecanismo de resistencia se debe a los genes erm que codifican
metilasas que alteran el sitio de union del antibiotico en el dominio V del RNAr 23S.
Esta metilacion origina ademas resistencia cruzada a todos los macrolidos, a

la clindamicina y a la estreptogramina B, denominandose a este fenotipo de resistencia

MLSg (del inglés Marolides-Lincosmides-Streptogramin B).
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Otra alteracién que provoca modificacion en la diana son las mutaciones en las

secuencias de las bases del RNAr 23Sy de la proteina ribosomal L4.%

El otro gran mecanismo de resistencia se debe a una bomba de expulsién activa del
antibidtico codificada por los genes mef, también llamado fenotipo M, que confiere
resistencia a los macrélidos con anillos de 14 y 15 atomos de carbono. Ademas en
neumococo se ha descrito que en la expulsion de macrélidos, ademas del gen mef,
también esta implicado el gen mel (codifica proteinas transportadoras del tipo ABC). *
El fenotipo MLSb suele generar mayores niveles de resistencia a macrolidos (CMI
>32mg/L) que el fenotipo M (CMI 1-16mg/L). En Espafia y resto de paises europeos
la mayoria de los neumococos resistentes a macrolidos presentan el fenotipo MLSb

mientras que en Estados Unidos el fenotipo M es el mas prevalente.® 8"

Las tasas de resistencia a macrolidos en Esparia se mantenian por debajo del 5% hasta
1986, aumentando hasta un 28% en 2001, siendo del 21,8% en 2008 en cepas de
neumococo causantes enfermedad invasiva.’

Sin embargo la tasa de resistencia de neumococo a macrélidos puede variar mucho en
funcién de la poblacion y tipo de infeccion que esté causando. Asi, en un estudio
realizado en nuestra region de neumococos causantes de otitis media en nifios menores
de 5 afios, la tasa de resistencia a eritromicina fue del 49,2% en aislados obtenidos
entre 1999 y 2001, disminuyendo la resistencia al 36,3% en el periodo 2008-10.% Sin
embargo en la prevalencia en cepas causantes de neumonia en pacientes >65 afios en la
misma region en el periodo 2005-2008 fue del 12,5%.%

1.4.4. Resistencia a tetraciclinas

Las tetraciclinas tienen en su estructura un tetraciclo de naftacencarboxamida, e
inhiben la sintesis proteica mediante su unién a subunidad ribosémica 30S de forma
reversible. Son agentes bacteriostaticos y es necesario que la bacteria se encuentre en
fase de crecimiento para que ejerzan su accion.®* Las tetraciclinas se clasifican en
funcidn de su semivida; asi dentro de aquellas con una semivida inferior a doce horas

se encuentra por ejemplo la tetraciclina y con semivida superior a doce, la doxicilina 'y
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la minociclina.

El mecanismo principal mediante el cual el neumococo adquiere resistencia a las
tetraciclina incluyen la proteccién del ribosoma mediada por los genes tet(M) y tet(O)
que estan asociados a elementos genéticos moviles (transposones). EI mecanismo
preciso por el cual las proteinas Tet M y TetO protegen al ribosoma de la accién de las

tetraciclinas no ha sido todavia aclarado.®

La prevalencia de cepas resistentes en Gipuzkoa, en un estudio realizado en nifios
menores de 5 afios en el periodo 1999-2001 fue del 43,2%, disminuyendo al 34,4% en
el periodo 2008-2010.% La prevalencia en cepas causantes de neumonia en adultos

mayores de 65 afios fue menor, siendo del 9,2% en el periodo 2005-2008.%*

1.4.5. Resistencia a cloranfenicol

El cloranfenicol, el primer antibidtico de amplio espectro usado en medicina, es un
derivado del &cido dicloroacético. Es bacteriostatico y actda inhibiendo la sintesis
proteica, impidiendo la elongacion de la cadena peptidica al bloquear especificamente
la peptidil transferasa durante la traslacion.”” En neumococo la resistencia al
cloranfenicol se debe a la produccion de un enzima (cloranfenicol acetiltransferasa)
que cataliza la conversion del cloranfenicol a derivados que no se pueden unir a la
subunidad 50S y que por lo tanto no pueden inactivar la peptidil transferasa. En cuanto
a la tasa de resistencia del cloranfenicol en Guipuzkoa ésta se mantiene por debajo del
7% tanto en cepas causantes de otitis en nifios como en cepas causantes de neumonia y

exacerbacion de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC).%° %

1.4.6. Resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol

La combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol (cotrimoxazol) (SXT), se ha usado
extensamente para el tratamiento de las infecciones del tracto respiratorio inferior.”* La
estructura de la sulfamida es analoga a la del &cido paraaminobenzoico (PABA), que
es un factor de desarrollo necesario para la sintesis del &cido folico en las bacterias; el
sulfametoxazol compite con la enzima dihidropteroato sintetasa (DHPS) evitando la
sintesis del acido folico, imprescindible para la supervivencia bacteriana. El
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trimetoprim actua también en la sintesis del acido fdlico pero un paso intermedio
distinto a las sulfamidas, inhibiendo la dihidrofolato reductasa (DHFR). Se trata de un
antibidtico con actividad bacteriostatica.>* En cuanto al mecanismo de resistencia en
neumococo, en el caso del trimetoprim se debe a una sustitucién de un Gnico amino
4cido en el gen que codifica la DHFR.™ La resistencia al sulfametoxazol es debida a
alteraciones en el gen que codifica para la DHPS (duplicaciones).

En un estudio realizado en pacientes adultos en Gipuzkoa, la tasa de resistencia en
cepas causantes de neumonia fue del 17% en el periodo 2005-2008.%

1.4.7. Resistencia a glucopéptidos

Los glucopéptidos son un grupo de antibioticos con estructura peptidica siendo
vancomicina y teicoplanina los dos antibi6ticos disponibles.

Los antibioticos glucopéptidos como vancomicina y teicoplanina, actuan a nivel de la
sintesis de la pared bacteriana impidiendo la polimerizacion del péptidoglicano® y no
son antibioticos de primera eleccion para el tratamiento de la enfermedad neumococica.
Se consideran como alternativa en caso de resistencia a betalactamicos y hasta la
actualidad no se han descrito cepas de neumococo resistentes.’*
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1.5. Cepas acapsuladas de neumococo

En neumococo todos los genes necesarios para la produccion de la capsula
polisacérida se encuentran juntos en un mismo locus, el cual se denomina como locus
capsular o cps y cada serotipo posee una Unica combinacion de genes capsulares o
alelos.??®

Dentro del cromosoma de neumococo, el locus cps se sitla entre el gen dexB (gen del
glucano 1,6-alfa-glucosidasa) y el gen aliA que codifica para el oligopéptido
transportador ABC y tanto el gen dexB como el aliA no participan en la sintesis
capsular (Figura 12).22 % En todos los serotipos de neumococo excepto el 3 y 37, la
sintesis de los polisacaridos capsulares y su transferencia a la superficie celular esta
mediada por la ruta dependiente del gen wzy: esta ruta consiste en varias transferasas
que crean una subunidad de polisacarido que es polimerizada en el interior de la
bacteria y translocada a través de la membrana celular.®

Como se menciond anteriormente los serotipos 3 y 37 tienen una ruta alternativa a la
denominada como wzy. En estos dos serotipos hay un gen que codifica para una unica
sintetasa que es la responsable de la produccion de la capsula en estos serotipos.®®®
Curiosamente estos dos serotipos 3 y 37 son de aspecto mucoide debido a la gran

cantidad de polisacarido externo producido.

wmw

Tlanstelasa inicial Genes especificos de serotipo

Genes conservados

|:| Polimerasa |:| Flipasa

Figura 12. Representacion de los genes del locus cps del serotipo 19F.

Cuando se realiza el serotipado mediante la técnica de Quellung y la cepa objeto de
estudio no muestra reaccion frente a los antisueros capsulares (cepa “no tipable”)

debemos sospechar que pueda tratarse de una cepa acapsulada. Hoy en dia, gracias a
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técnicas basadas en la biologia molecular es posible confirmar la presencia o no de los
genes capsulares utilizando una secuencia de cebadores que amplifique una zona

comin conservada presente en el loci capsular como es el caso de la region cpsA.*

A menudo en la literatura la denominacion utilizada para referirse a cepas acapsuladas
es la de “no tipables” y la epidemiologia, filogenia y biologia de las cepas no
capsuladas de neumococo es todavia bastante desconocida. En el estudio realizado por
Hathaway et al®® analizaron en detalle la region capsular de cepas acapsuladas y vieron
que existe un grupo de cepas acapsuladas que mantienen los tipicos genes capsulares
pero con una determinada mutacién en el locus capsular, y por otro lado existe otra
agrupacion muy distinta en donde los genes capsulares han sido sustituidos por
secuencias homologas al gen aliB.

Las cepas de neumococos acapsuladas al estar desprovistas de la capsula, principal
factor de virulencia, son menos virulentas que las cepas capsuladas tal y como
demostraron Kim et al*’ en un modelo animal. Sin embargo el aumento de su
capacidad de colonizacion nasofaringea por su mejor adherencia al epitelio respiratorio
y su capacidad para transformarse son caracteristicas importantes en este tipo de
neumococos.*°

A pesar de que las cepas acapsuladas son poco virulentas y raramente se han descrito
como causantes de enfermedad neumocdcica invasiva, si pueden causar enfermedad y
son considerados principalmente como agentes causantes de conjuntivitis . Fue en una
publicacion de 1977 en donde por primera vez se observd que cepas de neumococo
“no tipables” eran mucho mas prevalentes en muestras conjuntivales que en muestras
de otras localizaciones.”

Ademas las cepas acapsuladas de neumococo son responsables de brotes de
conjuntivitis que se dan frecuentemente en poblacion institucionalizada. Existen varias
publicaciones que describen brotes de conjuntivitis por neumococos acapsulados en
EEUU siendo unos pocos genotipos los responsables.’?®® También parece que las
conjuntivitis esporadicas (no relacionado con brotes) son causadas por unos pocos

genotipos.** %
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1.6. Vacunas antineumococicas

Actualemente existen dos grupos de vacunas para prevenir la enfermedad
neumocdcica: la vacuna polisacarida, que fue la primera en comercializarse y las
vacunas conjugadas, mas modernas. La vacuna de polisacaridos, disponible en USA
desde 1983 y comercializada en Espafia en Junio de 1999, previene frente a la
infeccién por 23 serotipos de S. pneumoniae, que son los serotipos que con mayor
frecuencia causan enfermedad neumocdcica invasiva. Esta vacuna esta indicada para
personas mayores de 65 afios e inmunodeprimidos. La principal limitacion de esta
vacuna polisacarida radica en la condicion timo-independiente de los antigenos
polisacaridos, por lo que no es inmunogena en nifios menores de 2 afios y no genera
memoria inmunolégica.®® Los 23 polisacaridos capsulares incluidos en la formulacién
son: 1, 2, 3,4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22F, 23F y 33F.

Las vacunas conjugadas, en las que cada uno de los polisacaridos de los diferentes
serotipos se unen independientemente a una proteina transportadora o carrier,
convierten la respuesta a los antigenos capsulares en timo-dependientes y por lo tanto
son capaces de estimular el sistema inmune de los nifios menores de 2 afios generando
una buena respuesta de anticuerpos y memoria inmunologica. Ademas estas vacunas
conjugadas, aparte de prevenir de la enfermedad neumocdcica invasiva, previenen
también la colonizacién nasofaringea.*

La primera vacuna conjugada frente a neumococo, la vacuna neumocaocia conjugada 7-
valente (VNC7) (Prevenar-7°-Pfizer), fue comercializada en Febrero del afio 2000 en
Estados Unidos y un afio mas tarde en Espafia. Los serotipos incluidos son el 4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F, 23F y los polisacéaridos de estos serotipos estan conjugados con la
proteina transportadora CRM197 que es una variante no toxica del toxoide diftérico.
En 2009 se comercializd la vacuna 10-valente (Synflorix®-GSK), que contiene
polisacaridos derivados de 10 cepas diferentes de neumococo (los de la 7-valente

ademas del 1, 5y 7F), ocho de ellos conjugados con una proteina transportadora
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(proteina D) derivada del H. influenzae no tipable. Desde junio de 2010 se encuentra
comercializada la vacuna neumocécia conjugada 13-valente (VNC13) (Prevenar-13°)
que incluye los serotipos de la 7 valente mas los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A y es la
vacuna que se esta utilizando actualmente en la poblacion infantil. Desde 2013 esta
vacuna 13 valente también ha sido autorizada para prevenir la enfermedad
neumocdcica invasiva en pacientes adultos, inicialmente en mayores de 50 afios y
posteriormente en adultos de 18 o més afios de edad. En el caso de los adultos,

solamente hace falta administrar una Unica dosis de la vacuna.
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S. pneumoniae forma parte de la microbiota nasofaringea de las personas sanas; la
colonizacion comienza poco después del nacimiento y se estima que la tasa de
portacion nasofaringea en nifios menores de 2 afios estd entre 30-62% disminuyendo
este porcentaje a lo largo de la vida.*®*" *® Neumococo, ademés de ser un colonizador,
es un importante patdégeno y produce un amplio y variado espectro clinico de
infecciones entre las cuales se encuentra la infeccién ocular. Desde el punto de vista
clinico, la infeccidon ocular neumocdcica se puede dividir en dos grandes entidades: la

conjuntivitis y las infecciones internas, mas invasivas y generalmente mas graves.

La conjuntivitis infecciosa aguda es la infeccion oftalmica mas frecuente y es
especialmente prevalente en la edad pediatrica. Se estima que 1 de cada 8 nifios sufre
un episodio de conjuntivitis al afio® y se trata de una de las consultas més frecuentes en
atencion primaria a pesar de su baja morbilidad.”” S. pneumoniae junto con H.
influenzae, S. aureus y M. catarrhalis es uno de los principales microrganismos
causantes de conjuntivitis bacteriana. Ademas neumococo se ha descrito también
como un agente causal de otras afecciones oftdlmicas distintas a la conjuntivitis,

menos frecuentes pero de mayor gravedad como la endoftalmitis y queratitis. 2

El Hospital Universitario Donostia es el hospital de referencia de Gipuzkoa y atiende
una poblacion de unos 500.000 habitantes. El Servicio de Microbiologia recibe las
muestras de pacientes con sospecha de infeccion oftdlmica atendidos tanto en el
hospital (principalmente en el servicio de urgencias) como de ambulatorios,
obteniéndose asi una muestra no sesgada que refleja la realidad epidemioldgica de

nuestra region.

Actualmente existen mas de 100 serotipos de S. pneumoniae y unos son mucho mas
prevalentes que otros como causa de enfermedad neumocdcica: por ejemplo, en la
enfermedad neumocdcica invasiva, un nimero de serogrupos no superior a 11 causan
alrededor del 75% de las infecciones.”” Un 48% de las otitis en nifios en nuestro

entorno son causadas por 3 serotipos principalmente: 19A, 19F y 3.%
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Por su cercania anatémica y por estar estrechamente relacionados con otras estructuras
del sistema respiratorio superior, los resultados de este estudio de la conjuntivitis
neumocdcica seran frecuentemente discutidos con los ya publicados sobre otitis media
con el objetivo de encontrar semejanzas y diferencias entre ambas infecciones, en un

periodo de tiempo semejante, en una misma zona geografica, en una poblacidn estable.

La hipotesis inicial de la presente tesis fue que la epidemiologia de las conjuntivitis
neumocdcicas Yy las caracteristicas de los neumococos debian ser muy similares a la de
los neumococos causantes de otras infecciones locales, como la otitis media aguda. La
evolucion epidemioldgica de las conjuntivitis neumocdcicas en el tiempo, en relacion a
prevalencia de serotipos y susceptibilidad antimicrobiana, deberia seguir una dinamica
paralela a la sufrida por los neumococos causantes de enfermedad invasiva o de
infecciones locales que se han visto grandemente influenciadas por el efecto de las

vacunas conjugadas.

Tras revisar la literatura se pudo constatar que existian muy pocas series que
estudiaran las infecciones neumocdcicas oculares, lo que abria el campo a una
fructifera investigacion, siendo novedoso y de especial interés profundizar en el
estudio de las cepas carentes de capsula causantes de episodios esporadicos de

conjuntivitis.

Por todo ello los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron los siguientes:
Objetivos principales

1. Realizar un estudio retrospectivo descriptivo de la conjuntivitis neumocécica entre
los afios 1999 y 2013 en Gipuzkoa, analizando aspectos epidemiologicos generales
como: estacionalidad de la infeccion, grupos de edad,...

2. Analizar la evolucion y dinamica de los serotipos causantes de conjuntivitis

neumocdacica y su relacion con la introduccidn de las vacunas conjugadas.
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3. Estudiar la sensibilidad antimicrobiana de las cepas, su evolucién a lo largo del
periodo de estudio y la influencia que ejercieron las vacunas conjugadas sobre la
prevalencia de cepas resistentes causantes de conjuntivitis.

4. Caracterizar las cepas no serotipificables, estudiando en mayor detalle aquellas que
carecen de capsula (acapsuladas) investigando a nivel molecular su pertenencia a
clones epidémicos propios de las conjuntivitis.

5. Describir los episodios recurrentes de conjuntivitis neumocdécica (recaidas y
reinfecciones) y las conjuntivitis neumococicas en coinfeccion con otros

microorganismos.

Objetivo secundario

Realizar una breve descripcion de las infecciones oftdlmicas neumocacicas distintas a

la conjuntivitis diagnosticadas entre 1999 y 2013.
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Material y métodos

3.1 Area geografica

El Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Donostia esta situado en la
ciudad de Donostia-San Sebastian, capital de Gipuzkoa. Es el Hospital de referencia de
la provincia y en los afios en los que se realizo el estudio atendia a una poblacion de
492.117 habitantes de acuerdo con el censo de 2011 elaborado por el Instituto Vasco

de Estadistica- EUSTAT, lo que represento el 69,8% de la poblacion de Gipuzkoa.

El Servicio de Microbiologia esta ubicado en la primera planta del edificio Aranzazu y
recibe para su analisis microbioldgico todas las muestras de los pacientes que atienden
los Servicios del Hospital y los Centros de Salud de las comarcas de Donostialdea,
Urola costa y Tolosaldea (excepto Azpeitia, Azkoitia, Beizama y Errezil). En 2011 se
incluyé la comarca de Bajo Bidasoa. A lo largo de los afios del estudio, la poblacion

total atendida por el hospital no ha sufrido grandes variaciones (Tabla 5).

Tabla 5. Poblacion atendida por el Hospital Universitario Donostia entre 1996 y 2011
distribuida por grupos de edad y poblacion total de Gipuzkoa (fuente: EUSTAT).

Grupos de edad 1996 2001 2006 2011
0-4 afios 13.622 17.128 19.509 23.068
5-14 afios 35.369 31995 33.810 45.837
15-19 afios 27.579 19.434 16.382 20.306
20-64 afios 252.280 254.877 257.562 300.870
>65 afos 68.126 73.981 78.482 102.036
0-14 afios 48.991 49.123 53.319 68.905
>15 afios 347.985 348.292 352.426 423.212
Total 396.976 397.415 405.745 492.117

(58,7%) (59%) (59,1%) (69,8%)
Poblacidn total Gipuzkoa 676.208 673.563 686.665 705.210
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3.2. Muestras estudiadas y disefio del estudio

Se incluyeron todos los aislamientos de S. pneumoniae cultivados a partir de muestras
oftdlmicas de pacientes con diagnéstico de conjuntivitis y otras infecciones oculares
que afectaban a la cornea y a la parte interna del ojo realizados entre los afios 1999 y
2013. La disponibilidad de las cepas para su estudio completo fue criterio de inclusién

necesario.

Se recogieron los siguientes datos de los pacientes: edad, sexo y diagnoéstico. Ademas
en los pacientes con infeccion ocular distinta a la conjuntivitis se registrd el
antecedente de intervencion quirurgica previa y el tratamiento antibiotico recibido. Los

datos se recogieron mediante la revision de las historias clinicas digitalizadas.

Se registr6 también el microorganismo acompafiante a neumococo en caso de

coinfecciones.

Durante todo el periodo de estudio no se produjeron modificaciones significativas ni
en los procedimientos microbiologicos realizados ni en los medios de cultivo

empleados.

Se consideraron del mismo episodio aquellos aislamientos realizados en muestras del
mismo paciente pertenecientes al mismo serotipo y genotipo y aisladas en un intervalo

de tiempo inferior a 14 dias.

Se definid como episodio de conjuntivitis recurrente a los episodios de conjuntivitis
neumocacica repetidos registrados en un mismo paciente; recaida cuando el episodio
recurrente era producido por el mismo serotipo y genotipo y reinfeccion cuando era

producido por un serotipo y/o genotipo distinto.
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PROCEDIMIENTOS

3.3. Deteccidn e identificacion de S. pneumoniae

Todas las muestras oculares recibidas en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Donostia se cultivaron en placas de agar sangre comerciales compuestas
de Agar Tripticasa de Soja (TSA) suplementada con un 5% de sangre de carnero y
agar chocolate y se incubaron durante 24-48h a 37°C en atmoésfera enriquecida al 5%
de CO,. Aquellos aislamientos cuyas caracteristicas morfoldgicas coincidian con las
de S. pneumoniae (morfologia tipica de la colonia y presencia de un halo verdoso de
alfa-hemolisis alrededor de las colonias) se identificaron presuntamente como S.
pneumoniae y se sometieron al test de sensibilidad a la optoquina para confirmar su

identificacion.

3.3.1 Prueba de sensibilidad a optoquina

El test de sensibilidad a optoquina se realizo como prueba para la identificacion de
neumococo. Para este trabajo se utilizaron discos de papel de 6 mm de diametro,
conteniendo una carga de 5 pg de cupreina (Becton Dickinson and Company, BBL,
referencia 231048). Se estudid mediante la técnica de difusion en disco empleando
placas de agar sangre comercial.

Las colonias alfa-hemoliticas sospechosas de ser neumococo se sembraron sobre
placas de agar sangre y se puso encima un disco de optoquina. La aparicion de una
zona de inhibicién de crecimiento mayor de 14 mm de didmetro alrededor del disco de
optoquina tras 24 horas de incubacion a 37°C en atmosfera enriquecida al 5% de CO,
se consider6 como prueba definitiva para su identificacion y emision del informe

positivo a neumococo por parte del Servicio de Microbiologia.

53



Material y métodos

3.4. Medio de transporte y congelacion

Los aislamientos de S. pneumoniae se congelaron a -80°C en un medio enriquecido
compuesto por triptona-soja liquida (3g/mL) (Oxoid, Inglaterra), glucosa (5g/mL)
(Merck, Alemania), leche desnatada en polvo (Oxoid, Inglaterra) y glicerol (Merck,
Alemania). Cada cepa se resuspendiéo en 3mL del medio de congelado que se
dividieron en dos alicuotas de 1,5mL en tubos de plastico estériles identificandose
cada uno con el nombre del microorganismo, el nimero de registro y la fecha de
aislamiento, antes de congelarlos a -80°C. Se fue generando una base de datos en

Microsoft Access para registrar su ubicacién y asi facilitar su busqueda posterior.

3.5 Sensibilidad antibiotica.

3.5.1 Determinacion de la susceptibilidad mediante difusion en disco

La determinacion de la susceptibilidad antibidtica de cada aislamiento de S.
pneumoniae de muestras oculares constituyé parte de la rutina de trabajo del Servicio
de Microbiologia y se llevo a cabo mediante la técnica de difusion en disco en placas
de agar Mueller Hinton suplementadas con 5% de sangre de caballo (Becton
Dickinson, Alemania). La técnica se realizd de acuerdo a las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI): se debe de partir de un indculo
bacteriano que se ajuste a una turbidez equivalente de MacFarland de 0,5. Los discos
de antibioticos (Oxoid hasta finales del 2005 y Neo-Sensitabs, Rosco Diagnostica,
entre 2006 y 2013) incluidos en el panel para el estudio de susceptibilidad de
estreptococos y sus concentraciones fueron las siguientes: ampicilina (10ug), oxacilina
(10pg), clindamicina (2pg), eritromicina (15ug), tetraciclina (30pg), SXT
(1,25png/23,75ng), vancomicina (30ug), rifampicina (5ug) y levofloxacino (5pg).
Todas las placas se incubaron durante 20-24 horas a 37°C en una atmosfera que
contenia 5% de CO,. La interpretacion de los halos se realizd segin las
recomendaciones del CLSI en curso. Como cepa control se utiliz6 S. pneumoniae
ATCC496109.
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3.5.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI) en aquellas cepas que por
difusion en disco presentaron resistencia a oxacilina, macrdlidos, lincosamidas, SXT,
levofloxacino o tetraciclinas. La CMI se realiz6 mediante microdilucion en caldo en
placas Sensititre (TREK Diagnostic Systems, Inglaterra, STRHAE1) utilizando el
medio liquido Iso-Sensitest (Oxoid, Inglaterra) suplementado con sangre de caballo
lisada (3-5%).

La interpretacién de valores de CMI se realiz6 segun las recomendaciones del CLSI en
curso y las cepas con valores intermedios se consideraron como resistentes. EI CLSI
no establece un punto de corte para ciprofloxacino y se tomo el mismo punto de corte

que dicho documento establece para levofloxacino.

Se consideraron como multirresitentes aquellas cepas que mostraron resistencia a tres
0 mas grupos de antimicrobianos.

Todas las cepas SXT resistentes con CMI > 4/76 pg/mL, se consideraron resistentes a
trimetoprim y por tanto resistentes al tratamiento topico.

Como cepa control también se utilizd S. pneumoniae ATCC49619.

3.6. Serotipificado

En este estudio se realizaron tres técnicas para la tipificacion de S. pneumoniae:
Quellung, multiplex-PCR y Pneumoarray®.

Desde el afio 1999 la técnica de tipificado utilizada fue la reaccion de Quellung y a
partir de 2006 y 2010 se afadieron la multiplex-PCR y Pneumoarray®
respectivamente. Cuando se utilizaron estos dos ultimos métodos la técnica de

Quellung fue utilizada para la confirmacion del tipificado.

3.6.1. Reaccién de Quellung

La reaccion de Quellung o Neufeld descrita en 1902 consiste en la visualizacién de la
capsula “hinchada” al precipitar los polisacaridos capsulares en presencia de
anticuerpos especificos (Figura 13). Hoy en dia continua siendo el “gold estandar”

para el tipificado de S. pneumoniae.
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La metodologia del serotipificado mediante esta técnica brevemente consistié en:

- Se realiz6 una suspensién del S. pneumoniae en caldo Todd-Hewitt (0,5 McFarland),
que se coloco en un portaobjetos de vidrio (tantas gotas de la suspension como el
numero de antisueros que se pensara probar).

- Una vez seca la alicuota del antigeno, se le afiadié un microlitro del antisuero (los
antisueros utilizados procedian del Statens Serum Institute de Copenhague,
Dinamarca, centro de referencia de la OMS para serotipificado de S. pneumoniae).

- Antes de que se secase se colocd sobre ellos un cubreobjetos con una gota de una
suspensién acuosa de azul de metileno al 1% que sirvié como fondo de contraste.

- Se observo al microscopio a un aumento de 100x en inmersién.
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Figura 13. Reaccion de Quellung.

En el anexo | (Tablas | y I-bis) se muestran los antisueros polivalentes utilizados, cada
uno de los cuales agrupa de 8 a 14 serotipos de S. pneumoniae Yy los distintos factores
de diferentes serotipos de S. pneumoniae pertenecientes a un mismo serogrupo. En la
actualidad hay disponibles 77 factores diferentes y cada antigeno puede ser tipo

especifico o reaccionar frente a mas de un serotipo de S. pneumoniae.
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3.6.2. Serotipificado mediante Pneumoarray®

El Pneumoarray® (Abyntec), desarrollado conjuntamente con el Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Donostia, es una tecnica de tipificado en
donde los sueros anticapsulares especificos de los distintos serotipos de neumococo se
encuentran inmovilizados sobre un porta de vidrio siguiendo un orden determinado en
forma de celda (array). Los antisueros utilizados son los mismos que se utilizan en la
técnica de referencia o reaccién de Quellung (gold standard); por tanto son dos
técnicas equivalentes siendo el Pneumoarray® mucho menos laboriosa y més facil de
interpretar. A diferencia de la reaccion de Quellung en donde la lectura del resultado
de la cepa a testar necesita de personal entrenado y del uso del microscopio no
pudiéndose registrar el resultado, en el caso del Pneumoarray® este se realiza con un
scanner que permite una lectura de la sefial fluorescente sencilla de interpretar y de
registrar como archivo de imagen.

En el presente trabajo se ha utilizado la version 2.0 que sirve para identificar 83 de los
100 serotipos descritos. Concretamente 44 a nivel se serotipo, 18 a nivel de serogrupo
y los restantes 21 a nivel parcial de serogrupo. En el Anexo | (Tabla Il) se especifican

los serogrupos y serotipos incluidos.

El principio de la prueba se basa en 4 pasos principales: suspension bacteriana y
marcaje de la bacteria, incubacion en el array, deteccion de la fluorescencia y
determinacion del serotipo. Se han seguido las indicaciones del fabricante y se
resumen a continuacion:

- La suspension bacteriana se realiza a partir de cultivo crecido durante 24h en agar
sangre (medida de un asa de 1 pL). La suspension se realiza en el “buffer de marcaje”
(labelling buffer) que suministra el fabricante y posteriormente se mezcla a volumen
igual con el reactivo fluorescente de marcaje (labelling reagent) previamente diluido
1:10 con el “buffer de marcaje”.

- Esta suspension bacteriana marcada con fluorescencia, se incuba con los anticuerpos
movilizados en el array a temperatura ambiente durante 20 minutos.

El array contiene 12 pocillos independientes cada uno de los cuales tiene impresos los
spots con 4 a 6 réplicas de cada uno de los antisueros Por lo tanto se pueden testar a la

vez 12 cepas diferentes.
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Durante la incubacién, el neumococo de un serotipo concreto se une a las 4 6 6
réplicas de su antisuero especifico que se encuentran en una posicion concreta del
array y que definira el serotipo o serogrupo. Para retirar el exceso de bacteria que no se
ha fijado al antisuero se realizan varios lavados y una vez que el array esta seco se

procede a la lectura en el scanner de fluorescencia.

El lector de fluorescencia que se ha utilizado es el InnoScan 700 de Innopsys (software
Mapix 2.9.5) que utiliza un laser que excita al fluor6éforo, en nuestro caso el “reactivo
de marcaje”, fijado a la bacteria. La fluorescencia emitida es de color verde y una vez
finalizado el escaneado del array se puede observar la imagen obtenida en la pantalla
del ordenador (Figura 14). Con ayuda de una plantilla que indica la localizacion de

cada antisuero se determina el serogupo y/o serotipo de la cepa problema.

Figura 14. En el centro imagen del array tras ser escaneado, y a izquierda y derecha imagen
ampliada de dos recuadros que corresponderian a dos cepas distintas.
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3.6.3. Tipificado mediante Multiplex-PCR

El tipificado molecular consiste en la deteccion de los genes que codifican los distintos
serotipos mediante PCR. Para ello es necesario el uso de primers que amplifiquen a un
Unico serotipo, amplificado que posteriormente sera detectado por electroforesis en un
gel de agarosa. El equipo del Servicio de Microbiologia disefid una estrategia de
tipificado basada en cuatro reacciones multiples. El disefio de la secuencia de los
primers se basé en las secuencias disponibles en GenBank utilizando el software
incluido en el paquete informatico BioTool Kit (BioSupplyNet, California, USA) y las
secuencias de los genes capsulares disponibles en GenBank (nimeros de acceso del
CR931632 al CR931722). Para los serotipos 1, 3, 4, 6A/B, 14, 18F/A/B/C, 19A, 19F,

y 23F se utilizaron los primers descritos por Brito et al.>

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50uL bajo las siguientes
condiciones: 15 min a 95°C para una desnaturalizacion inicial; 30 ciclos de 30
segundos 94°C, 1 minuto y 30 segundos a 58°C, 1 minuto y 30 segundos a 72°C; y una
elongacion final de 10min a 72°C. En la Tabla 6 se muestran lo serotipos incluidos en
las 4 reacciones multiplex, asi como el tamafio de los amplicones esperados. En el
Anexo | (Tabla I11) se detallan las secuencias de los primers utilizados.

Como se observa en la Tabla 6, en el primer pool de primers se incluyd la
amplificacion del gen de la autolisina de S. pneumoniae (gen IytA) como confirmacion
de que el aislamiento que se estaba estudiando se trataba realmente de un neumococo y
que ademas no se producian inhibiciones en la reaccion de la maltiplex-PCR. En la
Figura 15 se muestran los amplificados obtenidos tras el serotipificado de varias cepas

de neumococo.

Para la realizacion de la multiplex-PCR se utilizé el “QIAGEN Multiplex PCR kit”
(QIAGEN, ref. 206145). Se trata de un kit comercial que permite la realizacion de la
PCR mudltiple de una manera rapida y sencilla y la deteccion de manera simultanea

hasta de un maximo de diecinueve regiones distintas de ADN.

Para la extraccion del ADN a partir de las colonias aisladas de neumococo se utilizo el

sistema automatizado NucliSens® easyMAG® (Biomeriueux). Este sistema esta
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basado en la tecnologia de extraccion con silice magnetizada y fue el utilizado tanto
para la reaccién de serotipificado mediante multiplex-PCR como para el resto de las

técnicas de amplificacién (MLST, deteccion de genes capsulares, etc.).

Tabla 6. Serotipos detectados en cada una de las cuatro Multiplex-PCRs y el amplicon
esperado.

PCR 1 PCR 2 PCR 3 PCR 4

Serotipo Amplicon  Serotipo  Amplicén Serotipo Amplicon  Serotipo  Amplicon

Lyt A 100 bp 1 99 bp 12F/44 138 bp 35F/47F 228 bp

14 268 hp TAIF 177 bp 6A/B 220 bp 36 297 bp

18 F/A/BIC 354 bp 8 236 bp 11F/AIC/ID 262 bp 7B/7Cl40 354 bp

4 430 bp 5 344 bp 9N/L 326 bp 21 401 bp

10F/A/BIC 512 bp 19F 408 bp 23F 384 bp 27 453 bp

11F/A/B/CID 568 bp 19A 478 bp 15B/C 456 bp 16A 502 bp

%AV 591 bp 33F/A/37 589 bp 23B 512 bp 28F/A 564 bp

3 818 hp 23A 688 bp 17F 587 bp 25F/A/38 610 bp

22FIA 755 bp 2 669 bp 13 658 bp

20 874 bp 31 711 bp

16F 778 bp

Marcador de peso
~ molecular

G Serotipo 1

Figura 15. Amplificados y serotipo correspondiente obtenido mediante multiplex-PCR.

60



Material y métodos

3.6.4. Deteccion del gen capsular (cpsA), gen de la autolosina (IytA) y neumolisina
(ply) mediante PCR

Se realizd una PCR adicional para la deteccion de gen capsular a aquellas cepas que no
tipificaron por ninguno de los tres métodos descritos anteriormente.

Se utilizaron los primers descritos por Pai et al, los cuales codifican para el gen
capsular cpsA: gen altamente conservado y presente en todos los neumococos
capsulados. Ademas se incluy6 la amplificacion del gen IytA (autolisina) y el gen ply
(neumolisina) como confirmacion de que el aislamiento que se estaba estudiando se
trataba realmente de un neumococo y que ademas no se producian inhibiciones en la
reaccion de la multiplex-PCR. En el anexo | (Tabla I11) se detalla la secuencia de los
primers utilizados los cuales fueron descritos por McAvin et al y Toikka et al para los
genes IytA y ply respectivamente.’® *** El tamafio de los amplicones para el gen IytA,
cpsA y ply fueron de 100pb, 160pb y 208pb respectivamente (Figura 16). Las
condiciones de PCR fueron las mismas que las utilizadas para el tipificado mediante
multiplex-PCR.

Figura 16. En los carriles del 1 al 3 se muestran 3 cepas acapsuladas: amplicones del gen Iyt y
ply. Carril 4 cepa capsulada: amplicones del gen IytA, cpsA y ply. Carriles sefialados con
asteristico: marcador de peso molecular.
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3.7. Caracterizacion genotipica

3.7.1. PFGE

La PFGE se realiz6 en base a los protocolos descritos por Lefevre et al.*

En esta
técnica, para asegurar que el ADN cromosémico permanezca integro y no se fracture,
los microorganismos se inmovilizaron en blogues de agarosa al 2% y posteriormente
se llevd a cabo la extraccién y digestion del genoma completo de la bacteria.
Procedimiento (Figural7):

- De un cultivo fresco (24h) en placas de agar sangre se realizd una suspension con un
asa de 10uL en 1000 uL de tampoén Tris-EDTA 1X (TEL1X: 100 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA).

- Se centrifugd 5 minutos a 8.000 r.p.m., se retir0 el sobrenadante y el pellet obtenido
se resuspendid en 800 pul. de TE1X. Esa suspension se ajustd a una densidad Optica
(DO) de DOgyonm=0.5 de la cual se traspasaron 1500ul a un tubo eppendorf y se
centrifugd 5 minuntos a 10.000 r.p.m.

- El pellet obtenido se resuspendio en 200 pulL de tampon TEL1X que se mezcldé con 200
uL de agarosa de bajo punto de fusion al 2,4% para formar los bloques.

- Para la extraccion del ADN, los bloques se incubaron en 1ml con lisozima (250
ug/mL) 1h a 37°C [960 uL de Buffer de Lisozima + 40 pL Lisozima (6,25 mg/mL)]. A
continuacion se incubaron durante 4 horas en 1 ml de tampdn con Proteinasa K (100
ug/ mL) [960 ul del “Buffer de Proteinasa K” + 40 ul Proteinasa K (2,5 mg/ml)].

- Finalmente los bloques se lavaron en 15 mL de buffer TE 0,1X durante 24 h y se
almacenaron a 4°C en tubos con 2 mL de TE 0,1X para su posterior procesamiento.
-Digestion: un tercio del bloque fue sometido a digestion con 25 U.l. del enzima de
macrorrestriccion Smal (New England Biolabs) durante 4 h a 25°C. La digestion se
realizd en 150 pL de tampon de restriccion 1X provisto por el fabricante.

- Para resolver el patrén de fragmentos obtenido el ADN digerido se migro en un gel
de agarosa al 1% (Agarose D5 Pronadisa, Laboratorios Conda, Espafia) y fue sometido
a electroforesis en campo pulsado a 14°C utilizando el sistema CHEF IIl variable
Angle System (Bio-Rad, USA) bajo las siguientes condiciones: pulsos alternantes de

una duracion de 5-25 segundos, angulo de reorientacion 120° a un voltaje de 200 V
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con un gradiente de 6V/cm durante 23 h. En todos los geles se introdujo un marcador
de peso molecular Lambda Ladder (NewEngland BioLabs, Inglaterra).

Para su visualizacion, el gel se tifid con bromuro de etidio (0,5 mg/L) durante 30
minutos y se aclar6 otros 30 minutos en agua. Se visualizd6 mediante luz UV en el
lector de geles Gel Doc (Bio-Rad, USA).

Suspension bacteriana en bloque de agarosa

g

Extraccion ADN l

(¥

Digestion con Sma | l

UL )

L ~ [/

@
.

Electroforesis PFGE Captura de imagen

Figura 17. Esquema de trabajo de PFGE.

. Construccion de arboles filogenéticos:

Los patrones electroforéticos obtenidos mediante PFGE se analizaron con el programa
informatico Diversity Database fingerprinting software version 2 (BioRad, USA). Los
dendogramas se construyeron utilizando el coeficiente Dice y una tolerancia de
posicion del 1% siguiendo el método de pares no ponderados, utilizando media
aritmética UPGMA (del inglés “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean”). Los aislamientos que mostraron una similitud >85% en el patron de PFGE se
consideraron como el mismo clon y los distintos perfiles se denominaron

arbitrariamente de la A ala Z.
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3.7.2. MLST

La determinacion del ST se realizé siguiendo las recomendaciones descritas en
“http://spneumoniae.mlst.net” y “http://www.cdc.gov/streplab/alt-MLST-
primers.html”.

Mediante PCR convencional se amplificaron los fragmentos internos de siete genes
conservados, (housekeeping genes) arokE, gdh, gki, recA, spi, xpt y ddl utilizando los
primers descritos en el Anexo | (Tabla IIl). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un
volumen final de 50 uL bajo las siguientes condiciones: 10 minutos a 94°C para una
desnaturalizacién inicial; 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 50°C, 1 minuto
a 72°C; y una elongacion final de 7 minutos a 72°C. Los amplificados obtenidos se
secuenciaron en un secuenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem, USA). Se utilizo la pagina web “blast” para depurar las secuencias hasta
obtener el nimero de nucledtidos especifico de cada gen.

Posteriormente  las  secuencias se introdujeron en la pagina web
“http://spneumoniae.mlst.net/ sql/multiplelocus.asp.” para obtener la numeracion
correspondiente de cada alelo. Mediante la combinacion del resultado de los siete
alelos, a cada cepa se le asigndé un ST. A los aislamientos con el mismo perfil alélico
en los siete genes secuenciados se les asignd el mismo ST. Los aislamientos que
difirieron entre si en uno de los siete alelos se consideraron variantes de un solo locus
(single locus variant) y los que difirieron en dos de los siete alelos como variantes de
dos locus (DLV o double locus variant). Se consideraron dentro del mismo complejo
clonal (CC) aquellos incluidos en el mismo grupo segun la agrupacion realizada por el
algoritmo eBURST (http://ebust.mist.net/).

3.8. Analisis estadistico

El programa estadistico utilizado fue el GraphPad InStat version 3.05.
Se calcularon frecuencias y porcentajes en las variables cualitativas.
La comparacion de las frecuencias se realizé mediante la prueba de Chi cuadrado o

prueba exacta de Fisher cuando las frecuencias esperadas fueron bajas.
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Las frecuencias a lo largo del periodo de estudio se analizaron mediante el test de Chi
cuadrado de tendencia lineal.

Se considerd estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

3.9. Soporte Informatico

. Base de datos para comparacion de secuencias:
- http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi utilidades nucleotide blast.
- MLST: http://spneumoniae.mist.net/

. Andlisis de la diversidad genética eBURST:
-http://eburst.mist.net/

. Busqueda y gestion bibliogréafica:

- Pubmed: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/

- Reference Manager vs12.0
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Conjuntivitis neumocaocica: 1999-2013

4.1. Caracteristicas generales de la muestra original

Entre 1999 y 2013 se recibieron en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Donostia un total de 8.929 exudados conjuntivales de pacientes con
sospecha de conjuntivitis bacteriana para cultivo, de los cuales el 74,4% pertenecieron
a pacientes en edad pediatrica (<15 afios). Durante la primera mitad del periodo de
estudio (1999 a 2006) se observé un incremento llamativo de la demanda (p para

tendencia <0,001) manteniéndose a partir de entonces estable (Figura 18).

Neumococo fue la segunda causa bacteriana de las conjuntivitis, solo precedida por H.
influenzae acapsulado: en 2.591 muestras se aislo H. influenzae, en 1.148 S.
pneumoniae y en 625 S. aureus.

La media anual de muestras positivas a neumococo fue de 76,4 (30-141) y el
porcentaje de muestras conjuntivales con cultivo de neumococo se mantuvo estable a
lo largo del tiempo [media y mediana similar (12,9%, I1C 95% 11,53-14,17)].

El aflo 2006 se observo el mayor numero de episodios de conjuntivitis neumococica
(Figura 18). Pese a que el 2006 coincidio con el pico del aumento de la demanda en la
primera mitad del estudio, el porcentaje de positividad (muestras positivas/total
muestras) fue también el mas elevado (18%), sugiriendo que el aumento se debio a

alguna razon epidemiologica y no al azar o a razones atribuibles al método.
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Figura 18. Distribucion anual de la demanda de muestras conjuntivales y episodios de conjuntivitis

neumocdcicas. Eje derecho: muestras recibidas (demanda).
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En el presente estudio se incluyeron 777 episodios de conjuntivitis neumocdcica.
Aunqgue la seleccién de la muestra en parte fue debida a la disponibilidad (viabilidad)
del aislamiento, la relacién entre el nimero anual de neumococos y el nimero anual de
los seleccionados para este estudio mostrd una correlacién significativa entre columnas
(r=0,9778; p <0,001).

4.2. Caracteristicas generales de los episodios de conjuntivtis incluidos en el

estudio

Los 777 episodios de conjuntivitis neumocdcicas se detectaron en 738 pacientes de los
cuales 27 sufrieron al menos un episodio recurrente. Por episodios se incluyeron: 738
conjuntivitis agudas simples que aparentemente se resolvieron sin mayores
complicaciones y 39 recurrencias (27 enfermos) de las cuales 11 fueron recaidas y 28
reinfecciones. Algo méas de la mitad de los episodios se dieron en nifios menores de 1
afio de edad, acumulando los menores de 5 afios casi el 90% (698/777; 89,8%) del
total (Tabla 7 y Figura 19), siendo adultos (>14 afios) tan solo el 3,8% (28/738) de los

pacientes.

Tabla 7. Episodios de conjuntivitis neumococica y nimero de pacientes por edad. En caso de
recurrencias se considero la edad que tenia el paciente en el primer episodio.

Episodios Pacientes
<lafio 390 (50,2%) 370 (50,1%)
1afio 150 (19,3%) 140 (19%)
2afios 81 (10,4%) 78 (10,6%)
3afos 44 (5,7%) 41 (5,6%)
4 afios 33 (4,2%) 31 (4,2%)
5afos 17 (2,2% 17 (2,3%)
6 afios 9 (1,2%) 9 (1,2%)
7 afos 7 (0,9%) 6 (0,8%)
>7 aflos 46 (5,9%) 46 (6,2%)
Total 777 738
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Figura 19. Distribucién de los episodios de conjuntivitis neumocécica por edad.

De los 777 episodios incluidos la media de episodios por afio fue de 52 y el numero de

hombres y mujeres fue muy similar con un ligero predominio de los hombres (Tabla

8).

Tabla 8. Caracteristicas generales de los episodios de conjuntivitis incluidos en el estudio.

Periodo de estudio

1999-2013

Episodios de conjuntivitis neumocdcica

77

Episodios/afo

Media (DE y rango)

51,8 (+24,9; 14-108)

Edad

Mediana (rango intercuartilico)

11,97 meses (4,4 meses-2 afios)

Hombres/mujeres

400/377

71



Resultados

La mayoria de los episodios se dieron en época fria, contabilizando desde noviembre a
febrero el 36,6% de los episodios frente a 17,9% entre julio y octubre. En la Figura 20

se representan los episodios diagnosticados en cada estacion del afio.

300

200 -

100 -

m Otofio ®WInvierno ™ Primavera Verano

Figura 20. NUmero de episodios ocurridos por estacion (Primavera: 21 marzo-20 de junio;
Verano: 21 junio-20 septiembre; Otofio: 21 septiembre-20 diciembre; Invierno: 21 diciembre-
20 marzo).
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4.3. Caracterizacion de las cepas de S. pneumoniae

De los 777 aislamientos de S. pneumoniae causantes de conjuntivitis estudiados, 521
(67,1%) fueron capsulados mientras que los restantes 256 (32,9%) fueron acapsulados,

razén por la que no se pudo obtener un serotipo.

4.3.1. Distribucién global de los serotipos

Se detectaron un total de 49 serotipos distintos entre las 521 cepas capsuladas
(serotipificables). En la Tabla 9 se muestran los 10 serotipos mas prevalentes y su
distribucién anual a lo largo del periodo de estudio. En el Anexo Il (Tablas I y I-bis) se
especifica esta distribucién por trienios y anual de cada uno de los 49 serotipos

encontrados.

Por serogrupos, fue el 19 el que causo el mayor nimero de episodios sumando un total
de 90 seguido del serogrupo 6, 23, 15y 11 que causaron 70, 59, 49 y 43 episodios

respetivamente.
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Tabla 9. Principales serotipos de S. pneumoniae causantes de conjuntivitis distribuidos por afio de estudio en San Sebastian, Gipuzkoa.

Serotipo 1999-2013 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

19A 64 1 0 2 0 4 3 8 8 8 8 8 5 4 3 2

15B 35 0 0 0 0 3 1 3 2 3 6 5 6 0 3 3

6A 34 2 1 2 1 3 5 0 4 4 2 2 3 2 2 1
11F/D 29 0 0 1 0 0 2 2 1 3 2 2 2 4 6 4
19F 26 1 4 5 1 0 6 3 2 0 1 2 0 0 0 1

23B 25 0 0 0 0 1 0 1 0 2 4 5 3 3 1 5

23F 21 0 1 3 0 4 2 2 7 1 0 1 0 0 0 0

6B 18 2 0 0 4 3 2 3 2 1 0 0 0 0 0 1

6C 18 0 0 0 1 0 2 1 5 1 3 1 1 1 1 1

21 18 0 0 0 0 1 2 0 6 1 1 3 0 1 2 1
Otros serotipos 233 4 4 7 7 5 6 17 20 23 29 19 22 10 29 21
Acapsuladas 256 4 9 7 3 12 23 26 48 16 14 24 25 21 6 18
Total 7 14 22 27 15 37 65 69 108 69 60 75 55 65 45 o1
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Los 6 serotipos mas frecuentes fueron el 19A (n=64), 15B (n=35), 6A (n=34), 11F/D
(n=29), 19F (n=26) y 23B (n=25), englobando al 27,4% (213/777) del total de
episodios de conjuntivitis. En la Figura 21 se muestra el porcentaje sobre el total de

neumococos que representd cada uno de estos serotipos.

19F; 3% 23B; 3%
1UF/D; 4% Mol
6A; 4% Resto de
15B: 5% ’\ serotipos ;
/\ 39%

19A,; 8%

Acapsuladas
; 33%

Figura 21. Distribucion de los 6 serotipos mas prevalentes sobre el total de cepas.

Entre los episodios causados Unicamente por las cepas capsuladas (n=521), la
prevalencia de estos seis serotipos fue la siguiente: 19A (12,3%), 15B (6,7%), 6A
(6,5%), 11F/D (5,6%), 19F (5%) y 23B (4,8%).

Como puedo observarse en la Tabla | del Anexo Il, en el primer trienio de estudio
(1999-2001) el serotipo mas frecuente fue el 19F. En el segundo los serotipos 19F y
19A causaron el mismo nimero de episodios siendo los mas prevalente el serotipo 6 A
junto con el 6B. De 2005 a 2010 el 19A fue el que caus6 el mayor numero de

episodios y el ultimo trienio 2011-2013 fue el serotipo 11F/D el mas frecuente.
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4.3.1.1. Serotipos vacunales

Serotipos incluidos en vacuna neumocécica conjugada heptavalente (VNC?7)

A lo largo del estudio, 91 de los 777 episodios de conjuntivitis aguda fueron causados
por cepas capsuladas que pertenecian a lo serotipos incluidos en la VNC7 ofreciendo
por tanto una cobertura global del 11,7%. Se observd un descenso progresivo (p para
tendencia <0,001) en la prevalencia de conjuntivitis causadas por los serotipos

cubiertos por la VNC?7 a lo largo de los 15 afios del estudio (Figura 22).

100%
90%
80%
70%

60% = VNC7
50%

40% | = NO VNC7

30% - - ACAPSULADAS
20% - -
10% -
0% -

Figura 22. Porcentaje sobre el total de cepas estudiadas en cada afio de serotipos incluidos en
VNCY7, no incluidos y cepas no capsuladas.

En la Tabla 10 se detalla el nimero total de episodios de conjuntivitis neumocaocica de
cada afo y el porcentaje de las conjuntivitis causadas por serotipos incluidos en la
VNC7. Al comparar la prevalencia de serotipos vacunales en el periodo pre-vacunal
(1999-2001) frente al post-vacunal precoz (2002-2007) y tardio (2008-2013), el
descenso fue significativo en ambos casos: de 34,9% a 15,4% (p <0,001) y a 3,7% (p
<0,001) respectivamente. La disminucion también fue estadisticamente significativa
entre los dos periodos post vacunales (p <0,001).

Entre los 7 serotipos incluidos en la VNC7, el serotipo 19F (n=26) fue el mas

prevalente seguido del 23F (n=21), 6B (n=18), 9V (n=12), 14 (n=11) y 18C (n=3).
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Ninguna de las conjuntivitis fue causada por el serotipo 4. En cuanto a la evolucion a
lo largo del periodo de estudio, se observd un descenso estadisticamente significativo
de las conjuntivitis causadas por el serotipo 6B (p para tendencia < 0,001), 23F (p
<0,05) y 19F (p <0,001) (Figura 23).

Tabla 10. Numero y prevalencia de conjuntivitis causadas por serotipos vacunales incluidos
en la VNC7 (serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F).

Serotipos incluidos en VNC7

Ao Total capsuladas Total episodios
(n=521) (n=777)
1999 6/10 (60%) 6/14 (42,9%)
2000 6/13 (46,2%) 6/22 (27,3%)
2001 10/20 (50%) 10/27  (37%)
Periodo pre-VNC7 22/43 (51,2%) 22/63 (34,9%)
2002 5/12 (41,7%) 5/15 (33,3%)
2003 7125 (28%) 7137 (18,9%)
2004 11/42  (26,2%) 11/65 (16,9%)
2005 10/43  (23,3%) 10/69 (14,5%)
2006 17/60 (28,3%) 17/108 (15,7%)
2007 6/53 (11,3%) 6/69 (8,7%)
Periodo post-VNC7 precoz 56/235 (23,8%) 56/363 (15,4%)
2008 2146 (4,3%) 2/60 (3,3%)
2009 3/51  (5,9%) 375  (4%)
2010 1/30  (3,3%) 1/55 (1,8%)
2011 3/44  (6,8%) 3/65 (4,6%)
2012 0/39 0/45
2013 4/33  (12,1%) 4/51 (7,8%)

Periodo post-VNC7 tardio 13/243 (5,3%) 13/351 (3,7%)

15%
m Pre VNC7 (1999-2001)
10%
m Post VNCY precoz
. (2002-2007)
5% m Post VNC?7 tardio
(2008-2013)
0% -
6B 9V 14 18C 19F 23F

Figura 23. Prevalencia de los serotipos incluidos en la VNC7 en los periodos pre y post
vacunales sobre el total de episodios (n=777).
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Serotipo incluidos en la VNC13

El 28,3% (220/ 777) del total de episodios de conjuntivitis neumococicas fueron
causadas por serotipos incluidos en VNC13 (vacuna comercializada a mitad de 2010).
El porcentaje de episodios causados por serotipos incluidos en esta vacuna fue
significativamente mayor en el periodo pre-vacunal que en el post-vacunal: 31,3% vs
16,8%, p <0,001 (Tabla 11). En cuanto a la evolucion a lo largo del tiempo se observo
un descenso significativo de los serotipos incluidos en VNC13 (p para tendencia
<0,001). En la Tabla 11 se muestra el numero de episodios causados por cepas
incluidas en la VNCL13, asi como el porcentaje respecto al total de episodios y respecto
a los episodios causados Unicamente por cepas capsuladas. También se muestra el
numero y porcentaje que representaron los seis serotipos afiadidos en la VNC13 los

cuales no mostraron cambio a lo largo del tiempo (p para tendencia >0,05).

Tabla 11. Numero y prevalencia de los serotipos incluidos en VNC13 y serotipos exclusivos
de VNC13 (1, 3, 5, 6A, 7F, 19A) en azul.

Serotipos incluidos en VNC13 Serotipos exclusivos de VNC13
Total capsuladas Total episodios Total capsuladas  Total episodios
(n=521) (n=777) (n=521) (n=777)
1999 9/10 (90%) 9/14 (64,3%) 3/10 (30%) 314 (21,4%)
2000 8/13 (61,5%) 8/22  (36,4%) 2/13  (15,4%) 2122 (9,1%)
2001 15/20 (75%) 15/27 (55,6%) 5/20  (25%) 5/27 (18,5%)
Periodo 32/43  (74,4%) 32/63 (50,8%) 10/43 (23,3%) 10/63 (15,9%)
pre-VNC7
2002 7/12  (58,3%) 7/15  (46,7%) 2112 (16,7%) 2/15  (13,3%)
2003 15/25  (60%) 15/37 (40,5%) 8/25 (32%) 8/37 (21,6%)
2004 20/42  (47,6%) 20/65 (30,8%) 9/42  (21,4%) 9/65 (13,8%)
2005 21/43  (48,8%) 21/69 (30,4%) 11/43  (25,6%)  11/69 (15,9%)
2006 33/60 (55%) 33/108 (30,6%) 16/60 (26,7%) 16/108 (14,8%)
2007 23/53  (43,4%) 23/69 (33,3%) 17/53 (32,1%) 17/69 (24,6%)
2008 15/46  (32,6%) 15/60 (25%) 13/46 (28,3%)  13/60 (21,7%)
2009 17/51 (33,3%) 17/75  (22,7%) 14/51 (27,5%)  14/75 (18,7%)
2010 10/30 (33,3%) 10/55 (18,2%) 9/30 (30%) 9/55 (16,4%)
Periodo 193/405 (47,7%) 193/616 (31,3%) 99/405 (24,4%) 99/616 (16,1%)
pre-VNC13
1999-2010
2011 11/44  (25%) 11/65 (16,9%) 8/44 (18,2%) 8/65 (12,3%)
2012 7/39 (17,9%) 7/45 (15,6%) 7/39  (17,9%) 7145 (15,6%)
2013 9/33 (27,3%) 9/51 (17,6%) 5/33  (15,2%) 5/51 (9,8%)
Periodo 27/116 (23,3%) 27/161 (16,8%) 20/116 (17,2%) 20/161 (12,4%)
post-VNC13
2011-2013
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No se detectd ningun episodio causado por el serotipo 5 a lo largo de todo el periodo
de estudio y los serotipos 19A y 6A, incluidos en VNC13 pero no en VNC7, fueron

dos de los serotipos mas prevalentes en el conjunto de las conjuntivitis estudiadas.

En la Figura 24 se muestra la distribucién de los serotipos incluidos en la VNC13 (con
el simbolo asterisco se sefialan aquellos serotipos que también estan incluidos en
VNC7).

8o 2
19A —5% .
0,
29% %
18C*
/ 1%
__19F*
12%
F___ ¥
5%
__23F*
10%
16% 1
6% 3%

Figura 24. Distribucion de los serotipos incluidos en VNC13 (* serotipos también incluidos
en VNC7).

En concreto el serotipo 19A fue el que produjo el mayor nimero de casos de
conjuntivitis sumando un total de 64 episodios. Nueve de los episodios se detectaron
en los tres afos post VNC13 (2011-2013), frente a 24 y 21 episodios en los dos
trienios anteriores (2005-07 y 2008-10, respectivamente) (Figura 25). Este descenso,
no obstante, no mostra significacion estadistica.

De los 34 aislamientos del serotipo 6A, 5 se detectaron en el periodo post VNC13y 10
y 7 durante los periodos 2005-2007 y 2008-2010, respectivamente (Tabla | del Anexo

).
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Figura 25. Episodios causados por el serotipo 19 A.

Resumen de la relaciéon temporal de los serotipos causantes de conjuntivitis con
los incluidos en las vacunas antineumocaocicas conjugadas

En la Tabla 12 se resume el nidmero y porcentaje de episodios causados por los
serotipos incluidos en las vacunas VNC7 y VNC13, de otros serotipos y de cepas

acapsuladas en el total del estudio.

Tabla 12. Distribucién de los serotipos vacunales (VNC7 y VNC13), no vacunales y de

cepas acapsuladas causantes de conjuntivitis (1999-2013).

Total Porcentaje capsuladas Porcentaje total de cepas

N N=521 N=777
VNC7? 91 17,5% 11,7%
VNC13P 220 42,2% 28,3%
No VNC13 301 57,8% 38,7%
Acapsuladas 256 / 32,9%

3serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F °V/NC7+serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A

En cuanto a la dindmica temporal de los serotipos vacunales, en las Figuras 26 y 27 se
observa la evolucién por trienios de los serotipos segin su inclusién o no en las
vacunas VNC7 y VNC13. Los serotipos vacunales encontrados fueron: 6B, 9V, 14,
18C, 19F y 23F, (serotipos incluidos en la VNC7) y 1, 3, 6A, 7F y 19A (serotipos
exclusivos de VNC13 [VNC13 no VNC7]). No hubo ningln episodio causado por los
serotipos vacunales, 4 y 5 de la VNC7 y VNCL13, respectivamente.
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Figura 26. NUmero de cepas capsuladas segun su serotipo estuviese incluido en las VNC7 y
VNC13, serotipos exclusivos incluidos en VNC13 y serotipos no vacunales.

Se puede observar que los serotipos no incluidos en alguna de las vacunas fueron
mucho mas prevalentes en la época postvacunal (2011-2013) que en la prevacunal
(1999-2001) y como los serotipos vacunales en su conjunto experimentaron un
incremento en nimero de casos en mitad del periodo de estudio (Figura 26). Como
puede observarse en la Figura 27, el descenso del porcentaje de serotipos incluidos en
la VNC13 en los cuatro primeros trienios (1999-2010) fue paralelo y a costa de los
serotipos incluidos en la VNC7. Sin embargo, en el altimo trienio (2011-2013), el
descenso de serotipos de la VNC13 fue debido al descenso de los seis serotipos
exclusivos de esta vacuna ya que durante este trienio los serotipos de la VNC7 se

mantuvieron en niveles muy bajos.
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Figura 27. Evolucidn por trienios del porcentaje de cepas capsuladas por serotipo segun
estuvieron o no incluidos en alguna de las dos vacuna, serotipos exclusivos incluidos en
VNC13 y serotipos no vacunales sobre el total de cepas capsuladas (n=521).
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4.3.1.2. Serotipos no vacunales (no incluidos en VNC13)

En total hubo 301 episodios de conjuntivitis causadas por cepas capsuladas cuyos
serotipos no estaban incluidos en ninguna de las vacunas conjugadas. En porcentaje,
estas cepas representaron el 57,8% (301/521) de los episodios causados por cepas
capsuladas y el 38,7% (301/777) del total episodios.

A lo largo del periodo de estudio se observd un aumento estadisticamente significativo
de las conjuntivitis causadas por el conjunto de serotipos no incluidos en la VNC13 (p
para tendencia <0,001). El serogrupo 15 (incluyendo serotipos 15A, 15B, 15C), el
serogrupo 11 (incluyendo serotipos 11A, 11B/C y 11F/D) y el serogrupo 23 (con
serotipos 23A y 23B), fueron los méas prevalentes con 49, 43 y 38 cepas cada uno
respectivamente. Por serotipos, los 3 serotipos no vacunales mas prevalentes fueron:
15B (n=35; 6,7% de las capsuladas y 4,5% del total episodios), 11F/D (n=29; 5,6% de
capsuladas y 3,7% total episodios), y 23B (n=25; 4,8% de capsuladas y 3,2% total
episodios). En cuanto a la evolucion de estos 3 serotipos a lo largo de los 15 afios de
estudio, el 11F/D, y 23B aumentaron significativamente (tendencia p <0,05y p <

0,001 respectivamente) (Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Numero de episodios de conjuntivitis causados por los 3 serotipos mas prevalentes
no incluidos en la VNC13.
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Figura 29. Porcentaje de episodios de conjuntivitis causados por los 3 serotipos mas
prevalentes no incluidos en la VNC13.
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4.4. Conjuntivitis causadas por cepas acapsuladas

4.4.1. Prevalencia de cepas acapsuladas

Durante el periodo de estudio hubo 256 episodios de conjuntivitis causadas por cepas
acapsuladas. A lo largo de este periodo la proporcion de conjuntivitis causadas por
cepas de neumococo sin capsula no sufrié cambios (p para tendencia= 0,5) y como era
de esperar, ninguna vacuna tuvo influencia sobre la prevalencia de cepas acapsuladas.
En relacion a la VNC7, la proporcion acapsuladas/capsuladas en el periodo pre-
vacunal fue del 31,7% y en los post vacunales precoz y tardio del 35,3% y 30,8%
respectivamente. No obstante, cuando observamos el nimero de episodios registrados
por cada afio de estudio detectamos un aumento en 2006 (Figura 30), que aunque
coincidio con un aumento en el numero de conjuntivitis neumocdcicas en su conjunto,
se debio a la diseminacion de un clon que tuvo su maxima difusion entre noviembre
2005 y finales de 2006 (ver mas adelante, apartado 4.4.2.1).
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Figura 30. Numero de episodios de conjuntivitis neumocaocicas causados por cepas
acapsuladas y capsuladas en cada afio de estudio y su relacion con la demanda (envio de
muestras para diagndstico).

4.4.1.1. Situacion particular del afio 2006
El nimero de muestras conjuntivales enviadas a lo largo del periodo de estudio no fue

homogéneo, lo que podria justificar las grandes diferencias observadas en el nimero
de casos diagnosticados entre algunos afos. Desde 1999 a 2005 hubo un incremento

progresivo de la demanda (195 muestras en 1999 a 731 en 2005), pero a partir de
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2005, la demanda fue muy similar en todos los afios (Figura 30). Pese a que la
proporcion de cepas acapsuladas/capsuladas fue similar durante el estudio, destaca el
elevado numero de conjuntivitis causadas por cepas acapsuladas en 2006. Ni siquiera
corrigiendo el nimero de casos en funcion de la demanda se puede explicar el aumento
observado en 2006, ya que, con correccién o sin ella, 2006 siguié siendo un afio de alta
incidencia de episodios de conjuntivitis ocasionados por cepas acapsuladas. Esta
mayor incidencia de cepas acapsuladas se debi6é al predominio de un genotipo, el
ST941, que junto con el ST448 representaron mas del 75% de las cepas acapsuladas.
Entre el 1 de Noviembre 2005 y el 30 de Noviembre de 2006, 33 episodios fueron
causados por cepas ST941, 30 de los cuales fueron ocasionados por un clon o subclon

especifico dentro de este ST (ver apartado 4.4.2.1).

4.4.1.2. Distribucion por grupos de edad de las conjuntivitis causadas por cepas

acapsuladas

Se analizo la distribucion de los episodios causados por cepas acapsuladas por grupos
de edad. Durante los primeros 6 afios de vida (0 a 5 afios de edad) se acumularon el
88,7% del total de cepas acapsuladas detectadas en el global de la poblacion,
constituyendo el 31,7% del total de cepas detectadas en este grupo de edad. No hubo
ningun caso de conjuntivitis por cepas acapsuladas en pacientes con edades
comprendidas entre los 12 y los 24 afios de vida y fueron excepcionales en adultos de
maés edad. En la Figura 31 se representan los casos para los 7 primeros afios de vida y
agrupando las edades 8-24 afios y mayores de 24 afios.

En los nifios menores de 12 meses se observo un numero mucho mas elevado de cepas
capsuladas indicando una mayor susceptibilidad frente a las cepas con capsula; de
hecho, en los nifios menores de 1 afo el porcentaje de episodios causados por cepas
acapsuladas fue tan solo del 12,6%. A partir de dicha edad el porcentaje de cepas
capsuladas disminuy6 drasticamente y en nifios de dos 0 mas afios de edad, la mayoria
de los episodios de conjuntivitis neumococicas estuvieron causados por cepas
acapsuladas (Figura 31). En mayores de 64 afios, de nuevo se observd una mayor
susceptibilidad a infecciones por cepas capsuladas ya que de 15 episodios, 14 fueron

ocasionados por capsuladas y tan solo 1 por cepas acapsuladas.
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Figura 31. Episodios de conjuntivitis causados por cepas acapsuladas y capsuladas por edad
en Gipuzkoa, 1999-2013.

4.4.2. Genotipos: PFGE y MLST de las cepas acapsuladas

Se realizé el analisis genotipico mediante PFGE a todas las cepas acapsuladas
detectdndose 18 patrones diferentes (Figura 32) arbitrariamente denominados de la
“A” ala “R”, agrupando 4 de ellos al 89,1% de las cepas: patron A (N=62), B (N=17),
C (N=46) y D (N=103). El estudio mediante MLST demostré que las cepas con los
patrones A y B pertenecian a los secuencio tipos ST941 y ST942, ambos
pertenecientes al CC941; el patron C a los ST344 y ST3097, ambos pertenecientes al
CC344 vy el patron D al ST448 del CC448. En cuanto a las 28 cepas que no se
agruparon en estos 4 patrones mayoritarios, 24 de ellas eran también cepas de STs
pertenecientes al CC344 (ST344, 3097, 4149, 8900 y DLV344) pero con un PFGE
diferente al de la mayoria (Figura 32). De las cuatro cepas restantes dos pertenecieron
al ST393 y una de cada a los ST62 y ST72.

Por lo tanto, el total de las 252/256 cepas acapsuladas se agruparon en tres CC
principales: CC448, CC941 y CC344. En la Figura 33 se muestran los 8 genotipos

(STs 'y DLV) encontrados entre estas cepa.

86



Resultados

018 030 040 050 060 070 080 090 10

—
T
-

Paon-)

PavonR

PatonQ

PatonD

Paon8

Paon-A

Paronf

PaonH

PaonG

Pakon0

PatonK

Patondl

Pavond.

PaonP

Payon

Pavond

Paon€

ParonC

ST Complejo Clonal

(ntimero de cepas) (ntimero de cepas)
ST72 (1) cC72 (1)

ST62 (1) cce62 (1)
ST393 (2) €C393 (2)

ST 448 (103) CC448 (103
ST941 (9), ST942 (8)

CC941 (79)
ST941 (43), ST942 (19)

ST8900 (3). ST344 (1)
ST344 (1)

ST344(1)

ST3097 (1)

ST3097 (2)

ST3097 (1)
R CC344 (70)
DLV344 (1)

ST3097 (2)

ST344 (3)

ST4149 (7)

ST3097 (35), ST344 (11)

Figura 32. Diversidad genética encontrada entre las cepas acapsuladas. De izquierda a
derecha: dendograma segun similitud genética mediante PFGE, patrones-PFGE (A-R), ST y

CC.
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Figura 33. Distribucion de los genotipos encontrados en las cepas acapsuladas. El grafico
representa la proporcién de episodios encontrados.
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4.4.2.1. Dinamicas y caracteristicas de los tres principales complejos clonales: CC448,
CC941y CC344

Considerando los agrupamientos segin los CC obtenidos en el estudio molecular, las
cepas del CC448 fueron aumentando a lo largo del periodo de estudio (p para
tendencia < 0,001), disminuyendo el CC941 (p <0,001), manteniéndose sin cambio el
restante CC344 (p= 0,4). Como se observa en las Figuras 34, es a partir del afio 2007
cuando el CC448 sustituye en protagonismo al CC941.
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Figura 34. Numero de episodios ocasionados por cepas acapsuladas de los tres principales
complejos clonales en cada afio de estudio.

El CC448 fue el mayoritario e incluyo 103 cepas, ninguna de las cuales mostro un
patron diferente de PFGE y todas ellas pertenecian al ST448, comportandose por tanto
como un unico clon. Este clon se detectd por primera vez en el afio 2001 y aunque no
se detectd durante los afios 2002 y 2003 es a partir de 2004 cuando su deteccién se ve

incrementada, manteniéndose de forma endémica a lo largo de los afios siguientes.

En el capitulo sobre resistencia antimicrobiana se describira con mayor detalle la
resistencia antimicrobiana de los distintos complejos clonales; no obstante, este clon se

caracterizé por presentar muy baja resistencia antimicrobiana.
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A diferencia del CC448, en el que las 103 cepas que lo constituyeron tuvieron un
mismo ST y un unico patron de PFGE, dentro del CC941 se encontraron aislamientos
con dos patrones de PFGE que mostraron un 77% de similitud entre ellos. El patron A
fue el mayoritario agrupando a 62 cepas y el patrén B agrupd a 17 cepas (Figura 32).
Tras el andlisis del MLST se comprobd que tanto el ST941 como el ST942 podian
mostrar cada uno de ambos patrones de PFGE. El ST941 y el ST942 tan solo difieren
en un nucleétido del gen ddl.

Globalmente, el ST941 fue el mayoritario, detectdndose en 52 de las 79 cepas (65,8%),
y dentro de él, 43 cepas presentaron el patron PFGE Ay 9 el patron B. En la Figura 35
donde se muestra un gel de campo pulsante realizado a aislamientos del CC941 puede

observarse el patron A en las lineas 1 a9y 11, y el patrén B en las lineas 10 y 12.

8 9 10" 11 12

Figura 35. PFGE de 12 cepas CC941 de las cuales, las lineas 1 a 9 y linea 11 correspondieron
a cepas ST941 obtenidas durante el periodo epidémico (noviembre 2005-noviembre 2006) y
etiquetadas como patrén A. La cepa de la linea 10 es un ST942 y la de la linea 12, un ST941
de diferente patron y no considerada epidémica. Linea 13 marcador de peso molecular.
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Aungue el ST941 pudo detectarse ocasionalmente durante afios anteriores (Figura 36),
fue a partir de noviembre de 2005 cuando adquirié caracter epidémico, para casi
desaparecer 13 meses después. Entre el 1 de Noviembre de 2005 al 30 de Noviembre
de 2006, 33 episodios fueron causados por cepas ST941 de los cuales 30 pertenecieron
al mismo clon con patron A de PFGE. Entre los episodios causados por este clon
epidémico, 29 fueron en nifios (24 menores de 5 afios y 5 en nifios de entre 5 y 8 afios)
y uno en un adulto. A partir de esta fecha desaparecid este clon aunque se detectaron

dos ST941 uno en 2010 y otro en 2013, con el mismo patron de PFGE (patrén B) pero

diferente del patron A.
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Figura 36. Distribucion anual de los principales STs.

Analizando la procedencia de los pacientes con este clon epidémico ST941, se
encontraron dos agrupamientos en zonas geograficas concretas. No obstante al
comparar la procedencia de otros pacientes con conjuntivitis ocasionadas por cepas no
relacionadas con este clon (35 cepas ST448), se comprobo que la frecuencia de dichos

episodios en dichas regiones no difirio de las epidémicas ST941.

Hubo una pequefia diferencia en la susceptibilidad antimicrobiana entre el ST941 vy el
ST942 ya que el 100% de las cepas ST942 mostraron resistencia a penicilina oral

(CMI > 0,12 pg/ml) mientras que el 25% de las cepas del ST941 mostraron una CMI a
penicilina < 0,03 pg/ml.
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El CC344 agrup6 70 cepas y mediante PFGE se detectaron 12 patrones diferentes.
Hubo un clon mayoritario, patron C, que agrupé al 65,7% (46/70) de las cepas (Figura
32). Se realizd el MLST al total de cepas incluidas en este grupo clonal, y dentro del
patrén mayoritario (patron C) se detectaron tanto cepas del ST3097 como del ST344.
Globalmente el ST mayoritario dentro de este CC fue el ST3097 (60%; 42/70) seguido
del ST344 (24,3%; 17/70). Se detectaron 7 cepas del ST4149, 3 del 8900 y 1 cepa
DLV344 (no tiene ST asignado).

En cuanto al perfil de resistencia antimicrobiana detectada en este CC, hay que
destacar que a pesar de la diversidad genética, mostraron un perfil antimicrobiano

similar en todas ellas, con una alta prevalencia de multirresistencia (ver méas adelante).
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4.5. Estudio de la susceptibilidad antimicrobiana

Aunqgue la mayoria de las conjuntivitis agudas se tratan con antimicrobianos tdpicos,
en esta tesis hemos incluido también el estudio de la susceptibilidad frente a
antimicrobianos de uso sistémico, no solo por su eventual utilidad en el tratamiento,
sino por el valor epidemiolégico de su fenotipo antimicrobiano.

Entre los antimicrobianos de uso topico se incluyen las quinolonas (representadas por
ciprofloxacino), macrélidos (representados por eritromicina), trimetoprim,
tetraciclinas, cloranfenicol y rifampicina aunque ésta ultima actualmente ya no esta

comercializada en Espaiia.

4.5.1. Resistencia global

En la Tabla 13 se muestra la prevalencia global de neumococos resistentes a los
antimicrobianos analizados. EI SXT fue el antimicrobiano para uso sistémico frente al
cual se detecté el mayor nimero de cepas resistentes considerando una CMI >1/19

pg/mL, seguido de la penicilina oral, eritromicina, clindamicina y tetraciclina.

Tabla 13. Numero y porcentaje de neumococos con una CMI considerada que confiere
resistencia.

CMI (ug/mL) Total de episodios

(n=777)
Penicilina oral >0,12 238 (30,6%)
Penicilina >2 33 (4,2%)
Penicilina-parenteral >4 4 (0,5%)
Amoxicilina >4 21 (2,7%)
Cefotaxima >2 13 (1,7%)
Eritromicina >0,5 208 (26,8%)
Clindamicina >0,5 177  (22,8%)
Tetraciclina >2 169 (21,8%)
SXT sistémico >1/19 283 (36,4%)
Trimetoprim tépico >4 193 (24,8%)
Cloranfenicol >8 6 (0,8%)
Rifampicina >2 16 (2,1%)
Ciprofloxacino >4 12 (1,5%)
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En cuanto a la dindmica de la resistencia a lo largo del periodo de estudio, se observd

un descenso significativo (p para tendencia <0,05) de la resistencia a penicilina oral,

eritromicina, clindamicina, tetraciclinay SXT (Figura 37 y Tabla 14).
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Figura 37. Disminucion de la resistencia a lo largo de los afios del conjunto de cepas

(capsuladas y acapsuladas) a cinco antimicrobianos seleccionados.

En los periodos pre y post VNC?7, la resistencia a penicilina moderada o alta (CMI >2

pug/mL), amoxicilina, cefotaxima y ciprofloxacino, fue menor al 10% en todos los

periodos analizados (Tabla 14).
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Tabla 14. Numero y porcentaje de cepas resistentes en los periodos pre y post VNC?7.

Pre-

Post-VNC7 precoz Post-VNC7 tardio
vacunal

Tendencia lineal p

1999-2001  2002-2004 2005-2007 2008-2010  2011-2013

n=63 n=117 n=246 n=190 n=161
Penicilina oral 30 (47,6%) 52 (44,4%) 78 (31,7%) 43 (22,6%) 35 (21,7%) <0,001
Penicilina (>2pg/mL) 4 (6,3%) 6 (5,1%) 1 (0,4%) 8 (4,2%) 14 (8,7%) NS
Amoxicilina 2 (3,2%) 4 (3,4%) 0 5 (2,6%) 10 (6,2%) NS
Cefotaxima 4 (6,3%) 2 (1,7%) 0 4 (2,1%) 3 (1,9%) NS
Eritromicina 21 (33,3%) 41 (35%) 67 (27,2%) 48 (25,3%) 31 (19,3%) 0,002
Clindamicina 18 (28,6%) 39 (33,3%) 56 (22,8%) 39 (20,5%) 25 (15,5%) <0,001
Tetraciclina 21 (33,3%) 41 (35%) 53 (21,5%) 41 (21,6%) 13 (8,1%) <0,001
SXT sistémico 28 (44,4%) 58 (49,6%) 107 (43,5%) 55 (28,9%) 35 (21,7%) <0,001
Trimetoprim tépico 25 (39,7%) 53 (45,3%) 47 (19,1%) 39 (20,5%) 29 (18%) <0,001
Cloranfenicol 1 (1,6%) 3 (2,6%) 1 (0,4%) 0 1 (0,6%) NS
Rifampicina 4 (6,3%) 7 (6%) 2 (0,8%) 1 (0,5%) 2 (1,2%) 0,001
Ciprofloxacino 1 (1,6%) 1 (0,9%) 5 (2%) 4 (2,1%) 1 (0,6%) NS
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4.5.2. Susceptibilidad antimicrobiana de los serotipos vacunales

4.5.2.1. Resistencia de los serotipos incluidos en la VNC7 y VNC13

En la Tabla 15 se muestra la prevalencia de cepas resistentes encontradas en los
serotipos incluidos en ambas vacunas conjugadas, no observandose diferencias
significativas entre ellas.

Las cepas de serotipos incluidos en VNC7 y VNC13 fueron significativamente méas
resistentes a penicilina con resistencia moderada o alta, cefotaxima, eritromicina,
clindamicina y tetraciclina que el resto de neumococos (serotipos no incluidos en la
vacuna y cepas acapsuladas). Ademas los serotipos incluidos en VNC13 fueron
también estadisticamente mas resistentes a amoxicilina que el resto (Tabla 15). Sin
embargo los serotipos no cubiertos por VNC13 fueron mas resistentes a trimetoprim y
a SXT (p <0,001).

Tabla 15. Porcentaje y nimero de cepas resistentes a antibidticos en los serotipos incluidos
en la VNC7 y VNC13.

Serotipos Serotipos Resto neumococos® p°
VNC7 VNC13
(n=91) (n=220) (n=557)
Penicilina oral 27 (29,7%) 56  (25,5%) 182  (32,7%)
(F;ez’:l';'g{}f‘) 8 (8.8%) 15  (68%) 18  (32%) 0,026
Amoxicilina 4 (4,4%) 11 (5%) 10 (1,8%) 0,024
Cefotaxima 5 (5,5%) 9 (4,1%) 4 (0,7%) 0,002

Eritromicina 36 (39,6%) 84  (38,2%) 124 (22,3%) <0,001

Clindamicina 34 (37,4%) 78  (35,5%) 99 (17,8%) <0,001

Tetraciclina 31 (34,1%) 75 (34,1%) 94  (16,9%) <0,001

SXT sistémico 26 (28,6%) 60 (27,3%) 223  (40%)  <0,001

Trimetoprim tépico 18 (19,8%) 34 (15,5%) 159 (28,5%) <0,001

Cloranfenicol 1 (1,1%) 3 (1,4%) 3 (0,5%)
Rifampicina 0 4 (1,8%) 12 (2,2%)
Ciprofloxacino 1 (1,1%) 3 (1,4%) 9 (1,6%)

®Incluye los serotipos no VNC13 (n=301) y cepas acapsuladas (n=256)
®Se muestran dnicamente los valores significativos obtenidos al comparar serotipos VNC13 frente al resto de
Neumococos
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Si se analizan los serotipos individualmente, el serotipo 14 fue el serotipo con mayor
porcentaje de cepas resistentes a penicilina oral (81,8%), penicilina con resitencia
moderada o alta (27,3%), trimetoprim topico (72,7%) y SXT sistémico (81,5%) (Tabla
16).

El serotipo 19A, el méas prevalente del estudio, mostré un alto numero de cepas
multirresistentes (54,7%) y el andlisis genotipico demostré la existencia de dos clones
principales entre las cepas resistentes a penicilina. Todas las cepas con CMI >2ug/mL
(n=5) pertenecieron al ST320, y todas las cepas con CMI=1pg/mL (n=9) pertenecieron
al ST276. Entre las cepas con CMI entre 0,12 y 0,5 mg/L (n=8) s6lo se detecté una
cepa perteneciente al ST276. Estos dos clones (ST320 y ST276) ademéas de ser
resistente a penicilina mostraron resistencia a eritromicina, clindamicina, tetraciclina y
SXT. Todos los episodios causados por los ST276 y ST320 se registraron en el
periodo post-VNC7. En el caso del ST276, el primero se detectd en el afio 2004, sin
aislarse ninguno después de 2010. En cuanto a los cinco episodios causados por cepas
del ST320, tres se detectaron en 2008, uno en 2009 y otro en 2012.

Entre las cepas del serotipo 19A sensibles a penicilina se detecto un clon perteneciente
al ST193 (n=12) que presenté un patron de multirresistencia a eritromicina,

clindamicina y tetraciclina .
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Tabla 16. Numero y porcentaje de cepas resistentes en los principales serotipos vacunales (3, 6A y 19A solo incluidos en VNC13).

6B 9V 14 19F 23F 3 6A 19A
(n=18) (n=12) (n=11) (n=26) (n=21) (n=14) (n=34) (n=64)

Penicilina-oral 5 (27,8%) 3 (25%) 9 (818%) 6 (23,1%) 4 (19%) 1 (7,1%) 5 (14,7%) 22 (34,4%)

Penicilina (>2pg/mL) 3 (16,7%) 1 (8,3%) 3 (27,3%) O 1 (20%) 0O 2 59%) 5 (7,8%)

Amoxicilina 2 (111%) 1 (83%) 1 (91%) O 0 0 1 (29%) 6 (9,4%)

Cefotaxima 3 (16,7%) O 1 (91%) O 1 (48%) 0 1 (29%) 3 (47%)
Eritromicina 9 (50%) 3 (25%) 4 (36,4%) 15 (57,7%) 5 (23,8%) 1 (7,1%) 8 (23,5%) 38 (59,4%)
Clindamicina 9 (50%) 3 (25%) 2 (182%) 15 (57,7%) 5 (23,8%) 1 (7,1%) 6 (17,6%) 36 (56,3%)
Tetraciclina 8 (44,4%) 2 (16,7%) 1 (91%) 16 (61,5%) 4 (19%) 1 (7,1%) 9 (26,5%) 33 (51,6%)
SXT sistémico 4 (22,2%) 6 (50%) 9 (81,8%) 3 (115%) 4 (19%) 2 (14,3%) 7 (20,6%) 23 (35,9%)
Trimetoprim topico 3 (16,7%) 3 (25%) 8 (72,7%) 2 (7,7%) 2 (95%) 1 (7,1%) 3 (8,8%) 11 (17,2%)

Cloranfenicol 0 0 0 0 1 (48%) 0 2 (59%) O

Rifampicina 0 0 0 0 0 0 2 (5.9%) 1 (1,6%)

Ciprofloxacino 0 0 0 0 1 (48%) 0 0 2 (3,1%)
Multirresistencia 8 (44,4%) 2 (16,7%) 3 (27,3%) 15 (57,7%) 5 (23.8%) 1 (7,1%) 8 (23,5%) 35 (54,7%)
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Como se muestra en la Figura 38, el descenso de la prevalencia de los aislamientos
incluidos en las vacunas conjugadas vino acompafado del descenso significativo

detectado en la resistencia a penicilina oral, eritromicina , clindamicina y tetraciclina.
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Figura 38. Porcentaje de cepas resistentes y prevalencia de cepas con serotipos incluidos en
VNC7 y VNC13,

4.5.3. Susceptibilidad antimicrobiana del resto de neumococos

4.5.3.1. Resistencia de los neumococos capsulados de serotipos no incluidos en
VNC13

Los serotipos no incluidos en la VNC13 (n=301) fueron aumentando
significativamente a lo largo del estudio. Presentaron baja tasa de resistencia (Tabla
17), no superando el 20% de resistencia exceptuando la correspondiente al SXT

sistémico.
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Tabla 17. Numero y porcentaje de cepas no vacunales (no VNCL13) resistentes a los
antimicrobianos detectados.

Serotipos no vacunales  Serotipos vacunales p

(n=301) (n=220)
Penicilina oral 46  (15,3%) 56 (25,5%) 0,003
Penicilina (>2pg/mL) 10 (3,3%) 15 (6,8%)
Amoxicilina 7 (2,3%) 11 (5%)
Cefotaxima 1 (0,3%) 9 (4,1%)
Eritromicina 54 (17,9%) 84 (38,2%) < 0,001
Clindamicina 38  (12,6%) 78 (35,5%) < 0,001
Tetraciclina 34 (11,3%) 75 (34,1%) < 0,001
SXT sistémico 81 (26,9%) 60 (27,3%)
Trimetoprim tépico 51 (16,9%) 34 (15,5%)
Cloranfenicol 3 (1%) 3 (1,4%)
Rifampicina 9 (3%) 4 (1,8%)
Ciprofloxacino 8 (2,7%) 3 (1,4%)

®solo se muestran los valores significativos

Entre los 3 serotipos no vacunales mas prevalentes (Tabla 18), las cepas perteneciente
al serotipo 11F/D fueron las que mostraron mayor tasa de resistencia y hay que
destacar que el 69% de las cepas de este serotipo fueron resistentes a SXT> 1/19
ug/mL. El serotipo 15B, el més prevalente de todos los serotipos no vacunales, mostro
una resistencia superior al 10% a eritromicina, clindamicina, tetraciclinas, SXT y
trimetoprim, con un 8,6% de resistencia a ciprofloxacino. Por otro lado, la resistencia

entre las cepas del serotipo 23B fue practicamente anecdotica.

Tabla 18. Numero y porcentaje de cepas resistentes en los serotipos mas frecuentes no
incluidos en VNC13.

15B 11F/D 23B

(n=35) (n=29) (n=25)
Penicilina oral 2 (5,4%) 6 (20,7%) 5 (20%)
Penicilina >2pg/mL) O 5 (17,2%) O
Amoxicilina 0 4 (13,8%) O
Cefotaxima 0 1 (34%) O
Eritromicina 9 (257%) 10 (34,5%) O
Clindamicina 78 (20%) 2 (69%) O
Tetraciclina 7 (20%) 3 (10,3%) O
SXT sistémico 9 (25,7%) 20 (69%) 4 (16%)
Trimetoprim tépico 5 (13,5%) 17 (58,6%) 3 (8%)
Cloranfenicol 0 1 B4%) O
Rifampicina 1 (2,7%) 1 B4%) O
Ciprofloxacino 3 (8,6%) 1 B4%) O
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4.5.3.2. Resistencia en cepas acapsuladas

Mas de la mitad de las cepas acapsuladas fueron resistentes a penicilina oral y SXT
sistémico (CMI >1/19 pg/mL) y aproximadamente una de cada 4 cepas presento
resistencia a eritromicina, clindamicina y tetraciclina (Tabla 19).

Resistencia comparativa: capsuladas vs acapsuladas

Tabla 19. Susceptibilidad antibi6tica en las cepas capsuladas y acapsuladas.

Capsuladas Acapsuladas
(n=521) (n=256)

Penicilina oral 102 (19,6%) 136 (53,1%) p<0,001
Penicilina (>2pg/mL) 25 (4,8%) 8 (3,1%)
Amoxicilina 18 (3,5%) 3 (1,2%)
Cefotaxima 10 (1,9%) 3 (1,2%)
Eritromicina 139 (26,7%) 70 (27,3%)
Clindamicina 116 (22,3%) 61 (23,8%)
Tetraciclina 109 (20,9%) 60 (23,4%)
SXT sistémico 141 (27,1%) 142 (55,5%) p<0,001
Trimetoprim tépico 85 (16,3%) 108 (42,2%) p<0,001
Cloranfenicol 6 (1,2%) 0
Rifampicina 13 (2,5%) 3 (1,2%)
Ciprofloxacino 11 (2,1%) 1 (0,4%)

#S6lo se muestran los valores de p con valor significativo

Como se observa en la Tabla 19, las cepas acapsuladas fueron mas resistentes que las
capsuladas a penicilina oral y SXT: 53,1% vs 19,6% y 555% vs 27,1%

respectivamente (p <0,001).

Entre las cepas acapsuladas, las cepas pertenecientes al CC448 presentaron una gran
sensibilidad antimicrobiana con solo dos cepas resistentes a rifampicina (Tabla 20). El
83,5% de las cepas del CC941 fueron resistentes a penicilina oral (CMI >0,12) y el
92,4% a SXT. Solo se detectd una cepa resistente a eritromicina y clindamicina, y una
cepa resistente a ciprofloxacino (Tabla 20). Las cepas del ST942 mostraron una
prevalencia mayor de resistencia a penicilina oral que las cepas del ST941: 100% vs
75% respectivamente (p <0,05).

En el CC344 se observo que todas las cepas fueron resistentes a penicilina oral (CMI

>0,12 pg/mL) y 8 cepas mostraron resistencia de moderado o alto nivel a penicilina
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(Tabla 20). Ademas, este genotipo mostré una alta prevalencia de multirresistencia:
todas las cepas menos una mostraron resistencia a al menos 3 grupos de
antimicrobianos. El patrén de multirresistencia mas frecuentemente encontrado fue:

penicilina + eritromicina + clindamicina + tetraciclina y SXT (78,6%).

Tabla 20. Porcentaje de cepas resistentes en los tres principales complejos clonales
detectados en las cepas acapsuladas.

CC448 CC941 CC344
(n=103) (n=79) (n=70)

Penicilina oral 0% 83,5% 100%
Penicilina (>2pg/mL) 0% 0% 11,4%
Penicilina (>4pg/mL) 0% 0% 2,9%
Eritromicina 0% 2,5% 97,1%
Clindamicina 0% 1,3% 85,7%
Tetraciclina 0% 0% 85,7%
SXT sistémico 0% 92,4% 97,1%
Trimetoprim tdpico 0% 60,8% 84,3%
Cloranfenicol 0% 0% 0%

Rifampicina 1,9% 0% 0%

Ciprofloxacino 0% 1,3% 0%
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4.5. Recurrencias: reinfecciones y recaidas

Un total de 27/738 pacientes (3,7%), todos ellos con menos de 4 afios cuando tuvieron
su primera conjuntivitis neumocadcica, sufrieron al menos un episodio recurrente de
conjuntivitis: 20 nifios sufrieron una recurrencia, 5 nifios dos, 1 nifio tres y 1 nifio seis,
sumando en total 66 episodios de infeccion (27 infecciones primarias y 39 episodios
recurrentes) que se resumen en la Tabla 21.

El padecer conjuntivitis neumococica en edades muy tempranas de la vida fue un
factor predisponente a sufrir recurrencias: el 5,9% (22/370) de los nifios menores de 1
afio sufrié al menos una recurrencia frente al 1,4% (5/368) de nifios de un afio 0 méas
de edad (p<0,001). Ademas, el 5,4% (20/370) de los nifios cuyo primer episodio se
produjo antes de cumplir el afio presentaron una recurrencia antes de cumplir los 2
afios de vida.

La mayoria de las recurrencias fueron infecciones nuevas causadas por neumococos
distintos al responsable del episodio anterior (reinfecciones, n=28). En cuanto a las 11
episodios de recaidas, 10 nifios sufrieron un nuevo episodio de conjuntivitis causado
por el mismo neumococo (mismo serotipo y patron de PFGE). Uno de ellos (paciente
numero 12) sufrié dos episodios de recaida distintos. El paciente 14, pese a tener dos
episodios ocasionados por un neumococo de igual serotipo no se consider0 recaida
sino reinfeccion ya que su patron PFGE mostré6 que se trataba de una cepa de
neumococo diferente.

Todas las recaidas fueron causadas por cepas capsuladas y tan solo dos episodios de
reinfeccion fueron causados por cepas acapsuladas (pacientes 3 y 4). Los otros 4
episodios que figuran en la Tabla 21 con cepas acapsuladas (pacientes 1, 6, 7 y 8) no
son recurrencias ya que fueron el primer episodio y por tanto se consideran como
conjuntivitis primarias. Las cepas acapsuladas ocasionaron el 7,1% (2/28) de los
episodios de reinfeccion, en tanto que en el resto de conjuntivitis, las acapsuladas
representaron el 33,9% (254 /749), p= 0,02.

De los 27 pacientes con recurrencias, 7 sufrieron mas de dos episodios de
conjuntivitis: 3 de ellos por obstruccién de la via lagrimal mientras que en los otros 4

no se observé ningun factor predisponente.
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Tabla 21. Pacientes con recurrencias (sombreados en gris lo pacientes con recaida).

Paciente | Sexo | Edad en afios FECHA Serogrupo/ Serotipo | PFGE

Al_1 M 1 05/12/2001 Acapsulada -
22/04/2002 36 -
11/12/2003 23F -
Al 2 M 1 28/10/2003 35F -
19/01/2004 36 -
EC_3 M <1 23/12/2003 6B -
09/10/2006 Acapsulada -

AA 4 H <1 08/01/2004 11F/D
11/02/2004 Acapsulada -
10/03/2004 24B -
20/08/2004 11F/D A
EA 5 H <1 20/03/2004 6A B
14/05/2004 6A B
UM_6 1 01/06/2004 Acapsulada -
H 09/09/2004 7B/C -
NG _7 M 3 07/02/2005 Acapsulada -
26/11/2008 19F -
1J 8 M <1 24/05/2005 Acapsulada -
25/04/2009 9N -
RD_9 H <1 27/11/2005 35F -
07/03/2006 23F -
NA_10 M <1 07/06/2005 16A C
05/09/2005 16A C
03/01/2006 9V -
FA 11 M <1 16/05/2006 TF -
16/01/2007 40 -
AB_12 H <1 04/11/2005 19A D
22/11/2005 19A D
30/06/2006 9V -
13/12/2006 15A E
10/01/2007 15A E
23/02/2007 8 -
03/04/2007 35B -
TB_13 M <1 14/08/2007 6B -
06/10/2007 18C -
VB_14 H <1 28/09/2007 19A F
11/11/2007 19A G
AA 15 H <1 10/09/2007 23A H
28/09/2007 23A H
DH_16 M <1 14/12/2007 8 |
07/04/2008 8 |
El_17 H 1 15/01/2007 11F/D J
01/08/2007 11F/D J
28/11/2008 6C -
HT_18 H <1 16/12/2008 16F -
27/02/2009 21 -
NA_19 M <1 01/04/2009 3 -
18/03/2010 15B -
EA 20 M <1 25/11/2010 11F/D -
13/04/2011 21 -
MC_21 M <1 05/04/2011 22F K
24/05/2011 22F K
10/06/2011 10A -
OP_22 M <1 30/05/2011 6A L
21/06/2011 6A L

UL_23 H <1 17/03/2011 24B
03/05/2011 16F -
IM_24 M <1 20/07/2011 11F/D -
24/01/2012 15F/A -
1J 25 H <1 13/11/2012 11F/D M
04/12/2012 11F/D M
XA _26 H <1 10/04/2013 19A -
13/06/2013 6A -
14/08/2013 6B -
AF_27 H <1 13/08/2013 33 -
20/11/2013 23B -
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4.6. Conjuntivitis neumococicas mixtas. Coinfecciones

De los 777 episodios de conjuntivitis neumocdécicas estudiados, en 256 (32,9%)
episodios se aisl6 neumococo junto con otro patdégeno. Hubo 7 pacientes con dos o

mas episodios de coinfeccion o conjuntivitis neumocécica mixta.

El microorganismo mas frecuentemente encontrado en las coinfecciones fue
H. influenzae (n= 216; 27,8%), seguido de S. aureus (n= 22; 2,8%), M. catarrhalis
(n=16; 2,1%) y S. pyogenes (n=2; 0,3%) (Figura 39).

2,1% 0,3%
~

2,8%
W S. pneumoniae

m S. pneumoniae + H. influenzae
0, .
27,8% S. pneumoniae + S. aureus

m S. pneumoniae + M. catarrhalis

67,1% S. pneumonie + S. pyogenes

Figura 39. Porcentaje de conjuntivitis por neumococo como unico patdgeno y coinfecciones
con otras especies bacterianas.

Consideradas todas las coinfecciones en su conjunto, la mayoria de ellas se dieron en
nifos menores de dos anos: por episodios el 85,5% (219/256), o por pacientes
(considerando el primer episodio) el 84,4% (200/237).

El 40,6% (219/540) de los episodios de conjuntivitis registrados en este grupo de edad,

<2 anos, fueron coinfecciones (Tabla 22 y Figura 40).
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Tabla 22. Coinfecciones y conjuntivitis neumocdcicas simples en nifos < de 2 afios y >2
afios.

Edad Episodios Pacientes®
Infecciones Infecciones Total Infecciones Infecciones Total
mixtas simples episodios mixtas simples pacientes
<2 afios 219 321 540 200 310 510
> 2 afios 37 200 237 37 191 228
Total 256 521 777 237 501 738

Primer episodio

250

200

150 -+

100 +—
40,5% 40,7% 235% 9,1% 152% 118% 0% 0% 222% 10,7%

50 -

51 N I e |

<lafio lafio 2afios 3afios 4afos 5afios 6 afios 7 afios 8-24 >24
afios  afios

Episodios mixtos  m Episodios simples

Figura 40. Numero de coinfecciones y conjuntivitis simples en enfermos segun su edad y
porcentaje de coinfecciones en cada edad.

Como ocurrio con el resto de conjuntivitis, las coinfecciones se dieron
mayoritariamente en los meses frios, siendo esta relacion mas marcada en las
coinfecciones que en las conjuntivitis simples. Entre primeros de noviembre y finales
de marzo se produjeron el 60,2% de las infecciones mixtas (154/256) frente al 51,8%
(270/521) de las simples (p= 0,028) (Figura 41).
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Figura 41. Namero de episodios de conjuntivitis simples y coinfecciones detectada cada mes.

La presencia de cepas acapsuladas entre las coinfecciones fue muy escasa, como puede
observarse en la Figura 42. Proporcionalmente, las cepas acapsuladas ocasionaron mas
episodios de conjuntivitis simples (223/521, 42,8%) que conjuntivitis mixtas (33/256,
12,9%), p <0,001.

450
400
350 -
300 -

250 - m Mixtas acapsuladas

200 - m Simples acapsuladas

150 +— m Mixtas capsuladas

100 +— Simples capsuladas
50 +

Figura 42. Distribucion por edad de los episodios ocasionados por cepas acapsuladas y su
relacion con el tipo de conjuntivitis: simple o mixta (coinfeccion).
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Tras analizar los episodios causados Unicamente por cepas capsuladas para ver si las
cepas mas virulentas tendrian méas posibilidades de encontrarse solas (conjuntivitis
simples) que las menos virulentas que se “aprovecharian” de la contribucion de otros
patdgenos (coinfecciones), observamos que los serotipos 1, 3, 6B, 14 y 19A (los mas
prevalentes en nuentro medio en formas invasivas durante época reciente), no se
asociaron estadisticamente a las infecciones simples (Figura 43), aunque la mayoria
(>70%) de los episodios con participacion de los serotipos 1 6 3 fueron conjuntivitis
simples. De igual modo ampliando el andlisis a otros serotipos frecuentemente
asociados a formas invasivas como el 7F, 19F 6 23F, tampoco se observé que su

frecuencia fuese mayor en las infecciones simples (Figura 43).

40

35

30

25

20 m [nfecciones simples

m Coinfecciones

15

10

1 3 6B 14 19A T7F 19F 23F

Figura 43. Numero de episodios de infeccion simple o coinfeccion causados por serotipos
virulentos.
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4.6.1. Infecciones mixtas (coinfecciones) con H. influenzae

H. influenza fue el microorganismo mas frecuentemente encontrado entre las
infecciones mixtas (216/256, 84,4%) y teniendo en cuenta que se trata de un de los
principales patdgenos causantes conjuntivitis, se analizaron los episodios causados por
este microorganismo en mayor detalle.

A lo largo de estudio la prevalencia de coinfecciones con H. influenzae no sufrio
variaciones (p para tendencia =0,3). Al ser tan mayoritario, los resultados para la
asociacion S. pneumoniae y H. influenzae fue practicamente la misma que la referida
anteriormente para la totalidad de las coinfecciones. Los resultados concretos de esta
asociacion solo refuerzan los obtenidos anteriormente para el conjunto de las
infecciones mixtas. El 62,5% de los episodios se dieron entre noviembre y marzo y en
tan solo 21 (9,7%) ocasiones, el neumococo acompafante fue una cepa acapsulada. En
los dos primeros afios de vida, se produjeron el 90,3% (n=195) de las coinfecciones
con S. pneumoniae y H. influenzae. Los serotipos méas prevalentes en esta asociacion

coincidieron con los del resto de episodios (Figura 44).

40

35 -

30 -

25 -

m [nfeccion simple
20 -

m Coinfeccion con
15 - H.influenzae

10 -

19A 15B 6A 11F/D 19F 23B 23F 6B

Figura 44. Comparacion de los serotipos mas prevalentes que ocasionaron coinfecciones con
H. influenzae, e infecciones simples.
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Infecciones oftdlmicas neumocdcicas distintas a conjuntivitis

En el presente trabajo también se analizO qué otras infecciones oftalmicas
neumocdcicas aparte de la conjuntivitis se dieron durante el periodo de estudio. La
frecuencia de las mismas fue mucho menor detectandose durante principios de 1999 a
finales de 2013: 10 endoftalmitis, 8 queratitis y 4 dacriocistitis neumocécicas. Un

breve analisis de estos procesos se expone a continuacion.

4.7. Endoftalmitis
Dentro de las infecciones oftalmicas la endoftalmitis es la que presenta mayor

gravedad por afectar a las estructuras internas del ojo. En 7 casos la endoftalmitis
sobrevino a una intervencion oftalmoldgica reciente (menos de 7 dias y en 4 ocasiones
tras intervencion de cataratas) y en tres casos no figuré antecedente quirurgico en su
historial. Todos los pacientes menos uno tuvieron 70 afios o0 mas, 5 fueron hombresy 5
mujeres. Todos ellos estuvieron causados por cepas capsuladas y tan solo se observo
una infeccion mixta o coinfeccion. Mayoritariamente (7/10) estuvieron implicadas

cepas incluidas en la VNC13.

Tabla 23. Caracteristicas de los casos de endoftalmitis detectados.

Caso Fecha Sexo Edad Coinfeccion Cirugia previa  Serotipo Resistencia
(tipo)

1 07/02/1999 Hombre 81 No No 3 -

2 09/06/1999  Mujer 78 No No 23F Eri, Rif

3 08/05/2000 Mujer 89 No No 6B Pen SXT, Clor

4  17/11/2000 Hombre 80 Candida parapsilosis Si oV Pen
(cirugia cataratas)

5  14/03/2003 Hombre 72 No Si 19A Eri
(cirugia corneal)

6  08/052003 Hombre 71 No Si 9V Pen, SXT
(cirugia cataratas)

7 23/03/2006  Mujer 91 No Si 23F -
(cirugia cataratas)

8  14/12/2007  Mujer 73 No Si 29 Pen
(cirugia cataratas)

9  15/01/2008 Mujer 70 No Si 11A Eri, SXT
(‘cirugia corneal)

10 30/01/2012 Hombre 53 No Si 11F/D Rif

(cirugia corneal)

Eri (eritromicina), Rif (rifampicina), Pen (penicilina), Clor (cloranfenicol)
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Todas las cepas fueron sensibles a cefotaxima, ciprofloxacino y vancomicina. Hubo
una cepa resistente a cloranfenicol, dos cepas resistentes a rifampicina y tres cepas a
SXT. En la Tabla 23 se observa la informacion basica relevante a la presente tesis de
cada uno de ellos. De los diez pacientes con endoftalmitis, 5 sufrieron pérdida del ojo

afectado (enucleacion) y uno sufrié pérdida de vision.

4.8. Queratitis y dacriocistitis

La queratitis es una infeccién potencialmente grave y fue detectada en 8 ocasiones.
Tan solo en una ocasion hubo una coinfeccion (Tabla 24) y fue ocasionada por un
virus Herpes Simplex. En dicha ocasion se detectd la Unica cepa acapsulada en este
tipo de infecciones, lo que sugiere que la cornea es mucho mas resistente a la invasion
que la conjuntiva.

Los casos de infeccion simple lo fueron por cepas capsuladas, 3 casos con ulceras
corneales y 4 abscesos. La evolucion de los abscesos corneales fue mejor que el de las
Ulceras. Los 4 casos de abscesos evolucionaron sin secuelas tras el tratamiento, en
tanto que dos casos entre las 4 Ulcera presentaron complicaciones (uno con leucoma
corneal y entropidn y otro con queratitis punteada residual).

Las cepas que ocasionaron abscesos corneales fueron muy sensibles a los
antimicrobianos, tan solo una cepa mostr0 resistencia a SXT. El resto de cepas

también fueron bastantes sensibles (Tabla 24).

La dacriocistitis neumocaocica frecuentemente se asocia con ulcera corneal aunque
entre los casos observados en esta serie no se encontré esta asociacion. De las 4
dacriocistitis 3 se dieron en nifios recién nacidos y evolucionaron bien. La del adulto

evoluciond hacia la cronificacion.
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Tabla 24. Queratitis y dacriocistitis detectadas durante 1999 y 2013.

Fecha Sexo Edad Coinfeccion Serotipo Resistencia
(afios)
Abscesocorneal 1 26/12/2001 Hombre 62 NO oN -
Absceso corneal 2 29/04/2003 Hombre 58 No 11E/D %
Absceso corneal 3 28/12/2004 Muijer 78 No 3 -
Absceso corneal 4 17/04/2005 Hombre 81 No 538 -
Ulceracorneal 1 (08/07/2011 Hombre 34 No 5B Ber
Ulceracorneal2  (01/08/2011 Hombre 58 No 50 -
Ulceracorneal 3 27/03/2013 Hombre 87 No 19A -
Ulceracorneal 4 10/12/2013  Hombre 69 Herpes simplex ~ Acapsulada  Pen, Eri, Tet,
1 SXT
Dacriocistitis 1 03/01/2005  Mujer 39 No 51 S
Dacriocistitis 2 24/05/2005 Hombre <1 No 16E -
Dacriocistitis 3~ 08/08/2007  Mujer <1 H. influenzae  Acapsulada -
Dacriocistitis 4 ~ 16/10/2009  Mujer <1 H. influenzae 19A Eri

Pen (penicilina), Eri (eritromicina), Tet (tetracilina), Rif (rifampicina)
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5. DISCUSION
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Discusién

Las consultas médicas en atencion primaria relacionadas con el ojo representan del 2%
al 6% del total de las consultas que se realizan con una tasa de 57-70 consultas /1000
personas segun los diferentes estudios realizados en Inglaterra, Europa del Este y
Oriente medio.® 192 En Espafia, las oftalmicas, se encuentran entre las 50 consultas
més frecuentes.'®®

Dentro de las consultas relacionadas con el ojo, una de las mas frecuentes es la

conjuntivitis infecciosa, siendo ésta especialmente prevalente en la edad pediatrica.? **

Caracteristicas generales de la muestra

La presente serie de exudados conjuntivales parti6 de un total de 8.929 muestras
recibidas entre 1999 y 2013, y fue desde 2006 cuando el nimero de muestras que se
recibieron en el laboratorio se estabilizd, recibiéndose del orden de 700 exudados cada
afio. Para esta tesis doctoral se seleccion0 una muestra de 777 episodios de
conjuntivitis neumocaocicas, muestra que fue representativa entre las solicitadas afio a
afio y constituyo el 68% de la muestra total recibida.

La mayoria de los episodios fueron conjuntivitis agudas que aparentemente se

resolvieron sin mayores complicaciones.

Como cabia esperar al ser la conjuntivitis bacteriana una infeccion que afecta sobre
todo a los nifios, la mayoria de las muestras recibidas, el 74%, fueron de pacientes en
edad pediatrica. También predominaron los nifios entre los 777 episodios de
conjuntivitis neumocdcica aqui incluidos. Los episodios se observaron sobre todo en
los menores de 12 meses de edad siendo muy infrecuentes en poblacion adulta. En
adultos las conjuntivitis son producidas mayoritariamente por virus, sin embargo las
bacterianas son més frecuentes que las viricas en la edad pediétrica.’® Neumococo es
uno de los patdgenos principales causantes de conjuntivitis en nifios y en adultos?® y
en la presente serie la conjuntivitis neumocaocica fue la segunda causa de conjuntivitis
bacteriana tras la causada por H. influenzae. La presencia de S. aureus referida en
algunas otras series como causa mas frecuente que la neumocécica™® %’ debe ser
tomada con precaucion habida cuenta de la frecuente presencia de este

microorganismo en la conjuntiva de sujetos sin conjuntivitis.®
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La mayor frecuencia observada de la conjuntivitis neumocécica en nifios es
congruente con lo que sucede con el conjunto de la enfermedad neumocdcica, sea

enfermedad invasiva o no invasiva como la otitis media.’

Estacionalidad

Al igual de lo que sucede con la enfermedad neumocécica invasiva,'®**° los episodios
de conjuntivitis en esta serie mostraron estacionalidad, concentrdndose la mayoria de
los episodios en otofio e invierno. Entre noviembre y febrero se observaron el 36,6%
de los episodios frente a 17,9% entre julio y octubre.

El aumento de la tasa de la enfermedad neumocdécica en los meses frios se podria
achacar entre otros factores, a un aumento en la transmision del neumococo ' **? y
por otro lado a la mayor susceptibilidad del hospedador. La mayor susceptibilidad a la
infeccion en hipotermia es bien conocida no solo por la disregulacion de la respuesta

113 114

inflamatoria, sino también debido a la circulacion de los virus respiratorios, como

el VRS, Influenza,... que favorecerian la colonizacion e infeccion por neumococo. En

| 1 sobre enfermedad neumococica, se analiza

el trabajo realizado por Weinberger et a
el peso de estos factores y concluyen que en el caso de la neumonia invasiva su
estacionalidad se debe a una mayor susceptibilidad del sujeto favorecida por los virus
respiratorios que circulan en invierno, mientras que la estacionalidad de otras
enfermedades neumocaocicas lo es por el aumento de la transmisibilidad nasofaringea
del neumococo. Utilizando modelos matematicos y de inferencia estadistica,

Numminen et al, '

observan que la transmisibilidad de neumococo, al igual que
sucede con el virus influenza es significativamente mayor en los meses frios y secos.
En el caso de las conjuntivitis, Normann postula que en los nifios el estrechamiento del
conducto lagrimal que produce la rinitis se traduce en un peor drenaje de las lagrimas
del saco conjuntival, lo que favoreceria el desarrollo de conjuntivitis y explicaria que
las conjuntivitis estuvieran muchas veces acompafiadas de rinitis.'*” Por tanto, en
épocas frias que es cuando mas circulan los virus respiratorios provocando entre otros
sintomas rinitis, el huésped estaria mas susceptible a padecer una conjuntivitis.

En nuestra serie fue durante la estacion de verano cuando se registrd el menor nimero
de episodios. En verano no hay escolarizacion y hay mas actividades al aire libre que

en recintos cerrados, por lo que habra menor riesgo de contagio. Por otra parte, es el
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frio el que favoreceria la menor defensa inmunitaria y en el verano hay menos
circulacién de virus respiratorios, factores que como se ha comentado anteriormente,

estan asociados a la colonizacion.

Serotipos encontrados

Si bien en la literatura hay numerosos estudios sobre los serotipos implicados en la
enfermedad neumocadcica invasiva y en algunas enfermedades no invasivas como la
otitis, hay pocos datos referentes a los serotipos implicados en las conjuntivitis no
relacionadas con brotes. El presente estudio incluyé un total 777 episodios de
conjuntivitis con la caracterizacion de todas las cepas, de las cuales 521 (67,1%)
fueron cepas capsuladas, y por tanto serotificables. El resto de los episodios, un total
de 256 (32,9%), fueron causados por cepas no capsuladas. La discusion sobre la

frecuencia y tipo de cepas acapsuladas se hara mas adelante.

Se detecto una amplia variedad de serotipos, hasta un total de 49, de los cuales seis
agruparon casi un tercio del total de los episodios. El serotipo que causé el mayor
numero de conjuntivitis en el periodo estudiado fue el 19A (8,2%), seguido del 15B
(4,5 %), 6A (4,4%), 11F/D (3,7%), 19F (3,3%) y 23B (3,2%). Dividiendo el periodo
de estudio en dos periodos pre-VNC7 (1999-2001) y post-VNC7 (2002-2013), se
observo que el serotipo mayoritario en el periodo pre-vacunal fue el 19F, con el 15,9%
de las cepas aisladas en esa época mientras que en el periodo postvacunal el 19A fue el
mas frecuente, representando el 8,5% de las cepas. Ademas en el periodo post-vacunal
hubo una mayor variabilidad de serotipos presentes.

Entre los escasos estudios existentes sobre conjuntivitis neumococica donde se indique
el serotipo o serogrupo de las cepas, tan solo hay uno realizado en Espafa. El estudio
espafiol fue realizado por Berron et al*'® sobre un total de 1.068 cepas de neumococo
causantes de conjuntivitis recibidas en el Centro Nacional de Microbiologia entre los
afios 1997 y 2002. El serogrupo encontrado en mayor proporcion fue el 19, que fue
detectado en el 14,1% de las cepas. En dicho estudio no se especificd la aportacion de
los distintos serotipos que engloba el serogrupo 19, pero el porcentaje obtenido (pese a

la irregular procedencia de las cepas) fue muy similar al del presente estudio donde el
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serogrupo 19 fue también el més numeroso agrupando al 11,6% de total de los

episodios.

La circulaciéon de los distintos serotipos puede verse influenciada por multitud de
variables: afios durante los que se realizd el estudio, localizacion geografica,
utilizacion de las vacunas, etc. La presente tesis doctoral se realizd con la experiencia
de 15 afios (1999-2013), incluyendo 3 afios en los que aun no se habian introducido las
vacunas conjugadas y unos 12 afios durante los cuales una alta proporcién de nifios se
encontraban vacunados, bien con la VNC7 o bien con la 10-valente o0 VNC13, las
cuales empezaron a utilizarse alrededor de 2010. La 10-valente, introducida a mitad de
2009 fue escasamente utilizada. Por tanto, a la hora de comparar la prevalencia entre
los distintos estudios es conveniente tener en cuenta este factor. El trabajo de Berron et
al''® se realiz6 en época mayoritariamente pre-vacunal (periodos 1997-2002), en tanto
que este estudio se realizoO mayoritariamente en época post-vacunal. No obstante si se
comparan los serogrupos encontrados Unicamente en los periodos pre-vacunales los
serogrupos mas prevalentes fueron también similares. Hubiera sido muy interesante
conocer si el 19F también fue el serotipo més frecuente de las cepas del estudio de
Berron et al.'*®

En cuanto al resto de estudios sobre neumococos causante de conjuntivitis esporadicas,
se observaron coincidencias con un estudio realizado en Israel en poblacion no
vacunada donde el serotipo 19F fue también el méas prevalente causando el 14% de los
episodios,**? frente al 15,9% de la presente serie para un periodo similar pre-vacunal.
En un nuevo estudio realizado también en Israel, incorporando un par de afios mas
(2000-2004) pero aun sin que la VNC7 se hubiese utilizado en esa region, se observo
como el 19F seguia siendo muy prevalente y tan solo superado por el 6A y el 23F
(8,3% 19F, 9,2% 6A y 23F). El Unico trabajo que analizo los episodios en un periodo
posterior a la VNC7 fue el de McElligott et al'®® en Irlanda en donde entre 84
episodios el mas prevalente fue el serotipo 11A, aunque el 19A (el mas prevalente en
nuestra region en este periodo post-vacunal) estuvo entre los 3 serotipos mas

prevalentes.
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Para causar enfermedad neumocdcica es necesaria la colonizacion previa, tanto en la
enfermedad invasiva como en la no invasiva, por ejemplo, la otitis o sinusitis.*® En el
caso de las conjuntivitis esporadicas, parece razonable pensar que los neumococos que
colonizan con mayor frecuencia al individuo serian los que causasen los episodios de
conjuntivitis. Una caracteristica peculiar de la conjuntivitis a diferencia de otros tipos
de infecciones neumocdcicas es que puede aparecer en forma de brotes. Como se
discutira mas adelante los brotes se han asociado més a neumococos sin capsula. Si
analizamos los serotipos causantes de conjuntivitis obtenidos en nifios con los
registrados en un estudio de portacion que se realizd en una guarderia en nuestra
misma ciudad entre 2004 y 2005, observamos que tanto el serotipo 19A como el 15B
fueron serotipos frecuentemente detectados (serotipo 19A en primer lugar y 15B el
tercero en frecuencia).” Sin embargo, pese a que en nuestro estudio el 32,9% de los
episodios de las conjuntivitis fueron causados por cepas acapsuladas, la prevalencia en

el estudio de portacion de cepas en las que no se detectd capsula fue del 6%.

Una prevalencia de serotipos similar a la encontrada en las conjuntivitis se observé en
un trabajo realizado sobre neumococos causantes de otitis en Gipuzkoa.” La similitud
se mantuvo al desglosar los resultados por periodos pre y post-VNC7 con los serotipos
19F y 19A como maés prevalentes, respectivamente. Sin embargo el serotipo 3, el
segundo en prevalencia en las otitis, apenas causé unos pocos episodios de
conjuntivitis (1,8%). El serotipo 19A también fue el méas prevalente en la enfermedad
neumocacica invasiva en nifios menores de 5 afios en Gipuzkoa entre 1999 y 2007
aunque el serotipo 1, que fue el segundo en frecuencia en la enfermedad neumocdcica
invasiva, fue encontrado muy excepcionalmente en conjuntivitis y en las infecciones

oculares en su conjunto.**

Serotipos vacunales y no vacunales

Una de las estrategias para prevenir la enfermedad neumococica fue el desarrollo de
vacunas que ademas de proteger frente a la enfermedad neumocdcica invasiva
disminuyeran la colonizacion nasofaringea. Las que han mostrado esta capacidad son
las vacunas conjugadas 7, 10 y 13 valentes. Por su mayor tasa de colonizacién, los

nifios son el principal reservorio y los mayores transmisores de la infeccion. Por tanto
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la vacunacion infantil previene la enfermedad neumocaocica por los serotipos incluidos
en ellas, no so6lo en los nifios, sino también en adultos, al ejercer una proteccion de
rebafio.*

La VNC?7 fue introducida en el Pais Vasco a finales del 2001 y la VNC10 y VNC13
alrededor de 2010. Aunque hasta muy recientemente la VNC13 no estaba
subvencionada por la Sanidad Publica (finales de 2015), por venta privada la cobertura
estimada de la VNC7 pronto alcanz6 el 50% de la poblacién infantil, estimandose que
para el aflo 2013 la cobertura alcanzada estuvo alrededor del 70%.

Al igual que en muchos otros lugares, la vacunacion con las vacunas conjugadas ha
provocado una disminucion de enfermedad y de la colonizacion por los serotipos
incluidos en dichas vacunas y por tanto ha repercutido en una disminucion de la
incidencia de la enfermedad neumocécica invasiva y no invasiva.****** Sin embargo,
un efecto asociado es el aumento proporcional de episodios causados por serotipos no
incluidos en dichas vacunas debido al hueco que dejarfan en el nicho ecolégico.'?>*?°
Existen muy pocos trabajos que estudien el impacto de la vacunacién neumocdcica en
los serotipos causantes de conjuntivitis o incluso la cobertura tedrica que dichas
vacunas podrian ofrecer a pesar de estar dirigidas frente a la enfermedad invasiva. En
el presente estudio, incluso en la época prevacunal, los episodios causados por
neumococos de serotipos incluidos en VNC7 tan solo constituyeron un tercio de los
mismos (22 episodios versus 21 por no vacunales y 20 por cepas acapsuladas). En
Israel se observaron cifras muy similares para dicho periodo prevacunal (34% fueron
serotipos VNC7).?" Sin embargo, tras el uso durante de al menos 7 afios de la VNC7
en Gipuzkoa, observamos que menos del 4% (periodo 2008-2010) de las conjuntivitis

fueron ocasionados por cepas vacunales (serotipos incluidos en la VNC?7).

La comercializacion de la VNC13 permitié que su uso pudiese proteger a un mayor
numero de nifios con conjuntivitis, pese a que esta proteccion teorica tan solo abarcase
a aproximadamente 17% del total de las cepas. En este Gltimo periodo (2011-2013),
junto al 17% de los episodios ocasionados por cepas con serotipos incluidos en la
VNC13, encontramos un 55% de cepas de otros serotipos y un 28% de cepas

acapsuladas.
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Pese a su escasa cobertura, en conjunto los serotipos incluidos en las vacunas
causantes de conjuntivitis disminuyeron significativamente a lo largo del estudio al
igual de lo ocurrido con la enfermedad neumocaocica invasiva y no invasiva también en

Gipuzkoa y otras regiones.*® 141126

El serotipo 19A, incluido solo en la VNC13, fue el mas prevalente del presente
trabajo. Cabe destacar cierta variabilidad en la circulacion de dicho serotipo observada
en los diferentes periodos de tiempo. En nimeros absolutos observamos un incremento
en los primeros afios: de 7 casos en el trienio 2002-2004 a 24 y 21 casos durante 2005-
2007 y 2008-2010 respectivamente, para descender de nuevo tras la introduccién de la
VNC13: 9 casos durante 2011-2013. Sin embargo estas diferencias no fueron
significativas cuando se relacionaron con el total de episodios ocurridos en cada
periodo. El serotipo 19A es uno de los serotipos que ha adquirido mayor protagonismo
en los ultimos afios. Diversos estudios achacan el aumento de episodios causados por
este serotipo al reemplazo ocasionado por la introduccién de la VNC7'% *2°. Sin
embargo, al igual que nosotros,** otros ya observaron un aumento significativo en
numero de casos debidos al serotipo 19A antes de la introduccion de la VNC?7,
aumento que tambien se observé en paises en donde no se habia introducido la

vacuna. 131132

En conjunto, las cepas capsuladas de serotipos no vacunales (no VNC13), ademas de
aumentar proporcionalmente en los episodios de conjuntivitis de los ultimos afios
también sufrieron un incremento en valores absolutos. Los episodios ocasionados por
cepas no vacunales constituyeron 32% durante 2005- 2007; 45% durante 2008-2010 y
55% durante 2011-2013. En numero el aumento fue menos manifiesto, con 79, 85y 89
episodios para los tres anteriores periodos.

Los 3 serotipos no vacunales méas prevalentes fueron: 15B (n=35), 11F/D (n=29) y
23B (n=25). Tanto los episodios ocasionados por cepas del serotipo 11F/D como 23B
aumentaron significativamente a lo largo de los cinco trienios del estudio. La
disminucion de los episodios ocasionados por cepas del serotipo 15B en el ultimo
trienio (17 episodios durante 2008-2010 y 6 episodios durante 2011-2013), hizo que el

descenso a lo largo de los 15 afios no fuese estadisticamente significativo (p para
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tendencia =0,06). En cuanto a otros estudios sobre conjuntivitis, en el trabajo de

Shouval et al**’

el 15B/C también se tratd de uno de los serotipos mas prevalentes
entre los no vacunales. El aumento del serotipo 23B tras la introduccion de las vacunas
conjugadas también se observo en un estudio realizado en Alemania en enfermedad
neumocdcica invasiva, asi como en un estudio de portacion realizado en el Reino
Unido.****** En el trabajo realizado en Gipuzkoa sobre cepas de neumococo causantes
de otitis, al igual que en esta serie, tanto el serogrupo 11 como el 15 fueron los dos
serogrupos mas prevalentes dentro de los serotipos no vacunales, sin embargo, el

serotipo 23B apenas caus6 unos pocos episodios de otitis.*

Neumococos acapsulados

En la presente serie, todas aquellas cepas de neumococo, un total de 256, que no
pudieron tipificarse, resultaron ser cepas acapsuladas ya que ninguna de ellas
amplifico para el gen capsular cpsA. Ademas la identificacion de especie de todas ellas
se confirmd molecularmente al ser positivas para los genes de la autolisina y
neumolisina. A menudo en la literatura las cepas de neumococo acapsuladas se
denominan neumococos “no-tipificables” ya que al carecer de capsula polisacarida no
reaccionan con los antisueros en la reaccion de Quellung. Sin embargo este término es
confuso porque también incluye a aquellos neumococos que pese a poseer capsula no
se llega a su serotipo (fallo del método, no disponer de toda la bateria de antisueros...).
Ademas de “no-tipificables™ las cepas acapsuladas también son denominadas en la
literatura “neumococos atipicos” o “S. pneumoniae-like” aunque estas dos ultimas
denominaciones son incorrectas ya que también se utilizan para hacer referencia a
algunos estreptococos no neumococicos o a aquellas cepas de neumococo con alguna
discordancia en alguna de las pruebas de identificacion fenotipica como la optoquina o

la solubilidad en bilis. ****%

Los episodios de conjuntivitis causados por cepas acapsuladas en la presente serie
representaron el 32,9% del total, porcentaje superior al de la mayoria de estudios cuyo

porcentaje oscild entre el 12% y 23,2%.% 18120 127 o inferior al de un estudio

138
1

norteamericano publicado en 2011 sobre cepas causantes de conjuntivitis esporadica

en donde la préctica totalidad de episodios (91,7%) fueron causados por neumococos
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acapsulados. Este estudio americano es el Unico existente hasta la fecha en donde el
numero global de episodios causados por cepas acapsuladas superé al conjunto de
cepas capsuladas.

Fue en un trabajo publicado en el afio 1977 donde por primera vez se constaté que las
cepas presuntamente carentes de capsula (no reaccion de Quellung) se aislan en mayor
proporcién en muestras conjuntivales que en otras localizaciones.®* Esta asociacion
positiva entre cepas acapsuladas y conjuntivitis también fue referida por Shouval et
al**’. En nuestro medio esta elevada asociacion con cepas acapsuladas no se observé
en otras infecciones neumocdcicas como sepsis, neumonias, exacerbacion de EPOC u

otitis medias.® %° 1%

AUn no esté claro el porque de la preferencia de las cepas acapsuladas por el epitelio
conjuntival. Uno de los motivos podria ser por la mayor actividad neuraminidasa
(degradacion de la mucina) de las cepas acapsuladas.’® La capa de mucina de la
superficie de la conjuntiva protege al ojo de las infecciones, desecacion o erosion y
actia evitando la adherencia del neumococo.'”® En un modelo animal realizado en
conejos observaron que las cepas acapsuladas poseen una mayor actividad
neuraminidasa que las capsuladas; esta actividad neuraminidasa aportaria una ventaja
en la fase inicial de adhesion de neumococo y ademas le proporcionaria la capacidad
de utilizar la mucina como fuente de carbono para favorecer su desarrollo lo cual le
darfa mas posibilidades de invadir la conjuntiva y por tanto causar infeccion.*® Por
otro lado y afiadido a lo anterior también se ha sugerido que determinados cepas
acapsuladas tipicamente relacionados con conjuntivitis, poseen una serie de genes que
codifican para estructuras de superficie (adhesinas) que en parte podrian explicar el

tropismo ocular. *°

En la presente serie la prevalencia de los episodios causado por cepas acapsuladas no
vario a lo largo del tiempo y la introduccion de las vacunas conjugadas tampoco afectd
a dicha prevalencia. Las vacunas conjugadas no ofrecen proteccion frente a las cepas
acapsuladas y por tanto era esperable que su prevalencia no se viera influenciada
directamente. Se podria pensar en un posible aumento debido a la competicién de los

distintos neumococos en el nicho ecolégico como ocurre con los serotipos no
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vacunales, pero en la literatura no existen estudios que alerten del aumento de
enfermedad neumocdcica por cepas acapsuladas tras la inmunizacion de los nifios con
las vacunas conjugadas. La mayoria de los estudios de portacion observan un recambio
de los serotipos capsulares por otros serotipos también capsulados no incluidos en la
vacuna, sin detectar un aumento de cepas acapsuladas.'**** Una excepcién es un
trabajo sobre portacion realizado en nifios en Portugal en donde observaron un

aumento significativo de cepas acapsuladas tras la introduccion de la VNC7.**

En la presente serie se observd una mayor incidencia de conjuntivitis causadas por
cepas con capsula en los nifios menores de 1 afio y conforme el nifio fue teniendo mas
edad, su susceptibilidad a las cepas capsulares fue disminuyendo. Este hallazgo
también fue descrito en el trabajo de Hass et al ***, en donde la practica totalidad de
episodios capsulados registrados, si bien las cepas capsuladas fueron muy poco
prevalentes en este trabajo, se agruparon entre los nifios en sus primeros afios de edad.
En nuestra a serie a partir de los dos o mas afios de edad, la mayoria de los episodios
de conjuntivitis neumocdcica estuvieron causados por cepas acapsuladas. Este hecho
se podria explicar por la mayor contagiosidad de las cepas acapsuladas y coincidiendo
con la edad de la mayor socializacion de los nifios (colegios, actividades
extraescolares). Las cepas acapsuladas se han descrito como causa de brotes en
guarderias, colegios, universidades y cuarteles, y sin embargo no hay descritos brotes
de conjuntivitis por cepas capsuladas, lo cual sugiere una mayor contagiosidad del

neumococo cuando esta desprovisto de la capsula polisacarida.

El presente trabajo es la serie que incluye el mayor numero de aislamientos de
neumococos acapsulados caracterizados molecularmente causantes de conjuntivitis
esporadica de una Unica regién. En la mayoria de los trabajos de conjuntivitis
neumocacica no se ha estudiado la epidemiologia molecular de las cepas acapsuladas,
y hasta la fecha existen solo unos pocos trabajos ademas del publicado por el equipo
de investigacion de la presente tesis doctoral que aporten datos sobre los genotipos
implicados.** %> 118136 14% £ o] presente trabajo, al igual que lo descrito en la literatura,
se observd una alta clonalidad de las cepas acapsuladas. El analisis genotipico

mediante PFGE agrupd en Unicamente cuatro clones principales casi al 90% de las
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cepas. Ademas, mediante MLST, 252 de las 256 cepas acapsuladas pertenecieron a
solo 3 complejos clonales: CC448 (40,2%), CC941 (30,9%) y CC344 (27,3%), siendo
los secuenciotipos mayoritarios ST448 y ST941. En el estudio espafiol de Berron et
al**® también se observé una distribucion clonal de las 40 cepas acapsuladas causantes
de conjuntivitis caracterizadas coincidiendo la mayor prevalencia de CC941 y CC344
y de cepas ST941. En dicho estudio de Berrén et al**® no se detectaron cepas ST448,
lo cual coincide con la dindmica que presentd este genotipo en Gipuzkoa, ya que en el
periodo de estudio incluido en el trabajo de Berrén et al**® que comprendié de los afios
1997 a 2002, este secuenciotipo solo caus6 dos episodios en Gipuzkoa. Todo ello
sugiere una diseminacién por la peninsula ibérica de las cepas ST448 tardia, a

diferencia de lo que ocurrido en EEUU.% %

En un estudio donde se incluyeron mas de 200 neumococos aislados de pacientes que
residian en diferentes estados norteamericanos *, encontraron igualmente una elevada
clonalidad entre las cepas y un protagonismo destacado de los genotipos presentes en
nuestra serie. El genotipo ST448 fue también el mayoritario agrupando a mas de la
mitad de los neumococos. ST344 fue el segundo méas prevalente. En el anterior estudio
estos autores sugieren que unos pocos genotipos poseen unos genes que generan las
adhesinas que favorecerian el tropismo ocular, razén por la que son los mas
frecuentemente encontrados en las conjuntivitis.” En el trabajo israeli de Porat et al,
138 mas de la mitad de las cepas acapsuladas aisladas entre 2000 y 2004 se agruparon
también en los complejos clonales CC448 y CC344. Es de destacar que ni en el estudio
norteamericano ni en el israeli encontraron cepas pertenecientes al CC941, en tanto
que fue el segundo en prevalencia en el presente trabajo. Las cepas pertenecientes al
CC941 (ST941 y ST942) pese a haberse detectado en varios lugares de la Peninsula

Ibérlcaﬁo 118 144

y haber mostrado un comportamiento epidémico (30 episodios de
conjuntivitis en Gipuzkoa entre noviembre 2005 y noviembre 2006) no parece haberse
encontrado en otros lugares, lo que sugiere que se trata de un clon o clones emergentes

que podria diseminarse en un cercano futuro por el resto de regiones.

ST448, el mayoritario en la presente serie, también ha sido causante de numerosos

brotes de conjuntivitis en Estados Unidos, afectando a millares de individuos. Por
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ejemplo en el afio 1980 hubo un brote entre estudiantes universitarios en el estado de
New York con 1500 afectados y posteriormente en 2002 se registraron casi 700 casos
de conjuntivitis entre estudiantes pertenecientes a una universidad de New Hampshire.
%8 13T Ademas ST448 parece que tiene una gran capacidad de diseminacion ya que
ademas de producir brotes en instituciones “cerradas” se describio también como
causante de un brote comunitario en Minnesota.” En este brote se vieron implicados
nifios y adultos que acudian a distintas guarderias, colegios y universidades, pero
también personas ajenas a estos centros.

En nuestro medio ST448, sufrié una distribucién desigual a lo largo de los 15 afios de
estudio. Se detectd por primera vez en el afio 2001 pero hasta 2004 tan solo se
detectaron 4 episodios. A partir de esa fecha fue incrementandose alcanzando 18
episodios en 2010 y permaneciendo endémico hasta el final del estudio. EI clon ST448

se ha detectado en Europa, América, Asia y Oceania.® *° '’

Por otro lado la incidencia de CC344, el tercero en importancia de prevalencia en
Gipuzkoa, no mostro agrupamientos temporales, detectandose casos esporadicos a lo
largo de los 15 afios estudiados. Este CC se ha detectado en varios paises de Europa
asi como en EEUU mayoritariamente en forma de episodios esporadicos y de forma
endémica.®® ® El Unico estudio donde pudo establecerse una cierta asociacion con
brotes ocasionados por cepas del CC344, fue el de Minnesota anteriormente referido y
que fue principalmente ocasionado por cepas del ST448, aunque se sospechd tambiéen

una parcial participacion de cepas del CC344.%

Unicamente 4 cepas acapsuladas de nuestra serie no se agruparon dentro de los tres
complejos clonales mencionados. Los secuenciotipos encontrados fueron ST62, ST72
y dos episodios causados por cepas del ST393. Estos secuenciotipos se han descrito

principalmente en cepas capsuladas.®

En el trabajo realizado por Hathaway et al ® sobre la filogenia y origen de las cepas
acapsuladas, las agruparon en dos grupos denominado I y 1l en funcion del perfil del
MLST vy el andlisis de los genes capsulares. Dentro del grupo I incluyeron aquellas

cepas con un patron de MLST tipico de cepas capsuladas, lo cual les sugiere que estas
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cepas podrian haber emergido de cepas capsuladas y haber evolucionado y sufrido
después alguna mutacién en la region del gen capsular. Por lo tanto las 4 cepas
acapsuladas de la presente serie que no se agruparon dentro de los clones principales
podrian incluirse dentro de este grupo | ya que todas ellas tenian un perfil de MLST
relacionado con cepas capsuladas.

Por otro lado, en el estudio de Hathaway et al %

en el grupo de cepas acapsuladas Il
observaron la presencia de una secuencia peculiar que estarian relacionada con el
control de la adherencia (aliB-like ORF-1 y ORF-2), sugiriendo que el ORF-1 podria
haberse adquirido por transferencia horizontal a partir de S. mitis, y el ORF-2 a partir
de S. gordonni.

Los CC448 y CC334 se incluyeron dentro de este grupo Il y en ellos se detecto la
secuencia relacionada con la adherencia. Pese a no haber analizado ninguna cepa
CC441, parece esperable que también formen parte de este grupo dado que presentan

un perfil alélico de MLST Unicamente detectado en cepas acapsuladas.

Otros genes encontrados en cepas del grupo Il de secuenciotipos no encontrados en el
presente trabajo de tesis, han sido relacionados con la adherencia (pspK, adhesina de

superficie). 814

Susceptibilidad antimicrobiana

Aunque los casos leves de conjuntivitis son autolimitados, la revision Cochrane de
2012 concluye que el uso de tratamiento topico se asocia con una mejora en la tasa de
remision clinica y microbiolégica.™ Ademas, el uso de tratamiento tépico no solo
mejora la pronta resolucién de los sintomas sino que también evitara la diseminacion
del microorganismo.

En la presente serie, entre los antimicrobianos topicos los que mas actividad
presentaron in vitro fueron cloranfenicol, ciprofloxacino y rifampicina, con casi la

practica totalidad de las cepas sensibles.

El cloranfenicol fue el primer antibidtico de amplio espectro disponible, y la
formulacién como colirio esta disponible desde 1948. Al haberse descrito importantes
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efectos secundarios hematologicos asociado al uso de cloranfenicol, hoy en dia su
utilizacion por via sistémica estd reservada para el tratamiento de infecciones
potencialmente graves sin alternativa antimicrobiana. Sin embargo su uso en forma
topica, principalmente para el tratamiento de las conjuntivitis, ha sido muy extendido
por su alta efectividad ademas de por tratarse de un antibi6tico de bajo costo. Pero esta
utilizacion tépica también ha sido controvertida. En 1995, a raiz de los casos de
toxicidad hematoldgica descritos tras la utilizacion de colirios de cloranfenicol, Donna
y Walsh™® ! dos médicos irlandeses, publicaron un editorial recomendando la
restriccion de su uso. Hubo una serie de respuestas criticas en forma de carta a esta
editorial alegando que dicha recomendacién no estaba suficientemente justificada™? y
el colirio de cloranfenicol se siguid y sigue utilizdndose en muchos paises. De hecho,
en el afio 2002, en Inglaterra paso de ser un antibiotico de prescripcion exclusiva
médica a ser farmaceutica, es decir, alli se puede adquirir en la farmacia sin receta
médica.

Las tasas de resistencia a cloranfenicol descritas en diferentes paises para neumococo

causante de conjuntivitis fueron muy bajas 1% 1>

y lo mismo sucede entre las cepas
causantes de conjuntivitis en Gipuzkoa en donde la resistencia fue casi anecddtica

(inferior al 1%).

Existen varias fluoroquinolonas comercializadas en forma de colirio y en el presente
trabajo se analizd la resistencia a ciprofloxacino cuya actividad seria extrapolable al
resto de los antimicrobianos de este grupo. Las fluoroguinolonas se comercializaron en
los aflos ochenta y su uso ha ido en aumento; sin embargo las tasas de resistencia de
neumococo a las fluoroquinolonas en Espafia se mantienen bajas.”® En un estudio
nacional y multicéntrico en donde se incluyeron un total de 2.559 aislamientos de
neumococo aislados entre los afios 2006 y 2007 la tasa de resistencia a ciproploxacino
estuvo por debajo del 3%.” En Gipuzkoa la prevalencia global de cepas resistentes
causantes de conjuntivitis también fue muy baja, tan solo del 1,5% y sin mostrar

cambios a lo a lo largo de periodo de estudio.

El tercer antimicrobiano con formulacion en colirio y alta actividad frente a las cepas

estudiadas a neumococo fue la rifampicina. Menos del 3% del total de cepas fueron
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resistentes, pero este antimicrobiano dejo de comercializarse en forma tépica en el afio
2005.

Resistencia global

En esta tesis, en el estudio de la susceptibilidad antibidtica, ademas de los
antimicrobianos con formulacion tépica como colirio se incluyeron antimicrobianos de
uso sistémico, tanto por su posible utilidad en el tratamiento como por el valor
epidemiologico.

Desde el inicio de la era antibidtica S. pneumoniae se mantenia sensible a los
antimicrobianos y fue a finales de la década de los 70 cuando salto la alarma tras los
brotes causados por neumococos resistentes a penicilina en Sudéfrica.'** *°

Entre las cepas de neumococo causantes de conjuntivitis en Gipuzkoa, un 30,6%
mostraron resistencia a penicilina oral (CMI>0,12ug/mL) y el 4,1% a penicilina con
resistencia moderada o alta (CMI>2ug/mL). Estas tasas de resistencia a penicilina se
asemejaron mucho a las obtenidas entre las cepas causantes de otitis tambien en
Gipuzkoa, en un estudio en donde al igual que en la presente serie se incluyeron

periodos pre y post-VNC7.%°

En un estudio multicéntrico europeo (Pneumoworld) en donde se analizaron las tasas
de resistencia en neumococos aislados de distintas localizaciones entre los afios 2001-
2003 en 8 paises europeos, fue en Francia junto con Espafia en donde se describieron
las tasas resistencia a penicilina oral méas altas. En este periodo de tiempo la
prevalencia de resistencia a penicilina oral en Gipuzkoa fue menor que la encontrada
en otras regiones espafiolas como Madrid, Valencia y Salamanca.**®

Ademas, durante los 15 afios que abarcd el presente estudio se observé un descenso de
la resistencia a penicilina oral en las cepas causantes de conjuntivitis que fue
significativa y muy relacionada con la disminucion de los serotipos incluidos en las
vacunas conjugadas al igual de lo observado en el estudio multicéntrico espafiol
SAUCE (incluia cepas invasivas y repsiratorias) en donde participaron numerosos

hospitales de distintas partes de la geografia espafiola.’
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La dindmica de la resistencia a un determinado antimicrobiano es multifactorial y esta
influenciada por el uso de los antibidticos, la diseminacion de determinados clones y
por otro lado, en el caso de neumococo, el uso de las vacunas conjugadas ha
favorecido la disminucion de la resistencia por incluir los serotipos con mayores tasas
de resistencia.

Cuando se abordd el disefio de las vacunas conjugadas inicialmente se seleccionaron
para su inclusion aquellos serotipos implicados con mayor frecuencia en la
enfermedad neumocdcica invasiva asi como aquellos serotipos que mostraban altas
tasas de resistencia.* ** En época prevacunal la resistencia a penicilina y la
multirresistencia practicamente se restringia a unos pocos serogrupos (sg6, sgl4, sg19
y sg23) que fueron los que se incluyeron en las vacunas conjugadas. No es de extrafar
por tanto que en la presente serie los serotipos incluidos en las vacunas conjugadas
fueran mas resistentes a penicilina oral que los serotipos no vacunales. Los mismo fue

observado entre cepas causantes de conjuntivitis por Buznach et al.***

Dentro del serotipo 19A, el mas prevalente en nuestra serie, existen dos secuenciotipos
asociados a resistencia a peniclina y multirresistencia como son ST320 y ST276. Entre
los afios 2008 y 2010 estos dos genotipos causaron un alto nimero de episodios de
otitis media aguda en Gipuzkoa provocando un repunte de la resistencia a penicilina .*
Sin embargo, entre las cepas causantes de conjuntivitis, ST320 y ST276 no fueron
excesivamente prevalentes, no llegando a un cuarto de todos los serotipos 19A

encontrados.

Para uso sistémico, dentro de los beta-latdmicos, cefotaxima seria el mas aconsejable
ya que mas del 98% de las cepas fueron sensibles y debido a su buena farmacocinética
y farmacodinamia se conforma como el antimicrobiano de eleccion para el tratamiento

de la enfermedad neumocdcica invasiva.?

En cuanto a la susceptibilidad a macrolidos, lincosamidas y tetracilinas entre las
cepas causantes de conjuntivitis en Gipuzkoa, también hubo un descenso significativo
de la resistencia a lo largo del periodo de estudio siendo paralelo a la reduccion de

cepas con serotipos vacunales. La mayoria de las cepas que fueron resistentes a
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eritromicina lo fueron también a clindamicina y a tetraciclina. Este fenotipo de
resistencia a macrélidos-lincosamidas-tetraciclinas, también fue el prevalente en otros
neumococos como los causantes de otitis media.®® Fenotipo mayoritariamente mediado
por un trasposén donde se incluye el gen ermB (fenotipo MLSh).*’

Los macrdlidos no serian una buena opcién terapéutica ante la sospecha de una
conjuntivitis neumocdcica ya que el porcentaje de resistencia es alto y la concentracion
minima inhibitoria que presentan las cepas fue elevada. En otros paises europeos como
Alemania, Austria y la vecina Portugal, el porcentaje de neumococos con resistencia a
macroélidos fue menor.™®

En Gipuzkoa el porcentaje global de cepas resistentes a tetraciclinas causantes de
conjuntivitis fue de casi del 22%, prevalencia algo menor a la observada entre las
cepas causantes de otitis durante ese periodo en Gipuzkoa.** Si comparamos la
resistencia a tetraciclinas en el global de cepas neumocdcicas en Gipuzkoa con lo
descrito en otras regiones de Europa, la prevalencia de resistentes fue menor que la

registrada en Francia, pero mayor a la detectada en Alemania, Suiza e Italia.*®

Cotrimoxazol (trimetoprim-sulfametoxazol) (SXT) se ha usado extensamente para
el tratamiento de las infecciones del tracto respiratorio inferior’* y existen
formulaciones en colirios de trimetoprim en combinacién con polimixina para el
tratamiento de infecciones oftdlmicas. En el presente estudio, la tasa de resistencia de
trimetoprim topico casi alcanzo el 30%, si bien nuestro criterio de resistencia fue muy
estricto (CMI > 4 pg/mL). Haas et al * en cepas causantes de conjuntivitis encontré
que un 17% de cepas conjuntivales presentaron una CMI a trimetoprim > 64 pg/mL. A
lo largo del estudio la prevalencia de resistencia, tanto de SXT como de trimetoprim
topico, disminuy0 significativamente, pero esta disminucion no se pudo atribuir al
descenso de los serotipos vacunales, ya que éstos presentaron menos resistencia que el
resto de neumococos. Como luego referimos, fueron las cepas acapsuladas las que
fueron significativamente mas resistentes que las cepas capsuladas. La prevalencia de
resistencia a SXT obtenida entre las cepas capsuladas fue similar a la obtenida en

nuestro medio entre otros neumococos.80
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Neumococos acapsulados y susceptibiliad antibidtica

Hay que destacar que los neumococos acapsulados presentaron alta prevalencia de
resistencia a penicilina oral y SXT, incluso mayor que la de las cepas con serotipos
vacunales, la cual estuvo asociada a cepas CC344 y CC941.

Los tres grandes complejos clonales detectados en el presente trabajo mostraron cada
uno de ellos un patron de resistencia caracteristico. Nuestras cepas ST448, al igual que
las cepas de este secuenciotipo causantes de los brotes de Minessota® y New
Hampshire,” se caracterizaron por ser muy sensibles a los antimicrobianos. Como
excepciones, dos cepas del presente estudio presentaron resistencia a la rifampicina y
las de New Hampshire fueron resistentes a eritromicina.”® Por otro lado, cepas CC344
se caracterizaron por su alta resistencia: todas fueron resistentes a penicilina oral y
mostraron multirresistencia. Esto mismo fue observado por Berron et al."*® En la
presente serie las cepas CC941 mostraron un alto porcentaje de resistencia a penicilina
oral y SXT, mientras que las cepas del trabajo de Berrén et al**® fueron
mayoritariamente sensibles.

Chewapreecha et al *® sugirieron que dado el perfil altamente resistente mostrado por
determinados complejos clonales de cepas acapsuladas, estas podrian ser una fuente de

resistencia antimicrobiana importante para otros neumococos.

Recurrencias

A lo largo de la infancia es frecuente que el nifio sufra diferentes episodios de
conjuntivitis, pero apenas existen trabajos que analicen las conjuntivitis neumocécicas
recurrentes. Con los datos de la presente serie podemos estimar que la recurrencia
causada por S. pneumoniae, es poco prevalente entre los nifios. El porcentaje de nifios
que sufrieron mas de un episodio de conjuntivitis neumococica fue del 4%, una
prevalencia inferior a la que hallamos en un estudio de otitis media en Gipuzkoa® y
similar a la obtenida en un estudio de conjuntivitis en Israel**® aunque en dicho estudio
el criterio para definir la recurrencia fue peculiar (tres episodios separados al menos
una semana durante el afio anterior, independientemente de su etiologia).

La observacion que consideramos mas interesante fue que el padecer conjuntivitis

neumocdcica en edades muy tempranas de la vida era un factor predisponente para
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sufrir recurrencia. Un 5% de los nifios cuyo primer episodio se produjo cuando tenian
menos de 12 meses de vida presentaron una recurrencia antes de cumplir los 2 afios de
vida. Esta misma asociacién entre recurrencia e inicio temprano de la enfermedad se
observé en la otitis media aguda.” **° Una posible explicacién podria ser que el
sistema inmune aun es inmaduro y por tanto existe una predisposicion a sufrir una
recurrencia. Otra explicacion seria anatdmica, ya que el sistema de drenaje lagrimal es
defectuoso sobre todo en los primeros meses de vida .**° De hecho, entre los 7 nifios
con mas de un episodio de recurrencia (3 0 mas episodios), tres presentaron una
obstruccion del conducto lagrimal como factor de riesgo.

Las recaida (mismo serotipo y patrén de PFGE) en las conjuntivitis fue poco frecuente
(solo 10 nifios sufrieron una recaida), e inferior a las recaidas observadas en otitis

media.®®

Hay que destacar que los episodios de reinfeccion fueron causados con mayor
frecuencia por cepas capsuladas que por acapsuladas. Como se comento anteriormente,
las cepas acapsuladas se agruparon en unos poco complejos clonales por lo que una
primoinfeccion protegeria en gran parte para futuras infecciones; sin embargo la
variabilidad de cepas capsuladas fue muy amplia.

Coinfecciones

Un tercio de las conjuntivitis incluidas en el presente trabajo fueron coinfecciones
siendo H. influenzae el microorganismo mayoritario al igual de lo que sucede en la
serie de conjuntivitis descrita por Buznach et al.** El porcentaje de episodios mixtos o
coinfecciones fue muy similar al detectado en el trabajo sobre otitis realizado en
Gipuzkoa.”

Algunos autores han establecido una relacion entre los episodios de conjuntivitis y
otitis causados por H. influenzae o por combinaciones de H. influenzae con otro
microorganismo denominandolo sindrome de conjuntivitis-otitis.*®* Por otro lado la
infeccion mixta neumococo y H. influenzae en estructuras anatdmicas cercanas como
la otitis media parecen ser mas graves que las infecciones simples.*®® Sin embargo en
nuestra serie los episodios de conjuntivitis mixtas no se asociaron a otitis y también se

resolvieron sin complicaciones.
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Otro aspecto analizado fue el comprobar si un determinado serotipo se asociaba mas a
coinfeccién tal y como sucedié en el anterior referido estudio de otitis en Israel.*®* Sin
embargo en la presente serie, ningun serotipo en particular se asocié a episodios
simples o mixtos y las cepas no capsuladas en su conjunto se hallaron

significativamente con mayor frecuencia en infecciones simples.
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Otras infecciones oftalmicas

En el presente trabajo se analizaron también los episodios de infecciones oftalmicas
neumocdcicas distintas a las conjuntivitis que se registraron durante el mismo periodo
que el estudio de las conjuntivitis neumocdcicas (1999-2013). Globalmente y como era
I6gico, el nimero total de episodios fue poco numeroso: 10 endoftalmitis, 8 queratitis

y 4 dacriocistitis.

La endoftalmitis infecciosa es una infeccion grave provocada por la entrada de
microorganismos al interior del globo ocular bien por una herida (traumatica o
quirdrgica) o, menos frecuentemente, por diseminacion hematdgena. La cirugia de
cataratas es el factor que mas frecuentemente predispone a una endoftalmitis
infecciosa y se estima que su incidencia esta entre el 0,015 y el 0,5%." S. pneumoniae
no es el principal patogeno asociado a endoftalmitis, sin embargo su importancia
radica en su virulencia, provocando una clinica grave con un proceso inflamatorio que
a menudo deja secuelas irreparables en el 0jo que requieren evisceracion o pérdida de
agudeza visual.'®*

En la presente serie, en 7 de los 10 pacientes con endoftalmitis existio un antecedente
de cirugia previa, siendo la de cataratas la mas frecuente, y la mitad de ellos sufrieron
enucleacion. Las cepas acapsuladas no causaron ningun episodios de endoftalmitis, lo
que contrasta con el elevado porcentaje de las mismas causando conjuntivitis. En el
trabajo realizado por Soriano et al,”® en donde estudiaron 36 casos de endoftalmitis
neumocacica no se especifico el serotipo en 12 de los episodios. Los autores indican
que 12 cepas fueron ‘no serotipadas’ sin hacer mencion a si fueron perdidas antes de
poder estudiar el serotipo (lo mas probable) o que no serotipificaban.

De cualquier modo, la endoftalmitis requiere capacidad invasiva del microorganismo
que lo causa y, que nosotros sepamos, no hay ninguna referencia publicada de casos de
endoftalmitis por neumococo acapsulado. La capsula polisacarida de neumococo es su
factor principal de virulencia debido a que previene de la fagocitosis y parece que es el
factor determinante para causar una enfermedad invasiva en un individuo
inmunocompetente. De hecho, es muy infrecuente que las cepas acapsuladas sean

capaces de producir enfermedad neumocdcica invasiva.
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En un modelo animal realizado en conejos observaron que la presencia de la capsula

185 Ademas de la

era necesaria para la patogénesis de la endoftalmitis neumococica.
capsula como factor de virulencia necesario para causar endoftalmitis, en otro modelo
animal realizado esta vez en ratas observaron que la neumolisina y la enzima
autolisina se asocian con una clinica mas agresiva en el curso de la endoftalmitis.*®

En los casos descritos por Soriano et al,*®

cuatro de los cinco serogrupos que causaron
la mayoria de los episodios coincidieron con los detectados en nuestra serie (sg6, sg9,
sg19, y sg23). Siete de los 10 episodios de endoftalmitis fueron causados por serotipos
incluidos en VNC13, siendo todos ellos serotipos de reconocida virulencia (3, 6B, 9V,
19Ay 23F).

El tratamiento empirico (sin etiologia conocida) de las endoftalmitis incluye
vancomicina para cubrir bacterias Gram positivas.?® En la presente serie todas las

cepas causantes de endoftalmitis fueron sensibles a este antibidtico.

La queratitis infecciosa en una causa importante de morbilidad ocular, siendo los
principales factores de riesgo los traumatismos oculares o cirugia, el uso de lentes de
contacto y las enfermedades de la superficie ocular. Los microorganismos causantes de
queratitis varian segun la localizacion geografica de los estudios y por ejemplo en
paises industrializados, por el mayor uso de lentillas, la queratitis estd méas asociada a
Pseudomonas spp., mientras que en un pais en vias de desarrollo como la India,
neumococo es uno de los principales patdgenos. ** *®

De los 8 episodios, uno de ellos fue causado por una cepa acapsulada y vino precedido
por una infeccion por Virus Herpes Simplex1, lo cual sugiere que se traté de una
sobreinfeccion de una queratitis herpética previa. No obstante, a diferencia de lo que
ocurre en las endoftalmitis, un modelo animal mostro que los neumococos acapsulados
tenian la misma capacidad de producir queratitis que las cepas capsuladas.™®

Los serotipos detectados en la queratitis fueron muy variados, al igual que en el trabajo

de Mathews et al*’®

en donde analizaron 25 episodios de Ulceras corneales y ningun
serotipo en particular fue prevalente.

Como se comentd anteriormente uno de los principales factores de riesgo para
desarrollar queratitis en general es el trauma ocular, pero en el caso de la queratitis

neumocacica en particular parece que el factor de riesgo principal es el antecedente de
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dacriocistitis crénica.”* *"* En nuestra serie ninguno de los pacientes tenia como factor
de riesgo dacricocistitis y por el contrario, tres de ellos tenian como antecedente una

intervencion quirurgica unos meses antes.

La dacriocistitis es una inflamacion del saco lagrimal normalmente causada por una
obstruccion del conducto lagrimal. Esta obstruccién puede ser secundaria a distintas
causas, entre ellas la infecciosa, y la dacriocistitis neumocdcica se asocia méas a la
dacriocistitis crénica que a la aguda.'” En la presente serie, de los cuatro episodios
registrados, el Unico detectado en un adulto evoluciond hacia dacriocistitis cronica.

Los otros tres episodios sucedieron en lactantes con buena evolucion en todos ellos.
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CONCLUSIONES PRINCIPALES

La media anual de episodios de conjuntivitis neumocécica fue de 76, siendo
neumococo el responsable de aproximadamente el 13% de las conjuntivitis
investigadas. La seleccion para el estudio fue representativa, ya que constituyo
el 68% de la muestra original, con una media de 52 episodios/afio.

La mayoria de los episodios de infecciébn ocular neumocécica fueron
conjuntivitis agudas que aparentemente se resolvieron sin complicaciones,
detectdndose aproximadamente un 4% de infecciones recurrentes (un tercio
recaidas y dos tercios reinfecciones).

Algo mas de la mitad de los pacientes fueron nifios menores de 1 afio de edad,
representando los adultos tan solo el 3,8% de los pacientes.

La mayoria de los episodios se dieron en época fria, contabilizando desde
noviembre a febrero el 36,6% de los episodios frente a 17,9% entre julio y
octubre.

Un tercio de los episodios fueron causados por cepas que no poseian capsula,
un tipo de neumococo que preferentemente se observa en esta localizacion.

La proporcién de conjuntivitis causadas por cepas acapsuladas fue similar a lo
largo del estudio y como era de esperar, ninguna vacuna tuvo influencia sobre
su prevalencia. Se observdé un brote epidémico ocasionado por un clon
acapsulado (ST941) entre noviembre 2005 y finales de 2006.

Las cepas sin capsula se observaron mayoritariamente en nifios con edades
comprendidas entre 1 y 6 afios. Por el contrario, los nifios menores de 1 afio y
los adultos mayores de 64 afios se infectaron mayoritariamente por cepas
capsuladas.

Las cepas sin capsula mostraron homogeneidad genética, perteneciendo
practicamente todas ellas a tres complejos clonales, siendo mayoritarias las
pertenecientes a los secuenciotipos ST448 y ST941. Por el contrario, las cepas
capsuladas mostraron gran heterogeneidad, con 49 serotipos diferentes. Entre
los serotipos vacunales destaco el 19A y entre los no vacunales el 15B que
causaron el 8% y 5% del total de los episodios, respectivamente.

Los episodios ocasionados por cepas de neumococo cuyo serotipo estuvo
incluido en una de las dos vacunas conjugadas disminuyeron durante la segunda
mitad del periodo de estudio, tanto en nimeros absolutos como en proporcion al
numero de cepas detectadas cada afio.
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10. Entre los antimicrobianos topicos los que mas actividad presentaron fueron:
cloranfenicol, ciprofloxacino y rifampicina. Para uso sistémico, cefotaxima fue
el mas activo con mas del 98% de las cepas sensibles.

11. A lo largo del periodo de estudio la resistencia antimicrobiana fue
descendiendo, lo que se asocié a la disminucion de las cepas con serotipos
vacunales, que fueron las mas resistentes dentro de las capsuladas. Las cepas
sin capsula fueron tanto 0 mas resistentes que las capsuladas.

12. El padecer conjuntivitis neumococica en edades muy tempranas de la vida fue
un factor predisponente para sufrir recurrencias. Un 5% de los nifios cuyo
primer episodio se produjo cuando tenian menos de 12 meses de vida
presentaron una recurrencia antes de cumplir los 2 afios de vida.

13. Un tercio de las conjuntivitis neumococicas fueron infecciones mixtas, siendo
la asociacion Streptococcus pneumoniae mas Haemophilus influenzae la
combinacion mas frecuente.

14. Pese a la elevada prevalencia de cepas acapsuladas causantes de conjuntivitis
neumocacica, los procesos graves, como las endoftalmitis, fueron
mayoritariamente causadas por cepas capsuladas siendo mala la evolucién en
mas de la mitad de estos pacientes.
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Anexos

Anexo |.

Tabla | y I-bis. Antisueros polivalentes y factores para la serotipificacién de
S. pneumoniae.

Pool Serotipos Serogrupos
A 1,2,4,5 18
B 3,8 6, 19
C 20, 31, 40 7,24
D 36, 37 9,11, 16
E 21, 39 10, 12, 33
F 27 17,22, 32,41
G 29, 34,42 35, 47
H 13, 14 15, 23, 28
| 38,43, 44, 45, 46,48 25
P 1,14
Q / 6, 18, 23
R 3,4 9,12
S 58 10, 15, 17
T 2, 20 11, 22, 33
Factores Serotipos Factores | Serotipos | Factores Serotipos Factores Serotipos
6a 33D 12c 12A, 12B 18c 18F, 18C 32a 32F, 32A
6b 6A,6C 12e 12B 18d 18A 32b 32A
6c 6B 15b 15F, 15B 18e 18F, 18B, 18C 33b 33F, 33A
6d 6C,6D 15¢c 15F, 15A 18f 18F 33e 33F, 33A, 33C
7b TR, 7A 15e 15B, 15C 19b 19F 33f 33B, 33C, 33D
7c TA 15h 15B 19c 19A 35a 35F, 35A, 35B, 35C
Te 7B 16b 16F 19f 19C 35b 35F
7f 7C 16¢ 16A 20b 33A 35¢ 35A, 35B, 35C
7h 19B, 19C 17b 17F 22b 22F 41a 41F, 41A
9b 9L, 9N 17c 17A 22¢ 22A 41b 41F
ad 9A, 9V 18c 18F, 18C 23b 23F 42a 35C
% 9N 18d 18A 23c 23A 43b 47A
99 9V 12e 12B 23d 23B 42a 35C
10b 10F, 10B, 10C 15b 15F, 15B 24c 24A 43b 47A
10d 10A, 10B 15¢c 15F, 15A 24d 24F, 24A
10f 10C 15e 15B, 15C 24e 24B
11b 11F, 11B, 11C, 11D 15h 15B 25b 25F
lic 11A, 11C, 11D 16b 16F 25¢c 25A
11f 11B, 11C 16c 16A 28b 28F
119 11F, 11B 17b 17F 28c 28A
12b 12F, 12B 17c 17A 29b 35B
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Tabla I1. Serogrupos y serotipos incluidos en el Pneumoarray ®.

Nivel de tipo 1,2,3,4,5,8, 13, 14, 20, 21, 27, 31, 34,
36, 38, 39

Nivel de grupo 24, 25, 28, 32, 29/35, 41y 47

Nivel de grupo parcial 7B/C 0 7C/40, 9 A/V, 10B/C/F, 11C/DIF,

15B/C/F, 18A/B, 19B/C y 33B/C/D

Nive

| de factor

23F, 33A, 33F

6A, 6B, 7A, 7F, 9N, 9L, 10A, 11A, 11B,
12A, 12B, 12F, 15A, 16A, 16F, 17A, 17F,
18C, 18F, 19A, 19F, 22A, 22F, 23A, 23B,

Tabla 1. Primers y enzimas de restriccion.

Funcion | Diana | Amplicén | Primer Secuencia (5°-3°)
Serotipificado Multiplex-PCR-1
Autolisina 100 bp Iyt A-Forward | acgcaatctagcagatgaagc
Iyt A-Reverse | tgtttggttggttattcgtgc
Sg 10 512 bp Cap-10-Forward | ctgacaattcatcctattcce
Cap-10-Rervese | gatagtcccatataatcctce
St14 268 bp 14-cpsH-Forward | gtctgtttattctatatacaaagaggctcc
14-cpsH-Rervese | gcattgctacaatcgctatactagatatgc
St 18F/A/B/C 354 bp 18C-wciY-Forward | gcatctgtacagtgtgctaattggattgaag
18-Cgct-Reverse | ctttaacatctgactttttctgttcccaac
St4 430 bp 4- wzy-Forward | ctgttacttgttctggactctcgttaattgg
4- wyz-Reverse | gcccactectgttaaaatcctacccgcattg
St 11F/A/BIC/D 568 bp Cap-11-Forward | taagctgatttcgttagtttcc
Cap-11-Reverse | ctacaacaatgagataatctcc
St 9A/V 591 bp 9V-cpsl-Forward | aagtcagacagtgaatcttaac
9V-cpsl-Reverse | aaatacgaatcgctaactgec
St3 818 bp 3-capB-Forward | ttgttttttgtctttattcgttg
3-capB-Reverse | tactgagaaccttctgcccaccttagttge
Serotipificado Multiplex-PCR-2
Stl 99 bp 1 wyz-Forward | ggagactactaaattgtaatactaacacagc
g
1 wyz-Reverse | caaggatgaataaagtaaacatataatctc
St 7A/F 177 bp Cps-AC7-Forward | ttgcgacaattgttgggcag
Cps-AC7-Reverse | cccacccttattcaaccaag
St8 236 bp Cap-8-Forward | tttcacgcagactagaacag
Cap-8-Reverse | tactgagaaccttctgcccaccttagttge
St5 344 bp Cap-5-Forward | tcctgttgggagtagtgtc
Cap-5-Reverse | gccgctgaattcttagctce
St 19F 408 bp 19F-cpsl-Forward | cacctaattttaatactgaggttaagattgc
19F-cpsl-Reverse | cataggctatcagaattttaataatatcttge
St 19A 478 bp 19A-cpsK-Forward | gttagtcctgttttagatttatttggtgatgt
19A-cpsK-Reverse | gagcagtcaataagatgagacgatagttag
St 23A 688 bp Cps-23A-Forward | tctagcaagtgacgaagatg
Cps-23A-Reverse | ctgagtacaaaagaagcgag
St 33F/A/37 589 bp Cap-33AF-Forward | cgtatggctactttagctcc
Cap-33AF-Reverse | catcctttgtcgaagccaac
St 22F/A 755 bp Cap-22AF-Forward | cagatttcttttcctcactgg
Cap-22AF-Reverse | caaaaggcaccatatagaagg
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Serotipificado Multiplex-PCR-3

St 12F/44 138 bp Cap-12A-Forward | acatctttggacgaactgcc
Cap-12A-Reverse | ggtaagacatcattcgcacc
St 6A/B 220 bp 6B wzy-Forward | gacgtaacaaagaactaggtgctgaaac
6B wzy-Reverse | aagtatataaccacgctgtaaaactctgac
St 11F/AIC/D 262 bp C11FACD-Forward | ccctttagcttgagggatag
C11FACD-Reverse | gccattgatgatgcttctgg
St 9N/L 326 bp Cap-9LN-Forward | agatatacttgctcgaactgg
Cap-9LN-Reverse | ttagccttttcacccaagatg
St 23F 384 bp 23F cpsG-Forward | gtaacagttgctgtagagggaattggcttttc
23F cpsG-Reverse | cacaacacctaacacacgatggctatatgattc
St 15B/C 456 bp Cap-15BC-Forward | agcttattaggttgggacgg
Cap-15BC-Reverse | gttctgattcctgctccaag
St 23B 512 bp Cps-23B-Forward | tgcatatggatttaatggtgg
Cps-23B-Reverse | tatcataacacttagcaacgg
St 17F 587 bp Cps-17F-Forward | gctgtttacaggctttgtatc
Cps-17F-Reverse | gaacatcatcattccgtaacc
St2 669 bp Cap-2-Forward | acaggaaatggtgttactcc
Cap-2-Reverse | tataggcagagagagactac
St 20 874 bp Cap-20-Forward | ataccggctgtattagctgg
Cap-20-Reverse | gattgtgtggtacggtagtg
Serotipificado Multiplex-PCR-4
St 35A/B/C/42 136 bp Cap-35A/B/C/42- | ttatgtacatggagagagtgg
Forward
Cap-35A/B/C/42- | tctggcagtgaataccttttg
Reverse
St 35F/47F 228 bp Cap-35F/47F-Forward | ggagggtgagtactcttaac
Cap-35F/47F-Reverse | agatgggaatagtgcgtacc
St 36 297 bp Cap-36-Forward | tccggatctattcaatttecc
Cap-36-Reverse | cagtacaagaggtataacacc
St 7B/7C/40 354 bp Cap- 7B/7C/40- | ttttgccggatattttagegg
Forward
Cap-7B/7C/40-Reverse | atgaatcacttcctctacctg
St21 401 bp Cps-GT21-Forward | gaatgaccctgtatggaaag
Cps-GT21-Reverse | tttgggtaaaccatcctctg
St 27 453 bp Cap-27-Forward | ttgttccttccatacttctgg
Cap-27-Reverse | agtaacacaaggaaggatagg
St 16A 502 bp Cap-16A-Forward | ttatgataatggtaacgcctc
Cap -16A-Reverse | gtcagccaataagtcatatac
St 28F/A 564 bp Cap-28F/A-Forward | ggtcgaggttcctatatacc
Cap-28F/A-Reverse | agtatgaccccactaacacc
St 13 658 bp Cps-13-Forward | gaaaatacgatatgctctagg
Cps-13-Reverse | atcgctggattatacactatg
St 25F/A/38 610 bp Cap-25F/A/38- | acacaatgtcttattgcagcc
Forward
Cap-25F/A/38-Reverse | gagtgggaaaaaactaaaccc
St31 711 bp Cap-31-Forward | gacaaaccttgcggttttac
Cap-31-Reverse | aaatatcgaacacactcgcc
St 16F 778 bp Cap-16F-Forward | cccaataattgttatgggagg

Cap-16F-Reverse

tagagtgacagaacaattggg

Multiplex: Autolisina+Capsula+Neumolisina

Autolisina-lytA 100pb Iyt A-Forward | acgcaatctagcagatgaagc
Iyt A-Reverse | tgtttggttggttattcgtge
Cépsula-CpsA 160pb cpsA-Forward | gcagtacagcagtttgttggactgacc
cpsA-Reverse | gaatattttcattatcagtcccagtc
Neumolisina-ply 208pb ply-Forward | cccacttcttcttgeggttga
ply-Reverse | tgagccgttattttttcatactg
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MLST
aroE (shikimate dehydrogenase) aroE-Forward | gcctttgaggcgcage
aroE-Reverse | tgc agt tca (g/a)aaaca t(a/t)t tct
aa
gdh (glucose-6-phosphate gdh-Forward | atg gac aaa cca
dehydrogenase) gc(g/alt/c)ag(c/t)ta
gdh-Reverse | gct tga ggtcccat(g/a)ct(g/a/t/c)cc
gki (glucose kinase) gki-Forward | ggcattggaatg ggatccc
gki-Reverse | tctccegeagcetgeac
recP (transketolase) recP-Forward | gccaactcaggtcatcca gg
recP-Reverse | tgcaaccgtagcattgtaac
spi (signal peptidase 1) spi-Forward | ttattcctcctgattctg tc
spi-Reverse | gtgatt ggccagaag cgga
Xpt (xanthine xpt-Forward | ttattagagagcgcatcct
phosphoribosyltransferase)
Xpt-Reverse | agatctgcctecttaaatac
ddl (D-alanine-D-alanine ligase) ddl-Forward | tgc(c/t)caagttccttatgtgg
ddl-Reverse | cac tgggt(g/a)aaacc(a/t) ggcat
Primers alternativos CDC para MLST

aroE (shikimate dehydrogenase)

aroE-Forward

tcctattaagcattctatttctcecttc

aroE-Reverse

acaggagaggattggccatccatgcccac
actg

recP (transketolase)

recP-Forward

gaatgtgtgattcaataatcacctcaaataga
agg

recP-Reverse

tgctgtttcgatagcageatggatggcttee

spi (signal peptidase 1)

spi-Forward

cgcttagaaaggtaagttatgaattt

spi-Reverse

gaagaggctgagattggtgattctcggec

xpt (xanthine
phosphoribosvltransferase)

xpt-Forward

ttaacttttagactttaggaggtcttatg

Xpt-Reverse

cggctgettgegagtgtttttcttgag

ddl (D-alanine-D-alanine ligase)

ddl-Forward

taaaatcacgactaagcgtgttctgg

ddI-Reverse

aagtagtgggtacatagaccactggg

Enzima de restriccion PFGE

Smal

CCCNGGG Temperatura de incubacion 25°C

New England Biolabs. Ref. RO11S.
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Anexo |l. Tabla I y I-bis. Serotipos encontrados por trienios y por cada afio de estudio.

serotipo 1999-2001 20022004 2005-2007  2008-2010  2011-2013 1999-2013
(n=63) (n=117) (n=246) (n=190) (n=161) (n=777)
6B 2 (32%) 9 (77%) 6 (24%) O 1 (0,6%) 18 (2,3%)  <0,001
9v 3 (48%) 0 5 (2%) 1 (05%) 3 (1,9%) 12 (1,5%)
14 3 (48%) 1 (09%) 5 (2%) 1 (05%) 1 (0,6%) 11 (1,4%)
18C 0 0 2 (08%) 0 1 (0,6%) 3 (0,4%)
19F 10 (159%) 7 (6%) 5 (2%) 3 (16%) 1 (0,6%) 26 (3,3%)  <0,001
23F 4 (63%) 6 (51%) 10 (41%) 1 (05%) O 21 (2,7%)  <0,05
VNC7 22 (349%) 23 (19,7%) 33 (134%) 6 (32%) 7 (4,3%) 91 (11,7%) <0,001
1 0 1 (09%) 4 (1.6%) 2 (11%) 0 7 (0,9%)
3 1 (1L6%) 2 (1L7%) 4 (16%) 4 (21%) 3 (19%) 14 (1,8%)
6A 5 (7.9%) 9 (77%) 8 (33%) 7 (37%) 5 (3.1%) 34 (4,4%)
7F 1 (16%) 0 4 16%) 2 (11%) 3 (1,9%) 10 (1,3%)
19A 3 (48%) 7 (6%) 24 (98%) 21 (111%) 9 (5.6%) 64 (8,2%)
VNC13 32 (50,8%) 42 (359%) 77 (31,3%) 42 (221%) 27 (16,8%) 220 (28,3%) <0,001
6C 0 3 (26%) 7 (28%) 5 (26%) 3 (1,9%) 18 (2.3%)
7A 0 0 0 1 05%) 0 1 (0,1%)
7BIC 0 1 (09%) 0 0 2 (1,2%) 3 (0,4%)
8 0 2 (L7%) 2 (08%) 1 (05%) 0 5 (0,6%)
9L 1 (16%) 0 0 0 0 1 (0,1%)
9N 1 (16%) 1 (09%) 1 (04%) 2 1,1%) 2 (1,2%) 7 (0,9%)
10F 0 0 0 0 1 (0,6%) 1 (0,1%)
10A 0 3 (26%) 4 (1,6%) 4 (21%) 5 (3,1%) 16 (2,1%)
11A 1 (16%) 2 (1,7%) 6 (24%) 0 2 (1,2%) 11 (1,4%)
11B/C 0 1 (09%) 0 0 2 (1,2%) 3 (0,4%)
11F/D 1 (16%) 2 (L7%) 6 (24%) 6 (32%) 14 (8,7%) 29 (37%)  <0,05
12A 0 0 0 0 1 (0,6%) 1 (0,1%)
15A 1 (16%) 0 3 (12%) 5 (26%) 2 (1,2%) 11 (1,4%)
158 0 4 (34%) 8 (33%) 17 (89%) 6 (3,7%) 35 (4,5%)
15C 1 (16%) 0 0 1 (05%) 1 (0,6%) 3 (0,4%)
16A 0 0 0 0 1 (0,6%) 1 (0,1%)
16F 0 2 (L7%) 3 (12%) 3 (16%) 6 (3,7%) 14 (1,8%)
17F 0 0 2 (08%) 4 (21%) 1 (0,6%) 7 (0,9%)
20 0 0 2 (08%) 1 (05%) 10 (6,2%) 13 (1,7%)  <0,001
21 0 3 (26%) 7 (28%) 4 (21%) 4 (2,5%) 18 (2,3%)
22F 1 (16%) 1 (09%) 3 (12%) 2 (11%) 2 (1,2%) 9 (1,29%)
23A 1 (16%) 3 (26%) 5 (2%) 1 (05%) 3 (1,9%) 13 (1,7%)
23B 0 1 (09%) 3 (12%) 12 (63%) 9 (5,6%) 25 (3,29%)  <0,001
24B 0 1 (09%) 2 (08%) 1 (05%) 2 (1,2%) 6 (0,8%)
27 0 0 3 (12%) 0 0 3 (0,4%)
29 0 0 1 (04%) 2 (11%) 1 (0,6%) 4 (0,5%)
31 0 0 0 5 (26% 0 5 (0,6%)
32F 0 0 0 1 (05%) 0 1 (0,1%)
33F 1 (16%) 0 1 (04%) 3 (16%) 4 (2,5%) 9 (1,29%)
34 0 1 (09%) 0 0 0 1 (0,1%)
35A 0 1 (09%) 0 0 1 (0,6%) 2 (0,3%)
358 1 (16%) 1 (09%) 2 (08%) 2 (1,1%) 1 (0,6%) 7 (0,9%)
35F 1 (16%) 2 (1,7%) 4 (16%) 1 (05%) 1 (0,6%) 9 (1,2%)
36 0 2 (L7%) 0 0 0 2 (0,3%)
37 0 0 2 (08%) 0 1 (0,6%) 3 (0,4%)
38 0 0 0 0 1 (0,6%) 1 (0,1%)
39 0 0 1 (04%) 1 (05%) O 2 (0,3%)
40 0 0 1 (04%) 0 0 1 (0,1%)
NoVNCI3 11 (175%) 37 (31,6%) 79 (32,1%) 85 (44,7%) 89 (553%) 301 (38,7%) <0,001
Acapsulada 20 (31,7%) 38 (325%) 90 (36,6%) 63 (33.2%) 45 (28%) 256 (32,9%)
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