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Introduccion

“En el campo de la investigacion el azar no favorece
mas que a los espiritus preparados”

Pasteur






1 Infroduccion

1.1. Streptococcus pneumoniae. Perspectiva historica

1.1.1. Descripcion e identificacion

Durante el siglo XIX Streptococcus pneumoniae fue de las primeras bacterias que se
aislaron y caracterizaron como causa de enfermedad infecciosa en los humanos. Ha
sido uno de los microorganismos clave en el desarrollo de la bacteriologia moderna, de
la microbiologia molecular y de la terapia antimicrobiana, asi como en el estudio de la
posterior aparicion de resistencias. También ha contribuido al desarrollo de diferentes
areas en el campo de la microbiologia; gracias al conocimiento de la biologia y fisiologia
de Streptococcus pneumoniae se han desarrollado diferentes areas de la inmunologia y
de la medicina preventiva con la inclusién de vacunas frente a dicho microorganismo en
las politicas de prevencion de la infeccion neumococica asociada [1, 2].

Hasta la década de los anos 80 del siglo XIX, la enfermedad conocida como neu-
monia era considerada una afeccién respiratoria, sin tratamiento especifico mas alla de
lo que hoy denominamos medidas de soporte y preparados medicinales a base de plan-
tas, todas ellas sin efecto directo evidente sobre el agente causal. Los primeros aislados
de Streptococcus pneumoniae en muestras de pacientes datan de 1880 y se realiza-
ron de forma independiente, aunque simultaneamente, por Louis Pasteur y George M.
Sternberg, a pesar de que el primero en visualizar un microorganismo de morfologia
compatible con Streptococcus pneumoniae en muestras de esputo y biopsia de pulmén
fue Edwin Klebs en 1875 [1].

Practicando uno de sus experimentos sobre la rabia en Paris, Louis Pasteur inoculé sa-
liva de un nifo muerto por rabia en un conejo. El animal enfermé y murié con una pro-
gresiéon mucho mas rapida que la observada en el caso de la infeccidn por rabia. Pasteur
fue capaz de contagiar otros conejos a partir de sangre del animal muerto y aislé el
microorganismo de éstos en diferentes medios de laboratorio al que llamé microbe sep-
ticémique du saliva. En sus anotaciones de las observaciones al microscopio describio:
“tras la observacion con diferentes objetivos, se aprecia que cada una de estas pequenas
particulas esta rodeada de una especie de aureola que parece estar compuesta de algu-
na sustancia” describiendo por primera vez la capsula polisacaridica, una de las carac-
teristicas morfolégicas y de patogenicidad mas importantes de S. pneumoniae [3].

Sternberg trabajaba en el estudio de la malaria en Nueva Orleans. Como control de
uno de sus experimentos inoculd su propia saliva en un conejo, por via subcutanea, que
rapidamente enfermé y murié. Como él mismo describid, en la sangre tanto del animal
muerto como de otros conejos inoculados de igual forma se observaban “una inmensa
cantidad de micrococos, normalmente dispuestos en parejas, de 0,5 micras de diame-
tro”, llamd a este microorganismo Micrococcus pasteuri [4]. En 1883 se denominé al
microorganismo como neumococo y como Diplococcus pneumoniae, nomenclatura que
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permanecio vigente hasta 1974, afio en que se reclasificd en base a su capacidad de
formar cadenas al crecer en medio liquido y pas6é a denominarse Streptococcus pneu-
moniae.

Un par de anos antes, en 1881 Carl Friedlander observo cocos con disposicion en ca-
denas y en parejas en biopsias pulmonares de mas de cincuenta pacientes que murieron
a causa de neumonia. Sin embargo se generd una gran confusion en torno al agente in-
feccioso causal de dicha enfermedad, ya que Friedlander observé el llamado bacilo de
Friedlander (Klebsiella pneumoniae) de un paciente que habia muerto por neumonia.
Parece ser que debido a las malas interpretaciones de sus anotaciones al respecto, se
considerd dicho bacilo como el Unico agente causal de neumonia, dejando de lado el
papel que los diplococos anteriormente descritos podrian jugar. En el mismo laborato-
rio en el que Friedlander desarrollaba sus trabajos, trabajaba Hans Christian Gram, que
en 1883 puso a punto una tincion especifica que permitia visualizar y diferenciar varios
tipos de microorganismos en muestras organicas. Entre los ensayos para poner a pun-
to y validar la exitosa y aln usada tincion de Gram, realizd esta técnica sobre veinte
biopsias pulmonares de pacientes que habian fallecido por neumonia. En diecinueve de
dichas tinciones se observaron diplococos de color azul (clasificados posteriormente co-
mo Gram-positivos) mientras que en la muestra restante se observaron bacilos de color
rojo (denominados posteriormente Gram-negativos). A pesar de estas observaciones,
Gram nunca publicé entre sus trabajos que la observacion mayoritaria en muestras de
pacientes con neumonia eran diplococos Gram-positivos, aunque si se han encontrado
cartas privadas en las que describe que el transcurso de la neumonia en el paciente del
que se aislo el bacilo de Friedlander fue bastante diferente al transcurso de la neumonia
comun [5].

Esta polémica generada en torno a la posible causa infecciosa de la neumonia y la
posibilidad de ser diagnosticada impulsé el desarrollo de mas estudios hasta que en
1887 se relacion6 directamente al neumococo como causa de neumonia lobular, ya que
se observaba en la mayoria de las tinciones por el método de Gram (finalmente publicado
y aprobado por la comunidad cientifica en 1884) y cumplia los postulados de Koch [6].

Gracias a estos estudios también se publicd que a pesar de encontrarse el neumococo
como microorganismo mas frecuente en las muestras procedentes de pacientes con
neumonia, una gran variedad de microorganismos (posteriormentes denominados como
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Haemophilus spp, y el bacilo de Friedlander)
se aislaban también en estas muestras [7].

En 1886, Frankel (que previamente acuno6 el nombre de “pneumokokkus” para S. pneu-
moniae) aisl6 el microorganismo de la piamadre de un paciente que habia muerto de
meningitis, aunque no se pudo determinar si la meningitis fue primaria o secundaria a
una neumonia. El mismo ano se publicé un trabajo en el cual se observaron diploco-
cos Gram-positivos en biopsias renales de 13 de 550 pacientes que habian fallecido por
neumonia, indicando la posible diseminacion hematdgena del microorganismo a otras lo-
calizaciones anatémicas. En pocos anos se publicaron diferentes trabajos en los que se
describian varias complicaciones asociadas a la neumonia neumocdcica, como artritis,
endocarditis o pericarditis.

La observacion de ciertas condiciones en los enfermos que predisponian a sufrir neu-
monia neumocdcica no se produjo hasta 1952 tras la publicacion de cinco casos en
ninos esplenectomizados por esferocitosis que habian muerto a causa de una sepsis
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neumococica. Asi en los afnos sucesivos se describieron diferentes factores de riesgo,
siempre asociados a deficiencias en la inmunidad humoral o a defectos en la cascada
del complemento como cirrosis, hepatitis, diabetes, alcoholismo o fatiga [8].

1.1.2. Serotipos y clasificacion

Con la identificacion de diferentes microorganismos, particularmente S. pneumoniae
como agente causal de la neumonia, se abrieron muchas lineas de investigacion en
el campo de la prevencion de la enfermedad neumocdcica y su posible tratamiento. Se
demostré la inmunizacion a través de sueros de pacientes con neumonia, describiéndose
asi lo que hoy conocemos como inmunidad humoral frente al neumococo. A pesar de
gue han sido necesarios muchos afnos de investigacion posterior para poder determinar
que la inmunidad conferida en estos experimentos era debida a la inoculacion de un
polisacarido y no de una toxina, ya en 1891, se observé que el neumococo en presencia
de suero de conejo inmune se comportaba de forma diferente a otras bacterias, ya que
aglutinaba el suero alrededor de la capsula bacteriana.

En 1902, Neufeld desarrollé un método para diferenciar el neumococo de otros estrep-
tococos, que consistia en enfrentarlo a sueros de conejos inmunizados con sangre de
diferentes pacientes y observar la aglutinacion caracteristica, técnica a la que llamé “Que-
llung test”. Gracias a esta técnica, se establecié la primera clasificacion en funcién de la
respuesta del neumococo frente a diferentes sueros, se describieron en un primer mo-
mento cuatro serotipos o tipos: I, I, lll'y IV [9]. Sin embargo, la técnica de serotipado, tal y
como se aplica hoy en dia, se estandarizé por Sabin y no se popularizé hasta mediados
del siglo XX.

En 1917 Avery y su equipo de investigacion describieron “una sustancia soluble y ela-
borada de forma especifica por S. pneumoniae, que se excreta en la orina de los pacien-
tes con neumonia neumocdcica”. Anos después consiguieron aislar y precipitar dicha
sustancia de un neumococo de tipo Il, observando que se trataba de un polisacarido.

Tras este descubrimiento se realizaron estudios sobre el papel que jugaba esta molécu-
la en la aglutinacién frente a los antisueros descritos, llegando a la conclusién de que los
anticuerpos generados frente a la capsula eran los responsables de la inmunidad frente
a la infeccién neumocdcica. Asi se abrié una nueva linea de investigacion en torno a
las caracteristicas quimicas y rutas de sintesis de los diferentes polisacaridos conoci-
dos hasta el momento. Serian necesarios aun varios anos hasta definir los mas de 90
serotipos que actualmente pueden diferenciarse tanto en la clasificacion por el sistema
americano, como en la clasificacién danesa, desarrollada en el Statens Serum Institute
en Copenague.

Las investigaciones sobre el polisacarido capsular del neumococo siguen vigentes tan-
to para entender su fisiologia y patogenicidad, como para mejorar la clasificacién por
serotipos, de hecho, recientemente se han descrito variaciones en la capsula del tipo 6
dando lugar a serotipos nuevos, 6C y 6D [10, 11].

1.1.3. Avances en la biologia molecular y S. pneumoniae

En la segunda mitad del siglo XX se desarroll6 la biologia molecular y en gran parte
fue gracias a los estudios realizados sobre S. pneumoniae. En base a los resultados
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de los experimentos de Giriffith, se pudo establecer que el ADN es la unidad basica
del material genético [12]. Griffith tratd de explicar el mecanismo por el cual se daban
variantes de colonia lisa y rugosa del microorganismo en funcién de la produccion de
capsula y por tanto de su patogenicidad. Descubrié que cuando se inyectaban ratones
con una preparacion de células de S. pneumoniae vivas de tipo Il rugosas (sin capsula),
y de células muertas de tipo Il lisas (capsuladas), el raton desarrollaba la enfermedad,
y también demostro que de los cultivos de muestras procedentes del animal se aislaban
neumococos de tipo lll vivos. Tras muchos experimentos similares con neumococos lisos
y rugosos de diferentes tipos, llamo a este fenédmeno transformacion [12, 13].

Avery investigé el papel del ADN en el fenomeno de la transformacion y llegé al des-
cubrimiento de que el “principio transformante” era realmente el ADN y no una proteina
0 un carbohidrato.

Una vez abierta la linea de investigacion en la biologia molecular de S. pneumoniae, se
hicieron descubrimientos relevantes, entre ellos que el neumococo es capaz de incorpo-
rar en su genoma grandes cadenas de ADN sencillas, lo que se denomin6 “competencia”
Thomasz, Claverys y muchos investigadores mas estudiaron la naturaleza y mecanismos
por los que se produce la transformacion y la competencia y asi se descubridé que es-
tos procesos son la base fendmenos tan importantes como el intercambio o switching
capsular o la resistencia a los antimicrobianos [14, 15].

1.1.4. Inmunoterapia e inmunizacion

En el marco de los trabajos de inmunizacion frente a la rabia y otros microorganis-
mos, se desarrollaron experimentos de inmunizacién a conejos mediante inoculacién de
células inactivadas por calor, filtrado de cultivos e incluso de liquido pleural de pacientes.
Se observd que no sélo se inmunizaba a los animales inoculados, sino que también las
crias recién nacidas de éstos presentaban resistencia al desarrollo de la enfermedad,
demostrando una posible transferencia pasiva de la inmunidad. Las primeras vacunas
frente a S. pneumoniae se ensayaron en animales y se utilizaron en un primer momento
como terapia en enfermos mas que como tratamiento preventivo o medida de control. El
tratamiento mediante vacunacién se inicié en Chicago en 1918 y consistia en dar vacu-
nas preparadas a base de células inactivadas a pacientes con neumonia neumocdcica
diagnosticada, basandose en el exitoso modelo empleado en el tratamiento de la difteria
que se apoyaba en la idea de que esta estrategia aceleraba la produccion de anticuer-
pos [16].

La confirmacion sobre la utilidad del tratamiento serolégico en enfermos de neumonia
se produjo tras administrar dicho tratamiento en un campamento militar en Estados Uni-
dos y a los soldados durante la | guerra mundial, en principio sélo frente al neumococo
de serotipo | y mas tarde también frente al de serotipo I, aunque con menos éxito y no
se pudo conseguir un suero activo para la inmunizacion frente al neumococo de serotipo
[ll. A pesar de que los resultados de este ensayo no fueron concluyentes segun el disefo
de los investigadores, si que sugerian la eficacia de la terapia serolégica para disminuir
el impacto de la infeccion neumocéocica [17]. Esto impulsé para que se disefaran varios
ensayos clinicos en los cuales se pudo incluso establecer una relacién estadisticamente
significativa entre el tratamiento serologico y la disminucion de la mortalidad [16]. A pe-
sar de todo ello, |a terapia serologica suponia graves riesgos para el paciente ya que era
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frecuente la presentacion de reacciones anafilacticas graves por el resto de componen-
tes de los sueros inoculados. Los sueros utilizados procedian en un primer momento de
caballo y mas tarde, con el estudio de la purificacion del antigeno y concentracion de los
anticuerpos en el suero administrado se llegaron a desarrollar sueros de conejo altamen-
te especificos para la inmunizacion frente a S. pneumoniae. A su vez, en universidades
prestigiosas como Harvard o Rockefeller se elaboraron guias para la correcta adminis-
tracién de esta terapia; el paciente que se elegia para tratar debia estar correctamente
diagnosticado por signos clinicos y radiolégicos. Se establecié que para que el tratamien-
to fuera eficaz, el paciente debia encontrarse en las fases iniciales de la enfermedad, sin
llevar mas de tres dias de curso clinico.

Una vez diagnosticado un paciente, se determinaba el serotipo bien por observacion
directa del Quellung sobre las muestras de esputo o bien por inoculaciéon en un modelo
animal. También era necesario recabar datos sobre hipersensibilidad a los caballos o
conejos, inmunizacién anterior frente a la difteria, asma, urticaria u otro tipo de alergias.

Finalmente, era imprescindible someter a todos los pacientes, antes de recibir el suero,
a una prueba de sensibilidad cutanea con polisacaridos de neumococo purificados y era
obligatorio tener epinefrina “a pie de cama” para actuar frente a posibles reacciones
anafilacticas.

El volumen de suero a emplear en funcion de la dosis de anticuerpos que se queria
administrar se pauté en un primer momento de forma empirica hasta que en 1933 se
describié un método por el cual era posible adecuar la dosis en funcién de la respuesta
a la prueba de sensibilidad [18].

La conocida como “terapia seroldgica” o inmunoterapia se implanté ampliamente en
Estados Unidos y en Europa como medida de control de la neumonia, a pesar de ser
una terapia que requeria personal especializado, suponia elevados costes y riesgos pa-
ra el paciente. Con la aparicién de los antimicrobianos se abandoné esta estrategia, pero
la investigacion continué en la linea de la inmunizacion, hasta que en 1940 Austrian
demostr6é que la vacunacion con polisacaridos capsulares purificados de diferentes se-
rotipos era una medida eficaz para la prevencion en adultos frente a las infecciones por
esos tipos capsulares [19, 20].

1.1.5. Terapia quimica, antibidticos y antimicrobianos

Antes del descubrimiento de la terapia seroldgica, se habian ensayado multiples reme-
dios frente a la neumonia neumocécica; extractos de plantas como la digital, soluciones
de permanganato y de mercuriocromo, potasio e incluso aspirina, todas ellas con poco
éxito. Los primeros avances se observaron al tratar pacientes con neumonia con un com-
puesto derivado de la quinina, la dietilcupreina mas conocida como optoquina. Hoy en
dia, la sensibilidad de S. pneumoniae frente a este compuesto se emplea como diagnosti-
co diferencial in vitro del neumococo y otros estreptococos. A pesar de que rapidamente
se observo que en los modelos en ratones, el neumococo generaba resistencia frente a
la accion de la optoquina, se utiliz6 masivamente y sin control de dosificacion, hasta que
se recogieron datos en los que se indicaba que producia neuropatia éptica como efecto
adverso grave, momento desde el cual, se desechd su utilizacion en humanos [21].

Gracias al descubrimiento del prontosil en 1932 y de su compuesto activo, la sulfonila-
mida, se popularizé el uso del llamado “elixir de sulfonila”, que consistia en un jarabe de
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dicho compuesto utilizando como excipiente un compuesto neurotéxico, el etilénglicol. A
pesar de ser un tratamiento efectivo frente a S. pneumoniae, la agencia para el control
de alimentos y medicamentos de Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA),
elabor6 un informe desfavorable, debido probablemente a los efectos toxicos del exci-
piente [2]. Uno de los compuestos derivados del prontosil, la sulfapiridina, fue el primer
compuesto con el que se consiguieron resultados de curacion sin efectos adversos en el
tratamiento de un paciente con neumonia. La utilizacion de la sulfapiridina para el trata-
miento y curacién de la neumonia neumocdcica se consolido definitivamente en Europa,
cuando se publico la curacion inesperada de Churchill en 1943 [22].

En Estados Unidos, tras los fracasos de la sulfonamida, la FDA regul6 el uso de la
sulfapiridina de forma que sélo se podia utilizar por médicos que ademas realizaran
investigaciones sobre el compuesto. Gracias a ello se pudo comprobar que los pacientes
tratados no presentaban efectos adversos y que se trataba de un compuesto seguro para
desplazar a la terapia serologica en el tratamiento de la neumonia. Sin embargo, durante
ese mismo ano, 1943, ya fueron detectadas las primeras cepas de S. pneumoniae que
presentaban resistencia a la sulfonamida.

A pesar del descubrimiento de la penicilina a finales de los afos 20 del siglo XX, su
uso para el tratamiento de la neumonia neumocécica no se popularizé hasta 1942, ya
que en aquellos anos se creia que la sensibilidad in vitro de S. pneumoniae frente a
este compuesto era mucho menor que la que presentaba Staphylococcus aureus, con lo
cual se presuponia que no tenia buena actividad frente a neumococo [23]. Los primeros
tratamientos con penicilina que se probaron en pacientes con infeccion neumococica se
administraron en tres casos de endocarditis tratados previamente con sulfonamida. A
pesar de que todos murieron, tras la administracién de penicilina, dos de ellos mejoraron
notablemente, y todos los hemocultivos se negativizaron [24, 25].

Otra de las causas por las que la penicilina tardé en utilizarse en pacientes con infec-
ciones neumocdcicas fue la baja disponibilidad del antibiético, debido a la dificultad para
su produccion y purificacion. Cuando por fin se desarrollaron los procesos industriales
para la produccion de penicilina, los procesos infecciosos causados por S. pneumoniae
como la neumonia, artritis séptica, endocarditis y bacteriemia pasaron a ser facilmen-
te controlables sin las complicaciones y riesgos que suponia la terapia sérica y sin ser
imprescindible la determinacion del serotipo. Aln asi en los articulos de la época, si se
hace referencia a la persistencia de la tasa de mortalidad (en torno al 20 %) asociada
a la neumonia neumocdcica y la observacién de que en la poblacién en edades extre-
mas (nifios y ancianos), las enfermedades causadas por S. pneumoniae no estaban tan
controladas como en los adultos [26].

Fueron necesarios 25 anos desde que comenzoé a utilizarse la penicilina en el trata-
miento frente a S. pneumoniae para que se constatase las primeras pérdidas de sensi-
bilidad a este compuesto en el uso clinico. En los primeros ensayos que se realizaron
en ratones, se observé que el neumococo tenia la capacidad de sobrevivir en presen-
cia de bajas concentraciones del antibidtico [23]. Tras la aparicién en los anos 80 de
los primeros aislados altamente resistentes a penicilina, la resistencia se convirtié en un
problema mundial en menos de diez anos, lo que impulsd, y adn actualmente impulsa, el
desarrollo de la investigacion de los mecanismos implicados en la resistencia a diferen-
tes compuestos. El uso global de la penicilina también provocd cambios epidemiol6gicos
a nivel poblacional; los serogrupos mas invasivos (1, 2, 3, 5y 7) pasaron a ser poco
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frecuentes, tanto en el estado de portador, como en los procesos infecciosos, pasando
a ser los serogrupos “infantiles” (6, 9, 14, 19 y 23) los mas exitosos tanto en la coloni-
zacion como en las enfermedades propias de la infancia, especialmente la otitis media,
por ello se cree que fueron los primeros serotipos (6A, 6B, 9V, 19F, 19Ay 23F) en adquirir
mecanismos de resistencia.

1.2. Infeccion neumocadcica. Epidemiologia

El nicho ecologico habitual de S. pneumoniae es la nasofaringe. Hay estudios en los
que tras un unico cultivo de una torunda nasal, se aislan S. pneumoniae en el 5-10 % de
los adultos sanos, y en el 40 % de nifos sanos y tras cultivos repetidos, el porcentaje de
aislados aumenta hasta el 60 %. Otra particularidad de la colonizacion nasofaringea es
que tiene tendencia estacional, siendo mayor en los meses frios del afio. El estado de
portador esta clasicamente asociado a los nifos, que adquieren la primera colonizacion
hacia los seis meses de edad y se van recolonizando por S. pneumoniae de diferentes
serotipos, cada seis meses, siendo frecuente la co-colonizacién por mas de un seroti-
po [27]. En el caso de los adultos, la colonizacién de la nasofaringe por S. pneumoniae
también puede producirse, pero es transitoria, de forma que un serotipo suele persistir
en la mucosa respiratoria sélo entre dos y cuatro semanas. Para que S. pneumoniae
pase de ser un microorganismo que coloniza las vias respiratorias altas a causar pro-
cesos infecciosos, se deben dar una serie de factores, que dependen del hospedador y
de los mecanismos de patogenicidad de la bacteria que seran descritos mas adelante
(ver apartado 1.4) [8]. La colonizacion de la mucosa respiratoria es un factor predispo-
nente para la infeccidn neumoccocica invasiva, no obstante existen diferentes estudios
en los que se propone la colonizacion como un factor protector frente a la adquisicion de
serotipos con mayor capacidad invasiva, cuya colonizacién suele ser transitoria [28]

Entre los factores que predisponen a la infeccion neumocécica se encuentran los de-
fectos en los mecanismos inmunitarios ya que S. pneumoniae es un microorganismo ex-
tracelular, frente al cual tanto la inmunidad humoral (inmunoglobulinas y complemento)
como la celular mediante fagocitosis (activacion de macrofagos) juegan un papel clave
para su eliminacién de los lugares de infeccién. Deficiencias en la formacion de anti-
cuerpos por causas congénitas contribuyen a que S. pneumoniae sea la causa principal
de infeccién respiratoria en pacientes con déficit en la formacién de ~-globulinas o en
enfermos con mieloma multiple, linfomas o leucemia linfatica cronica. Las deficiencias
del sistema inmunitario adquiridas como la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) hacen que la infeccién neumocécica sea tan frecuente en estos pacientes
que se recomienda realizar deteccion de VIH en los pacientes jovenes con neumonias
neumocacicas de repeticién. Con respecto a la inmunidad celular, las deficiencias que
se asocian con la infeccion neumococica son el déficit en la cascada del complemento,
en especial los que afectan a la via de activacion del factor C3b, dado que el suero no
esta implicado en estos mecanismos, al igual que la neutropenia. Sin embargo, defectos
en la opsonizacién por los polimorfonucleares, como en las granulomatosis cronicas, no
predisponen a la infeccion dado que el neumococo carece de catalasa y es, por tanto,
sensible a la accion de los radicales peroxido y de la mieloperoxidasa presentes en la
membrana de dichas células.

El bazo tiene un papel fundamental en la defensa del organismo frente a S. pneu-
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moniae. Los neumococos que han sido opsonizados se eliminan por el higado, pero
las células de S. pneumoniae que han sido capaces de escapar a la opsonizacion se
eliminan por el bazo ya que la sangre pasa mas despacio a través de este 6rgano y
se prolonga el contacto de los microorganismos con las células del sistema reticuloen-
dotelial en los cordones de Billroth. De hecho, a los pacientes esplenectomizados se les
considera de alto riesgo para sufrir enfermedad neumocdcica invasiva [8] y la vacunacion
frente a neumococo esta altamente recomendada [29, 30].

La edad del paciente es un factor importante que predispone a la infeccion neumocéci-
ca. Es mas habitual en pacientes ancianos y en lactantes y ninos menores de dos anos.
El déficit inmunitario, tanto por inmadurez como por deficiencias en la respuesta, asi co-
mo la presencia de enfermedades de base o malnutriciéon o la funcién inadecuada del
bazo, son posibles explicaciones.

El alcoholismo esta relacionado con la infeccion neumocécica hasta en un 30 % de los
casos segun algunos estudios. Se cree que esto puede ser debido al estilo de vida de
estos pacientes, la continua exposicién al frio, la malnutricién o la ausencia del reflejo del
vomito.

La diabetes mellitus es otro factor predisponente, ya que la funcion fagocitica esta alte-
rada, especialmente si hay insuficiencia renal. Muchos procesos crénicos se asocian con
infecciones debidas a S. pneumoniae que suelen necesitar ingreso hospitalario, llegando
incluso a producirse infecciones nosocomiales por este microorganismo [8].

Las infecciones previas por virus también son un factor predisponente importante, es-
pecialmente en el caso de las infecciones causadas por el virus de la gripe, esto podria
ser explicado por el aumento de los receptores de membrana celular que favorece la
adherencia del neumococo a la mucosa y su invasion. Varios trabajos realizados para
establecer la relacién entre la neumonia neumococica y la elevada mortalidad de la pan-
demia de gripe A/HIN1 de 1918 demuestran que en mas del 50 % de los casos, las
muertes en enfermos que se contagiaron del virus de la gripe, se debieron a neumonia
bacteriana (principalmente neumocaocica) segin un estudio anatdémico-patologico de las
necropsias de tejido pulmonar [31, 32, 33]. En base a esto, otros trabajos relacionan el
beneficio que podria aportar la vacunacion frente a S. pneumoniae en caso de sufrir una
pandemia de gripe como en la gripe rusa (1889-1893), la gripe espanola (1918-1919), la
gripe asiatica (1958-1959) o la gripe de Hong Kong (1969-1969) como medida de pre-
vencién de enfermedad neumococica invasiva. La reciente pandemia de la variante de la
nueva gripe A (H1N1) 2009 de origen porcino podria reforzar nuevamente las estrategias
de vacunacion.

Otros procesos que afectan al tracto respiratorio como la enfermedad pulmonar obs-
tructiva cronica (EPOC), las bronquiectasias, las deficiencias en el aclaramiento ciliar y la
inhalacion de téxicos o el tabaquismo estan directamente relacionados con la predisposi-
cion a que los neumococos presentes en la mucosa nasofaringea la invadan y provoquen
infeccion.

Por ultimo, hay otra serie de factores, que a pesar de no conocer bien las causas,
estan directamente relacionados con la predisposicion a sufrir infeccion neumococica,
como son el estrés y la fatiga. En la tabla 1.1 se muestra un resumen de los factores
predisponentes para sufrir enfermedad neumocécica invasiva.
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Factor predisponente

Causa

Formacién defectuosa de anticuerpos

Enfermedades congénitas
Mieloma multiple
Leucemia linfatica cronica
Linfoma
Infeccion por VIH

Deficiencia o ausencia de factores del complemento

C1,C2,C3y C4

Deficiencia en linfocitos polimorfonucleares

Neutropenia crénica
Anemia aplasica
Farmacos

Funcién de linfocitos polimorfonucleares alterada

Alcoholismo
Cirrosis hepatica
Diabetes mellitus
Insuficiencia renal
Tratamiento con corticoesteroides

Infeccion respiratoria previa

Virus de la gripe

Alteraciones respiratorias

Asma
EPOC
Tabaquismo

Exposicién a portadores

Centros de dia
Cuarteles
Prisiones

Guarderias

Otros

Edad (infancia y ancianidad)
Malnutricién
Fatiga y estrés
Exposicion al frio

Tabla 1.1: Factores predisponentes para sufrir enfermedad neumocécica invasiva
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1.2.1. Sindromes clinicos

S. pneumoniae puede ser causa de diferentes infecciones en el tracto respiratorio por
migracion directa de los microorganismos que se encuentran colonizando la nasofarin-
ge. Asi mismo, por diseminacién hematdgena, también puede llegar al sistema nervioso
central, las valvulas cardiacas, huesos, articulaciones y a la cavidad peritoneal. En algu-
nos casos, la invasion de la pleura y del sistema nervioso central puede darse también
por migracion desde la nasofaringe o desde el oido medio. La bacteriemia puede ser pri-
maria, cuando no hay un foco aparente desde el cual se diseminan los microorganismos
por la sangre o secundaria a otros procesos infecciosos.

1.2.1.1. Ofitis media aguda

La otitis media aguda representa la causa mas comun de consulta pediatrica asi como
uno de los motivos mas habituales de prescripcion de antibidticos en los nifios [34]. Exis-
te una predisposicién a sufrir este tipo de infecciones en los meses frios del ano, esto
se explica debido a que la infeccion por virus respiratorios como los coronavirus, virus
respiratorio sincitial y los adenovirus favorecen el desarrollo de otitis media aguda por S.
pneumoniae tras el cuadro viral [8, 35]. Normalmente el diagndstico es presuntivo y el
tratamiento es empirico, pero si se quiere estudiar los microorganismos implicados en el
cuadro es necesario realizar una timpanocentesis y cultivar el exudado del oido medio.
Las guias de pediatria recomiendan realizar dos timpanocentesis en el transcurso del
cuadro, una al inicio, previo al tratamiento antimicrobiano y una segunda a los tres-cinco
dias de iniciar el tratamiento para comprobar la eficacia del tratamiento. Hay una gran
discusion sobre el beneficio de aplicar tratamiento antibiético. La desventaja que conlle-
va tratar este cuadro, es elevar la presion de antibidticos a la que estan expuestos los
microorganismos que forman parte de la microbiota faringea. Por otra parte, a pesar de
ser infecciones que, en algunos casos, pueden resolverse sin tratamiento antimicrobiano,
la probabilidad de que se desarrollen complicaciones mas graves como la mastoiditis es
elevada. En un estudio realizado en el Hospital Nifo Jesus de Madrid, comprobaron que
los casos de mastoiditis entre los afos 1999 y 2005, aumentaron el doble cada afo,
con igualdad de ingresos cada ano a excepcion de 2005, ano en el que los ingresos se
triplicaron [36].

Los microorganismos implicados con mas frecuencia varian en funcion de la epide-
miologia local, la implantacion de campanas de vacunacion y el uso de antibiéticos. El
microorganismo que se aisla con mayor frecuencia es S. pneumoniae, sélo o conjunta-
mente con H. influenzae no tipable, llegando a causar hasta un 80 % de estas infeccio-
nes [37, 35].

1.2.1.2. Sinusitis

Al igual que en la otitis media aguda, S. pneumoniae es, junto con H. influenzae no
tipable, la causa principal de la sinusitis. En ésta se produce un aumento de las secrecio-
nes en los senos paranasales que dificultan el aclaramiento de las bacterias que llegan
a ellos por comunicacién con la faringe. La acumulacion de estas secreciones puede
deberse a infecciones por virus, procesos alérgicos o simplemente catarros y produce
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un medio adecuado para la proliferacién de las bacterias y por tanto, la infeccion de los
senos [8].

1.2.1.3. Meningitis

La llegada de los microorganismos a las meninges puede ser por migracion directa
desde los senos paranasales o el oido medio o por diseminacion hematogena, también
contribuye a la inflamaciéon de las meninges la produccién de reaccion inflamatoria de-
bida a la hipersecrecion de factor de necrosis tumoral, interleucinas 1y 6 y de péptidos
vasoactivos en éstas y en el espacio subaracnoideo. Esta estimulacion inmunolégica es
clave para la progresion de la enfermedad asi como para su diagndstico ya que la pre-
sencia de leucocitos, especialmente polimorfonucleares en el liquido cefalorraquideo es
indicador de meningitis bacteriana [8].

La implantacion de politicas de vacunacion frente a diferentes microorganismos que
clasicamente eran protagonistas en esta entidad ha hecho que la epidemiologia sea
especifica de forma local. S. pneumoniae es la primera causa de meningitis en adultos
en zonas en las que la vacunacion frente a H. influenzae tipo b 'y Neisseria meningitidis
esta implantada, y sigue siendo la primera causa entre la poblacién pediatrica, con ciertos
cambios en las zonas en las que las vacunas conjugadas (heptavalente, PCV-7 y trece-
valente, PCV-13) llevan mas anos en uso.

En Espafa hay estudios en los que se recoge que la incidencia de meningitis por S.
pneumoniae en la poblacion pediatrica ha disminuido desde un 6,14 por cada 100.000
ninos menores de cinco anos en 2001 a un 2,83 por cada 100.000 ninos menores de
cinco anos en 2006. A pesar de no haber cambios estadisticamente significativos con
respecto a los serotipos, esta disminuciéon de la incidencia se correlacion6 con el au-
mento de la aplicacion de la vacuna PCV-7 [38]. Entre la poblacién adulta en Espana,
la mayor incidencia de meningitis neumococica se produce en los mayores de 65 anos,
probablemente debido a la presencia de otras enfermedades de base y a la alteracion
de la respuesta inmune. La mortalidad asociada es de un 31 %, figurando como factores
predisponentes importantes la neumonia o las otitis previas [39].

1.2.1.4. Exacerbacion de la bronquitis cronica y enfermedad pulmonar
obstructiva cronica

Cuando se realizan estudios microbiolégicos de muestras de pacientes con bronqui-
tis cronica o con EPOC, se observa la presencia de S. pneumoniae como uno de los
microorganismos con mayor implicacion [40, 41, 42]. En estos procesos respiratorios el
aclaramiento ciliar y la produccién de mucina estan alterados debido a una respuesta
inmunoldgica constante que responde a la colonizacion de la mucosa bronquial por di-
ferentes microorganismos, entre los que principalmente se encuentra S. pneumonaie. A
este proceso se le conoce como “colonizacion patogénica” ya que los microorganismos
no invaden la mucosa, pero activan procesos inflamatorios que producen alteraciones en
la misma [43]. En el caso de las exacerbaciones y neumococo se observa la adquisicion
de un serotipo diferente, frente al cual se desarrolla una nueva reaccién inflamatoria [44].
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1.2.1.5. Neumonia

Cuando S. pneumoniae es capaz de llegar a los alveolos pulmonares, se multiplica y
es transportado a través de los septos alveolares. Esta multiplicacién activa el sistema
del complemento, produce citoquinas y regula la aparicion de receptores de superficie en
el endotelio vascular de la microcirculacion alveolar. Como consecuencia se acumulan en
los alveolos bacterias y exudado inflamatorio que son detectados facilmente por técnicas
de imagen, dando el patron radiolégico conocido como “neumonia tipica” (ver fig. 1.1).

Figura 1.1: Patron radiolégico de neumonia tipica

Entre los sintomas de la neumonia tipica, se encuentran fiebre elevada (mas de 40°C),
dolor pleuritico, tos productiva, aceleracion del pulso cardiaco (90-110 pulsaciones/min)
y consecuente disnea [8]. Todos estos sintomas suelen presentarse de forma brusca,
aunqgue existe una presentacion atipica, que se suele encontrar en los ancianos en la
que estos sintomas aparecen de forma gradual, no hay fiebre elevada, las alteraciones
cardiacas no son tan marcadas y suele haber sintomas extrapulmonares y radiolégica-
mente tampoco se aprecia en las radiografias la imagen tipica. Es importante diferenciar
el cuadro, debido a las complicaciones de la neumonia no tratada o tratada con demora
ya que que suele presentarse el derrame pleural y el empiema que requieren drenaje
quirurgico ademas de tratamiento antimicrobiano adecuado. Desde la introduccion de la
vacuna conjugada heptavalente, diferentes estudios remarcan la disminucion en la inci-
dencia de enfermedad invasiva neumocdcica, tanto en ninos, ya que son los receptores
de la vacuna, como en adultos, por el efecto de “inmunidad de grupo” y su consecuencia
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en cuanto al estado de portador nasofaringeo. En Estados Unidos la vacuna heptavalen-
te se introdujo en el afno 2000 y en diferentes estudios se refleja una disminucién de la
incidencia entre los periodos pre y post vacunales [45, 46] siendo, segun algunos auto-
res de un 84 % entre los anos 1979 y 2004 [47]. Ademas de disminucion, se observan
cambios en los serotipos de los neumococos aislados, elevandose significativamente los
serotipos no incluidos en la vacuna heptavalente [47].

En Espana existen estudios tanto a favor de una disminucién de la enfermedad neu-
mocodcocica invasiva como en contra. En estudios realizados entre los afios 1999-2000
y 2002-2004, se observo un aumento (del 21 % al 44 %) en los serotipos no vacunales,
siendo el serotipo mas prevalente el serotipo 1 [48]. Cabe destacar que en Espana la
vacuna heptavalente se introdujo en 2002, y solo es obligatoria en el calendario vacunal
en la Comunidad de Madrid. Se estima que la tasa de vacunacion en Espana esta en
torno al 45 % [49], con lo cual se observaria el mismo efecto en cuanto a disminucion de
incidencia de enfermedad neumococica invasiva y en la prevalencia de serotipos en las
zonas en las que la implantacién de la vacuna es total aunque no se incluya de forma
oficial en el calendario vacunal. Otra caracteristica importante de la enfermedad invasiva
es que parece ser que a pesar de estar causada por neumococos con menos resisten-
cias a los antimicrobianos [50], los cuadros clinicos son muy complicados y la infecciones
son muy persistentes a pesar de los tratamientos con antibiéticos adecuados. Por ejem-
plo, en Sevilla y Malaga se observé un aumento de derrame pleural paraneumonico de
hasta trece veces mas entre los afos 1998 y 2006, causados en un 86 % de los casos
por neumococos de serotipos no incluidos en la vacuna heptavalente [49]. En contraste
con estos datos, en otro estudio realizado entre los afnos 2007 y 2009 se observo un
aumento de un 44 % en la incidencia de la enfermedad neumocdcica invasiva en nifos,
presentando serotipos no incluidos en la vacuna conjugada heptavalente [51].

1.2.1.6. Otros sindromes

Ademas de los sindromes anteriormente descritos, el neumococo puede estar impli-
cado en una amplia variedad de infecciones como la conjuntivitis que habitualmente se
asocia a neumococos no capsulados y en forma de brote en instituciones. Puede ser cau-
sa de peritonitis primaria o secundaria a infeccion del sistema reproductor, sobre todo en
mujeres. A pesar de ser causa de endocarditis y pericarditis muy frecuentemente en la
antigliedad, actualmente se describen casos aislados en la literatura [52, 53], asi como
el sindrome o triada de Austrian (neumonia neumocécica, meningitis y endocarditis) [54].
Por ultimo, los abscesos epidurales y cerebrales, la artritis séptica y la osteomielitis se
asocian raramente a S. pneumoniae 'y en casos en que los pacientes presentan defectos
inmunitarios.

1.3. Diagnostico microbiologico

El diagnostico microbiol6gico de la infeccidn respiratoria y de otras localizaciones por
S. pneumoniae es facilmente accesible en un Servicio o laboratorio de Microbiologia
convencional, ya que puede realizarse adecuadamente con las técnicas microbiologicas
habituales. No obstante suelen requerir un periodo amplio de tiempo (48-72 horas) para
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su desarrollo por lo que también es util disponer de nuevas técnicas que reduzcan estos
tiempos [55].

1.3.1. Técnicas clasicas
1.3.1.1. Muestras

Para el diagnostico convencional de la infeccion respiratoria por S. pneumoniae las
muestras mas adecuadas son el esputo, representativo de las secreciones de vias bajas,
y las muestras obtenidas por métodos invasivos como son la fibrobroncoscopia (brocoas-
pirados, lavados broncoalveolares y cepillados bronquiales) o mediante puncion (liquido
pleural, muestras de secreciones por puncién transtoracica o transtraqueal). En todos los
casos, se recomienda a su vez procesar hemocultivos ya que refuerzan el diagnostico
etiolégico puesto que hasta en el 20 % de la neumonias neumocadcicas cursan con bac-
teriemia. El procedimiento de identificacion de S. pneumoniae en estas muestras es el
mismo que el que se realiza a partir de las muestras respiratorias.

1.3.1.2. Valoracion de las muestras y tincion de Gram

Las muestras obtenidas mediante procedimientos invasivos minimizan o evitan la po-
sibilidad de contaminacion con microbiota orofaringea que pueda enmascarar o dificultar
el aislamiento de S. pneumoniae [56]. En el caso de los esputos (0 de secreciones tra-
queales) es necesario definir unos criterios de validez de la muestra para el cultivo. Estos
criterios establecen la rentabilidad del mismo mediante su observacion microscopica. Se
basan en la presencia de células inflamatorias y su relacion con la ausencia o presencia
de células epiteliales que pueden indicar contaminacion orofaringea. Generalmente, la
observacion microscopica se realiza con objetivo de bajo aumento (sin aceite de inmer-
sién) y sobre la tincién de Gram [57]. Los criterios cuantitativos habitualmente utilizados
se recogen en la tabla 1.2.

El procesamiento de esputos no valorables puede conducir a informes incorrectos que
condicionan orientaciones diagnédsticas erroneas, tratamientos antibiéticos inadecuados
e incrementos en el gasto sanitario [58, 59]. Todas las muestras obtenidas mediante pun-
cién deben ser consideradas valorables. En ellas deben aplicarse una tincion de Gram
que evidencie la posible presencia de S. pneumoniae. La morfologia esperada en la tin-
cién de Gram es la de un coco Gram positivo con disposicion en parejas (diplococos)
(fig. 1.2).

1.3.1.3. Cultivo cuadlitativo

En muestras respiratorias en las que por el método de obtencidén no se produce conta-
minacion con microbiota del tracto respiratorio superior, la presencia de cualquier colonia
en el cultivo microbioldgico es criterio diagnostico y debe procederse a su identificacion.
En el caso de muestras que hayan podido contaminarse con microbiota orofaringea de-
ben identificarse las colonias sospechosas con aspecto de neumococo (tabla 1.3) tanto si
son mayoritarias en el cultivo con respecto al resto de los microorganismos como si estos
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Categoria Criterio

Observacién de >25 células inflamatorias/campo y <10
células epiteliales/campo de bajo aumento

Observacién de >25 células inflamatorias/campo y >10
cél. epiteliales/campo de bajo aumento si el ratio de
células infamatorias/células epiteliales es >10 y existe un
unico morfotipo bacteriano predominante

Muestra valorable

Esputos con >10 cél. epiteliales/ campo de bajo aumento

Aspirados traqueales de adultos con >10 células
epiteliales por campo de bajo aumento y sin observacion
de microorganismos

Aspirados traqueales de pacientes pediatricos sin
observacion de microorganismos

Muestra no valorable

Muestras para cultivo de Legionella spp., Mycobacterium
Excepciones spp., Nocardia spp., Rhodococcus spp.

Muestras de pac. neutropénicos o con fibrosis quistica

Tabla 1.2: Criterios de aceptacion de muestras respiratorias (esputo) para cultivo

se encuentran en baja proporcion. Esta identificacion también ha de ser independiente
de lo observado en la tincion de Gram [56].

1.3.1.4. Cultivo cuantitativo

Se realiza habitualmente a partir de las muestras obtenidas por fibrobroncoscopia. Pa-
ra el cultivo cuantitativo es necesario realizar diluciones seriadas de la muestra y cultivar
cada una de las diluciones para poder establecer el recuento de bacterias. Mediante
esta técnica se consigue establecer la carga bacteriana de la muestra y diferenciar colo-
nizaciones de bajo grado de las colonizaciones patogénicas, generalmente asimiladas a
una situacion de infeccién. En el caso de S. pneumoniae suele tomarse como criterio de
colonizacion patogénica los cultivos con recuentos superiores a 10°-10° unidades forma-
doras de colonia por ml (ufc/ml) para los broncoaspirados y lavados broncoalveolares y
de 102 ufc/ml para los cepillados broncoalveolares [56]. Recuentos inferiores a 102 ufc/ml
suelen indicar contaminacién por microbiota orofaringea. No obstante, en determinadas
situaciones, tanto en el lavado como en el cepillado brocoalveolar los criterios habituales
no deben ser aplicados de forma rigida ya que recuentos inferiores también se han aso-
ciado con situaciones patogénicas, sobre todo en pacientes que han recibido tratamiento
antimicrobiano previo [56].

1.3.1.5. Identificacion

Las caracteristicas fenotipicas de S. pneumoniae en el cultivo en placas de agar sangre
en condiciones habituales (48 horas de incubacion a 35°C y 5% COs) se resumen en la
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Figura 1.2: Tincién de Gram de S. pneumoniae en una muestra de esputo con criterio de
aceptacion valorable para el cultivo

tabla 1.3.

Caracteristicas fenotipicas de S. pneumoniae en cultivo

a-hemodlisis en placas de agar sangre (halo verde alrededor de la colonia crecida)
Catalasa negativa
Sensibilidad a la optoquina
Solubilidad en bilis (desoxicolato)

Tabla 1.3: Identificacion de S. pneumoniae en cultivo

Estas caracteristicas fenotipicas pueden verse afectadas por las condiciones ambien-
tales en las que se realice el cultivo como por ejemplo la presencia de diferentes concen-
traciones de CO,. Desde el punto de vista del diagndstico microbiologico es importante
tener en cuenta estas condiciones ya que podrian producirse errores en la identificacion y
subestimar por la presencia de otras especies como Streptococcus pseudopneumoniae o
Gemella spp. que pueden confundirse con colonias de S. pneumoniae o presentar resul-
tados anomalos como la sensibilidad a optoquina, y que en ocasiones se han asociado
con neumonia [60]. Asimismo, se han descrito variantes de colonias de S. pneumoniae
(no umbilicadas y rugosas) con morfologia atipicas que se asocian con alteraciones ge-
notipicas relacionadas con la seleccion de cepas resistentes a los antimicrobianos. En
ocasiones las colonias de S. pneumoniae tienen un aspecto mucoso caracteristicamente
asociadas al serotipo 3.

1.3.2. Nuevas técnicas de diagnéstico
En general y como se ha comentado en el epigrafe anterior, el diagnéstico micro-

bioldgico tradicional de la neumonia adquirida en la comunidad presenta el inconvenien-
te principal de la demora en la obtencion de los resultados. En el caso de la infeccion
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causada por S. pneumoniae, el diagndstico precoz es particularmente importante, dada
la alta mortalidad asociada a este tipo de neumonia [61, 62]. Asimismo, la demora en
el diagndstico condiciona el retraso en la instauracion del tratamiento antibiético y en
la eleccién adecuada del mismo [63, 8]. Esta situacion no solo genera la aparicion de
complicaciones graves sino que también influye en la seleccion de determinados clones
multirresistentes [64].

La aparicion de nuevas técnicas de laboratorio, denominadas “de diagnédstico rapi-
do” y point of care para la deteccion de S. pneumoniae ha supuesto un avance en el
diagnostico etiolégico de la neumonia adquirida en la comunidad, asi como en la ins-
tauracion adecuada del tratamiento antimicrobiano precoz. Es importante recordar que
las técnicas de diagnostico convencionales (tincion de Gram y cultivo) siguen constitu-
yendo las pruebas de diagnostico de referencia o gold-standard y que toda técnica de
diagnéstico rapido debe ser confirmada con posterioridad con técnicas de diagnéstico
tradicionales [56]. Entre las técnicas de diagnéstico rapido de la neumonia adquirida en
la comunidad mas empleadas se encuentran la inmunocromatografia para la deteccion
de antigenos y las técnicas de diagndstico molecular como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

1.3.2.1. Inmunocromatografia

Esta técnica se fundamenta en la deteccién del polisacarido C capsular de S. pneumo-
niae con propiedades antigénicas. Este antigeno es soluble en determinados liquidos o
fluidos como la orina y el liquido cefalorraquideo. El polisacarido C esta presente como
componente de la capsula neumocécica independientemente del serotipo del microor-
ganismo. También se encuentra presente en otras especies del genero Streptococcus
como son Streptococcus oralis y Streptococcus mitis [65]. El desarrollo de esta prueba
se realiza sobre una membrana de nitrocelulosa a la que se encuentra adsorbido el an-
ticuerpo especifico frente al polisacarido C de S. pneumoniae. Al entrar en contacto el
antigeno soluble presente en la muestra del paciente, este se conjuga con el anticuerpo
especifico, produciéndose una precipitacion que puede observarse a simple vista sobre
la membrana. Las muestras biologicas sobre las que se ha validado esta técnica son la
orina y el liquido cefalorraquideo. La recogida de ambas debe producirse segun los pro-
cedimientos habituales establecidos y el transporte hasta el laboratorio debe realizarse
en condiciones estériles. Estas muestras pueden almacenarse a temperatura ambiente
(20-30°C) siempre y cuando vayan a procesarse para el analisis en un plazo maximo de
24h. Las muestras refrigeradas (2-8°C) o congeladas pueden conservarse un maximo
de 14 dias en el caso de la orina 'y de 7 en el caso del liquido cefalorraquideo. A diferen-
cia de la deteccién de antigeno de Legionella pneumophilla en orina, no se recomienda
realizar centrifugacion o calentamiento de la muestra antes de realizar su determinacion.
En algunos casos se ha demostrado la posible interferencia por la presencia de inmu-
noglobulinas no especificas de S. pneumoniae que también pueden unirse al antigeno y
dificultar asi su deteccion. Por ello se recomienda su uso sobre orina para el diagnéstico
de neumonia comunitaria y sobre liquido cefalorraquideo para el diagnostico de menin-
gitis. También es importante resenar que el polisacarido C una vez excretado en orina
es estable al menos 48h y puede ser detectado en pacientes bajo tratamiento antimicro-
biano [66, 67]. Los datos de sensibilidad y especificidad de la técnica se recogen en la
tabla 1.4.
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Valores diagnosticos

Muestra Tipo de pacientes
podep Sensibilidad(%) | Especificidad (%)
Orina Pacientes hospitalizados 90 (60-98) 71 (59-80)
Pacientes ambulatorios 90 (70-97) 78 (70-85)
Liquido cefalorraquideo Pacientes que acuden a 97 (84-100) 99 (98-100)
Serviclo urgencias

Tabla 1.4: Sensibilidad y especificidad de la inmunocromatografia (BINAX Now®)

En la interpretacion de los resultados es importante tener en cuenta la posibilidad de
encontrar resultados falsos positivos en pacientes que sean portadores nasofaringeos
de S. pneumoniae como es frecuente que ocurra en ninos, de hecho la exactitud de la
prueba no se ha demostrado en el caso de las determinaciones sobre orina en nifos,
aunque existen estudios con buenos resultados, en los que se emplea la inmunocroma-
tografia en torundas nasales para realizar estudios de colonizacion [68]. También pueden
ser causa de falsos positivos en casos de ninas con colonizacion vaginal con S. pneu-
moniae 'y en pacientes colonizados crénicamente por este microorganismo, como en la
EPOC, la bronquitis crénica o pacientes con bronquiectasias [65]. La presencia perma-
nente del microorganismo en el tracto respiratorio hace que la liberacion del polisacarido
C en orina sea relativamente constante y por tanto, facilmente detectable aunque segun
los estudios hay discrepancias en los resultados obtenidos [69]. La vacunacion también
es un factor responsable de resultados falsos positivos por lo que no se recomienda rea-
lizar esta prueba a los individuos que hayan sido vacunados frente a S. pneumoniae en
los cinco dias previos.

En los pacientes adultos, diferentes estudios avalan la utilidad de esta técnica en el
diagndstico rapido de neumonia comunitaria tanto en los que no precisan ingreso hospi-
talario como en los que requieren hospitalizacion (en planta o en unidades de cuidados
intensivos). También se han obtenido buenos resultados en enfermos inmunodeprimi-
dos [70] y se propone su utilizaciéon en estos como método de diagnéstico precoz de
neumonia con sintomas atipicos, que habitualmente se presenta en los pacientes con
infeccién por VIH [71]. En los pacientes pediatricos se han llevado a cabo menos estu-
dios, aunque los resultados también demuestran su utilidad. No obstante, hay que tener
presente la posibilidad resenada con anterioridad de falsos positivos debido a los estados
de portador y de resultados no especificos debidos a S. oralis o S. mitis [65].

Existen varios estudios que avalan la utilidad de esta prueba en la deteccion de antige-
nos en muestras diferentes de la orina o el LCR como el liquido pleural, sobre todo en
pacientes con empiema y derrame pleural. A pesar de ser una muestra para la cual
la técnica no esta plenamente validada se han senalado varias ventajas, entre las que
destacan una elevada sensibilidad, incluso superior al cultivo convencional. También se
ha demostrado su utilidad en pacientes en los que ha existido antibioterapia previa al
empiema. Entre las desventajas se encuentran, no tratarse de una técnica validada y
la falta de especificidad (igualmente reaccion cruzada con polisacarido C de S. oralis 'y
de S. mitis [66, 67, 72, 73]. También se ha intentado aplicar esta técnica sobre otro tipo
de muestras como los hemocultivos, aunque esta aplicacion necesita mas estudios de
validacion (hemocultivos) [74].Se ha descrito un método que permite detectar la presen-
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cia de S. pneumoniae en muestras de esputo mediante inmunocromatografia. Detecta
la presencia del polisacarido C mediante el reconocimiento con anticuerpos policlonales.
Los datos de sensibilidad y especificidad son de 89,1 % y 95,3 % respectivamente y en
comparacion con la utilizacién de la inmucromatografia convencional en orina, parece
ofrecer mejores resultados [75].

Los beneficios en la deteccion de S. pneumoniae utilizando esta técnica son evidentes
para el paciente. A pesar del aumento del coste en el diagndéstico, ya que esta prueba no
debe sustituir al cultivo, los estudios de coste-beneficio avalarian también su utilizacion ya
que disminuiria el tiempo empleado en el diagnostico y facilitaria una mejor adecuacion
del tratamiento antimicrobiano [76].

1.3.2.2. Ténicas de microbiologia molecular

La técnica de microbiologia molecular mas empleada para el diagnéstico etiolégico
precoz de la neumonia adquirida en la comunidad es la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR). Con esta técnica se puede detectar la presencia de material genético
(ADN o ARN) de un microorganismo en la muestra de estudio. Segun el tipo de técnica
de PCR empleada es posible:

= amplificar material genético para su posterior identificacion mediante comparacion
con secuencias de diferentes microorganismos almacenadas en bases de datos

= amplificar material genético especifico de un microorganismo que so6lo se encuen-
tran presentes en el genoma de éste.

Asimismo, existen técnicas de PCR como la PCR en tiempo real que permite no solo
detectar la presencia del microorganismo sino también cuantificar la cantidad de es-
te [77]. En el caso de S. pneumoniae podrian utilizarse en muestras de LCR para el
diagnéstico de meningitis pero también puede aplicarse en muestras del tracto respira-
torio, incluyendo el liquido pleural [78].

Las ventajas principales que ofrecen las técnicas de microbiologia molecular son la
rapidez y elevada sensibilidad y especificidad cuando se comparan con el cultivo con
independencia del tipo de muestra. Entre las limitaciones principales de estas técnicas
se encuentran:

= Deteccion de fragmentos de ADN de microorganismos no viables en la muestra
estudiada. Este hecho podria ser habitual en pacientes tratados previamente con
antimicrobianos.

= Deteccion de microorganismos que no sean la causa directa del proceso infeccio-
so. En la neumonia, podrian existir en la muestra estudiada, ADN de S. pneumo-
niae procedente del tracto respiratorio superior 0 en los pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica podria detectarse este microorganismo como coloni-
zador de la superficie mucosa y ser otro el patégeno implicado en la neumonia.

= Dificultad de desarrollo de la técnica por interferencia de la reaccion de PCR. No to-
das las muestras son igualmente idoneas para la realizacion de esta técnica. Como
ejemplo, la presencia de una alta carga proteica (esputos, liquido cefalorraquideo)
presentan problemas de interferencias que disminuyen la sensibilidad de la técnica.

Las técnicas de PCR mas empleadas en el diagndstico de la neumonia comunita-
ria por S. pneumoniae y de sus complicaciones asociadas son la amplificacién de 16s
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ADN-ribosomal y la amplificacion de genes especificos de S. pneumoniae como los que
codifican para los genes de neumolisina (gen ply), autolisina (gen lytA), la adhesina de
superficie (gen psaA) [79], y genes altamente conservados, que codifican para la sinte-
sis de diferentes polisacaridos de la capsula (los genes cpsA y wzg), incluyendo los que
determinan los serotipos mediante utilizacion de sondas TagMan especificas [49, 80].

También se ha evaluado la utilidad de la deteccién del gen de la neumolisina mediante
una técnica de PCR en tiempo real en pacientes pediatricos con empiema y sospecha de
infeccién por S. pneumoniae. Su aplicacion en sangre y en el liquido pleural, aumento el
diagnéstico de esta entidad [78].

1.3.2.2.1. Amplificacion de 16s ADN ribosomal Mediante esta técnica se amplifica
el ADN ribosomal de la subunidad 16s. Este gen se encuentra en todas las bacterias.
Posee fragmentos que son comunes a todas las especies bacterianas (se dice por ello
que es un gen conservado) y también fragmentos que son especificos de cada especie.
Gracias a los fragmentos comunes es posible amplificar el gen procedente de diferentes
especies bacterianas que posteriormente se identificaran por secuenciacion de los frag-
mentos especificos y comparacion de éstos con las bases de datos existentes [81]. Esta
técnica ha sido empleada y evaluada en algunos estudios para el diagndstico etiolégico
de la neumonia comunitaria, del empiema y de la meningitis por S. pneumoniae 1.5y
existen sistemas comerciales para su aplicacion clinica [78, 82].

Técnica Muestra Sensibilidad | Especificidad | Tiempo | Referencia
PCR tiempo real Esputo 96,2% 93,2% 2h 31
(molecular beacon)
PCR rDNA1.6.S; PCR Liquido pleural 70% 43% - 21
neumolisina
PCR neumolisina | Liquido cefalorraquideo 96 % 100 % 4h 32

Tabla 1.5: Evaluacion de las técnicas de PCR para diagndstico de la infecciéon por S.
pneumoniae

1.3.2.2.2. Amplificacion de genes especificos de S. pneumoniae La técnica de
PCR permite amplificar y detectar genes que pueden ser especificos de grupos de micro-
organismos concretos o de especies concretas. En el caso de S. pneumoniae es particu-
larmente importante dada la posible confusion en la identificacién que puede producirse
con otras especies muy cercanas filogenéticamente como S. pseudopneumoniae, S. mi-
tis u otros estreptococos del grupo viridans, sobre todo en muestras respiratorias, en las
que la relevancia clinica es menor [81].

Los genes que se detectan habitualmente como marcadores de la presencia de S.
pneumoniae en la muestra de estudio son el gen de la neumolisina (ply) y el gen de
la autolisina (/ytA) [83, 84, 85]. Estos genes son altamente especificos de neumococo.
Aun asi, al existir la posibilidad de coexistir S. pneumoniae con otras especies del mismo
género como especies del grupo viridans o S. pseudoneumoniae en el tracto respirato-
rio se pueden producir mecanismos de transferencia de material genético (transforma-
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cién natural) que provoquen la adquisicion de genes o de fragmentos de genes especifi-
cos de neumococo en estas otras especies. Este hecho puede determinar errores en el
diagndstico etioldgico mediante estas técnicas [81].

La identificacién y deteccion de genes mas especificos de S. pneumoniae como el gen
psaA que codifica para la adhesina de superficie ha sido sefialado como uno de los genes
candidatos a utilizar [79] asi como la deteccion de genes especificos de la capsula de S.
pneumoniae 'y que estan altamente conservados, lo que implica que no estan sometidos
a procesos de transformacion natural, como son los genes cpsA y wzg [49, 80]. Con
ello se minimizaria la posibilidad de errores en la identificacién de este microorganismo
mediante estas técnicas [79, 80].

También se ha descrito la posibilidad de determinar no sélo la presencia del neumo-
coco en muestras en las que el cultivo no es viable, si no también su serotipo, mediante
técnicas que combinan amplificacion de los genes implicados en la sintesis de los poli-
sacaridos que determina la estructura concreta de cada serotipo e hibridacién de cada
uno de ellos mediante sondas especificas (sondas TagMan). Con esta técnica se consi-
gue diferenciar los serotipos o serogrupos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F/A, 8, 9V/N/L, 14, 15B/C,
18C/B, 19A, 19F/B/C, 23A y 23F de muestras en las que el cultivo fue estéril [80].

1.3.2.2.3. Técnicas de PCR disenadas para diagnostico de S. pneumoniae a par-
tir del hemocultivo Como ya se ha mencionado anteriormente, la toma de muestras
de hemocultivo en los enfermos en los que se sospecha una neumonia comunitaria pue-
de facilitar la confirmacion del diagndstico microbioldgico, sobre todo si se produce el
aislamiento de S. pneumoniae. Dada la importancia de la muestra de sangre se han
desarrollado técnicas de PCR especificas y directamente aplicadas sobre ella sin nece-
sidad de incubacion aplicadas a la deteccién de microorganismos con gran relevancia pa-
togénica, entre los que se encuentra S. pneumoniae. Entre ellas destaca el SeptiFast®.
Este sistema utiliza la técnica de PCR en tiempo real detectando secuencia de DNA del
16s rBRNA. El proceso completo, desde la preparacion de la muestra hasta la emision
del resultado, puede desarrollarse en una 6-8 horas por lo que acorta sustancialmente
el tiempo de respuesta. Los principales inconvenientes de esta técnica son los costos
econdmicos de la misma y la especificidad en los resultados obtenidos [86]. Reciente-
mente se han publicado también técnicas que combinan la amplificacion y la utilizacion
de microarray con buenos resultados tanto para la deteccion de S. pneumoniae [87] como
para la determinacion de los serotipos [88].

1.3.3. Técnica de hibiridacion fluorescente in situ o fluorescent in situ
hybridisation (FISH)

Se basa en utilizar sondas de hibridacion especificas para S. pneumoniae que recono-
cen las secuencias complementarias correspondientes al microorganismo sobre la mues-
tra directamente. A su vez la sonda lleva un fluoréforo que emite fluorescencia cuando
se observa al microscopio. La técnica se ha aplicado para la deteccion de S. pneumo-
niae en hemocultivos, siendo posible diferenciar neumococo de otros estreptococos y de
Abiotrophia spp. o Granulicatella spp. [89].
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1.3.4. Espectrometria de masas

Esta técnica se desarrolld inicialmente para identificar moléculas organicas de pe-
gueno tamano en el seno de mezclas complejas. Las variantes de la técnica que mas se
emplean como método de diagndstico en microbiologia son ES (Electrospray) y MALDI-
TOF (Matrix-asisted laser desorption ionisation time-of-flight). Mediante radiacion laser
se ioniza una suspension de los aislados a estudiar en una matriz especifica, que se
somete a un campo magnético lo que provoca que los iones liberados “vuelen” en dife-
rente tiempo a lo largo de un conductor, en funcién de su tamano y carga. El andlisis
de las sefales de estos iones genera espectros complejos que son caracteristicos del
contenido molecular de cada bacteria y por tanto comparables entre aislados de la mis-
ma especie. Otra aplicacion importante de esta técnica es el analisis de moléculas de
ADN concretas, como podrian ser elementos de resistencia a los antimicrobianos. Esta
técnica se ha empleado para diagndstico clinico, auque la identificacion de estreptococos
en general ha de realizarse siempre con apoyo de otras técnicas [90, 91], y como esta-
blecimiento de relaciones clonales en S. pneumoniae mediante técnicas de multi locus
sequence typing (MLST) [92]. También se propone su aplicacion para la identificacién de
serotipos [93] y de mecanismos de resistencia a -lactamicos [94].

1.4. Virulencia

Desde su identificacién como microorganismo patdgeno, se describieron en S. pneu-
moniae estructuras quimicas que se asociaron con su capacidad de inducir respuesta
inmune tanto en humanos como en animales de experimentacion. La identificaciéon y
descripcion de los mecanismos de diferentes factores de virulencia en el neumococo
constituye en los Utimos anos una linea importante de investigacion, en los que los cam-
bios epidemioldgicos asociados a la disminucion de la resistencia a los antimicrobianos
no se asocia a una disminucion en la incidencia y morbi-mortalidad de las infecciones
invasivas, fendmeno que podria ser explicado por la expresion de diferentes factores de
virulencia.

Entre los principales factores de virulencia asociados a la patogenicidad de S. pneumo-
niae se encuentran entre otros la capsula polisacaridica, el acido teicoico y lipoteicoico,
la fosfatidilcolina y las proteinas fijadoras de colina (CBPs), la neumolisina, las bacterio-
cinas y los pilli.

1.4.1. Cdpsula polisacaridica

La capsula constituye uno de los factores de patogenicidad mas importantes y cono-
cidos en S. pneumoniae. Descrita por el propio Pasteur en sus observaciones al micros-
copio, su estudio en cuanto a la descripcién quimica y purificacion se impulsé dada la
necesidad de implementar y mejorar la terapia seroldgica.

En este sentido se han analizado las estructuras moleculares de las capsulas de di-
ferentes serotipos, asi como las diferencias entre las capsulas de un mismo serogrupo.
Entre las técnicas empleadas para el estudio de las capsulas se encuentran la cromato-
grafia gas-liquido y la espectrometria de masas. También se han estudiado con detalle
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las rutas de sintesis, desde los mecanismos genéticos implicados hasta los operones
reguladores del proceso, llegando incluso a describirse posibles inhibidores de la sinte-
sis. [95]

La capsula se compone de cadenas de polisacaridos, en las que tanto la naturaleza
de los azlcares que la componen, como el tipo de union quimica entre ellos define la
estructura para cada serotipo. Esta presente alrededor de toda la bacteria y es solu-
ble en disoluciones polares, por tanto es soluble en suero y orina. Entre las funciones
de esta estructura esta la de mantener hidratada la célula y gracias a su naturaleza poli-
anionica modula la entrada y salida del microorganismo de iones y nutrientes, favorece la
adherencia a superficies organicas e inorganicas y esta implicada, aunque existen otros
mecanismos coadyuvantes, en la formacion de biofilms. Con respecto a su contribucién a
la virulencia de S. pneumoniae la capsula favorece la adherencia a las células epiteliales
de la mucosa del tracto respiratorio superior e inhibe la fagocitosis por los macréfagos.
Una vez invadidas las células, estimula la inmunidad humoral mediante la producciéon de
anticuerpos especificos frente a los polisacaridos capsulares, es decir, especificos para
cada serotipo. [96]

La primera capsula estudiada en 1941 pertenecia al serotipo 3 y la primera publicacion
de estructuras genéticas publicada corresponde al ano 1964, que se revisd y amplié en
1974. Se han publicado las organizaciones moleculares y rutas de sintesis de diversos
serotipos, entre los que se encuentran algunos asociados a resistencia a diferentes gru-
pos de antibiéticos como son el 14, 19A [97, 98] o los descritos mas recientemente 6C y
6D [10, 11].

En relacién a los mecanismos genéticos que intervienen en la expresion de la capsu-
la, se ha comprobado que existen genes especificos para cada tipo capsular que estan
localizados en el cromosoma y siempre parecen ocupar la misma posicion en éste. La
homologia entre estos genes no es elevada, incluso entre serotipos pertenecientes a un
mismo serogrupo. Estos genes, son movilizables, gracias a la presencia de otros genes
que codifican para transposasas, fosfomutasas y permeasas, y que, de este modo, inter-
vienen en la transposicion del médulo completo durante el proceso de la transformacion.
Este mecanismo es comun en todos los aislados, independientemente del tipo capsular
que expresen. Estos genes que interviene en la movilizacion de los genes especificos de
cada tipo de capsula en algunos casos estan siempre ligados a los especificos (serotipo
19F) y se comportan como un cassette. Este cassette puede ser movilizado por transfe-
rencia horizontal,y mediante la transformacién puede recombinar entre dos aislados de
dos tipos capsulares diferentes, lo que da lugar al fendmeno de intercambio o switching
capsular[99]. En algunos serotipos, como en el caso del serotipo 3 se ha comprobado
que los genes implicados en la movilizacion y los del médulo que codifica para la capsula
estan situados en regiones diferentes del cromosoma. Esto podria facilitar fenomenos de
transposicion dada en un mismo microorganismo, que explicaria la capacidad de producir
en el laboratorio aislados de S. pneumoniae capaces de expresar dos tipos capsulares
diferentes, los serotipos 3y 1y los serotipos 3 y 5. Finalmente, la regulacion de la expre-
sién de la capsula esta codificada por otro grupo de genes que no se encuentra ligado a
los genes anteriormente mencionados[95].
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1.4.2. Acidos teicoico y lipoteicoico

Son moléculas de estructura polisacaridica que incluyen una cadena lipidica en su
composicion. Normalmente la unién de la zona lipidica se produce por un enlace fosfo-
diéster a un grupo glicerol fosfato, en el caso de S. pneumoniae se une un ribitol fosfa-
to que ademas lleva intercalados residuos de tetrasacaridos como componentes de la
membrana, por tanto, la estructura molecular de estos compuestos en el nheumococo es
especifica y diferente a la estructura en otras bacterias Gram positivas.

El &cido teicoico se describid por primera vez en 1930 como el polisacarido C soluble.
Se encuentra tanto anclado a la pared celular, como expuesto en la superficie y presenta
dos residuos de fosfatifdilcolina, cuya implicaciéon en la patogenicidad y virulencia de
S. pneumoniae se explica mas adelante. El acido lipoteicoico se describié por primera
vez en 1943, como el antigeno F ya que se describidé como responsable de la llamada
“antigenicidad de Forssman” que consiste en la induccién de la expresion de anticuerpos
hemoliticos por parte del hospedador. Esta molécula s6lo se encuentra en la superficie de
la membrana citoplasmatica y contiene un soélo residuo de fosfatidilcolina. Las estructuras
moleculares de ambos compuestos se describieron finalmente en los anos 90 [100, 101].

Ademas de comportarse como moléculas inductoras de la respuesta humoral, presen-
tan otras propiedades como la activacion de la cascada del complemento y la regulacion
de la distribucion de las enzimas autoliticas (como la neumolisina) en la célula, para las
cuales es imprescindible la presencia de colina.

Se ha comprobado también que la variacion en la cantidad de acido teicoico esta impli-
cada en las variaciones de fase de colonia de transparente a opaca, mediante la cantidad
de colina presente en la superficie de la célula, ya que las variantes transparentes, que
son las menos virulentas, incluyen mayor cantidad de este compuesto.

1.4.3. Fosfatidilcolina

La fosfatidilcolina es un compuesto que generalmente esta presente en las células eu-
cariotas y, a pesar de no encontrarse frecuentemente en las células procariotas, es un
factor de crecimiento esencial para S. pneumoniae. Se ha comprobado que para algu-
nas funciones fisiologicas de la bacteria, podria sustituirse por etanolamina (como en
otras bacterias Gram positivas), pero hay procesos como la transformacién o los meca-
nismos autoliticos para los cuales es imprescindible su presencia [102]. Este compuesto
esta expuesto en la superficie de la célula y genera la produccion de anticuerpos es-
pecificos frente a él que en modelos animales confieren cierta proteccion frente a la
infeccién. En un trabajo realizado en meningitis en modelos animales, se ha demostrado
que en presencia de elevadas concentraciones de colina en el lugar de la infeccion, la
progresién de la meningitis es mayor y tiene peor evolucion, dada la mayor estimulacién
de la secreccion de proteina C reactiva y de la secrecion de mediadores de inflamacion
como son la inteleucina (IL) 13, IL-6, IL-10 6 IL-12 [103].

Ademas del estimulo inmunitario, este compuesto esta implicado en la adhesién y
penetracion en los neumocitos y células endoteliales del sistema respiratorio y en la
actividad de diversas enzimas, conocidas como proteinas fijadoras de colina.
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1.4.4. Proteinas fijadoras de colina (CBPs)

Son una familia de proteinas cuya caracteristica comun es que necesitan de la pre-
sencia de colina para actuar. Tienen diferentes funciones, ligadas a la patogenecidad y
la virulencia del neumococo, entre ellas se encuentran las enzimas autoliticas y lisinas
codificadas por fagos, las adhesinas y las proteinas de superficie [104].

1.4.4.1. Enzimas autoliticas

Estas enzimas intervienen en varios procesos celulares como la sintesis de la pared
celular, la finalizaciéon de la division y separacién de las células hijas, la movilidad de la
célula y el desarrollo de la transformacion genética. Estas enzimas estan conservadas
y pueden encontrarse en otras especies de estreptococos como el S. mitis [105], entre
las enzimas mas conocidas se encuentran la codificada por el gen IlytA, con actividad
amidasa y en cuya regulacion interviene el acido lipoteicoico mediante el mantenimiento
de los niveles de colina, ya que a mayor concentracion de colina, menor expresion de
la enzima. Otras enzimas importantes en la fisiologia de S. pneumoniae conocidas son
las codificadas por los genes lyfB, con actividad glucosaminidasa, y /lytC con actividad
lisozima [104].

1.4.4.2. Adhesinas

Las adhesinas son enzimas que expresa S. pneumoniae que se unen a receptores de
las células del hospedador y que intervienen en los procesos de colonizacion, invasion
de células y tejidos y evasion del sistema inmune. Algunas adhesinas se han llegado a
considerar como posibles candidatas para el disefio de nuevas vacunas, ya que inducen
respuesta inmunitaria. Entre estas se encuentran las adhesinas CbpA, CbpB, PspA que
se unen a las células humanas activadas por citoquinas, se unen al acido sialico y favo-
recen la invasion celular. También producen la activacion del factor C3 del complemento.
Algunas de estas enzimas también tienen accion hialuronidasa, que degrada el tejido
conectivo, y asi se favorece también la invasion tisular [104].

1.4.4.3. Proteinas de superficie

Existen varias proteinas de superficie descritas, entre ellas una de las mas conoci-
das es la proteina neumocécica de superficie A (PspA) y sus isoenzimas como la PspC.
Estas proteinas se encuentran ancladas a la membrana externa gracias a la colina y po-
seen capacidad inmunogénica ademas de su capacidad virulenta, al estar directamente
implicadas en la invasién de las células epiteliales del tracto respiratorio. Se ha obser-
vado que la colina tiene una funcién reguladora de la capacidad inmunogénica de estas
proteinas, ya que cuando se produce un aumento de la concentracion de colina en el
medio, e la PspA se libera de la superficie celular. Existen otras familias de proteinas de
superficie, como la SpsA, en las que una de sus funciones principales es unirse y blo-
quear la accién de las inmunoglobulinas secretoras, en este caso, de la inmunoglobulina
A, favoreciendo asi los procesos de colonizacion [104].
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1.4.4.4. Neumolisina

Esta proteina se codifica por el gen ply, gen utilizado para la identificacién a nivel
molecular de especie de S. pneumoniae. La funcion fundamental de esta proteina es
unirse a las moléculas de colesterol de las células eucariotas y producir poros en la
membrana lipidica, con el efecto final de lisado de la célula, en especial a las células
epiteliales del sistema respiratorio. [106]. También interfiere con las inmunoglobulinas
solubles y produce activacion del complemento por la via clasica.

Existen estudios en los que se pone de manifiesto que los neumococos deficientes en
neumolisina y en autolisina presentan una capacidad virulenta disminuida en modelos
de infeccién del sistema nervioso central[107].

1.4.4.5. Bacteriocinas

Recientemente se ha asociado la produccion de bacteriocinas en S. pneumoniae a
determinados clones como son el Spain®®F-1 y el Spain®V-3 y podria tener implicacién
en la prevalencia de estos clones frente a otros minoritarios [108]. Se ha identificado un
gen directamente relacionado con la produccién de estas moléculas, el gen pnc, pero
parece ser un sistema complejo, con regulacion de la expresion en el que deben estar
implicados mas genes [108].

1.4.5. Produccion de pilli

La capsula se ha considerado tradicionalmente el factor que mas implicacion tiene en
la adherencia de S. pneumoniae a las células. Sin embargo existen estudios en los que
se demuestran que las células no capsuladas de neumococo poseen también la capaci-
dad de adhesion a las células y la capacidad de colonizar las mucosas. Esta capacidad
la mantienen gracias a la expresién de pilli, en la que estan implicados diferentes genes
como el rirA, el cual se ha demostrado que forma parte de una isla de patogenicidad que
no se encuentra necesariamente en todos los aislados clinicos, aunque si se ha encon-
trado relacionado a clones concretos como los aislados pertenecientes a las ST156 y
ST162 (MLST) que exhiben resistencia a la penicilina [109].

Se ha demostrado relacién clonal en el analisis de las secuencias de rlrA y existen
estudios en los que se relaciona la expresion de estos pilli con la disminucion de la
colonizacion concomitante con S. aureus [110].

Entre los genes descritos en la isla de patogenicidad anteriormente mencionada, se
han encontrado genes que codifican para sortasas (srtD), cuya funcion consiste en en-
lazar las unidades de pilli al peptidoglicano y el gen rrgC que se intenta relacionar en
diferentes estudios como marcador molecular de aislados que expresan pilli. Asi por
ejemplo, en diferentes estudios se ha observado que no existen diferencias significati-
vas en la secuencia de este gen entre los aislados invasivos y no invasivos. También
se ha demostrado que la presencia de este gen se asocia a determinados serotipos, por
ejemplo, en aislados pertenecientes a los serotipos 4, 6B y 9V se encuentra mas frecuen-
temente dicho gen, mientras que en aislados pertenecientes a serotipos cruzados como
son el 6A, 9A, 9L 6 18C, 19A, 23A y 23B presentan de forma estadisticamente signifi-
cativa menor presencia de dicho gen. Este tipo de asociacion también se ha establecido
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con respecto a los clones internacionales de multirresistencia. Asi se encontré siempre
el gen rrgC en aislados pertenecientes a los clones Spain®/-3 (ST81), Maryland®8-17
(ST384), Taiwan'®F-14 (ST236), Poland®®-20 (ST315), Portugal'®F-21 (ST315) y North
Carolina®”-23 (ST376). En otros estudios también se observa cierta disminucién de la
presencia del gen rrgC paralelamente a la implantacién de la vacunacion [111].

1.4.6. Otros factores de virulencia

Existen otros factores o procesos en los que esta implicado el neumococo que afec-
tan a su virulencia, como son la variacion de fase, la produccién de neuraminidasas y
hialuronidasas, las concentraciones de Ca®* y Zn®*, la induccidn de la apoptosis o la
formacién de biofilm.

1.4.6.1. Variacion de fase

Se trata de la capacidad que tiene S. pneumoniae para variar la expresion de las
moléculas de superficie de forma que se observa diferente morfologia de la colonia, de
aspecto opaco a transparente y viceversa. Se ha observado que la fase transparente
corresponde a heumococos que se encuentran colonizando las mucosas, mientras que
cuando invaden las células, se aislan células opacas. En este mecanismo se encuentran
implicados diferentes genes que codifican para la expresién de las proteinas de superfi-
cie [104].

1.4.6.2. Neuraminidasas y hialuronidasas

Son enzimas que producen dafo en el hospedador, las neuraminidasas se unen al
acido sialico de los glucolipidos y glucoproteinas de las superficies celulares y de los
fluidos y asi se favorece la invasion. Se ha observado que la expresion de estas proteinas
es mas frecuente en los neumococos que se aislan de bacteriemias y de meningitis [112].
Existen multiples isoenzimas y entre los genes implicados para su codificacion se han
identificado los genes nanA 'y nanB. La hialuronidasas favorecen también la invasién de
las células y tejidos por degradacion del tejido conectivo.

1.4.6.3. Exposicidon a Ca?t y Zn2*

Ambos iones estan implicados en la regulacion de funciones que estan directamente
relacionadas con la virulencia del microorganismo. El Ca®* regula la competencia para la
transformacion y es activador de la autolisina LytA (autolisina). Por otra parte la concen-
traciéon de Zn?* esta implicada en la regulacion de la expresion de algunas CBPs como la
PcpA. Existen estudios en los que tras tratamiento con Zn?* preventivo se observa una
disminucion del riesgo de sufrir colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae [113]. Am-
bos iones estan implicados en la regulacion de la expresion de las proteinas PhtA, PhtB,
PhtD y PhtE en la nasofaringe y a nivel pulmonar, que son necesarias para la inhibicién
del factor H de la cascada del complemento.
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1.4.6.4. Induccion de apoptosis

El neumococo tiene la capacidad de estimular la produccién de derivados activos de
oxigeno en el lugar de la colonizacion, de forma que induce la apoptosis de otras espe-
cies que comparten nicho ecolégico, lo que confiere una ventaja selectiva en la coloniza-
cion. Se ha observado que le gen spxB esta relacionado con estos mecanismos [114].

1.4.6.5. Formacion de biofilm

El fenédmeno de crecimiento en biopeliculas ha sido ampliamente estudiado en mo-
delos de colonizacion-infeccion en las infecciones respiratorias. S. pneumoniae se en-
cuentra entre los microorganismos capaces de crecer en biofilms , dentro de una matriz
cuya composicion es mayoritariamente agua y mucopolisacarido donde consigue eludir
los factores de defensa del huésped como la fagocitosis. Una caracteristica particular
de los microorganismos que crecen en biopeliculas es que suelen ser resistentes a los
antimicrobianos.

S. pneumoniae es capaz de crecer en biopeliculas en mayor proporcién en procesos
infecciosos crénicos como la fibrosis quistica o la EPOC [115] aunque en estudios en
modelos animales se ha observado la formacién de biopeliculas también en procesos
agudos como la otitis media aguda [116]. Entre los aislados procedentes de pacientes
con enfermedades cronicas, se ha observado una mayor frecuencia de mutacion, que se
asociaria con el crecimiento de estos aislados en forma de biopeliculas y sus elevadas
tasas de resistencia[117].

Existen estudios que demuestran que en sangre el neumococo aumenta la expresion
de neumolisina y proteinas de superficie que favorecen el crecimiento plancténico (no
en biopelicula), sin embargo en el pulmén o las meninges, se favorece el crecimiento
sésil [118]. El papel de la capsula polisacaridica en la formacion de biofilms es discutido.
Parece ser que la formacion de la capsula esta inhibida en las células que crecen dentro
del biofilm (crecimiento sésil) [119]. En el caso de aislados con capsula perteneciente al
serotipo 3, se ha comprobado que los genes implicados en la formacién de la capsula
dejan de transcribirse [120].
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1.56. Esquemas de tipado en Streptococcus pneumoniae.
Aplicaciones. Pneumococcal molecular epidemiology
network (PMEN)

Dada la relevancia epidemioldgica de la infeccion causada por S. pneumoniae, se han
ensayado y puesto a punto diferentes esquemas de tipado, basados en caracteristicas
inmunoldgicas (aglutinacién de la capsula frente a sueros especificos), enzimaticas o
moleculares. Asi se consigue establecer relaciones de clonalidad o determinar la es-
tructura poblacional de los neumococos con resistencia a los antibioticos o la dispersion
clonal en determinadas infecciones y areas geograficas, asi como establecer las bases
para el estudio del reemplazamiento clonal tras implementar politicas de vacunacion.

1.5.1. Técnicas de tipado
1.5.1.1. Serotipado

Es la primera técnica que se utilizé para clasificar y agrupar los aislados de S. pneu-
moniae. Se basa en la capacidad que tiene la capsula de aglutinar en presencia de
antisueros especificos. Segun esta técnica, se asigna un nimero en funcién del nimero
del antisuero frente al cual la aglutinacion haya sido positiva. Existen dos sistemas de
nomenclatura: el americano y el danés. El sistema americano asigna numeros correla-
tivos a los antisueros en funcién de la capacidad de aglutinacion e independientemente
de que algunos antisueros presenten reacciones cruzadas o dificiles de distinguir. El sis-
tema danés, sin embargo, asigna numeros correlativos a los antisueros, pero establece
grupos de antisueros segun la capacidad de la reaccién inmunoldgica, la cual se dife-
rencia por letras, es decir, establece los serogrupos que agrupan a diferentes serotipos.
Asi por ejemplo, dentro del serogrupo 6 segun el sistema danés, el serotipo 6A se co-
rresponde con el serotipo 6 del sistema americano y el serotipo 6B del sistema danés se
corresponde con el serotipo 26 del sistema americano, ya que fue descrito con posterio-
ridad. El sistema mas cominmente empleado es el sistema danés.

La utilizacion de los serotipos como herramienta para clasificar y agrupar aislados de
neumococo se ha usado desde el descubrimiento de la capacidad inmunogénica de la
capsula y ha servido para asociar determinados serotipos con caracteristicas asociadas
a la virulencia o a la resistencia a diferentes antibioticos. Asi por ejemplo, diferentes
estudios asocian los serotipos 1, 5, 7 y 14 con enfermedad invasiva, mientras que los
serotipos predominantes en los estudios de colonizacion nasofaringea son el 6, 18, 19y
23.

Con respecto a las resistencias a los antibiéticos, hasta el empleo de técnicas de ti-
pado molecular, se asoci6 clasicamente la resistencia a 3-lactamicos y macrélidos con
los serotipos 14, 19 y 23 principalmente. En la actualidad, con la ayuda de las técnicas
moleculares basadas en la amplificacion y secuenciacion de genes conservados (se ex-
ponen mas adelante), podemos establecer relaciones de clonalidad entre aislados que
pertenecen a serotipos diferentes, debido al fendmeno del intercambio o switching cap-
sular.

Dado que las vacunas se disenan en funciéon de los serotipos que se asocian mas
con enfermedad o colonizacion, es necesario realizar estudios de serotipado a todos
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los aislados de S. pneumoniae procedentes de muestras clinicas y, a su vez, realizar
estudios de colonizacion, con objeto de poder hacer un seguimiento de la accion de la
vacuna a nivel de la colonizacion inicial y poder estudiar fenémenos de re-colonizacion,
co-colonizacién y reemplazamiento clonal.

1.5.1.2. Multi locus enzyme electrophoresis (MLEE)

Identifica las isoenzimas de enzimas que catalizan rutas metabdlicas basicas (hou-
sekeeping) mediante su movilidad electroforética. Estas enzimas estan codificadas por
alelos del mismo gen, de forma que en un patrén electroforético, se observan pequenas
variaciones en tamano y carga y se identifican “tipos electroforéticos”. A pesar de no tra-
tarse de una técnica rapida y de ser muy laboriosa, ha sido referencia para el estudio de
la clonalidad de poblaciones [121], y en caso de S. pneumoniae fue una técnica muy Util
para el estudio de la dispersion clonal de los aislados multirresistentes pertenecientes al
serotipo 23F [122].

1.5.1.3. Patrén de digestion por restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
de las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs)

Esta técnica ha sido utilizada para el estudio de poblaciones de S. pneumoniae resis-
tentes a 3-lactamicos, ya que la resistencia a este grupo de antimicrobianos esta codifi-
cada por alteraciones en los genes que codifican para las proteinas fijadoras de penicilina
(PBPs), en concreto de los genes pbpla, pbplb, pbp2b y pbp2x. Estas modificaciones
consisten en sustituciones nucleotidicas que se alternan con fragmentos de secuencia
correspondientes a los genes salvajes, generando estructuras en mosaico. Consiste en
amplificar mediante PCR los genes implicados y utilizar diferentes enzimas de restriccion
para cada gen, de forma que en un gel de electroforesis se identifican diferentes patro-
nes de restriccion, que pueden corresponderse, como en caso del clon multirresistente
del serotipo 23F, con clones previamente identificados [123]. Esta técnica también se ha
utilizado para la deteccion de aislados resistentes a penicilina, procedentes de muestras
clinicas [124] o de muestras que han sido estériles para el cultivo [125].

1.5.1.4. BOX-fingerprinting

Esta técnica se basa en hibridacion mediante sondas especificas y transferencia a
membranas de nylon (Southern blot) fragmentos de ADN que estan altamente conserva-
dos y repartidos a lo largo del cromosoma conocidos como elementos BOX, y que, en el
caso de S. pneumoniae hay unos 25 elementos BOX. Al tratarse de secuencias altamen-
te conservadas, es necesario mucho tiempo para acumular variaciones [126, 127]. Una
variante de esta técnica que se ha empleado para el tipado molecular de S. pneumoniae
consiste en digerir con enzimas de restriccion las amplificaciones de dichos fragmentos
y observar el patron electroforético de dicha digestion. Esta técnica se sigue empleando
para el tipado molecular de aislados que proceden de poblaciones concretas [116].
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1.5.1.5. Ribotyping

Mediante southern blot, se define el numero de loci de los genes ribosomales (23s,
16s y 55rRNA) y su posicion en el cromosoma bacteriano. Se trata de una técnica repro-
ducible, pero su poder de discriminacion es menor que el de otras técnicas actualmente
empleadas como la electroforesis en gel por campo pulsado (PFGE). Se ha empleado
en el estudio de la dispersion de neumococo resistente a penicilina mediante digestion
con diferentes enzimas de restriccion. Esta recomendado para estudios epidemiolégicos
de largo tiempo y entre aislamientos de diferentes zonas geograficas [128, 129].

1.5.1.6. Electroforesis en gel por campo pulsado (Pulsed field gel
electrophoresis, PFGE)

Consiste en la restriccion por digestion enzimatica del material genético y posterior
separacion de los fragmentos en un gel de agarosa en el que cada cierto tiempo —
predeterminado— se cambia el angulo de la orientacién de los pulsos eléctricos. Las
enzimas de restriccion que se utilizan reconocen mas de seis pares de bases de corte,
de forma que se generan escasos fragmentos de ADN (habitualmente menos de trein-
ta) de elevado peso molecular [130]. En el caso de S. pneumoniae esta técnica se ha
empleado para el tipado de aislados resistentes a diferentes grupos de antibiéticos y las
enzimas habitualmente empleadas son Apal y Smal resultando entre 10 y 19 fragmentos
de restriccion [131]. Sin embargo, en el caso de los aislados portadores de los genes
mef los lugares de reconocimiento de estas enzimas, principalmente de la enzima Smal
coinciden con fragmentos de las secuencias de estos genes, de forma que la restriccion
no se realiza correctamente y los patrones de bandas no son adecuados. Para solucio-
nar este problema, se emplea un esquizomero de Smal, llamado Cfr9, con el que se
obtienen digestiones adecuadas [132, 133].

El analisis de los geles se realiza visualmente, existiendo unos criterios para definir
aislados indistinguibles, relacionados y no relacionados [134] y/o digitalmente emplean-
do indices matematicos siendo el mas comunmente empleado el coeficiente de corre-
lacion de Dice. Dado que un sélo evento de mutacion puede dar lugar de cero a cuatro
bandas de diferencia segun el punto del cromosoma en el que ocurra, se sugiere aplicar
la nomenclatura por subtipos, dentro de aislados que considerariamos indistinguibles y
relacionados, y tener siempre en cuenta los datos epidemioldgicos de los aislados que
se estan comparando. Esta técnica tiene un poder de discriminacion elevado, y es de
referencia para comparar diferentes poblaciones, tanto eucariotas como procariotas. El
inconveniente principal es la dificil reproducibilidad entre diferentes laboratorios y el tiem-
po necesario para obtener resultados [135].

1.5.1.7. REP-PCR o amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de las secuencias repetitivas palindromicas (REP)

Este método se basa en la amplificacion de secuencias de ADN que se encuentran
flanqueadas por secuencias repetitivas a lo largo del genoma y palindromicas (elemen-
tos REP), que son la zona de unidn de los oligonucledétidos o primers [136]. Asi, el nUmero
de productos obtenidos es proporcional al numero de elementos REP y por tanto, carac-
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teristicos de cada especie, mientras que el tamano de estos productos es caracteristico
de cada aislado y sirve para establecer relaciones filogenéticas [136]. En el caso de S.
pneumoniae, esta técnica se ha empleado para identificar aislados que presentan dife-
rente serotipo por intercambio (switching) capsular como aislados descendientes de un
mismo antecesor [137, 98, 97]. Existe en el mercado un sistema semiautomatico que se
basa en esta técnica, cuya ventaja es que aporta un analisis informatico de los geles y
un servidor en el cual se depositan los resultados de cada laboratorio, de forma confi-
dencial, desde el que pueden ser comparados aislados de diferentes zonas geograficas.
Este sistema (DiversiLab®) se ha utilizado para establecer la clonalidad en aislados de
S. pneumoniae pertenecientes a un mismo serotipo [138, 139] asi como para establecer
la clonalidad entre aislados resistentes a la penicilina [140]. No hay mucha experiencia
en la interpretacion de los resultados, por lo que se recomienda comparar el empleo de
estas técnicas con otras como PFGE o MLST.

1.5.1.8. Espectrometria de masas

Como se menciond anteriormente en el apartado 1.3.4, la técnica MALDI-TOF ha sido
empleada para el tipado de S. pneumoniae procedente de muestras clinicas [92].

1.5.1.9. Multi locus sequence typing (MLST) y multi locus restriction typing (MLRT)

MLST es la variante genotipica de MLEE, ya que se trata de amplificar los genes
conservados (housekeeping) que codifican para las enzimas empleadas en MLEE. Se
amplifican y secuencia una porcién de siete genes (arok, gdh, gki, recP, spi, xpty ddl)
y a cada secuencia diferente del mismo alelo se le asigna un namero correlativo segun
su descripcion. A la combinacion de nimeros correspondiente a los siete alelos (perfil
alélico) se le asigna a su vez un nimero que define la secuencia tipo (ST). Se define
también el concepto de complejo clonal, formado por aislados a los que se les asigna
diferentes STs, pero que tiene en comin que el perfil alélico varia Unicamente de la ST
fundadora en un alelo (single locus variant) o en dos como maximo (double locus variant)
y que derivan de ésta.

El esquema de MLST para S. pneumoniae fue de los primeros descritos en 1998
para aislados invasivos [141] y desde entonces ha sido ampliamente utilizado en dife-
rentes zonas del mundo, sirviendo para relacionar STs y complejos clonales concretos
con clones multirresistentes que se han dispersado mundialmente. El analisis de los
datos mediante programas especificos como e-BURST permite establecer las relacio-
nes clonales y distancias filogenéticas entre aislados pertenecientes al mismo complejo
clonal, asi como trazar la evolucion de una determinada ST con relevancia clinica. Se
trata de un método altamente reproducible, que permite la creacion de bases de da-
tos por los propios usuarios cada vez que se asigna un perfil alélico nuevo, y por tan-
to se describe una ST, de todas los perfiles alélicos y alelos depositados en internet
(http://spneumoniae.mlst.net) (alrededor de 8.300 perfiles alélicos hasta el momen-
to). La mayor desventaja es que se trata de una técnica de coste elevado, debido a la
secuenciacion que no es posible realizar por muchos laboratorios.
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1.5 Aplicaciones de las técnicas de tipado

1.5.2. Aplicaciones de las técnicas de tipado

Son muchas las aplicaciones de los diferentes métodos de tipado de S. pneumoniae,
clasicamente se han utilizado para establecer la clonalidad de los aislados resistentes a
la penicilina, que se dispersaron por diferentes areas geograficas durante las décadas
de los ochenta y noventa, el estudio de los clones que colonizan la nasofaringe y de los
que provocan infeccién, asi como la comparacion entre aislados de un mismo paciente,
procedentes de colonizacidén y de muestras invasivas. Aunque en caso de las infeccio-
nes causadas por S. pneumoniae es dificil hablar de brotes, mediante métodos de tipado
se ha podido establecer que ciertas lineas clonales son las responsables de los esca-
sos brotes descritos, asi como estudiar la clonalidad de los aislados que en modelos
animales, poseen alta capacidad patogénica.

Otras de las aplicaciones es la determinacion de la estructura poblacional de grupos
de aislados con caracteristicas concretas de resistencia o epidemioldgicas, asi como su
evolucion en clones de multirresistencia o en su diversificacion en diferentes patrones de
resistencia.

1.5.3. Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (PMEN)

En 1997 se creo6 la red de epidemiologia molecular de neumococo para estandarizar
la nomenclatura y clasificaciéon de los aislados estudiados mediante métodos de tipado
y resistentes a diferentes grupos de antimicrobianos . En 2001 se describi6é por primera
vez la nomenclatura de 16 clones de neumococo de dispersidon mundial y multirresisten-
tes tras el estudio de cada uno de ellos mediante PFGE, BOX-PCR y MLST [142]. Los
criterios de inclusién de un clon en la red son:

= El clon se ha dispersado exitosamente en diferentes areas del mundo (al menos
debe estar presente en tres continentes).

El clon esta establecido durante un periodo de tiempo largo.

Debe ser resistente a uno o mas de los antibiéticos usados normalmente en clinica.

Deben publicarse datos epidemioldgicos del clon previo a su inclusion en la red.

Los clones deben proponerse para su inclusién en la reunion anual de la red.

= El aislado debe depositarse en la coleccion americana de cultivos tipo.

Segun las caracteristicas geograficas y de serotipo se define la nomenclatura de los
clones: se utiliza el nombre del pais o0 zona (si el pais es muy extenso, como en Estados
Unidos o Rusia) donde se aislé por primera vez, seguido por el serotipo de ese primer
aislamiento en superindice y por el nimero correlativo asignado en la red o la secuen-
cia tipo fundadora. Asi el clon multirresistente Spain®3F-1, se aislé por primera vez en
Espafa, con el serotipo 23F y es el primer clon descrito en la red y se podria nombrar
igualmente como Spain3F-ST81, al ser su ST fundadora la ST81 (comunicacién personal
Dra. Mc.Gee).
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1.6. Transformacion y recombinacion en Streptococcus
pneumoniae

La transformacion se define como la habilidad para captar ADN del medio. Streptococ-
cus pneumoniae fue el primer microorganismo en que se describié en 1928 este proceso.

El neumococo, como todos los microorganismos que pueden realizar transformacion,
necesitan llegar al estado de “competencia” que se coordina entre las células por fenome-
nos de quorum-sensing, es decir, por comunicacion entre ellas mediante determinadas
moléculas, en este caso denominadas feromonas. La mayoria de las células se hacen
competentes en el punto de la fase exponencial de crecimiento en el que se alcanza la
concentracion de células critica.

La coordinacién de la competencia, asi como su dependencia de la densidad celular
estan condicionados, a su vez, por la secrecion al medio de una proteina conocida como
el factor de competencia (CF). Esta proteina fue la primera feromona descrita en bacte-
rias [143]. Ademas se han descrito como factores importantes para alcanzar el estado
de competencia la capsula (en los neumococos capsulados el estado de competencia
se alcanza con mayor dificultad), la concentracién de iones de calcio en el medio, la
concentracion de albiminay el pH.

Gracias a los estudios sobre esta feromona, se consiguio aislar y purificar un pépti-
do estimulante de la competencia o CSP que se postula es el CF descrito inicialmente
aunque éste podria ser una mezcla de péptidos. La accion de CSP sobre cultivos no
competentes dura entre quince y veinte minutos. El factor CSP se expresa en la superfi-
cie de las células de forma que induce al resto de la poblacion a producirlo [144]. Se ha
comprobado que CSP es parte de una amplia familia de proteinas implicada en los pro-
cesos de quorum-sensing para la regulacién de la competencia y que dichas proteinas
estan relacionadas especificamente con las especies de estreptococos pudiendo esta-
blecerse “ferotipos”. Asi, en el caso de S. pneumoniae, las proteinas activadoras de la
competencia son especificas para esta especie y se han descrito dos alelos comC1 y
comC2 que codifican para dos CSPs con una similitud del 53 % a nivel nucleotidico. Ca-
da célula de S. pneumoniae posee receptores especificos para uno de los alelos [145],
incluyendo los capsulados de los serogrupos 2, 3, 6,9, 17, 18 y 19. La densidad celular
en el medio esta relacionada también con la concentracion de CSP, por lo que parece
que la sintesis de bacteriocinas también esta implicada en estos procesos.

La sintesis de proteinas que posibilitan la captacion de ADN del medio y la recombina-
cion es codificada por el gen comX. Este sistema de regulacion genético esta implicado
también en la capacidad que tienen las subpoblaciones de S. pneumoniae competen-
tes, de activar los procesos de lisis en las subpoblaciones no competentes de un mismo
medio de cultivo, para poder favorecer la salida de ADN al medio y captarlo por transfor-
macion.

Una vez que se ha captado ADN del medio, se engloba en el cromosoma celular me-
diante procesos de recombinacion. Entre los genes implicados en la recombinacion se
encuentran los genes recA y mmsA y de los genes implicados en el sistema de repa-
racion (mismatch repair system) hexA y hexB. La proteina codificada por el gen mmsA
se encarga de abrir las dobles hélices, con un minimo gasto de energia (ATP) ya que
en los procesos de transformacion y posterior recombinacion es posible tomar cualquier
ADN del medio, con el Unico requisito imprescindible de que esté en forma de cadena
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sencilla. El gen hexA (con mayor actividad que el gen hexB) se encarga de corregir las
incorrecciones en la secuencia cuando se incorpora DNA nuevo al cromosoma.

Para integrar la nueva secuencia al cromosoma, es necesario que una minima parte
de ésta tenga cierta homologia (convergencia) con las zonas del cromosoma en las que
va a insertar, para que las enzimas de recombinacion la reconozcan. En caso de que no
exista homologia (divergencia) en principio no se podria dar la recombinacion, ya que
el mismatch repair system la inhibiria, sin embargo, en el caso de S. pneumoniae, este
sistema no evita la transformacién y recombinacion interespecies, estos procesos se pro-
ducen de forma independiente a la accion de hexA [146]. Por ello se producen estructuras
“en mosaico”. Ejemplos de estructuras en mosaico son las secuencias que codifican para
las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs) alteradas, incorporadas por transformacion
de otras especies de estreptococos, que provocan que S. pneumoniae sea resistente a
la accién de los antibidticos 3-lactamicos; los aislados de S. pneumoniae resistentes a
la optoquina, por incorporacion de secuencias genéticas de otros estreptococos [147]
o la evolucién en los serogrupos que dan lugar a diferentes serotipos, asi como la pa-
togenicidad de ciertas especies de estreptococos no patdogenos por captacion de ADN
del neumococo. Se calcula que durante la transformacion el neumococo es capaz de
incorporar de entre un 1% y un 5% de ADN (con respecto a su genoma).

Mediante los procesos de transformacion se consigue que el genoma del neumococo
posea una elevada plasticidad, considerandose un proceso adaptativo para reponer se-
cuencias alteradas por mutaciones deletéreas por las secuencias presentes originalmen-
te en la especie. Ademas, en el caso de S. pneumoniae es posible incorporar secuencias
de especies diferentes que comparten nicho ecoldégico como puede ser la nasofaringe, y
en el caso de tratarse de secuencias de especies poco relacionadas, dichas secuencias
se pueden incorporar a especies relacionadas como S. mitis, S. oralis, S. gordonii o los
estreptococos del grupo viridans, actuando como paso previo para la incorporaciéon en
S. pneumoniae.

Por otra parte, la recombinacion homdloga puede dar lugar a mutaciones puntuales
que impliquen a la expresion de los genes, generando alteraciones en las proteinas que
pueden suponer cambios adaptativos y evolutivos como la modificacion de las enzimas
de union a los g-lactamicos (PBPs) [148]. La incorporacion de ADN nuevo puede darse
entre genes unidos o entre genes separados, en el caso de darse entre genes sepa-
rados, puede dar lugar a la adquisicién de complejos multiproteicos. Por ejemplo, los
segmentos BOX (elementos repetitivos altamente conservados) son suficientemente lar-
gos y con secuencias homadlogas, por ello podrian estar implicados en reorganizaciones
del genoma tras sufrir un proceso de transformacion, de hecho, se ha comprobado que
un fragmento de ADN lineal flanqueado por secuencias repetitivas (secuencias de inser-
cién) se procesa con mayor facilidad por la maquinaria de la recombinacion, lo que podria
explicar el fenédmeno de las capsulas binarias, por adicion de un cassete con secuencias
de insercion correspondientes a los operones de los polisacaridos capsulares, de forma
que se expresan la capsula nativa de la célula y la adquirida por recombinacion [149].

Finalmente, la insercién de ADN heterélogo siempre ocurre de forma simultanea a
la deleccion de secuencias cromosdmicas, de forma que la evolucién del genoma es
constante cuando se somete a procesos de recombinacion.
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1.7. Epidemiologia y evolucion de la resistencia a los
antimicrobianos en Streptococcus pneumoniae.
Multirresistencia

La primera resistencia detectada en S. pneumoniae fue frente a la optoquina (etilhi-
drocupreina) en 1912. En los ensayos en ratones, previos a la utilizacion en terapéutica
para el tratamiento de la neumonia en humanos, se observé que los aislados proceden-
tes de los ratones que previamente habian sido tratados con optoquina, eran resistentes
a dicho antimicrobiano, es decir, se habia seleccionado la resistencia in vivo. Cinco afnos
mas tarde se aislé una cepa de S. pneumoniae de un paciente, resistente a la optoqui-
na [21]. Actualmente se conocen los mecanismos genéticos que confieren resistencia a
la optoquina, basados en la aparicién de mutaciones puntuales en el gen atpC que co-
difica para el segmento transmembranal de la subunidad ¢ del complejo enzimatico FyF;
H*-ATPasa que regula la concentracion de iones H' en el interior de la célula y por tanto,
su pH y equilibrio osmético [150]. Cabe resaltar que las cepas de S. pneumoniae resis-
tentes a la optoquina se aislan en la actualidad tanto en muestras clinicas (0,6 %) [151]
como en muestras nasofaringeas obtenidas para estudios de colonizacién (2 %) [152].

1.7.1. Resistencia a s-lactamicos

En 1945 se publicd la aparicién de aislados de S. pneumoniae con sensibilidad dis-
minuida a la penicilina que habian sido cultivados en presencia de penicilina G en el
laboratorio [153]. Sin embargo, fue en 1967 cuando se aisl6 el primer neumococo proce-
dente de una muestra clinica de un paciente con hipoganmaglobulinemia en Australia, y
dos afnos después en Nueva Guinea, tratandose en ambos casos de aislados clasifica-
dos como “intermedios” segun el criterio microbioldgico de interpretacion de los valores
de CMI [154]. En 1977 se detectaron los primeros aislados de neumococo con alto nivel
de resistencia a la penicilina, en Sudafrica procedentes de muestras clinicas pediatricas
y que, ademas presentaban resistencia a otros grupos de antibiéticos [155].

En Europa, los primeros neumococos resistentes se detectaron en Hungria en 1975
y en los paises de la conocida en aquella época como “Europa del Este” con porcen-
tajes de resistencia cercanos al 30 % mientras que en el resto del continente rondaban
el 7% [156]. Con respecto a la zona Oeste del continente, los primeros aislados de S.
pneumoniae resistentes a la penicilina se encontraron en Espana en la década de los
ochenta, diseminandose clones que portaban dicha resistencia a los paises cercanos
(Francia, Portugal, Marruecos), pero no en otros paises del continente como Alema-
nia, Suecia o Dinamarca donde las tasas de resistencia a la penicilina durante los anos
ochenta se mantuvieron estables y bajas (0 %-5 % segun paises).

En Estados Unidos el primer caso de fracaso clinico por resistencia a la penicilina se
detect6 en un nifno con meningitis en 1974 aunque ya en 1965 en Boston se detectaron
dos aislados en un estudio de sensibilidad que recogia 200 cepas, con 1y 2 ug/ml de CMI
para la penicilina. Desde la aparicion de los primeros aislados resistentes, la resistencia a
la penicilina se expandio en las décadas de los ochenta y noventa, debido a la dispersion
de serotipos especificos que portaban estos mecanismos de resistencia. Se realizaron
varios estudios para establecer qué serotipos eran los responsables de dispersar esta
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resistencia, asi como para establecer qué serotipos se encontraban principalmente en la
nasofaringe de personas sanas, en estado de portador. Asi se pudo establecer que los
serotipos principalmente asociados a la resistencia a -lactamicos en los portadores en
aquel momento eran 6B, 19F y 19A, 23F y 14 y que las infecciones, principalmente otitis
media, se producian en el transcurso de un mes tras la colonizacion de la nasofaringe por
estos grupos [157]. Gracias a los estudios de epidemiologia molecular (PFGE, MLST...)
y a la creacion de la red PMEN (Pneumococcal Molecular Epidemiology Network) se
comprobd que la dispersion de la resistencia no s6lo dependia del serotipo, si no de clo-
nes especificos entre los que podian estar representados diferentes serotipos debido a
fendmenos de switching capsular. Por ejemplo es frecuente aislar cepas del serotipo 19A
que pertenecen a clones establecidos, cuyos aislados patron portan capsulas de seroti-
pos diferentes como 6B, 9V o 15 (clones Spain®8-2, Spain®V-3 o Sweden'®A-25) [158].

La resistencia en S. pneumoniae a [3-lactamicos se produce por alteracion de las pro-
teinas fijadoras de penicilina, conocidas como PBPs (penicillin binding proteins) que ca-
talizan diferentes pasos en la formacion del peptidoglicano, los -lactamicos forman una
uniéon covalente con las PBPs dependientes de serina, asi, cuando se producen altera-
ciones en la secuencia de los genes que codifican para las PBPs, se producen alteracio-
nes en la estructura de la proteina de forma que estos antibidticos pierden afinidad por
las proteinas y su accién disminuye, por tanto, son necesarias mayores concentraciones
de antibidtico y, a su vez, se produce una disminucién en la capacidad para alcanzar
el estado de competencia para la transformacion genética [159]. Se ha observado que
estos mecanismos de resistencia no solo se transfieren entre clones de S. pneumoniae,
sino que también se transfieren entre otras especies de estreptococos como S. mitisy S.
oralis [148].

Se han descrito seis tipos de PBPs que se clasifican en funcion de su peso molecular,
estimado en funcion de su secuencia aminoacidica 1.6 y se ha comprobado en mu-
tantes de laboratorio que todas sus variantes son capaces de provocar disminucion en
la afinidad por los g-lactamicos. En los mutantes de laboratorio se generan mutaciones
puntuales (no se han observado mutantes espontaneos) y Unicamente en la PBP2x, pero
en la naturaleza la adquisicion de este tipo de resistencia se produce por transformacion
genética y la formacion de genes en mosaico [160, 148].

Desde la aparicion del primer aislado con sensibilidad disminuida a la penicilina en
1967, el numero de aislados resistentes ha ido en aumento hasta la aplicacion de la
vacuna conjugada heptavalente (PCV-7). En Estados Unidos se aislaron cepas de neu-
mococo con sensibilidad intermedia (CLSI previo al afio 2008) entre los afos 1979 y
1993, apareciendo el primer aislado resistente en 1993 y llegando a un pico de prevalen-
cia de aislados resistentes entre los anos 2000 y 2004. Desde este ano, la resistencia a
la penicilina (aislados tanto intermedios como resistentes) ha ido decreciendo progresi-
vamente [47]. La tendencia en la disminucion progresiva de la resistencia a la penicilina
en aislados de S. pneumoniae procedente de enfermedad invasiva es similar en Europa
segun los datos recogidos por el European Antimicrobial Resistance Surveillance Sys-
tem [161].

En Espana, segun datos recogidos en el Centro Nacional de Referencia para S. pneu-
moniae, la resistencia a la penicilina aument6é de forma progresiva desde 1979 (6 %)
hasta 1989 (44,4 %), continio en aumento, pero de forma menos marcada desde 1990
(34,5%) hasta 1998 (43,7 %) y comenzd a decrecer entre los anos 1999 (33,9%) y el
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Clase | Peso molecular | PBP | Efecto de las formas modificadas

1a | Confiere alto nivel de resistencia si hay previa
modificacion de las PBP de clase B

1b | No existen datos suficientes para establecer el
A 80-90 kDa nivel de resistencia

2a | Confiere alto nivel de resistencia si hay previa
modificacion de las PBP de clase B

2x | Bajo nivel de resistencia. Son necesarias para
que se generen variantes de alto nivel de resis-
tencia

B 82,3 kDa 2b | Confiere bajo nivel de resistencia a penicilina.
No esta implicada en resistencia a las cefalos-
porinas de 32 generacioén (cefotaxima)

3 Solo se ha visto implicada en mutantes gene-

C 48,2 kDa rados en laboratorio

Tabla 1.6: Clasificacion de las proteinas fijadoras de penicilina segin su peso molecular

ano 2008 (22,3 %) observandose un marcado descenso entre los anos 2005 y 2008, in-
versamente proporcional al aumento de implantacion de la vacuna PCV-7 empleada en
Espana [162].

Esta disminucién global de la resistencia, se asocia al reemplazamiento de serotipos
tras la aplicacion de la vacunacion. En la vacuna heptavalente se incluyen los serotipos
que clasicamente se han asociado con la resistencia a la penicilina también conocidos
como serotipos “pediatricos” (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). En diferentes estudios se ha
observado una disminucién global de éstos y un aumento progresivo de otros serotipos
que colonizaban la nasofaringe y no se relacionaban tanto con procesos infecciosos. En
Estado Unidos, los serotipos prevalentes antes de la introduccion de la vacunacion eran
el serotipo 14 y el serotipo 6B, mientras que en la actualidad se mantiene el serotipo
14 y ha aumentado significativamente el serotipo19A. En Espana la prevalencia de cier-
tos serotipos vacunales ha disminuido significativamente entre los periodos 1997-2001 y
2007-2008, sin embargo la prevalencia del serotipo 14 ha permanecido estable y también
se ha observado un aumento significativo del serotipo 19A. Tabla 1.7 [163].

La prevalencia del serotipo 19A ha aumentado de forma general en todos los paises,
incluidos los paises en los que el acceso a la vacunacion no es universal. Este hecho,
unido a que estos aislados no sélo son resistentes a la penicilina, sino que suelen llevar
mas resistencias asociadas (casi siempre a macrélidos y a algun grupo de antimicro-
bianos mas) y que suelen pertenecer a un complejo clonal determinado (Taiwan'9"-14,
inicialmente descrito en aislados pertenecientes al serotipo 19F) hace pensar que la va-
cunacioén ha sido un factor anadido a otros como el consumo elevado de antbidticos.

Cabe mencionar que, a pesar de tratarse del aumento mas llamativo, no sélo el se-
rotipo 19A ha aumentado entre los aislados resistentes a penicilina tras la introduccién
de la vacuna conjugada heptavalente. También se ha descrito mayor aparicién de otros
serotipos como el 1, 3, 5, 7F, 15A, 23A, 35B y el recientemente descrito 6C [162, 164].
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. Periodo
Serotipo
1997-2001 | 2007-2008
6B 16,7 % 0,0%
9V 15,4 % 9,1%
19F 13,7 % 7,3%
23F 12,6 % 3,8%

Tabla 1.7: Evolucion de los serotipos vacunales (PCV7) que presentaron un descenso
significativo tras la comercializacion de la vacuna PCV7 en Espana ([163]).

Con la reciente introduccion en el mercado de la nueva vacuna conjugada 13-valente que
ademas de los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y
23F) incluye proteccion frente a los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A es de esperar que se
observen cambios en la dinamica poblacional de S. pneumoniae.

Los clones que se identificaron como responsables de la dispersién de la resistencia a
la penicilina en las décadas de los ochenta y noventa, fueron Spain®3F-1-ST81, Spain®B-
2-ST90, Spain®V-3-ST156 y Sweden'9A-25-ST63. Tras la aplicacién de la vacuna conju-
gada heptavalente, la prevalencia de estos clones ha disminuido significativamente [163]
y a la vez que se observa un aumento de complejos clonales con secuencias funda-
doras correspondientes a los clones anteriormente mencionados, es decir, la diversidad
genética en estos aislados es mayor, de hecho se suele producir switching capsular, de
forma que la mayoria de los aislados postvacunales pertenecientes al complejo clonal
Spain?V-3 portan la capsula correspondiente al serotipo 14 [158].

1.7.2. Resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptograminas

Los macrélidos contienen en su estructura quimica un anillo lacténico macrociclico en
cuyos sustituyentes se anclan desoxiazlcares o aminoazucares. En funcién del nimero
de atomos que componga el anillo lacténico se clasifican en

= Compuestos con anillo de 14 atomos, contienen normalmente dos azlcares, de los
cuales uno de ellos es un aminoazucar. En este grupo se clasifican la eritromicina,
la claritromicina, la roxitromicina y la diritromicina (fig. 1.3).

= Compuestos con anillo de 15 atomos, se conocen como azalidos y el representante
principal es la azitromicina (fig. 1.4).

= Compuestos con anillo de 16 atomos, presentan diferentes posibilidades en los
azucares sustituyentes. Los representantes de este grupo son josamicina, mideca-
micina, rokitamicina y espiramicina (fig. 1.5).

Los macrdlidos se utilizan habitualmente para el tratamiento empirico de de la infec-
cion respiratoria aguda comunitaria, generalmente como agentes de segunda eleccion
en diferentes guias [165]. Los mas empleados son claritromicina y azitromicina por sus
caracteristicas farmacocinéticas y por producir menos efectos secundarios que la eritro-
micina.
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Roxitromicina Diritromicina

Figura 1.3: Macrolidos con anillo lacténico de 14 atomos

El mecanismo de accion de los macrolidos es la inhibicion de la sintesis proteica por su
unién al centro peptidil-transferasa del dominio V del ARN ribosomal 23s de la subunidad
50s del ribosoma bacteriano, esto impide la translocacion y la cadena de aminoacidos
en formacion, que aun se encuentra unida al ARN, pasa del sitio aceptor (A) al donador
(P) de forma que se impide el salto al siguiente coddn de la cadena de ARN. Este sitio
de unién es comun para otros grupos de antibiéticos como las lincosamidas (clindami-
cina), las estreptograminas (quinupristina/dalfopristina),el cloranfenicol y las pleuromuti-
linas [166].

Los mecanismos de resistencia a los macroélidos descritos son:

= Metilacién del ARN ribosomal 23s por metiltransferasas. Estas enzimas metilan a
nivel post-transcripcional el ARN ribosomal 23s de forma que se bloquea el sitio de
unién de los macrolidos por cambios conformacionales. La monometilacién origina
resistencia cruzada a todos los macrolidos, la clindamicina y la estreptogramina B
o dalfopristina, por tanto se dice que genera resistencia de fenotipo MLSg que a
su vez puede ser expresado de forma constitutiva, o ser inducible. La induccién es
mas eficaz en el caso de los macrélidos de 14 y 15 atomos ya que esta relacionada
con la clandinosa, mientras que los macroélidos de 16 atomos son malos inductores,
llegando a ser activos en bacterias que son resistentes a otros macrélidos por estos
mecanismos [166]. Estas enzimas estan codificadas por los genes erm, en el caso
de S. pneumoniae fundamentalmente el gen erm(B), que codifica para una metilasa
gue actua a nivel del residuo de adenina A2058 (numeracion E. coli) en el dominio
V del ARN ribosomal 23s, que puede expresarse de forma tanto constitutiva como
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Figura 1.4: Azitromicina: macrdlido con anillo lacténico de 15 atomos

inducible. Existen otros subtipos de genes erm, como erm(TR), erm(A) o erm(T),
que a pesar de no haberse descrito en S. pneumoniae (ocasionalmente erm(TR),
se han descrito en otras especies de estreptococos como Streptococcus pyogenes
y estreptococos del grupo D [167].

Mutaciones cromosémicas a nivel ribosomal en la secuencia del ARN ribosémico
23s de las proteinas L4 y L22. Dichas mutaciones estan codificadas por los genes
rpD y rpN y aunque este mecanismo de resistencia no se encuentra frecuente-
mente en aislados de S. pneumoniae, probablemente por la existencia de varias
copias del operdn rrn que codifica el ARN 23s ribosomal, si se han descrito ca-
sos de fracaso terapéutico [168]. Los mecanismos MLSg confieren alto nivel de
resistencia a los macrdlidos, pudiendo alcanzarse CMI mayores de 256 mg/L para
la eritromicina. Se han descrito algunos aislados, con elevado nivel de resistencia
que presentaban la combinacion del gen erm(B) mas mutaciones ribosomales en
la proteina L4 [169].

Expulsion activa: mediada por bombas de eflujo, que son sistemas de transporte
ABC que se compone de dos subunidades, la subunidad transmembranal esta co-
dificada por los genes mef, mientras que la subunidad anclada en la parte exter-
na de la membrana celular esta codificada por el gen mel, también descrito como
msr(D) [170]. Las bombas de eflujo s6lo eliminan de la célula macrolidos de 14 (eri-
tromicina, claritromicina, roxitromicina y diritromicina) y 15 atomos (azitromicina), y
el fenotipo asociado se conoce como fenotipo M [166]. Aunque los valores de CMI
para este tipo de aislados, estan comprendidos, en general, entre 4-32 mg/ml (bajo
nivel de resistencia) se han descrito fracasos terapéuticos [171].

Existen también diferentes variantes de los genes mef. La primera variante descu-
bierta fue el gen mef(A) en S. pyogenes, que también se encuentra en S. pneu-
moniae y en otras especies de estreptococos. El gen mef(E) se describié po-
co después en S. pneumoniae y en otras especies de estreptococos, pero no
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Figura 1.5: Macrolidos con anillo lacténico de 16 atomos

en S. pyogenes. Estos dos subtipos de mef son altamente analogas a nivel nu-
cleotidico (91,6 %) por lo que se sugirié que se consideraran como el mismo sub-
tipo [172, 173] denominandose Unicamente como gen mef(A); sin embargo, los
diferentes elementos genéticos en los que se transportan asi como su diferen-
tes distribucién entre las especies de estreptococos, fundamentalmente entre S.
pneumoniae y S. pyogenes, avalan la necesidad de discriminar entre ambos subti-
pos [174, 167]. Se han descrito otros subtipos de genes mef, mucho menos comu-
nes como los genes mef(l) detectado en S. pneumoniae [175], mef(O), detectado
en S. pyogenes [176], mef(B) en estreptococos del grupo B y mef(G) en estrepto-
cocos -hemoliticos del grupo G [177, 178].

En algunos trabajos realizados en neumococo se ha podido demostrar que los
genes mefy mel se cotranscriben como un sistema dual, que puede ser inducible
por eritromicina [179, 180, 181]. Ademas se ha demostrado que el segmento de la
bomba codificada por mel puede expulsar de forma independiente macroélidos [181,
170].

= modificacién enzimatica del anillo por inactivaciéon mediada por esterasas y fosfo-
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rilasas codificadas por los genes ere y mph(B) respectivamente y que confieren
resistencia a los macrolidos de 14 atomos o en el caso de las esterasas y a la
espiramicina en el caso de las fosforilasas [167, 166]. A pesar de haber sido des-
crito inicialmente en microorganismos Gram negativos, también se han descritos
en algunas especies de estreptococos, como Streptococcus uberis [182].

La resistencia a los macrolidos se observo por vez primera en Canada en 1967, pe-
ro no empez6 a aumentar hasta la década de los ochenta tras su utilizacién masiva de
forma empirica como alternativa a la resistencia a los antibiéticos g-lactamicos. En Es-
tados Unidos se observé por primera vez en 1984, siendo responsable un mecanismo
de metilacion, ya que el aislado también era resistente a las lincosamidas. Hasta 1987
se detectaron esporadicamente este tipo de resistencias, y en 1989 se detectd el primer
aislado con sensibilidad disminuida a eritromicina por la presencia de bombas de eflujo.
Desde este momento, la resistencia a los macrélidos fue aumentando hasta un 55,6 %
en el ano 2004, siendo predominantes los mecanismos de expulsidn, ya que la resisten-
cia a la clindamicina era baja, hasta que en ano 2004 (ya introducida la vacuna PCV-7)
alcanzé valores en torno al 40 % [47].

En Espana y Europa los mecanismos de resistencia mediados por metilasas han sido
predominantes frente a los mecanismos de expulsion. La prevalencia en Europa varia
segun zonas geograficas. En los paises del norte como Suecia y Dinamarca es baja
(inferior al 5%) en los paises del centro y del sur como Alemania, Bélgica o Francia se
alcanzan valores en torno al 30 % [161].

En Espana la resistencia comenz6 a aumentar a partir del ano 1986 hasta el afno
2001 con cifras en torno al 30 %. Este aumento drastico estuvo influido por el uso indis-
criminado de este tipo de antibidticos [163]. Tras la introduccién de la vacunacioén y la
implementacion de medidas de control y uso racional de los antimicrobianos, la resisten-
cia se redujo a un 22 % en 2008. Entre los aislados provenientes de poblaciéon pediatrica
la disminucién en los niveles de resistencia ha sido significativa, mientras que entre la
poblacion adulta se mantiene en torno al 20 % [163].

Por ultimo cabe destacar la emergencia de aislados de S. pneumoniae que portan
mas de un mecanismo de resistencia a los macroélidos, habitualmente los genes erm(B)
y mef(E) [158, 183].

Los mecanismos moleculares que justifican estos fenotipos parecen deberse a la trans-
ferencia de genes de resistencia a macrdlidos y a otros grupos de antibiéticos mediante
transferencia horizontal por transposones conjugativos, que se describiran mas adelante.

1.7.3. Resistencia a las tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibiéticos de amplio espectro, que se han empleado, sobre todo
en sus formas orales, en los paises desarrollados con mucha frecuencia antes de la apa-
ricion de los -lactamicos en formulacion de administracién por via oral y que se siguen
empleando habitualmente en los paises en vias de desarrollo. Ademas de presentar acti-
vidad tanto frente a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, presentan la ventaja
de ser relativamente baratas y no tienen efectos secundarios ni contraindicaciones, sal-
vo en el caso de la poblacion pediatrica en la que se pueden producir problemas en el
esmalte dentario y en embarazadas. Se han descrito tres mecanismos principales de
resistencia a las tetraciclinas



46

Capitulo 1 - Introduccion

= Bombas de eflujo: este mecanismo se produce en microorganismos tanto Gram-
positivos como Gram-negativos que presentan proteinas transmembranales codi-
ficadas por los genes tet(A), tet(E), tet(G), tet(H), tet(K), tet(L) y tet(P) (segun los
microorganismos), que intercambian una molécula de tetraciclina con un proton, se
trata por tanto, de un mecanismo de expulsién activa.

= Modificacién enzimatica del antibiético: s6lo descrito por el momento en bacterias
del género Bacteroides spp.

= Proteccion ribosomal: codificado por los genes tet(M), tet(O), tet(S), tet(P) y tet(Q).
Es el mecanismo descrito en S. pneumoniae en el que se han descrito Unicamen-
te los genes tet(M) y tet(O) que codifican para proteinas que presentan elevada
homologia con los factores de elongacién implicados en la sintesis de proteinas.
El gen mas prevalente en S. pneumoniae es tet(M), mientras que la deteccion de
tet(O) es esporadica ([184, 185]).

El primer aislado de S. pneumoniae resistente a la tetraciclina se aislé en Austra-
lia en 1963, en un nino con meningitis. Desde entonces la resistencia se ha dispersa-
do mundialmente debido a la utizacion frecuente de este antibidtico y a que los genes
tet(M) se localizan en elementos mdviles, concretamente en transposones conjugativos.
Los transposones conjugativos implicados en la dispersion de este tipo de resistencias
estan relacionados con el transposén Tn9176, de hecho se describe la familia Tn976, que
esta compuesta por transposones que derivan de éste ya que presentan alta homologia
de nucleotidos. Estas estructuras pueden encontrarse formando trasnposones conjuga-
tivos Tn916-like que son estructuras combinadas en las que unos transposones se intro-
ducen en la estructura de otras mas complejas. Ademas de su capacidad de movilizacion
entre bacterias, estos transposones suelen llevar asociados genes de resistencia a otras
familias de antibiéticos (tabla: 1.8).

Transposon Mecanis?soosc?;:)essistencia Antibidticos afectados
Familia Tn916 Tn1545 erm(B), aphA’-3 MLSg, aminoglucésidos
Tn3703 erm(B) MLSg
Tn3872 erm(B) (mediado por Tn917) MLSg
Tn2009 mef(E) (mediado por MEGA) Macrolidos
Tn916-like Tn3701 erm(B) (mediado por Tn3703) MLSg
Tn5252 cat cloranfenicol
Tn5253 cat (mediado por Tn5257) cloranfenicol

Tabla 1.8: Ejemplos de transposones conjugativos que portan genes de resistencia a
tetraciclinas y a otros antimicrobianos

La presencia de estas estructuras explicaria la frecuente asociacion entre la resistencia
a la eritromicina y la tetraciclina, en torno al 60 % en Estados Unidos y en torno al 80 %
en Europa [186].

En algunos estudios que han estudiado los genes tet(M) de diferentes aislados que
contenian diferentes transposones conjugativos, se han descrito patrones concretos (en
funcién de la estructura nucleétidica del gen) para cada tipo de transposon, y en algunos
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casos, estructuras en mosaico de los genes tet(M) [187].

Recientemente se ha introducido en terapéutica un derivado de tetraciclina, la tigecil-
cina. Estructuralmente se trata de una glicilciclina, y aunque entre las indicaciones no
esta el tratamiento de la neumonia adquirida en la comunidad, existen varios estudios
gue avalan su empleo en funcion de su seguridad y eficacia ya que presenta una buena
actividad intrinseca frente a S. pneumoniae (CMlg, 0,06 mg/L) resistente a 3-lactamicos
y macrdlidos [188].

1.7.4. Multirresistencia

La asociacion de resistencia a mas de dos grupos de antibidticos en S. pneumoniae es
relativamente frecuente. Lo mas comun es que se asocien resistencias a S-lactamicos
y a macrolidos, que, como se menciond anteriormente, esta ligada a la resistencia a la
tetraciclina. La resistencia simultanea a macrdlidos y 3-lactamicos comenz6 a detectarse
con mayor frecuencia en los anos noventa y se ha extendido con éxito debido a la disper-
sion de clones que portaban resistencia a penicilina y que habian adquirido resistencia
a los macrolidos mediada por transposones conjugativos, seleccionadas por el uso de
dichos antibiéticos [163]. En algunos estudios asocian una mayor proporcién de aisla-
dos clasificados por punto de corte como resistentes a penicilina a los aislados que son
ademas resistentes a macrolidos y tetraciclinas, mientras que los aislados clasificados
como intermedios, solo portarian resistencia a 3-lactamicos [160].

Actualmente la resistencia combinada a penicilina y a macrolidos ha disminuido en
algunos paises de Europa como Francia (32 % en 2005 a 25 % en 2008) [161].

En Espana, la resistencia combinada a penicilina y macrdélidos aumenté del 24 % en
1997 al 35% en 2003 y tras la vacunacién ha ido disminuyendo progresivamente hasta
11.5% [163]. Este hecho puede deberse al efecto de la vacunacién en la eliminacion
de los clones penicilina resistentes por eliminacion de los serotipos mas frecuentemente
asociados a esta resistencia, y a la dispersién de clones como el Spain®V-3 ST156, que
se ha convertido en el mas prevalente entre los aislados resistentes estudiados en el
periodo postvacunal [158, 189] y a la expansion de aislados pertenecientes al serotipo
19A.
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1.8. Elementos genéticos de resistencia a macrolidos en
Streptococcus pneumoniae

Como se menciond anteriormente, se han descrito elevados porcentajes de resistencia
a eritromicina a nivel mundial. Este aumento de la resistencia y su mantenimiento a pesar
de la aplicacion de medidas como la vacunacién, que han derivado en la disminucion de
la resistencia a otros antibiéticos por disminucion de serotipos que acumulaban diferentes
resistencias, o del control y uso racional de los antibiéticos, indica que la resistencia a
este grupos de antimicrobianos ademas de diseminarse de forma clonal, se transfiere por
mecanismos genéticos de transferencia horizontal, en concreto por elementos genéticos
de transposicion o transposones conjugativos.

1.8.1. Transposones que transportan los genes erm en S. pneumoniae

Existen varios transposones conjugativos que en su estructura incluyen los genes erm,
fundamentalmente el gen erm(B) y erm(TR). Se trata de estructuras que acumulan com-
plejidad, factor que aporta plasticidad al genoma de S. pneumoniae. Se ha descrito que
en los aislados en los que erm(B) se expresa de forma inducible, los elementos en los
que se transporta son mas conservados, mientras que en los aislados en los que dicho
gen se transcribe de forma constitutiva, las estructuras en las que se transporta presen-
tan alta variabilidad [167]. A continuacion se hara una descripcion de cada una de este
tipo de estructuras.

1.8.1.1. Transposones que incluyen el gen erm(B)

1.8.1.1.1. Tn917 Se secuencid por primera vez en los anos ochenta e inicialmente
fue descrito como un plasmido no conjugativo de Enterococcus faecalis [190]. Su es-
tructura (5.614 pb) contiene cinco origenes de replicacion (open reading frame, ORF) de
los cuales, el orf2 es el gen erm(B) y los orf4 y 5 codifican para la resolvasa (tnpR) y
la transposasa (fnpA) que son enzimas imprescindibles para la transposicion de estos
elementos entre diferentes bacterias [167] (ver fig. 1.6).

1.8.1.1.2. Tn3872 Se trata de un transposén conjugativo de 23,6 kb que se compone
a partir de la insercion de Tn977 en el orfd del transpos6n Tn916, concretamente a nivel
de la base 14.525 (numero de acceso U09422). Por lo tanto este elemento combina la
resistencia a la eritromicina por el gen erm(B) del transposon Tn977 y a la tetraciclina
por el gen tetM del transposén Tn916 [191].

En S. pneumoniae no se ha podido demostrar la transferencia por transformacién de
este elemento, aunque si se ha podido demostrar su transferencia por conjugacion en S.
pyogenes y de Abiotrophia defectiva a E. faecalis [167].

Estas estructuras (Tn977y Tn3872) son las estructuras que se encuentran mas fre-
cuentemente en los aislados de S. pneumoniae portadores del gen erm(B) en Japén [192]
(ver fig. 1.6).
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Figura 1.6: Trasposones conjugativos que incluyen Tn916 (modificada de la referen-
cia [167]

1.8.1.1.3. Elemento erm(B) o “insercion transportadora de erm(B)” Se trata de
un fragmento de 2.847 pb que contiene cinco ORFs, denominados de orfP0 a orfP4, de
los cuales el gen erm(B) es el orfP2, que se inserta en el orf20 y el orfl9 de Tn9176,
concretamente en la base 3.847. En funcion de que dicha insercion lleve anadidos otros
determinantes genéticos de resistencia a otros antibiéticos, se definen diferentes com-
posiciones de elementos entre los que se incluyen las estructuras denominadas

Tné6002 Se trata de una estructura de 20.880 pb que se puede detectar tanto en S.
pneumoniae como en S. pyogenes, pero que tiene su origen en Streptococcus cristatus
(AY898750). En este transposon se inserta Unicamente el elemento erm(B) en el trans-
posén Tn916. Se ha podido demostrar su transferencia en neumococo, pero sélo cuando
los donantes eran S. pyogenes, no entre diferentes células de S. pneumoniae [193]. Es-
te elemento, seguido por Tn3872, es el mas encontrado entre los aislados procedentes
de Italia y Espana en los que la resistencia a los macrélidos esta mediada por el gen
erm(B) [167] (ver fig. 1.6).

Tn6003 Es una estructura de 25.101 pb que se forma cuando sobre la secuencia de
Tn6002 se inserta un elemento de 4.225 pb conocido como MAS (macrolide-amino-
glycoside-streptothricin) a nivel del elemento erm(B), en la posicién 4.110 de Tn6002
entre orfP0 y orfP1. Para que se produzca esta insercion, es necesario que exista una
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deleccidon de 222 pares de bases (con respecto a la secuencia de Tn916) tanto en el
lado izquierdo (upstream) del elemento erm(B), como en el lado derecho (downstream)
del elemento MAS.

El elemento MAS procede del plasmido pRE25 de E. faecalis y contiene en su se-
cuencia de izquierda (upstream) a derecha (downstream) otro gen erm(B), sin codén de
terminacion y con su péptido lider, un conjunto de genes que confieren resistencia a los
aminoglucoésidos y a al estreptotricina (aadE-satd-aphA-3) con una deleccion de 551 pb
en aadk y un ORF homologo al orf47 del plasmido pRE25. En S. pneumoniae el gene
erm(TR) es poco comun, pero se asociado a un transposon, Tn1806, que se compone
de una combinacion entre transposo6n y profago provenientes de S. pyogenes y que es
capaz de insertarse en el ORF homdlogo al spr0790 del aislado S. pneumoniae R6 [167].

Por tanto la dispersion del transposon Tn6003 confiere resistencia al grupo MLS, a la
tetraciclina, a la kanamicina y a otros aminoglucésidos con estructura quimica derivada
de ésta. Este elemento no ha podido transferirse en experimentos de laboratorio entre
S. pneumoniae, pero si se ha podido realizar dicho experimento entre un neumococo
donador y un enterococo receptor [193].

Cabe destacar que el elemento MAS sélo se ha podido describir en S. pneumoniae
y que en los estudios de prevalencia de este tipo de estructuras, el transposén Tn6003
es el tercero mas prevalente, tras Tn6002 y Tn3872 [167] (ver fig. 1.6), aunque recien-
temiente se ha descrito que el transposén Tn6003 puede “perder” el elemento MAS me-
diante un proceso de excision espontanea y transformarse por tanto en el transposoén
Tn6002[194].

1.8.1.1.4. Tn1545 Este transposon fue el primero que se describio en S. pneumoniae,
gue portaba el elemento erm(B) y multirresistencia [195, 196]. Se demostrd su capaci-
dad para ser transferido por conjugacion entre diferentes especies de microorganismos
Gram-positivos, pero soélo se estudiaron regiones concretas del transposén por mapas
de restriccion. Entre las regiones que se estudiaron estaban su parte final, el elemento
erm(B) y la regién que incluye los genes de resistencia aadk-sat4-aphA-3 y la integrasa
(int) y la excisionasa (xis) que estan estructuralmente relacionadas con las de la familia
Tn916 [167].

En un estudio realizado en el ano 2008, se describieron dos regiones mas del trans-
posén demostrando una gran similitud entre Tn1545y Tn6003 ya que, se ha encontrado
una estructura analoga (99,7 % de homologia a nivel nucleotidico) al elemento MAS de
Tn6003 (AM903082). La Unica diferencia entre ambos transposones es la insercién de
un fragmento de 1.245 pb entre los ORFs orfl3 y orf12, a nivel de la base 18.833 (nume-
racion de la secuencia de Tn6003) que codifica para la secuencia de insercion /1S1239
(AM889142) [197] (ver fig. 1.6).

1.8.1.1.5. Tn2010 Esta estructura de 26.390 pb es el resultado de la insercion de una
variante del elemento MEGA (se describira mas adelante) que contiene el gen mef(E) en
la posicion 17.014 de Tn6002 (AB426620) [198, 199] (ver fig. 1.6).

1.8.1.1.6. Tnl116 Se trata de un transposén en el que la insercién de erm(B) se rea-
liza en la secuencia que codifica para tetM ( base 15.019) en el transposon Tn5397.
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El transposdn Tn5397 pertenece a la familia de Tn976, pero se diferencia de este Ulti-
mo en que en lugar de portar los genes inty xis (integrasa y excisionasa) porta el gen
tndX que codifica para una resolvasa. Ademas este transposén (Tn5397, AF333235) se
aislé originalmente en Clostridium difficile.

Tras la insercion de erm(B) en esta secuencia, toda la regién upstream del transposén
se pierde (y por tanto la resistencia a la tetraciclina) y se ha comprobado que la region
situada entre erm(B) y tndX codifica para una secuencia de insercion descrita en entero-
coco (/1S1216). A pesar de que este transposon (Tn1716) por el momento se ha descrito
Unicamente en S. pyogenes, un elemento similar se ha descrito en S. pneumoniae. La
Unica diferencia es que la expresion de tet(M) no esta truncada, y por tanto estos aislados
mantienen la resistencia a la tetraciclina [200, 201] (ver fig. 1.6).

1.8.1.1.7. Otras estructuras Se han descrito ocasionalmente otras dos estructuras
relacionadas con Tn9176. Se trata de dos estructuras no moviles, con organizaciones que
sugieren fenémenos de recombinacion antigua y que no poseen tet(M), pero si portan
Tn917y en un caso una estructura completa de MAS y en el otro una estructura incom-
pleta de MAS [193].

1.8.1.2. Transposones que incluyen el gen erm(TR)

En S. pneumoniae el gen erm(TR) es infrecuente, pero se asociado a un transposoén,
Tn 1806, que se compone de una combinacién entre transposén y profago provenientes
de S. pyogenesy que es capaz de insertarse en el ORF homologo al spr0790 del aislado
S. pneumoniae R6. [167].

1.8.2. Transposones que transportan los genes mef en S. pneumoniae

Como se menciond anteriormente, a pesar de la gran homologia a nivel nucleotidico
que presentan los genes mef, los elementos en los que se transportan son muy dife-
rentes y esto mismo justifica su determinacion y caracterizacion a nivel de subtipo. Los
principales elementos que transportan los genes mef se describen a continuacion.

1.8.2.1. Elementos que transportan el gen mef(A)

La primera estructura descrita que portaba el gen mef(A) era una estructura cro-
mosomica llamada Tn7207.1 (7.244 pb) que se describié en neumococo. Se considera
un transposon defectivo ya que se encuentra truncado el extremo 5’ a nivel de su orf8. Se
compone de ocho ORFs: mef(A) y msr(D) son los orf4 y orfs respectivamente. orf2 es un
lugar de reconocimiento para recombinacién entre bacterias Gram-positivas y los orf6,
orf7 y orf8 son analogos (50 %) a tres ORFs del transposén Tn5252 de neumococo. En
experimentos en el laboratorio, se ha podido demostrar la transferencia de este elemento
mediante transformacién [202]. Tn1207.1 se inserta en un lugar especifico del cromoso-
ma, en ceB, que es un gen que codifica para obtener el estado de competencia. Por
ello, los neumococos que portan el transposén Tn1207.1 son incapaces de transformar,
lo que podria explicar la baja prevalencia de este transposon en S. pneumoniae.



52

Capitulo 1 - Introduccion

1.8.2.2. Elementos que transportan el gen mef(E)

1.8.2.2.1. MEGA (Macrolide Efflux Genetic Assembly) Este elemento, de 5.532
pb se compone de cinco ORFs que son muy similares a los cinco ultimos ORFs de
Tn1207.1. mef(E), que es homoldégo a mef(A) de Tn1207.1 en un 91,6% es el orfl y
mel [también descrito como msr(D)] es el orf2. Los otros tres ORFs presentan alrededor
de un 50 % de analogia con tres ORFs del Tn5252. Entre mef(E) y mel existe una re-
gion intergénica de 119 pb que contiene una secuencia Shine-Dalgarno. Se ha podido
demostrar que los genes mef(E) y mel se cotranscriben de forma conjunta.

Este elemento presenta cuatro variantes, relacionadas con los lugares de insercion en
el cromosoma de S. pneumoniae, las mas diseminadas son las variantes Il y IV que pre-
sentan una deleccion de 99 pb en la regién intergénica entre mef(E) y mel con respecto
a las variantes | y lll. La variante | se estudio primero y es la depositada en la base de
datos GeneBank (AF274302). Este elemento ha podido transferirse entre células de S.
pneumoniae en experimentos de laboratorio por transformacién [180].(Ver fig. 1.7).

mega (5,532 bp, S. pneumoniae)
meflE) msrD) 34 &

Figura 1.7: Elemento MEGA

1.8.2.2.2. Derivados de MEGA Un derivado descrito en Streptococcus salivarius con
capacidad de transformarse en el laboratorio a S. pneumoniae se caracteriza por tener
una secuencia muy similar (5. 511 pb) pero que incluye un orf6 entre el orf4 y el orfs de
MEGA [203]. Existe otra variante de este elemento, que ademas anade un orf7 upstream
de mef(E) es la variante de MEGA que se encuentra en el transposén Tn2009 de S.
pneumoniae que se describe a continuacion.

Tn2009y Tn2010 Tn2009 (23,5 kb) es una transposén derivado de Tn976 que se origi-
na el insertarse el derivado de MEGA anteriormente mencionado en el orf6 (en la posi-
cién 14.166) de Tn916, mientras que Tn2070 (23.390 pb) se origina por la insercién del
mismo derivado de MEGA en la misma posicién de Tn916, s6lo que sobre una estruc-
tura de Tn6002. En el laboratorio, Unicamente Tn2009 ha podido ser transformado entre
células de S. pneumoniae [198, 199, 204].(Ver fig. 1.8).

1.8.2.3. Elementos que transportan el gen mef(l)

El gen mef(l) posee un 91,4 % de homologia con el gen mef(A) y un 93,6 % de ho-
mologia con el gen mef(E) y es transportado en una estructura en principio no movil, de
30.505 pb que contiene 13 ORFs, llamado 52161Q complex. Este elemento se compone
de fragmentos de Tn5252 y de Tn916 en su lado 5, y en la region 3’ contiene el gen



1.8 Transposones que transportan los genes mef en S. pneumoniae 53

Tn2009
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Tné002 (20,880 bp)

Figura 1.8: Derivados de MEGA (modificada de la referencia [167]

mef(l) que es el orf7 y una variante a su lado del gen msr(D) que es el orf8. Los orfl y
orf13 son dos transposasas idénticas y el orf12 es el gen catG que codifica para una clo-
ranfenicol acetiltransferasa que confiere resistencia al cloranfenicol [205]. En la tabla 1.9
se muestra un resumen de los elementos anteriormente descritos.



54 Capitulo 1 - Introduccion

Resistencia a macrolidos . N° acceso Resistencia
Elemento - Tamano (pb) .
Gen Fenotipo GeneBank asociada
Tn917 erm(B) iMLS5; cMLSp 5.614 M11180 -
Tn3872 erm(B) cMLSp 23.600 u09422 tet(M)
Tn6002 erm(B) cMLSp 20.880 AY898750 tet(M)
" tet(M), aadE,
Tn6003 erm(B) cMLSp 25.101 AM410044 sath, aphA-3
X04388;
X05577;
a X61025; tet(M), aadE,
Tn1545 erm(B) cMLSp 26.300 X52632: sath, aphA-3
AM889142;
AM903082
DQ426906;
erm(B), DQ426907;
Tn2010 mef(E), cMLSp 26.390 EF592165; tet(M)
msr(D) AB426620
Tn1806 erm(TR) iMLS 5 56.00 EF469826 | orf3, orf4, orfé®
mef(A),
Tn1207.1 msr(D) M 7.244 AF227520 -
mef(E),
MEGA msr(D) M 5.532 AF274302 -
Tn2009 mefE), M 23.500 AF376746 tet(M
n msr(D) : et(M)
52161Q compl mefl), M 30.505 AJ971089 1Q, tet(M
complex msn(D) . catQ, tet(M)

@: doble copia del gen erm(B)
b: orf3 y orf4: resistencia a tetranosina; orf6: resistencia a espectinomicina

Tabla 1.9: Elementos genéticos de transferencia relacionados con la resistencia a los
macrolidos en S. pneumoniae



Objetivos

“La formulacion de un problema,
es mas importante que su solucion”

Einstein
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2 Objetivos

Streptococcus pneumoniae constituye un patdégeno relevante en la patologia infeccio-
sa. Asimismo, es paradigma en el estudio de la evolucion de la resistencia a los anti-
microbianos y en el estudio de la estructura poblacional en los que la utilizacién de los
antimicrobianos y la implantacion de politicas de vacunacion han determinado modifica-
ciones relevantes en los ultimos anos. El presente trabajo esta encaminado a analizar
la relacion entre resistencia y clonalidad en S. pneumoniae, utilizando como modelo y
ejes principales la resistencia a los macrolidos, el andlisis de la estructura poblacional
mediante las técnicas de MLST y repPCR asi como de las estructuras genéticas que
vehiculizan los genes de resistencia a los macrélidos. Los objetivos del presente trabajo
han sido:

1.

Determinar la resistencia a los macrolidos entre los aislados de S. pneumoniae
de origen no invasivo y de hemocultivos, obtenidos en dos periodos de tiempo
diferentes (coleccion prevacunal recogida entre 1999 y 2003 y coleccion obtenida
en la época en que la vacuna conjugada heptavalente estaba implantada, entre los
anos 2000 y 2007).

. Determinar las resistencias asociadas a otros antibiéticos entre los aislados de S.

pneumoniae resistentes a los macrolidos.

. Describir los genes y fenotipos de resistencia asociados a los macrolidos asi como

a la tetraciclina entre los aislados seleccionados.

. Determinar la estructura poblacional de los aislados de S. pneumoniae con ampli-

ficacion positiva para los genes mef mediante diferentes tecnicas de tipado.

. Evaluar la aplicacion del sistema semiautomatico DiversiLab® para el tipado de

aislados de S. pneumoniae resistentes a los macrolidos.

. Emplear diferentes indices matematicos para medir la diversidad genética y la dis-

tribucion de esta en los aislados de S. pneumoniae resistentes a los macrolidos.

. Determinar la presencia de elementos derivados de Tn9716 en los aislados de

S.pneumoniae resistentes a los macrolidos.
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Material y métodos

“Todo el método consiste en el orden
y disposicion de aquellas cosas hacia
las cuales es preciso dirigir

la agudeza de la mente

para descubrir alguna verdad”

Descartes
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3 Material y métodos

3.1. Microorganismos estudiados

Los aislados de S. pneumoniae seleccionados para este estudio fueron recogidos de
muestras clinicas procedentes de dos colecciones obtenidas durante diferentes periodos
de tiempo y con origenes clinicos diferentes.

3.1.1. Aislados prevacunales

Esta coleccién comprende 712 aislados de S. pneumoniae procedentes de diferentes
muestras clinicas entre las que se encontraban esputos (n=21), exudados conjuntivales
(n=7), nasales (n=4), éticos (n=4), hemocultivos (n=2), lavados broncoalveolares (n=2),
broncoaspirados y aspirados traqueales (n=1 respectivamente), puntas de catéter (n=1)
y liquidos pleurales (n=1) recogidos entre los afos 1999 y 2003 en 13 hospitales de
diferentes Comunidades Autbnomas entre las que se encontraban Madrid, Cataluna, Ba-
leares, Castilla y Le6n, Comunidad Valenciana, Galicia, Andalucia, Murcia, Asturias y
Aragon.

El periodo de recogida de aislados es previo a la introduccion y utilizacion formal de
la vacuna conjugada heptavalente en Espana. Esta coleccion es parte de un estudio de
vigilancia epidemiologico realizado en nuestro laboratorio con los objetivos de conocer
la prevalencia de la resistencia en S. pneumoniae y los mecanismos de resistencia im-
plicados [206]. De esta coleccion, 244 aislados fueron resistentes a la eritromicina. En
el presente estudio se seleccionaron especificamente todos los aislados resistentes a la
eritromicina que presentaban el gen mef (n=45) para la caracterizacion de los genes de
resistencia a macrdlidos, el estudio del entorno genético de los genes responsables y el
analisis pormenorizado de su estructura poblacional.

3.1.2. Aislados invasivos

Esta segunda coleccion comprende 416 aislados (un aislado por paciente) de S. pneu-
moniae obtenidos de los hemocultivos procesados en el Servicio de Microbiologia del
Hospital Universitario Ramén y Cajal entre los anos 2000 y 2007. De esta coleccion se
seleccionaron especificamente todos los aislados resistentes a la eritromicina (n=78) pa-
ra la caracterizacion de los genes de resistencia a macrélidos, el estudio del entorno
genético de los genes responsables y el analisis pormenorizado de su estructura pobla-
cional.
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3.2. Estudio de sensibilidad

El estudio de sensibilidad se realizé utilizando diferentes métodos que incluian la difu-
sién con discos, la microdilucion y la técnica de Etest.

3.2.1. Difuidn con discos

Mediante la técnica de difusion con disco segun las especificaciones del CLSI (Clinical
Laboratory Standars Institute) [207] se estudio la sensibilidad a eritromicina (30.g), clin-
damicina (2:Q) y tetraciclina (30ug). Para ello se utilizaron placas de agar Mueller-Hinton
suplementadas con 5% de sangre de carnero que se inocularon utilizando una torunda
impregnada en una suspension de células de S. pneumoniae de turbidez equivalente a
0,5 de la escala de McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml). Las placas se incubaron
18 horas a 35°C en atmdsfera de aerobiosis.

Como aislados control y para obtener resultados comparativos, se emplearon las ce-
pas de referencia procedentes de la colecciéon American Type Culture Collection (ATCC),
S. pneumoniae ATCC 49619 (con criterio de interpretacion “intermedio” para la penici-
lina) y S. pneumoniae ATCC 6303 (con criterio de interpretacion “sensible” para la pe-
nicilina), ambas sensibles frente a la eritromicina. La interpretacion de la lectura de los
halos de inhibicién en mm se realizé mediante los criterios del CLSI publicados en el afo
2007 [208].

3.2.2. Microdilucion

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante la técnica de micro-
dilucién en caldo empleando medio Mueller-Hinton suplementado con cationes y un 5%
de sangre lisada de caballo, en una proporcion del 2 al 5% volumen/volumen segun el
método descrito por el CLSI y empleando los paneles comerciales del sistema Wider
especificamente disenados para S. pneumoniae. (Fco. Soria Melguizo, Madrid, Espana).

Los antibidticos estudiados y las concentraciones empleadas se exponen en la ta-
bla 3.1. La incubacion se realizé a 35°C en atmosfera aerobia durante 18 horas.

Como aislados control y para obtener resultados comparativos, se emplearon las ce-
pas mencionadas en el apartado 3.2.1. Para la interpretacién de las CMI se emplearon
los criterios establecidos por el CLSI publicados en el afno 2007 [208].

Se selecciond un subgrupo de aislados que presentaron amplificacién positiva a am-
bos determinantes genéticos de resistencia erm(B) y mef(E) para analizar la CMI alcan-
zada frente a la eritromicina. Para ello, se realizé microdilucién en caldo utilizando placas
de 96 (12x8) pocillos, segun la técnica descrita por el CLSI. Se evaluaron doce con-
centraciones de eritromicina A (rango 4-8192 mg/L) utilizando cada fila de la placa para
un aislado y dejando las dos ultimas filas de cada placa para el aislado control (ATCC
49619) y el control negativo de crecimiento (sin in6culo bacteriano). El antibidtico em-
pleado (eritromicina A) se suministré por Sigma como sustancia valorada de potencia
conocida.

El in6culo bacteriano se preparé a partir de una suspensién en suero salino de células
de S. pneumoniae obtenidas a partir de una placa de agar sangre con un crecimiento de
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Antibiotico Rango de concentracion (ug/ml)
Penicilina 0,03-4
Ampicilina 0,06-4
Amoxicilina/ac. clavulanico 0,5/0,25-4/2
Cefuroxima 0,12-8
Cefotaxima 0,03-4
Meropenem 0,12-4
Vancomicina 0,25-2
Teicoplanina 0,25-2
Eritromicina 0,25-1
Claritromicina 0,25-16
Clindamicina 0,12-1
Tetraciclina 0,25-4
Ciprofloxacino 0,06-4
Levofloxacino 0,25-8
Cotrimoxazol 0,5/9,5-2/38
Cloranfenicol 2-4
Rifampicina 0,5-2

Tabla 3.1: Antibiéticos y rango de concentraciones empleados en el estudio de sensi-
bilidad mediante microdilucion (paneles Wider, Fco. Soria Melguizo, Madrid,

Espana)
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18h, con una turbidez equivalente a 0,5 en la escala de McFarland (equivalente a 1,5 x
108 UFC/m).

El volumen final de cada pocillo fue de 100 ul correspondiente al caldo de medio
Mueller-Hinton suplementado con cationes y un 5% de sangre lisada de caballo, en una
proporcion del 2 al 5% volumen/volumen, con la concentracion de antimicrobiano (50 ul
) y a la suspension bacteriana (50 ul). Las placas se prepararon utilizando una pipeta
multicanal, anadiendo 50 pl de caldo sin antibiético a los pocillos de las columnas 2-12 y
100 ul de la concentracion mas elevada de eritromicina A (8192 mg/L) a la columna 1. Se
realizaron diluciones seriadas de 50 ul de las columnas 1 a 12. Finalmente se ahadieron
50 ul de suspension bacteriana, empleando de las filas 1-6 para diferentes aislados y la
fila 7 para el aislado control. No se afadioé suspension bacteriana a la fila 8, de forma
que se empleé como control negativo de crecimiento. Las placas se incubaron apilando
como maximo cuatro placas, a 35°C en atmosfera aerobia durante 18 horas.

3.2.3. Determinacion de la CMI mediante Etest

Se determin6 la CMI para eritromicina y clindamicina mediante la técnica de Etest
(BioMerieux) en los aislados para los se obtuvieron resultados controvertidos mediante
otras técnicas o con resultados discordantes entre ellas Como aislados control y para
obtener resultados comparativos, se emplearon las cepas de referencia mencionadas en
el apartado 3.2.1 Para la interpretacion de los valores de CMI se emplearon los criterios
establecidos por el CLSI publicados en el ano 2007 [208].

3.3. Determinacion de los fenotipos de resistencia a
macrolidos

El fenotipo de resistencia asociado a los macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B
(MLSp) se determiné mediante la prueba de triple difusion con discos por aproximacion
empleando discos de eritromicina (30.9), clindamicina (10ug) y espiramicina (30ug). Las
placas de agar Mueller-Hinton suplementadas con 5% de sangre de carnero se inocu-
laron con una torunda impregnada en una suspension en suero salino de células de S.
pneumoniae de turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFarland obtenida a partir de
una placa con crecimiento de 18h. Los discos anteriormente mencionados se dispusie-
ron sobre la placa en linea, separados entre 15y 20mm y ocupando la posicion central
el disco de eritromicina. Las placas se incubaron 18 horas a 35°C en atmosfera de ae-
robiosis. La ausencia de halos de inhibicion alrededor de los discos de eritromicina y
clindamicina, y la leve disminucion de dicho halo alrededor del disco de espiramicina, se
interpretd como fenotipo de resistencia MLS g constitutivo. La ausencia de halo de inhibi-
cion alrededor del disco de eritromicina y con una disminucion del halo de inhibicién de
la clindamicina en la zona adyacente a la eritromicina se interpreté como fenotipo MLS
inducible. Con la espiramicina, macrdlido de dieciséis atomos, este efecto es menos evi-
dente o incluso ausente.

La ausencia de halo de inhibicién alrededor del disco de eritromicina y presencia de
éste alrededor de los discos de espiramicina y clindamicina se interpreté como fenotipo
de resistencia M [206].
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3.4. Meétodos moleculares

3.4.1. Extraccion de ADN gendémico

Se realiz6 extraccion de ADN genomico total de todos los aislados de S. pneumo-
niae resistentes e intermedios a eritromicina (CMI >0,5 ug/ml), asi como de los aislados
utilizados como controles de las reacciones de amplificacion.

3.4.1.1. Hervido o boiling

Se prepara una suspensién densa de cultivo tras incubacion de 18-24h en placas de
agar sangre, en 300 ul de agua estéril y se hierve a 100°C durante 15 minutos. Para
separar el material genémico de los productos restantes se centrifuga a 12.000 revo-
luciones por minuto (rpm) durante 5 minutos. El sobrenadante, en el que se encuentra
suspendido el ADN, se recoge y conserva a 4°C para ser empleado en las amplificacio-
nes.

3.4.1.2. Elucion en columna

Se extrae el material genémico mediante purificacion por columnas de silice, utilizando
un tratamiento previo con una solucion de lisis siguiendo las indicaciones de la casa co-
mercial, mediante el sistema QI Aamp DNA miniKit de Quiagen (Quiagen GmbH, Hilden,
Alemania).

3.4.2. Controles de amplificacion
3.4.2.1. Conitroles positivos

Los aislados empleados como controles positivos se resumen en la tabla 3.2.

Como control positivo de la amplificacion del gen tetM se utilizé un aislado de S. pneu-
moniae procedente de la coleccion prevacunal (aislado 44), cuya amplificacion para este
gen fue positiva. Dicho amplicén se comprob6é mediante secuenciacion con los cebado-
res utilizados para la amplificacion y la secuencia se comparé con la depositada en la
base de datos GeneBank (AF376746) mediante el programa ClustalX siendo la homo-
logia entre ambas del 100 %

3.4.2.2. Controles negativos

Como controles negativos de amplificacion de genes de la presencia de genes de
resistencia a macrdlidos se emplearon los aislados R6 y el ATTC 6303 de S. pneumoniae
ambos sensibles a macrolidos.
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Gen/Elemento Aislado
orm erm(B) Streptococcus pyogenes AC1¢
erm(A) S. pyogenes S211¢
mef mef(A) S. pneumoniae SPnMA®
mef(E) S. pneumoniae SPnME*“
msr(D) S. pneumoniae SPnME*“
tetM S. pneumoniae aislado 44 coleccion prevacunal
ThE002 S. pneumoniae An1?
S. pneumoniae Rm11°
6003 S. pneumoniae Ar4?

S. pneumoniae Fi6"

@: Cedidos amablemente por la Dra. Stefani, Universidad de Catania.
b: Cedidos amablemente por el Dr. Varaldo, Universidad Politécnica de Las Marcas,
Ancona

Tabla 3.2: Aislados empleados como controles positivos en la deteccion de diferentes
genes y elementos genéticos de resistencia

3.4.3. Amplificacion de ADN

La amplificacién de ADN se realiz6 mediante reaccién en cadena de la polimerasa o
PCR. Las reacciones se realizaron en un termociclador MJ Research PTC-100 (Global
Medical Instrumentation Inc. Minn. EE.UU). Las condiciones de reaccion fueron diferen-
tes en funcion del tamano de producto a amplificar.

3.4.3.1. Productos de amplificacion menores de 3Kb

La composicién de la mezcla de amplificacion (master mix) con un volumen final de
20pl fue: 5 mM Tris-HCI, 50 mM KCI (pH 8.0), 2 mM MgCl,, 100 M de cada desoxinu-
cleotido, 2 pmol de cada cebador (directo y reverso), 0,5-1,5U de la polimerasa emplea-
da, y 1 ul de DNA gendémico extraido. Las polimerasas empleadas fueron:

= TaKaRa Tag TM, 0,5 Ul (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japén) que es una enzima de baja
fidelidad, empleada en reacciones que no necesiten alta especificidad.

= AmpliTag Gold 1, 5 Ul (Applied Biosystems, Norwalk, Conn. EE.UU) que es una
enzima de alta fidelidad, altamente especifica debido al requerimiento de altas tem-
peraturas para su activacion, que evita la formacién de productos inespecificos.

Las condiciones de amplificacion para cada gen se describen en la seccion 3.7.
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3.4.3.2. Productos de amplificacion mayores de 3Kb

La composicion de la mezcla de amplificacion (master mix) con un volumen final de
25l fue: 20mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM KCI, 25mM MgCl, ,400 M de cada nucleotido,
100uM de cada cebador (directo y reverso), 5 U de la polimerasa TaKaRa LA TagTM
(Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1ul de DNA genémico. La polimerasa TaKaRa LA TaqTM
es una polimerasa de alta fidelidad y eficiencia que permite amplificar fragmentos de ADN
de hasta 15Kb de forma especifica. Las condiciones de amplificacion para cada reaccion
se describen en el apartado 3.7.

3.4.4. Deteccion de productos

La deteccion de los productos amplificados se realizd mediante electroforesis en co-
rriente continda. La aplicacion de un campo eléctrico en corriente continlia permite sepa-
rar fragmentos de ADN con un tamafno comprendido entre 10pb y 50kb, que se separan
en la matriz de los geles de agarosa segun su peso molecular. La resolucién de la técnica
es Optima para fragmentos entre 10pb y 20kb. La técnica se compone de una serie de
pasos:

= Preparacion de los geles de agarosa: Se utiliz6 una agarosa de baja electro-
endoésmosis para permitir una mayor movilidad, en este trabajo se emple6 la aga-
rosa D-1 Low EEO (Pronadisa, Madrid, Espafna) disuelta en tampén TBE 0,5x
a concentraciones 0,8 % peso/volumen para separar fragmentos de amplificacion
comprendidos entre 1Kb y 10Kb y 2% peso/volumen para separar fragmentos de
amplificacion comprendidos entre 100pb y 1Kb.

= Electroforesis: Se cargaron entre 2-4 ul de producto de amplificacion en los poci-
llos de la agarosa mezclados con 5 il de tampdn de carga para la visualizacion de
la electroforesis. La separacion de los fragmentos ser realizé en TBE 0,5x, en una
cubeta horizontal a 100V durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y una
hora en funcion del tamano de los fragmentos a visualizar.

Los tamanos del ADN separado se determinaron por comparacion con los marca-
dores de peso molecular Il (0,12-21,2 Kb), V (8-5,8pb) (Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany), A\-Eco14 1/Bgl Il digest (60-2. 392 pb) (TaKaRa Bio Inc. Shi-
ga, Japén) y 100pb DNA ladder (100-1.500 pb) (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japén).

= Visualizacion de los productos: Para la visualizacién de los productos separados
mediante electroforesis se empled la tincion de los geles de agarosa con bromuro
de etidio a una concentracion final de 0,2 ug/ml. EI ADN se puede visualizar tras
exposicion con luz ultra violeta ya que el bromuro de etidio se intercala entre las ba-
ses nitrogenadas de la hebra de ADN. Para ello, los geles de agarosa se preparan
incluyendo en la disolucion el volumen de bromuro de etidio indicado para alcanzar
la concentracion antes mencionada. La visualizacion se realizdé en un transilumi-
nador de luz ultra-violeta y se fotografiaron con el equipo Gel Logic 100 Imaging
System (Carestream Health, Inc. Rochester, NY, EE. UU.).
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3.4.5. Purificacion y secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos se purificaron mediante columna de silice empleando
el sistema QIAquick PCR purification kit (Quiagen GmbH, Hilden, Alemania) o mediante
reaccién enzimatica empleando el sistema ExoSAP-IT® purification kit (USB Corp. Cle-
veland, OH, EE.UU). La secuenciacién de los productos de interés se llevé a acabo en
el secuenciador automatico ABI Prism 377 (PE, Norwalk, Conn. EE.UU).

3.5. Estructura poblacional

En el estudio de la estructura poblacional se emplearon diferentes técnicas entre las
que se incluye el serotipado, la electroforesis en campo pulsado y la secuenciaciéon de
alelos multiples (multilocus sequence typing, MLST).

3.5.1. Serotipado

Esta técnica se basa en la observacion de la reaccion de Quellung, que consiste en
clasificar los aislados de S. pneumoniae en funcion de la aglutinacién de los polisacaridos
capsulares frente a antisueros especificos. La técnica se realizé tanto en el Laboratorio
de Referencia de Neumococo perteneciente al Centro Nacional de Microbiologia en el
Instituto de Salud Carlos Il en Majadahonda, Madrid, como en el Centro de Referencia
Nacional de Estreptococos en Aquisgran, Alemania. Los criterios utilizados que definen
los conceptos de serotipo y serogrupo en S. pnemoniae son los internacionalmente acep-
tados

= Serotipo: tipo de antigeno que se encuentra en la capsula de S. pneumoniae.

= Serogrupo: estructura antigenica que se comparte dentro de un grupo capsular.
Como ejemplo, hablamos del serogrupo 19 que incluye los serotipos 19A 'y 19F.

A continuacion se describe brevemente el protocolo seguido en el Centro de Referen-
cia Nacional de Estreptococos en Aquisgran: Se realiza una suspensién densa de células
de S. pneumoniae en 300 ul de suero salino al 0,9 % y se depositan 5-8 ul de ésta sobre
un portaobjetos; se anaden 5-8 ul de antisuero y se mezclan. Se coloca un cubreobje-
tos sobre la preparacién y se observa la reaccion de Quellung con el objetivo 100x y
aceite de inmersion. Si se observa floculacién de las células se considera reaccion de
aglutinacién positiva. Para seleccionar los antisueros a emplear, se siguié el esquema
en las aglutinaciones empleado en el Centro Nacional de Estreptococos aleman, cedido
amablemente por el Dr. van der Linden (tab: 3.3).

Se realiza una primera aglutinacion frente a sueros de los grupos principales y en
funcién del grupo frente al que se observe una reaccion positiva se seleccionan los anti-
sueros a emplear para definir el serogrupo(tab: 3.3).

Con posterioridad, una vez descrito el serogrupo, se seleccionan los antisueros para
la descripcion del serotipo, siguiendo el esquema que se describe en la pagina web del
Statens serum institut (http://www.ssi.dk).

Como control positivo de aglutinacion se emplea un suero universal conocido como
“Omnisera”. En caso de no aglutinar frente a ningin suero de los grupos principales
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Grupos Principales | R | P | Q| S | T | Omnisera

3|1 ]6|5 ]2

4 |7 1] 8 |11

91148 10| 2

Serogrupos 11191271570

2 3117 | 2

2

3

3

Tabla 3.3: Esquema seguido para la serotipificacion

pero con aglutinacion frente al “Omnisera”, deben utilizarse antisueros de grupos menos
frecuentes como los grupos |, C, D, E, F, G y H. (Statens Serum Institut, Copenague,
Dinamarca).

3.5.2. Electrofofresis en Campo Pulsado (PFGE)

La técnica de electroforesis en gel por campo pulsado se realizé inicialmente siguiendo
el método descrito por McGee et al[142]. Sin embargo los resultados obtenidos mediante
la digestion con Smal endonucleasa no permitieron el analisis informatico de los geles
debido a que el lugar de reconocimiento de dicha enzima se encuentra en la secuencia
de los genes mef. Por tanto se modifico el protocolo descrito por McGee et al [142] y se
selecciond como enzima de digestion un esquizomero de la endonucleasa Smal llamado
cfr9l (Fermentans GmbH, Alemania) en las mismas proporciones [132, 133]. El protocolo
final se describe a continuacién: Se realiz6 una extraccién de ADN in situ: se inoculé una
colonia de cultivo fresco en 10 mL de un medio de enriquecimiento (Brain Heart Infision,
BHI) (Oxoid Ltd, Basingstoke, R.U.) y se dej6 incubar durante 4-6h para evitar la autolisis
del cultivo. Se centrifugaron los 10 mL de cultivo a 12.000 rpm durante 10 minutos y el
sedimento se resuspendié en 100 microl de tampdn TN (Tris-HCI, Tris base 10mM, NaCl
150mM a pH 8,0). Dicha solucion se mezcl6 con 100 uL de agarosa D5 (Pronadisa,
Madrid, Espafa) fundida en tampén Tris Borato EDTA (TBE) 0,5x (44,5 mM Tris base,
445 mM acido bérico y TmM EDTA a pH 8,0), con lo que se obtuvieron los bloques de
agarosa. Dichos bloques se sometiron a una lisis y desproteinizacion celular empleando
una solucion de Sarcosil al 1% y de proteinasa K 50 ug/ml que se completd hasta un
volumen de 1ml con EDTA 0,5mM a pH 9,5. Los bloques se incubaron con esta solucion
durante 24h, a 56°C sin agitacion.

Tras la lisis y desproteinizacion se realizaron tres lavados de los bloques a 56°C y dos
a temperatura ambiente con tampén Tris- Clorhidrico-EDTA (TE) (10mM Tris-HCI pH 8,0;
0,1 mM EDTA pH8,0) durante 15 minutos cada uno.

Finalmente se procedié a la digestion del ADN extraido en el bloque de agarosa
anadiendo 2ul (2 Unidades Internacionales) de la enzima cfr9l (Fermentans GmbH, Ale-
mania).
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La separacioén de los fragmentos de ADN se realizé en un gel preparado con la misma
agarosa que la empleada para hacer los bloques y con el mismo tampon (TBE 0,5x) al
1 % peso/volumen, a 14°C y 6V/cm? de corriente alterna en un sistema CHEF-DRIII (Bio-
Rad, La Jolla, CA, EE.UU). La electroforesis se realizé en dos rampas bajo las siguientes
condiciones: rampa 1, un pulso de 1 a 30 segundos durante 17 horas y rampa 2, un pulso
de 5 a 9 segundos durante 6 horas.

Los marcadores de peso molecular empleados fueron: Lambda Ladder PFG Marker
(48,5-1018,5 Kb) y Low Range PFG Marker (0,13-194 Kb) (New England Biolabs Inc.
Ipswich, MA, EE.UU).

La interpretacion de los patrones de bandas obtenidos y andlisis de los clones se
realizé siguiendo la nomenclatura propuesta por la red de epidemiologia molecular de
neumococo (PMEN) descrita por McGee et al. en el afio 2001.

3.5.3. Secuencia de alelos multiples (multi locus sequence typing, MLST)

La técnica de multi locus sequence typing se realizd segun el protocolo descrito por
Enright et al. [141] y recogido en la pagina web http://spneumoniae.mlst.net/. Breve-
mente el protocolo incluye la amplificacion y secuenciacion de fragmentos intragénicos
de los siete genes constitutivos de la bacteria o housekeeping mediante el empleo de
los cebadores propuestos por Enright et al. Los genes constitutivos y los cebadores se
resumen en la tabla 3.4.

Gen Cebador
arok aroE-up, 5’-GCC TTT GAG GCG ACA GC-3’
(shikimato deshidrogensa) aroE-dn, 5°-TGC AGT TCA (G/A)AA ACA T(A/T)T TCT AA-3’
gdh gdh-up, 5°-ATG GAC AAA CCA GC(G/A/T/C) AG(C/T) TT-3’
(glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) | gdh-dn, 5°-GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/A/T/C) CC-3’
gki gki-up, 5°-GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC-3’
(glucosa kinasa) gki-dn, 5°-TCT CCC GCA GCT GAC AC-3’
recP recP-up, 5°-GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG-3’
(transketolasa) recP-dn, 5°- TGC AAC CGT AGC ATT GTA AC-3’
spi Spi-up, 5°-TTA TTC CTC CTG ATT CTG TC-3’
(peptidasa senal I) spi-dn, 5°-GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA-3’
xpt Xpt-up, 5°-TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT-3’
(xantina fosforibosil transferasa) xpt-dn, 5°-AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC-3’
ddi ddl-up, 5°-TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG-3’
(D-alanina-D-alanina ligasa) ddl-dn, 5°-CAC TGG GT(G/A) AAA CC(A/T) GGC AT-3’

Tabla 3.4: Genes constitutivos y cebadores de la técnica MLST

La amplificacion se realiz6 con las condiciones descritas en el apartado 3.4.3 em-
pleando la enzima TaKaRa Tag TM , 0,5 Ul (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japén), con una
temperatura de hibridacién de 50°C durante 30 segundos. La purificacion y secuencia-
cion se realizaron segun la técnica descrita en el apartado 3.4.5, y para la asignacion de
alelo y descripcion de perfil alélico y secuencia tipo (ST) se empleé la aplicacién de la
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pagina web http://spneumoniae.mlst.net/.

= Descripcion de nuevas secuencias tipo: A peticion del supervisor que valora la
aparicion de nuevas secuencias tipo, se disené un cebador reverso nuevo (aroEdn-
long) para la amplificacién de un amplicon de mayor tamano del gen aroE:

aroEdnlong:5°-CCT GAC TTC TAG CCC ATT T-3’

Las condiciones de reaccion fueron las descritas para la técnica inicial con la Unica
diferencia de la temperatura de hibridacion, que se realizé a 54°C. Con este nuevo
cebador el tamano del amplicon es de 492pb.

La clasificacion de las STs obtenidas y agrupamiento en complejos clonales o clones
individuales se realizd6 mediante el algoritmo eBURST, version V3, disponible en http:
//eburst.mlst.net [209, 210]. La representacion de los resultados obtenidos mediante
este algoritmo por MST Minimum Spanning Tree se llevo a cabo mediante el empleo de
la herramienta informatica PHYLOViZ [211].

3.6. REP-PCR (Diversilab®)

Se basa en la amplificacién de secuencias de ADN que se encuentran flanqueadas
por secuencias repetitivas a lo largo del genoma y palindrémicas (elementos REP), zo-
nas de union de los cebadores. Asi, el nUmero de productos obtenidos es proporcional al
nuamero de elementos REP y por tanto, caracteristicos de cada especie, mientras que el
tamano de estos productos es caracteristico de cada aislado y sirve para establecer rela-
ciones filogenéticas. Esta técnica se realizé mediante la aplicacion del sistema comercial
semiautomatico Diversilab® (BioMeérieux), para lo cual se siguieron las instrucciones del
fabricante

3.6.1. Exiraccion de ADN

Se utilizé un sistema de extraccion en columna mediante el equipo comercial Ultra
Clean (Mo Bio, Bacterial Barcodes) siendo necesario obtener extracciones de ADN con
cantidades comprendidas entre 25 y 50 n.g. La medicion de la cantidad de ADN obtenida
tras la extraccién se realizd mediante el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nano-
Drop Technologies, Inc. Wilmington, EEUU)

3.6.2. Amplificacion

Se utiliz el kit comercial Streptococcus DiversiLab® fingerprinting (BioMeérieux) que
incluye los cebadores, el tampdn de amplificacion y una solucién de cloruro de magnesio,
todo ello en cantidades ajustadas para la reaccion. Como polimerasa se utilizo la enzima
AmpliTag DNA Polymerase with Gene Amp (Applied Biosystems, Foster City, CA) Las
condiciones de la amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C durante dos mi-
nutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 30 seg, hibridacion a
50°C durante 30 seg y extension a 70°C durante 90 seg para concluir con una extension
final a 70°C durante 3 minutos.


http://spneumoniae.mlst.net/
http://eburst.mlst.net
http://eburst.mlst.net

72

Capitulo 3 - Material y métodos

3.6.3. Deteccion de producto

Los diferentes fragmentos de ADN se separaron en un chip de deteccion de ADN por
microfluidos y se detectaron mediante el sistema Agilent 2100 BioAnalyzer.

3.6.4. Andlisis de resultados

El analisis se realizé en funcion de los resultados obtenidos mediante eBURST. Para
el agrupamiento de los aislados se identificaron los patrones de geles virtuales aplican-
do la herramienta de analisis proporcionada por la el sistema Diversilab®, el software
DiversiLab® v3.1. Esta herramienta de andlisis proporciona tres opciones para calcular
los porcentajes de similitud entre las diferentes muestras, los métodos disponibles son el
coeficiente de correlacién de Pearson (PC), el coeficiente de correlacién modificado de
Kullback-Leibler (KL) y el coeficiente de correlacion Extended Jaccard (XJ). Todos estos
métodos se basan para calcular la similitud en las intensidades de los geles virtuales de
cada muestra, y se diferencian entre si la mayor o menor importancia que se atribuye en
el analisis a la presencia o ausencia de picos y a la intensidad de los mismos. Asi, con la
aplicacion del coeficiente de correlacién de Pearson (PC), se le da mas importancia en
el analisis de las muestras a la intensidad de los picos. Esta indicado realizar este tipo de
analisis cuando hay diferencias importantes en la cantidad y posicién de los picos mas
intensos. Es el método a elegir cuando existen varios patrones de gel virtual diferentes
a simple vista y queremos agrupar los aislados. Se utiliza especialmente en muestras
que provienen de microorganismos Gram negativos. Con la aplicacion de los coeficien-
tes modificado de Kullback-Leibler (KL) y el coeficiente de correlacién Extended Jaccard
(XJ) se da mas importancia en el analisis a la presencia o ausencia de picos en la ima-
gen de gel virtual. En concreto es mas sensible, ya que aprecia mas diferencias incluso
en picos pequenos el coeficiente Extended Jaccard (XJ) en geles virtuales en los que los
patrones son muy parecidos entre si. Cualquiera de estos dos métodos es de aplicacion
en muestras en las que hay s6lo uno o dos picos intensos y las diferencias se encuentran
en los picos pequenos, patrones que suelen encontrarse en los microorganismos Gram
positivos.

El analisis de las muestras de S. pneumoniae se realizé6 empleando dos indices de co-
rrelacion, el de Pearson (PC) y el Extended Jaccard (XJ). Al igual que para el andlisis de
otros métodos de tipado molecular, para la interpretacion de los patrones de bandas en
los geles virtuales, y de los porcentajes de correlacién obtenidos mediante la aplicacién
de los diferentes indices, se establecen los siguientes criterios:

= Dos aislados se consideran indistinguibles cuando el indice de correlacion se en-
cuentra alrededor del 97 % y no se observan diferencias en la imagen de gel virtual.
En este caso, se asigna un mismo patrén a ambos aislados.

= Dos aislados se consideran relacionados entre si cuando el indice de correlacion
esta alrededor del 95 % y se observan una o dos bandas de diferencia en la imagen
de gel virtual. En este caso, a cada uno de ellos le corresponde un patrdn, pero se
encuentran en un mismo grupo.

» Dos aislados se consideran diferentes cuando el indice de correlacidn es menor
del 95% y se observan varias diferencias en la imagen de gel virtual y a cada uno
de ellos se le asigna un patron diferente, sin agruparse.
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3.7. Deteccion de genes de resistencia

3.7.1. Deteccion de genes de resistencia a los macrélidos

Todas las reacciones de amplificacién de los genes que confieren resistencia a los
macrolidos se realizaron bajo las siguientes condiciones de reaccidn: una desnaturaliza-
cién inicial a 94°C durante 12 minutos seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante un minuto, hibridacion a la temperatura y durante el tiempo indicados para cada
pareja de cebadores y elongacién a 72°C durante 45 segundos, para terminar con una
elongacion final a 72°C durante 10 minutos.

3.7.1.1. Deteccion de los genes erm

Para la amplificacion de los genes erm(B) y erm(A) se disefnaron los siguientes ceba-
dores: erm(B): emrBF 5°-GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA-3’,yermBR5’-AGT AAC GGT
ACT TAA ATT GTT TAC-3’; erm(A): ermAF 5°-AGA AGG TTA TAA TGA AAC AGA-3’,y er-
MARS5’-GGC ATG ACA TAA ACC TTC AT-3’ con un tamafo de producto de 640 pares de
bases y 210 pb respectivamente. La hibridacion se realizé a 50°C durante 30 segundos.

3.7.1.2. Deteccion de los genes mef

Para la deteccion y diferenciacién de los genes mef(A) y mef(E) se disen6 un esquema
de PCR-multiplex para lo cual se utilizaron los siguientes cebadores mefAF 5°-AAT ACA
ATT GGA AAC TT-3’, mefEF 5°-AAG GAG TTG TGG TTC TGA-3’,y un cebador comun re-
verso mefRF 5°-AAT CGG TAA ATC ATT GG-3’.Lostamanos de producto esperados fue-
ron 1,080 kb para el gen mef(A) y 480 kb para el gen mef(E). La hibiridacion se realizoéa
52°C durante 1 minuto. (Fig. 3.1).

. mefRF
mefA - - —_ -
8 mefAF 7  mefRF 1134
mefE - - - —
629 MefEF - 1134

Figura 3.1: Esquema de PCR multiplex para la deteccion de los genes mef

3.7.1.3. Deteccion del gen msr(D)

La deteccion de dicho gen se realizé segun la técnica descrita por Daly et al. [170]. Los

cebadores empleados fueron: msrDup: 5°-TTG GAC GAA GTA ACT CTG-3’ y msrDdn:5’-GCT

TGG CTC TTA CGT TC-3’. La hibridacién se realizé a 50°C durante un minuto.
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3.7.2. Deteccion de genes de resistencia a las tetraciclinas

La deteccion del gen tet(M) se realizé siguiendo la metodologia descrito por Doherty et
al. [212]. Los cebadores empleados fueron: tetMF 5°-AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG-3’
y tetMR, 5°-TCC GAC TAT TTG GAC GAC GG-3’ bajo las siguientes condiciones de reac-
cion: desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, hibridacion a 55°C durante 1 minuto,
elongacion 72°C durante 1,5 minutos, para terminar con una elongacion final a 72°C
durante 10 minutos.

3.8. Andlisis de estructura poblacional. indices de
diversidad

Con el objetivo de realizar un analisis pormenorizado de la estructura poblacional de
los microorganismos estudiados se analiz6 su diversidad de forma cuantitativa mediante
la aplicacion de una serie de indices matematicos, utilizando como elemento a medir
las ST descritas mediante la técnica de MLST. Los indices empleados se describen a
continuacion y se incluyen sus formulas matematicas

3.8.1. indice de Diversidad Clonal (CD)

Este indice fue descrito por Ellstrand y Roose [213]. y se expresa como el cociente
entre el numero de STs diferentes descritas entre todos los aislados estudiados (N)

CD:ZS]\?

3.8.2. indice de Dominancia de Diversidad de Simpson (D)
Mediante la aplicacion de este indice se expresa la probabilidad de tomar, en una
seleccion al azar, dos aislados diferentes, que pertenezcan a diferentes STs. Para cal-

cularlo se emplean el nimero de aislados con una ST concreta (n;) y el nimero total de
aislados (N) [214].

D_l_ZN(N—l)

3.8.3. indice de Selander y Levin (H)

Es similar al indice de Simpson, pero emplea frecuencias relativas de aparicion de
cada ST (f;) [215].

H=1-) f}
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3.8.4. Iindice de Shannon (H’)

Se emplea para calcular como es de homogénea la distribucion de las STs encontra-
das entre la poblacién estudiada, empleando frecuencias relativas de aparicion de cada
ST (f;) [216].

H = — Z filoga fi

Asimismo, se puede describir el valor maximo de diversidad de Shannon, H},,,, consi-
derando las STs distribuidas equitativamente entre los diferentes aislados con diferentes
mecanismos de resistencia a los macrdlidos, de forma que f; tendria el mismo valor para
cada ST, asi, siendo n el numero de STs diferentes, se definiria:

Hiyax = —nfiloga f;

3.8.5. Indice de Evento (")

Se describié para este trabajo y expresa la diversidad relativa de forma que permite
establecer comparaciones con el indice de diversidad clonal (CD).

H/

= Iy
Hmax

E/

3.9. Elementos de transposicion

Para el estudio y descripcion de los elementos de transposicion se emplearon las técni-
cas moleculares descritas en el apartado 3.4.

3.9.1. Deteccion de elementos genéticos asociados a la resistencia a
los macrolidos

Se disenaron PCRs multiplex para la deteccion del transposén Tn9176 y de elementos
genéticos que con frecuencia se asocian a éste en S. pneumoniae, como Tn917, MEGA

(Macrolide Element Genetic Assembly) y MAS (Macrolide-Aminoglycoside-Streptothricin).

3.9.1.1. Deteccion de derivados de Tn916y Tn917

La presencia de los transposones Tn916 y Tn917 se determind mediante la amplifica-
cion de las integrasas y las excisionasas presentes en ellos, mediante las PCRs multiplex
1y 2. Las secuencias de los cebadores, temperaturas de hibridacion, tamanos de pro-
ducto y los nimeros de acceso en Genebank de las secuencias usadas como referencia
se recogen en la tabla 3.5.

La reaccion se realizé en el termociclador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown,
Mass.) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 10 minu-
tos seguida de 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacion
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a 54°C durante 30 segundos y elongacion a 72°C durante 30 segundos, tras los ciclos
de amplificacién se realiz6 una elongacion final a 72°C durante 10 minutos.

3.9.1.2. Deteccion de los elementos MEGA (Macrolide Element Genetic
Assembly) y MAS (Macrolide-Aminoglycoside-Streptothricin)

La amplificacion del elemento MEGA se realizd mediante la PCR simple 1, a su vez,
el gen msr(D) detectado mediante la PCR simple 2 se utilizé también como marcador
de la presencia del elemento anteriormente mencionado. La presencia del gen tetM se
realizé mediante la PCR simple 3, y de los genes sat4 y aphA-3 mediante la PCR multi-
plex 3 que utiliz6 como marcador de la presencia del elemento MAS. Las secuencias de
los cebadores, temperaturas de hibridacion, tamanos de producto y los nimeros de ac-
ceso en Genebank de las secuencias usadas como referencia se recogen en la tabla 3.5.

La mezcla de amplificacion para la PCR simple 1 (amplificacion de MEGA) contenia,
para un volumen final de 25 pL: 20mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM KCI, 25mM MgCls,
400uM de cada nucleétido, 100uM de cada cebador, 5 U de la polimerasa TaKaRA
TaqTM (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1ul de ADN gendémico. La reaccion de ampli-
ficacion se realizé en un termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, Mass.)
bajo las siguientes condiciones de reaccion: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 10
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion
a 60°C durante 1 minuto y elongacion a 72°C durante 6 minutos, para finalizar con una
elongacion final a 72°C durante 10 minutos.

La amplificacion de msr(D) mediante la PCR simple 2 se realiz6 como se describi6é en
el apartado 3.7.1.3.

La mezcla de amplificacion para la PCR multiplex 3 (amplificacion de los genes tetM,
sat4 y aphA-3) para un volumen final de 20 uL estaba compuesta de: 20mM Tris-HCI (pH
8.0), 100 mM KClI, 25mM MgCl; ,100:M de cada nucleétido, 100:M de cada cebador, 5
U de la polimerasa TaKaRA TaqTM (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1.l de ADN genomi-
co. La reaccién se realiz6 en el termociclador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown,
Mass.) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 10 minu-
tos seguida de 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacion
a 58°C durante 30 segundos y elongacion a 72°C durante 30 segundos, seguido de una
elongacion final a 72°C durante 10 minutos.

3.9.1.3. Identificacion de los elementos derivados de Tn216 (Tn6003, Tn6002,
Tn2009 y Tn3872) mediante “mapeo” (mapping) por técnica de PCR
overlapping

Se analizé tanto la presencia de un amplicon de 250pb como de 13kb amplificado en
la region entre orf20 y orf19 del transposon Tn916 (PCR mapping 1) para determinar la
presencia de los derivados Th6003y Tn6002. Las secuencias de los cebadores, tempe-
raturas de hibridacion, tamanos de producto y los nimeros de acceso en Genebank de
las secuencias usadas como referencia se recogen en la tabla 3.5.

Las condiciones de la amplificacion empleadas fueron las mismas que las descritas
para la amplificacion del elemento MEGA (3.9.1.2) con una temperatura de hibridacion
de 52°C.
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La descripcion del elemento MEGA localizado en el orf6 del transpos6n Tn9716 (me-
diante la reaccion mapping 2) que indica la presencia del transpos6n derivado Tn2009
se puso de manifiesto mediante la amplificacion de la regién comprendida entre el gen
tetM y el gen int con un tamano de producto esperado 11,2 kb.

La mezcla de reaccion, para un volumen final de 25uL estaba compuesta de: 20mM
Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM KClI, 25mM MgCl, ,400.:M de cada nucleétido, 100:M de cada
cebador, 5 U de la polimerasa TaKaRa LA TaqTM (Takara Bio Inc. Shiga, Japan) y 1ul
de DNA genomico. La reaccion se realizé en el termociclador PTC-100 (MJ Research
Inc, Watertown, Mass.) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 10 minutos seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto,
hibridacion a 56°C durante 1 minuto y elongacion a 72°C durante 6 minutos para concluir
con una elongacioén final a 72°C durante 10 minutos.

Para comprobar la presencia de MEGA insertado en el transpos6n conjugativo Tn916
se realiz6 una PCR de mapeo u overlapping (mapping 3) utilizando los cebadores ME-
GAF e Int-R con las mismas condiciones de reaccion descritas en el parrafo anterior
salvo la temperatura de hibridacién de 58°, con un tamano de producto esperado de 9,2
kb (tabla: 3.5).

La presencia del transposon derivado Tn3872 se comprobd poniendo de manifies-
to la localizacién del transpos6n Tn917 insertado en el transposén conjugativo Tn916
mediante PCR overlapping (mapping 4, el tamano de producto esperado fue de 6.8 kb
(tabla: 3.5).

La mezcla de reaccion y las condiciones de reaccion fueron las anteriormente descritas
para las PCRs overlapping con la temperatura de hibridacion de 54°C.

Todos los productos obtenidos se secuenciaron utilizando los cebadores empleados
para su amplificacion y las secuencias obtenidas se compararon mediante herramientas
bioinformaticas como el programa BLAST, con las depositadas en las bases de datos
on-line.

3.9.1.4. Estudio del elemento MEGA. Mapa de restriccion

En el caso de los aislados en los que mediante la amplificacion del elemento MEGA se
obtuvieron resultados no esperados se realizé una digestién del elemento mediante las
enzimas de restriccion Spel y Hpal (Takara Bio Inc. Shiga, Japan). Los lugares de reco-
nocimiento para la restriccion del elemento MEGA, asi como el numero de restricciones
y el tamano esperado de los fragmentos generados se describen en la tabla 3.6.

La reaccién de restriccion se realizé incubando a 37°C durante 18h una solucion que
contenia 1 Ul del enzima correspondiente, 2ul del buffer 10x (proporcionado por el fabri-
cante), 1ug del ADN sustrato, completando con agua destilada estéril hasta 20pul.

3.9.2. Andilisis Bioinformatico

Todas las secuencias obtenidas mediante las diferentes técnicas se analizaron me-
diante los programas Chromas (version 2.32, Technelysium Pty. Ltd. Tewantin, Austra-
lia) y Finchtv 1.3.1 de software libre, programado para la distribucion Debian de Li-
nux por Geospiza Inc. 2004-05. La comparacién de secuencias se realizd mediante
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PCR Transposon Cebador Secuencia Tm (°C) | Tamaino de | Genebank
producto
(pb)
Tn916 Int-F 5°-GCG TGA TTG TAT CTC ACT-3’ 1.046
Tn91 Int-R ’—GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3° '
Multiplex 1 n976 nt 5’~GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3 52 NC006372
Tn916 Xis-F 5°-AAG CAG ACT GAC ATT CCTA-3’ 194
Tn916 Xis-R 5°-GCG TCC AAT GTA TCT ATA A-3°
Tn917 tnpA1 5°-ATC GAT TCG GTA GTG CTA AT-3° 854
Tn917 tnpA2 5°-CAA TAA CAT TGG CGT GTA TC-3°
Multiplex 2 n np 56 M111180
Tn917 tnpR1 5°-GTG AGT ACG GAT GAT CAA AA-3° 517
Tn917 tnpR2 5°-TGA GGT AAC GGT AAA AGG TT-3°
4-F 2 —Al TT CAT TAT TAT -3’
Sa:4 R 55’ TGGCG ACAG ':TT TTA TG:CC TTT GZCC 33’ 531 U73026
Mu"ipIeX3 MAS siA:’?) F 5°-AGA ATA TCA CCG GAA TTG AA-3° %6
apnas- 729 AB247327
aphAS-R 5°-GAT CCC CAG TAA GTC AAA AA-3°
M -F 5°-CCA TTT ACC CTG TGG GTA CG-3’
Simple 1 MEGA cga 60 5009 | AF376746
Mega-R 5°-TTG TCT CAC TGC ACC AGA GG-3°
D)-F 5°-TTG GAC GAA GTA ACT CTG-3’
Simple 2 MEGA msr(D) 50 370 AF376746
msr(D)—R 5°-GCT TGG CTC TTA CGT TC-3°
tetM-F 5°-AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG-3°
Simple 3 MAS 58 1.862 X90939
tetM-R 5’-TCC GAC TAT TTG GAC GAC GG-3°
orf20F 57-TCC GAC AAC AGA CGT ACA GC-3°
Mapping 1 | Tn6003-Tn6002 52 13.000 NC006372
orf19R 5°-TCT TCA ACG CTG CTG GAG TA-3°
tetM-F 5°-AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG-3°
i |etR 5?-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3’ 10.000 NC006372
Mapping 2 Tn2009 nt 56
Mapping 3 MEGAF | 5°-CCA TTT ACC CTG TGG GTA CG-3’ 9.000 AF376746
Int-R 5’-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3’ ’ NC006372
tnpR1 57-GTG AGT ACG GAT GAT CAA AA-3° M111180
Mapping 4 Tn3s72 np 54 6.820 | SV
Int-R 5’-GAC GCT CCT GTT GCT TCT-3” NC006372

Tabla 3.5: Cebadores, temperaturas de hibridacién y tamanos de producto disenados
para el estudio de los elementos genéticos asociados a la resistencia a los

macrolidos
Posicion de
reconocimiento
Enzima | Numero de restricciones | en el elemento | Tamaifo de fragmentos (pb)
MEGA

1194/1198 2098
Spel 2 4887/4891 1.194
600

371

Hpal 1 3371 3.3

2.129

Tabla 3.6: Caracteristicas de las enzimas de restriccion empleadas para el analisis del
elemento MEGA
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el programa BLAST, tanto en su version para el software Windows como para Linux
(www.ncbi.nlm.nih.gov) y los alineamientos entre diferentes secuencias se realizaron
mediante el programa ClustalW 2 (version para Windows) y ClustalX (version para Linux).

3.9.3. Andlisis estadistico

Se realizaron dos tipos de analisis estadistico: analisis de asociacion para variables
categoricas, mediante la prueba de x? y analisis de asociacién de tendencias mediante
la prueba de Mantel-Haenszel para variables continuas. Se consideraron resultados es-
taditicamente significativos, cuando la probabilidad de asociacion entre dos variables, P,
mostraba un valor inferior a 0,05.


www.ncbi.nlm.nih.gov
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4 Resultados

4.1. Resistencia a macrolidos y estructura poblacional en
los aislados de Streptococcus pneumoniae
pertenecientes a la coleccion prevacunal recogida
entre los anos 1999-2003 de diferentes areas
geogrdficas de Espana

En este apartado se incluye especificamente el estudio de 45 cepas de S. pneumoniae
resistentes a eritromicina que presentaban el gen mef. Estas cepas fueron seleccionadas
entre todas las resistentes a eritromicina (n= 244) obtenidas de una coleccion de 712
aislados recogidos entre los afos 1999 y 2003 procedentes de un estudio multicéntrico
realizado en Espana y coordinado por nuestro laboratorio.

4.1.1. Perfiles de sensibilidad

Los valores de sensibilidad de los aislados estudiados en la coleccion global (n=712)
para los distintos antibiéticos utilizando los criterios del CLSI del afio 2007 fueron los
siguientes: Entre los antibidticos (-lactamicos estudiados (penicilina y cefotaxima) se
encontraron diferentes porcentajes de resistencia, de un 48,9 % para la penicilina (26,9 %
intermedio; 22,0 % resistente) y de un 7,3 % para la cefotaxima (6,5 % intermedio; 0,8 %
resistente). Con respecto a los antibiéticos del grupo MLS (macrolidos, lincosamidas
y estreptograminas) se estudié la sensibilidad a eritromicina, hallandose un 34,3 % de
resistencia (0,8 % intermedio; 33,5 % resistente) y a clindamicina, siendo resistentes un
31,9% (1,7 % intermedio; 30,2 % resistente) de los aislados estudiados.

Se estudiaron también otros antimicrobianos como la tetracilina, con un 25,8 % (1,9 %
intermedio; 23,9 % resistente) y el levofloxacino, siendo resistentes un 2,4 % (0,4 % in-
termedio; 2 % resistente) en un rango de concentraciones entre 0,12-32 mg/L. En este
trabajo, se incluyd el estudio de sensibilidad a la telitromicina (Unico cetélido comercia-
lizado hasta el momento) sin encontrarse resistencia o entre los aislados estudiados
(fig. 4.1).

De esta coleccion inicial, se seleccionaron los aislados resistentes a eritromicina (n=244),

en los que se determiné la CMI frente a diferentes antibiéticos mediante el sistema de mi-
crodilucién, siendo los porcentajes de resistencia obtenidos mayores que los obtenidos
sobre la poblacion total (fig. 4.2).

= Entre los antibiéticos 3-lactamicos se estudiaron penicilina, siendo resistente en
este grupo de poblacion el 69,6 % de los aislados (15,3 % intermedio; 54,3 % re-
sistente) y la cefotaxima, aumentando el porcentaje de resistencia hasta un 30,7 %
(19,6 % intermedio; 11,1 % resistente).
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Figura 4.1: Resistencia a antimicrobianos entre los aislados de la coleccion prevacunal
inicial (n=712)

= Se estudio también la sensibilidad a un segundo macrolido, la claritromicina (macréli-
do de 14 atomos), siendo resistentes el 100 % de los aislados.

= También se estudio el perfil de sensibilidad a la clindamicina, siendo resistentes el
93 % (4,9 % intermedio; 88,1 % resistente).

m |Los porcentajes de resistencia a la tetraciclina y a levofloxacino aumentaron entre
los aislados que eran resistentes a la eritromicina hasta un 69,6 % (15,3 % interme-
dio; 54,3 % resistente) y un 3,2%( 0,8 % intermedio; 2,4 % resistente) respectiva-
mente.

De los 244 aislados resistentes a eritromicina, se seleccionaron los aislados con am-
plificacion positiva para los determinantes genéticos de resistencia mef, tanto para la
subclase mef(E) como para la subclase mef(A), siendo sus porcentajes de resistencia a
diferentes antibioticos los siguientes

m Para penicilina y cefotaxima el porcentaje de resistencia fue de 82,2% (35,5%
intermedio; 46,7 % resistente) y 22,2% (17,7 % intermedio; 4,4 % resistente) res-
pectivamente.

» El| porcentaje de resistencia para la clindamicina fue de 62,2 %, sin encontrarse
aislados intermedios y para la tetraciclina se encontr6 un 68,8 % de los aislados
resistentes, (13,3 % intermedio; 55,5 % resistente).

= Entre estos aislados no se observaron resistencias ni a telitromicina (rango de
concentraciones 0.03-1 mg/L) ni a levofloxacino (rango de concentraciones 0.25-
2 mg/L)(fig. 4.3).
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Figura 4.2: Resistencia a antibiéticos de los aislados resistentes a eritromicina de la co-
leccion prevacunal (n=244)

4.1.2. Determinantes genéticos de resistencia y fenotipos asociados
4.1.2.1. Macrélidos

Entre los 244 aislados resistentes a la eritromicina, el 80,7 % presentaban el gen
erm(B) como Unico determinante genético de resistencia a los macrdlidos, con un fe-
notipo de resistencia asociado MLSg. El 18,4 % de los aislados que portaban los genes
mef (n=45), 44 aislados presentaba el gen mef(E) y s6lo uno el gen mef(A). Cabe resal-
tar, que entre los 44 aislados con amplificacién positiva para el gen mef(E), 28 de ellos
(63,6 %) presentaban a la vez el gen erm(B), todos ellos con un fenotipo de resisten-
cia asociado MLSg constitutivo. Los 17 aislados restantes (amplificacion positiva de los
genes mef) presentaron el fenotipo de resistencia asociado M (tab. 4.1).

No se observd ninguna asociacion temporal o geografica de los aislados que pre-
sentaron amplificaciones duales o de aquellos que presentaron el gen mef como Unico
determinante genético de resistencia. Por ultimo, en dos aislados con valores de CMI
para eritromicina y clindamicina de 0,5 mg/L no se observé amplificacion positiva para
ninguno de los genes asociados con la resistencia a los macrélidos. Estos aumento en
la CMI podria deberse a mutaciones o inserciones ribosomales.

4.1.2.2. Tetraciclina

Se observé amplificacion positiva para el gen tetM en el 71,1 % de los aislados con
amplificacion positiva para el gen mef. Todos los aislados que portaban los genes de re-
sistencia para los macrélidos erm(B) y mef(E) presentaron amplificacion positiva para el
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Figura 4.3: Resistencia a antibiéticos entre los aislados con amplificacion positiva para
los genes mef de la coleccién prevacunal (n=45)

gen tetM, mientras que entre los aislados con amplificacion positiva para los genes mef,
solo el 8,8 % amplifico el gen tetM. La distribucion de amplificaciones positivas para este
gen en funcién del determinante genético de resistencia para los macroélidos, asi como
de la sensibilidad a la tetraciclina se muestra en la tabla 4.2.

Genotipo - n° de aislados (%)

Fenotipo
erm(B) erm(B)+mef(E) | mefE) | mef(A)
cMLSg | 197 (80,7) 28 (11,5) - -
iMLSg - - - -
M - - 16 (6,5) | 1(0,4)

Nota: Los dos aislados que faltan hasta completar los 244 mos-
traron mutaciones ribosomales.

Tabla 4.1: Determinantes genéticos de resistencia a los macrolidos y fenotipos asociados
entre los aislados resistentes a macrolidos de la coleccion prevacunal (n=244)
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Genotipo resistencia macrolidos | Amplificacion tetM (tetM+ %)
erm(B)+mef(E) (n=28) 100 %
mef(E) (n=16) 0%
mef(A) (n=1) 100 %

Tabla 4.2: Distribucién del gen tetM en funcion de los determinantes genéticos de resis-
tencia a los macrdlidos entre los aislados con amplificacion positiva para el
gen mefde la coleccién prevacunal (n=45)

4.1.3. Estructura poblacional en aislados con genes mef
4.1.3.1. Serotipos

La distribuciéon de serotipos entre los 45 aislados seleccionados fue: 14; 22 % (n=10);
6B; 17,7 % (n=8); 19A; 13% (n=6); 19F; 11 % (n=5); 11A; 6,6 % (n=3); 9V; 6,6 % (n=3);
15A; 6,6 % (n=3); 23F; 4,4% (n=2); y un 11 % (n=5) distribuidos entre otros serotipos
menos frecuentes (3, 31, 10A, 15C o 12F con un aislado para cada uno de ellos). Cabe
destacar que nueve de los diez aislados pertenecientes al serotipo 14 eran portadores
del gen mef(E) o mef(A) (fig 4.4).

B 14
Bl 6B
[119A
1 19F
= 11A
19V
[1 15A
[ 23F
[ Otros

Figura 4.4: Distribucién de serotipos entre los aislados de la coleccién prevacunal resis-
tentes a eritromicina y con amplificacion positiva para los genes mef (n=45)
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4.1.3.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Entre la poblacién analizada por PFGE, los aislados con amplificacién positiva para
los genes mef, empleando los criterios de Tenover [134] se diferenciaron 26 patrones
gue pudieron agruparse en 20 tipos diferentes. Mediante la clasificacion de la red epi-
demioldgica de neumococo (PMEN) [142] se observaron patrones correspondientes a
los clones Spain®¥-3, England’#-9, Spain®t-2, Sweden'®A-25, Spain?3F-1, Poland®®-20 y
NorwayNT-42. El nimero de aislados de cada uno de ellos y su relacién con los determi-
nantes genéticos de resistencia se recoge en la tabla 4.3. El patron de campo pulsado
correspondiente al aislado portador del gen mef(A) fue el England’4-9, mientras que to-
dos los aislados agrupados por el patron de PFGE Spain®'-3 portaban el gen mef(E)
como determinante genético de resistencia a los macrélidos. Los resultados correspon-
dientes a PFGE se muestran en la tabla 4.3.

4.1.3.3. MLST y andlisis por eBurst

Mediante la aplicacion de la técnica de tipado MLST se describieron 30 secuencias
tipo (ST) diferentes, entre las que se encontraban tres ST de nueva descripcion, ST2636
y ST2637, variante de alelo Unica (single locus variant, slv) de la ST557 (previamente
descrita) y la ST2638,variante de doble alelo (double locus variant, dlv) de la ST135,
también previamente descrita.

Tras el analisis mediante eBurst de estas STs se observd que los aislados que por-
taban los genes mef se agrupaban en 4 complejos clonales y 19 clones individuales o
singleton clones.

Dentro de estos cuatro complejos clonales se agruparon 18 aislados, 10 de ellos porta-
ban unicamente el gen mef(E) y se identificaban por secuencia tipo (ST) con el clon inter-
nacional de resistencia Spain®V-3. Los ocho aislados restantes se agruparon segun las
STs obtenidas en los clones internacionales de resistencia Spain®8-2 (n=3), Sweden'%-
25 (n=2) y en el complejo clonal 6B, que agrupaba tres aislados en dos secuencias tipo,
la ST135y la ST1638. Todos estos ocho aislados presentaron amplificacion positiva para
los genes erm(B) y mef(E).

Los 19 clones individuales agruparon a los 27 aislados restantes. Se describieron al-
gunos clones de multirresistencia internacional como el Spain?3F-1 (que incluyd dos ais-
lados portadores de los genes erm(B) y mef(E)), Poland®-20 (que estaba formado por
un unico aislado con doble mecanismo de resistencia, erm(B)+mef(E) genes) y el clon
England’4-9 descrito en el tnico aislado portador del gen mef(A).

Otros clones representados por las STs ST276, ST549 y ST62 agrupaban mas de un
aislado por clon (4, 3 y 3 aislados cada una de ellas) mientras que otras STs estaban re-
presentadas por un sélo aislado de S. pneumoniae. La relacion entre las STs obtenidas,
el analisis por e-Burst y los determinantes genéticos de resistencia a los macroélidos se
muestra en la tabla 4.3. La representacion mediante MST (Minimum Spanning Tree) se
muestra en la figura 4.5

Analizando la distribucion de serotipos en funcion de los resultados obtenidos por
MLST, los serotipos 6B, 14, 19A y 15A se encontraban distribuidos entre aislados que se
agruparon en los clones internacionales de multirresistencia descritos con dichos seroti-
pos, pero también se encontraron entre aislados agrupados como clones independientes



4.1 Estructura poblacional en aislados con genes mef 89

(singleton clones). La distribucién de serotipos conforme a los resultados obtenidos me-
diante e-BURST se muestra en la tabla 4.3.

e / . erm(B)+mef(E)

mef(E)

@ @ @ mef(A)

Figura 4.5: Relacién entre el analisis por eBurst y lods determinantes genéticos de resis-
tencia a macrolidos mediante Minimum Spanning Tree en los aislados de la
coleccién prevacunal
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MLST Serotipo PFGE Gen Origen
ST Grupo/Clon
557 (n=7) 14 (n=6), 19A (n=1) mef(E) ESp;:’nggzil)t’i\gi?r?=(1”)=1 )
44 (n=1) CC-Spain?V-3 14 Spain®’-3 mef(E) Nasal
2636 (n=1) 19A mef(E) Esputo
2637 (n=1) 14 mef(E) LBA
90 (n=1) 6B erm(B)+mef(E) Esputo
1542 (n=1) | CC-Spain®8-2 6B Spain®®-2 erm(B)+mef(E) Esputo
1624 (n=1) 6B erm(B)+mef(E) Esputo
185(=2) | g1135.5T2638 68 6B-5T135-ST2638 | & M(E)+melE) Esputo (n=2)
2638 (n=1) 6B erm(B)+mef(E) Nasal
63 (n=1) CC-Sweden5A-25 15A Sweden5A-25 erm(B)+mef(E) Hemocultivo
1149 (n=1) 15A erm(B)+mef(E) Conjuntival
1276 (n=4) ST276 19A 19A-ST276 erm(B)+mef(E) Conjuntival
549 (n=3) ST549 19F (n=2), 23F (n=1) | 19F-23F-ST549 | erm(B)+mef(E) | Oido (n=2), Catéter (n=1)
62 (n=3) ST62 11A 11A-ST62 mef(E) LBA, Cepillado alveolar,
Conjuntival
81 (n=2) Spain3F-1 23F, 19F Spain3F-1 erm(B)+mef(E) Asp. alveolar, Esputo
17 (n=1) ST17 14 14-ST17 erm(B)+mef(E) Esputo
73 (n=1) ST73 15A 15A-ST63 erm(B)+mef(E) Esputo
87 (n=1) ST87 19F 19F-ST87 erm(B)+mef(E) Nasal
260 (n=1) ST260 3 3-ST260 erm(B)+mef(E) Liquido pleural
271 (n=1) ST271 19F 19F-ST271 erm(B)+mef(E) Esputo
315 (n=1) Poland®8-20 6B Poland®8-20 erm(B)+mef(E) Esputo
344 (n=1) NorwayNT-42 9V NorwayNT-42 erm(B)+mef(E) Esputo
1486 (n=1) ST1486 6B 6B-ST1486 erm(B)+mef(E) Esputo
1577 (n=1) ST1577 15C 15C-ST1577 | erm(B)+mef(E) Esputo
2639 (n=1) ST2639 10A 10A-ST2639 erm(B)+mef(E) Asp. alveolar
2820 (n=1) ST2820 12F 12F-ST2820 erm(B)+mef(E) Esputo
9 (n=1 England'#-9 14 England'#-9 mef(A) Oido
2819 (n=1) ST2819 9V 9V-ST2819 mef(E) Nasal
2708 (n=1) ST2708 31 31-ST2708 mef(E) Conjuntival
2822 (n=1) ST2822 oV 9V-ST2822 mef(E) Esputo

- slv del clon Denmark'4-32
CC: Complejo clonal

Tabla 4.3: Analisis poblacional de los aislados con amplificacion positiva para los genes

mef de la coleccion prevacunal (n=45)
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4.1.4. Corresistencia, multirresistencia y su relacion con la estructura
poblacional

El analisis de la corresistencia y multirresistencia en los aislados con amplificacion
positiva para los genes mef (n=45) demuestra que la co-resistencia de eritromicina y
penicilina (82,2 %) se detectd entre los aislados agrupados en los complejos clonales
Spain®’-3, Spain®8-2 y CC-6B (rango de CMI 0,12-4m g/L). El Unico aislado con un valor
intermedio para la cefotaxima (MIC 4 mg/L), que también presentaba una CMI elevada
(aunque sensible por punto de corte) para levofloxacino (2 mg/L), pertenecia al complejo
clonal Spain®V-3. Todos los aislados estudiados menos ocho,que pertenecian al com-
plejo clonal Spain®'-3, fueron resistentes a tetraciclina. El patron de sensibilidad de los
aislados agrupados en complejos clonales se muestra en la tabla 4.4.

. Numero de aislados resistentes (I+R)
Complejos Clonales — - - — — - -
Penicilina | Cefotaxima | Clindamicina | Tetraciclina | Levofloxacino Genotipo
Spain?V-3 (n=10) 2+8 3+1 0 2+0 0+1 10 mef(E)
Spain’5-2 (n=3) 0+3 1+0 0+3 0+3 0 3 erm(B)+ mef(E)
ST135-ST2638 (n=3) 3+0 0 0+3 0+3 0 3 erm(B)+mef(E)
Sweden!54-25 (n=2) 2+0 0 0+2 0+2 0 2 erm(B)+mef(E)

Tabla 4.4: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agrupa-
dos en complejos clonales de la coleccion prevacunal

Entre los aislados agrupados en clones independientes (singleton clones) se pudieron
apreciar diferencias con respecto a la co-resistencia y el genotipo de resistencia a los
macrolidos que presentaban:

= Se observd un mayor proporcion de corresistencia entre penicilina y eritromicina
entre los aislados portadores de mecanismos duales erm(B) mas mef(E) (89,2 %)
que entre los aislados portadores de los genes mef(A) o mef(E) (70,5 %).

m |Los porcentajes de resistencia a la cefotaxima fueron similares tanto para los ais-
lados con doble amplificacion de genes de resistencia a los macrolidos como para
los aislados con amplificacion positiva Unicamente para los genes mef.

= Con respecto a la tetraciclina, se observo significacion estadistica mediante el
test x? (P <0,001) entre los aislados con mecanismos duales erm(B) y mef(E)
(92,8 %), mientras que entre los aislados portadores de los genes mef el porcenta-
je de éstos resistentes a la tetraciclina fue de (29,4 %). El patrén de sensibilidad de
los aislados agrupados en clones independientes se muestra en la tabla 4.5.

Clones Numero de aislados resistentes (1+R)
Penicilina | Cefotaxima | Clindamicina | Tetraciclina Genotipo
Denmark'4-32 (n=4) 242 0 0+4 0+4 erm(B)+mef(E)
ST549 (n=3) 1+0 0 0+3 0+3 erm(B)+mef(E)
ST62 (n=3) 0 0 0 0 mef(E)
Spain®3F-1 (n=2) 0+2 0+1 0+2 0+2 erm(B)+mef(E)

Tabla 4.5: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agrupa-
dos en clones independientes de la coleccion prevacunal

La multirresistencia se defini6 como resistencia simultanea a tres o mas antibi6ticos
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pertenecientes a diferentes familias. Los fenotipos de multirresistencia mas frecuentes
fueron eritromicina, clindamicina y tetraciclina, 57,7 % (n=26); penicilina, eritromicina y
tetraciclina, 48,8 % (n=22); penicilina, eritromicina y clindamicina 44,4 % (n=20); y peni-
cilina, eritromicina, clindamicina y tetraciclina 44,4 % (n=20).

4.2.

Resistencia a macrolidos y estructura poblacional en
aislados de Strepfococcus pneumoniae pertenecientes
a la colecciéon de hemocultivos (2000-2007) obtenidos
en el Hospital Universitario Ramon y Caijal.

4.2.1. Perfiles de sensibilidad

Los resultados de sensibilidad a diferentes antimicrobianos frente a los 416 aislados
incluidos en esta coleccién quedan recogidos en la figura 4.6.

= Los antibidticos S-lactamicos estudiados fueron penicilina y cefotaxima, con por-

centajes de resistencia de 22,8 % (17,8 % intermedio; 5 % resistente) y 6,9 % (6,2 %
intermedio; 0 % resistente) respectivamente.

Se encontr6 un 18,2% de aislados resistentes a eritromicina (n=78), sin encon-
trarse aislados con criterio de interpretacion intermedio y observandose una ten-
dencia a disminuir, a lo largo del periodo de estudio, estadisticamente significativa
(P=0,025) —ver fig. 4.7—, mientras que el porcentaje de resistencia a la clindamicina
fue menor, 17,3 % (72/416) sin encontrarse tampoco aislados con criterio de inter-
pretacion intermedio. La resistencia a tetraciclina fue del 18,3 % (1,7 intermedio;
16,6 % resistente) y para levofloxacino de 0,24 %.

Se observo una tendencia a la disminucién en las tasas de resistencia a lo largo
del periodo de estudio. Esta tendencia fue estadisticamente significativa (segun el
test de Mantel-Haenszel) en el caso de la penicilina G (P=0.0015), de la cefotaxima
(P=0.009) y de la eritromicina (P=0.025).

Entre los 78 aislados que fueron resistentes a la eritromicina se determin6 la CMI
frente a diferentes antibiéticos mediante el sistema de microdilucién comercial, siendo
los resultados de resistencia obtenidos mayores que los obtenidos sobre la poblacién

total:

= Entre los antibidticos s-lactamicos estudiados, el porcentaje de resistencia a pe-

nicilina fue de 60,2% (32 % intermedio; 28,2 % resistente), a cefotaxima 29,5 %
(20,5 % intermedio; 9 % resistente).

Se estudio el perfil de sensibilidad a claritromicina, siendo el 100 % de los aislados
resistente a este macroélido de 14 atomos.

La resistencia a tetraciclina entre los aislados resistentes a eritromicina ascen-
dié a 80,7 % (6,4 % intermedio; 74,3 % resistente) y para levofloxaciono sélo se
encontr6 un aislado recogido en el afno 2005 presenté una CMI de 8 mg/ml (fig. 4.8).

Aunque se observé entre los aislados resistentes a eritromicina, una tendencia a
disminuir en las tasas de resistencia a los antibiéticos estudiados a lo largo del pe-
riodo de estudio (2000-2007), el test de Mantel-Haenszel no demostro significacion
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Figura 4.6: Resistencia a antibiéticos de los aislados de la coleccién general de hemo-
cultivos (n=416)

estadistica.

4.2.2. Determinantes genéticos de resistencia y fenotipos asociados
4.2.2.1. Macrolidos

Entre los 78 aislados resistentes a los macrolidos, el 74,4 % (n=58 aislados) portaba
el gen erm(B) como Unico determinante genético de resistencia, con un fenotipo de re-
sistencia asociado MLSg inducible en el 79,4 % de los aislados (46/58) y constitutivo en
un 20,6 % (12/58).

El 7,7 % (n=6) portaban los genes mef, cinco de ellos aislados portaban el gen mef(E)
y s6lo uno el gen mef(A), presentando todos ellos el fenotipo de resistencia asociado M.

En el 17,9% (n=14) de los aislados resistentes a la eritromicina se observo amplifi-
cacion positiva para los genes de resistencia erm(B) y mef(E). En el 85,7 % de éstos
(12/14) se observo un fenotipo de resistencia asociado MLSg inducible, mientras que en
el 14,3 % (2/14) fue constitutivo (tab: 4.6).

No se observd ninguna asociacion temporal entre los aislados que presentaron ampli-
ficaciones duales ni tampoco entre los aislados que presentaron amplificaciéon a un unico
determinante genético de resistencia.
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Figura 4.7: Tendencia de la resistencia a eritromicina a lo largo de los anos en los que se
coleccionaron los aislados procedentes de hemocultivos

. Genotipo - n° de aislados (%)
Fenotipo
erm(B) (n=58) | erm(B)+mefE) (n=14) | mefE) (n=6) | mef(A) (n=1)
cMLSg 12 (20,6) 2 (14,3) - -
iMLSg 46 (79.4) 12 (85.7) - -
M - - 5 (6,4) 1(1.2)

Tabla 4.6: Determinantes genéticos de resistencia a los macrolidos y fenotipos asociados
entre los aislados resistentes a macrolidos de la coleccion de hemocultivos

4.2.2.2. Tetraciclina

Se observo amplificacién positiva para el gen tetM en el 48,7 % (38/78) de los aisla-
dos de esta coleccion. Entre los aislados que portaban el gen erm(B) (n=58), el 51,7 %
(30/58) presenté amplificacion positiva para el gen tetM, siendo resistentes a tetraciclina
el 91,3 % (53/58) de ellos.

Entre los aislados que portaban los genes de resistencia para los macrélidos erm(B)
y mef(E) (n=14) presentaron amplificacién positiva para el gen tetM el 57,4 % (8/14),
siendo resistentes a tetraciclina en 78,5 % (11/14) de ellos.

Por ultimo, ninguno de los seis aislados de S. pneumoniae con amplificacion positi-
va Unicamente para los genes mef presentdé amplificacion positiva para el gen tetM, ni
resistencia a la tetraciclina. La distribucién de amplificaciones positivas para este gen
en funcion del determinante genético de resistencia para los macrdlidos, asi como de la
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Figura 4.8: Resistencia a diferentes antibidticos de los aislados resistentes a eritromicina
de la coleccién de hemocultivos (n=78)

sensibilidad a la tetraciclina se muestra en la tabla 4.7.

Genotipo resistencia macrodlidos | Amplificacion tetM (tetM+ %)
erm(B) (n=58) 51,7 % (30/58)
erm(B)+mef(E) (n=14) 57,4 % (8/14)
mef(E) (n=5) 0%
mef(A) (n=1) 0%

Tabla 4.7: Distribucién del gen tetM en funcion de los determinantes genéticos de resis-
tencia a los macroélidos entre los aislados de la coleccién de hemocultivos

4.2.3. Estructura poblacional en aislados con genes mef
4.2.3.1. Serotipos

Los serotipos en los que mayoritariamente se agruparon los aislados de S. pneumo-
niae pertenecientes a esta coleccion fueron: 14; 18 % (n=14), 19A; 15,4% (n=12), 6B;
11,5% (n=9), 19F; 7,7 % (n=6), 6A; 5% (n=4) , 4; 5% (n=4), 11A; 5% (n=4) y 8; 5%
(n=4). El 27 % de los aislados restantes se agruparon entre otros serotipos como 23A
(n=3), 9V, 15A, 15B, 16 y 23F representados por dos aislados cada uno de ellos y 1, 3,
10A,18C, 24 y 33 representados por un aislado cada uno de ellos. No fue posible tipar
dos de estos aislados. (fig. 4.9).
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Figura 4.9: Distribucién de serotipos de los aislados de la coleccion de hemocultivos

La presencia de los serotipos incluidos en la vacuna conjugada heptavalente (PCV-
7) tuvo tendencia a disminuir a lo largo del periodo de estudio, con valores estadisticos
(segun el test de Mantel-Haenszel), proximos a la significacion (P=0,052).

4.2.3.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Mediante la aplicacion de los criterios de Tenover [134] se definieron 39 patrones dife-
rentes. Con la aplicacion de la clasificacion de clones internacionales de multirresisten-
cia (PMEN) [142] se definieron los clones internacionales de multirresistencia Spain®V-3,
Denmark'4-32, Spain®8-2, Sweden'®A-25, England'#-9 y Tennessee'4-18. La distribucion
de los patrones detectados por PFGE conforme a los genes de resistencia a los macroli-
dos se muestra en la tabla 4.8.

4.2.3.3. MLST y andlisis por eBurst

Mediante la técnica de MLST los aislados de S. pneumoniae resistentes a eritromicina
se agruparon en 27 secuencias tipo (ST) diferentes, sin describirse ninguna nueva. Apli-
cando el programa de analisis e-BURST los aislados se agruparon en cuatro complejos
clonales (sin ST fundadora) y 19 clones independientes o singleton clones.

El complejo clonal que agrupé méas nimero de aislados (16 aislados) fue el Spain®¥-
3. De éstos 16 aislados, 12 pertenecian a la ST557, que es una variante doble (double
locus variant, dlv) de la ST que define este clomplejo clonal (ST156), mientras que las
cuatro ST restantes pertenecian a la ST2246, slvde la ST156.

Dentro de este complejo clonal, el 43,7 % de los aislados (7/16) portaban el gen
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erm(B), el 12,5% (2/16) el gen mef(E) y el 18,7 % (3/16) portaban simultaneamente los
genes erm(B) y mef(E).

El segundo complejo clonal en nimero de aislados (n=12) fue el Denmark'4-32. De
éstos 12 aislados, sélo uno pertenecia a la ST que define este clon (ST230), mientras
que los otros 11 (91,6 %) pertenecian a la ST276 (slv ST230). Todos ellos mostraron
amplificacion positiva para el gen erm(B).

El tercer complejo clonal estaba formado por nueve aislados y pertenecia al clon
Spain®8-2. De éstos, ocho (88,8 %) pertenecian a la ST90,que define dicho clon, y por-
taban el gen erm(B), mientras que el aislado restante pertenecia a la ST1624 (s/v ST90)
y mostroé amplificacién positiva para ambos genes, erm(B) y mef(E).

El dltimo complejo clonal estaba formado por dos aislados, ambos portaban el gen
mef(E) y pertenecian a las ST62 y ST55.

Entre los 19 clones independientes se encontraron algunos clones internacionales de
resistencia como Sweden'®A-25 (n=7), England'#-9 (n=2) y Tennessee'*-18 (n=1). Los
genotipos erm(B) y el dual, erm(B) mas mef(E) se encontraron en 18 de los 19 clones
indepedientes. El clon restante, England’4-9, estaba formado por dos aislados, porta-
dores de los genes mef(A) y mef(E), respectivamente. En la tabla 4.8 se muestran los
resultados conforme a serotipos, andlisis por e-BURST, PFGE y ano de aislamiento y
en la figura 4.10 se muestra la representacion mediante MST (Minimum Spanning Tree)
conforme al analisis por e-Burst y determinante genético de resistencia.

°\

. erm(B)

I erm(B)+mef(E)
mef(E)
mef(A)

Figura 4.10: Relacién entre el analisis por eBurst y lods determinantes genéticos de re-
sistencia a macrolidos mediante Minimum Spanning Tree en los aislados de
la coleccion de hemocultivos
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MLST Serotipo PFGE Gen Ano

ST Grupo/Clon

2000 (n=1)
erm(B) 2001 (n=3)
0 2002 (n=3)
557 erm(B) + mef(E) 2003 (n=2)
oy oy mef(E) 2002 (n=1)
Spain”V-3 Spain®V-3 2003 (n=1)
19F erm(B) + mef(E) | 2003 (n=1)
2246
erm(B) + mef(E) 2007 (n=1)
9V erm(B) 2004 (n=1)
2000 (n=3)
2001 (n=1)
276 19A erm(B) 2002 (n=1)
Denmark!4-32 Denmark!4-32 2004 (n=1)
2005 (n=2)
2007 (n=3)
230 24 erm(B) 2005 (n=1)
90 2000 (n=3)
Spain®t-2 6B Spain®® erm(B) 2001 (n=2)
2002 (n=3)
1624 erm(B) + mef(E) 2003 (n=1)

62 Grupo 4 19A 19A-11A-ST62 mef(E) 2003 (n=1)

55 11A 19A-11A-ST55 2006 (n=1)
15A 2001 (n=1)
15A 2005 (n=2)

- - erm(B)

63 | Sweden'®4-25 8 Sweden'°4-25 2007 (n=2)
NT 2005 (n=1)
15A erm(B) + mef(E) (n=1) | 2005 (n=1)

erm(B) 2001 (n=2)

1866 ST1866 4 4-ST1866 erm(B) + mef(E) | 2002 (n=1)
erm(B) + mef(E) 2006 (n=1)

2001 (n=1)

3427 ST3427 6A 6A-ST3427 erm(B) 2004 (n=1)
2006 (n=1)

6 2002 (n=1)

30 30A 16-19A-ST30 erm(B) 2005 (n=1)
9V 2000 (n=1)

89 ST89 19F 19F-ST89 erm(B) 2002 (n-=2)

2005 (n=1)

42 ST42 23A 23A-ST42 ermB) 2002 (n=2)

erm(B)+mef(E) 2007 (n=1)

179 ST179 19F 19F-ST179 erm(B) 2005 (n=1)

2007 (n=1)

932 ST932 23F 23F-5T932 erm(B) 2006 (n=1)

erm(B)+mef(E) 2007 (n=1)

9 | England'*-9 14 England'4-9 mefE) 2006 (n=2)

mef(A)

193 ST-193 15B 15B-ST193 erm(B) (n=1) 2006 (n=1)

227 ST-227 1 1-ST193 erm(B) (n=1) 2005 (n=1)

386 ST-386 3 3-ST386 erm(B) (n=1) 2006 (n=1)

461 ST-461 10A 10A-ST461 erm(B) (n=1) 2000 (n=1)

1706 ST-1706 158 15B-ST1706 erm(B) (n=1) 2005 (n=1)
3428 ST-3428 NT ST3428 erm(B) (n=1) 2002 (n=1)

67 | Tennessee!-18 14 Tennessee'*-18 | erm(B)+mef(E) (n=1) | 2003 (n=1)

285 ST-285 18C 18C-ST227 | erm(B)+mef(E) (n=1) | 2006 (n=1)

473 ST-473 6A 6A-ST473 erm(B)+mef(E) (n=1) | 2005 (n=1)

717 ST717 33 33-ST717 erm(B)+mef(E) (n=1) | 2003 (n=1)

Tabla 4.8: Analisis poblacional de los aislados con amplificacion positiva para los genes

mef de la coleccion de hemocultivos
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4.2.4. Corresistencia, multirresistencia y su relacion con la estructura
poblacional

Entre los aislados de S. pneumoniae recogidos de hemocultivos entre los anos 2000
y 2007 (n=416) se observo multirresistencia en 38 aislados siendo los fenotipos mas
frecuentes: eritromicina, clindamicina y tetraciclina 3,4 % (n=14); penicilina, eritromicina,
clindamicina y tetraciclina 3,1 % (n=13) y penicilina, eritromicina y tetraciclina 2,2 % (n=9).

Entre los 78 aislados que formaban la poblacién de S. pneumoniae resistentes a eritro-
micina, la co-resistencia con penicilina fue mayor entre los aislados agrupados mediante
e-BURST en complejos clonales (79,5 %), que entre los agrupados como clones inde-
pendientes (41 %).

La corresistencia entre eritromicina y tetraciclina también fue similar entre los aislados
agrupados en complejos clonales, 82,0 % (32/39) y entre los agrupados como clones,
86,2 % (25/29) y clones independientes, y 70,0 % (7/10). Con respecto a la cefotaxima
s6lo se observo co-resistencia en dos aislados, con una CMI de 4 mg/ml cada uno,
perteneciendo cada uno de ellos a un complejo clonal diferente.

m Entre los aislados clasificados en complejos clonales (n=39), las tasas de corresis-
tencia con penicilina como con tetraciclina que se se encontraron entre los aislados
que presentaron amplificacion positiva para el gen erm(B) (n=31) fueron (80,6 %
(25/31) y 93,5 % (29/31) respectivamente. Entre los aislados que presentaron am-
plificacién positiva para los genes erm(B) y mef(E) (n=4) las tasas de corresistencia
con penicilina y tetraciclina respectivamente fueron (100 % y 75 % (3/4) respectiva-
mente, encontrandose sdlo co-resistencia con penicilina (50 %) en el caso de los
aislados con amplificacion positiva para los genes mef. Cabe destacar que los ais-
lados pertenecientes al complejo clonal 4 (ST55 y ST62) no presentaron resistencia
ni frente a penicilina ni frente a tetraciclina

m Entre los aislados agrupados como clones independientes (n=39), considerando
tanto los clones que agruparon mas de un aislado (n=29 aislados) como los clo-
nes formados por un Unico aislados (n=10 aislados), las mayores tasas de co-
resistencia tanto a penicilina como a tetraciclina se encontraron también entre los
aislados portadores de los genes erm(B) y mef(E) (n=9), 44,4 % (4/9) y 66,6 % (6/9)
respectivamente, seguida de los aislados que presentaban el gen erm(B) (n=28),
39,1 % (11/28) y 89,3 % (25/28) respectivamente. Por ultimo, s6lo se observé corre-
sistencia con penicilina (50 %) en el caso de los aislados con amplificacion positiva
para los genes mef (n=2), siendo el aislado resistente (CMI 0,12 mg/L) el aislado
portador del gen mef(E) 4.9.

= Entre los aislados pertenecientes al clon Sweden'®-25 (n=4), sélo el 25% pre-
sentd co-resistencia con la penicilina, mientras que 100 % fue resistente a la te-
traciclina. El aislado identificado como perteneciente al clon internacional de multi-
rresistencia Tennessee'“-18 presentd corresistencia tanto con penicilina como con
tetraciclina 4.10.

= Por Ultimo, la asociacién entre la resistencia a eritromicina y tetraciclina fue es-
tadisticamente significativa mediante el test de la x? (P < 0,001), en comparacion
con la resistencia a tetraciclina entre los aislados sensibles a eritromicina
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Numero de aislados resistentes (I+R)

Clones
Penicilina | Cefotaxima | Clindamicina | Tetraciclina | Levofloxacino Genotipo
Sweden'8A-25 (n=7) | 2+0 0 0+7 047 0 6 erm(B)
1 erm(B)+mef(E)
ST1866 (n=4) 0+1 0+1 0+4 0+3 0 2 erm(B)
2 erm(B)+mef(E)
ST89 (n=3) 142 0 0+3 0+3 0 3 erm(B)
ST3427 (n=3) 0+1 0+1 0+3 0+3 0 3 erm(B)
B
ST42 (n=3) 0 0 0+3 0+2 0 8 erm(B)
1 erm(B)+mef(E)
ST30 (n=3) 141 0+1 0+3 0+3 0 3 erm(B)
ST179 (n=2) 0 0 0+2 0+2 0 2 erm(B)
ST932 (n=2) 141 140 042 0+2 0 1 erm(B)
1 erm(B)+mef(E)
England'*-9 (n=2) 140 0+1 0 0 0 1 mef(E)
1 mef(A)

Tabla 4.9: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agrupa-
dos en clones de la coleccién de hemocultivos

Singleton Numero de aislados resistentes (I+R)

Clones Penicilina | Cefotaxima | Clindamicina | Tetraciclina | Levofloxacino Genotipo
6 erm(B

SC (n=10) 4+0 0 0+10 1+6 0 (B)

4 erm(B)+mef(E)

Tabla 4.10: Perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos entre los aislados agru-
pados en singleton clones de la coleccién de hemocultivos
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4.3. Estudio de la estructura poblacional mediante el
sistema semiautomatico DiversiLab®

Para completar el analisis de la estructura poblacional y obtener una imagen de ésta
mediante otra técnica de tipado se empled el sistema comercial semiautomatico DiversiLab®.
Este sistema se basa en la realizacion de repPCR.

Para la realizacion de la técnica de las dos colecciones anteriormente analizadas, se
seleccionaron aislados representativos, tanto por su pertenencia a complejos clonales
o clones representativos definidos por MLST como por los determinantes genéticos de
resistencia que presentaban.

= De la coleccion que incluia S. pneumoniae prevacunales se seleccionaron 43 ais-
lados, de los cuales 27 presentaban como genotipo de resistencia a macrélidos
ambos genes erm(B) y mef(E), 15 presentaban unicamente el gen mef(E) y tam-
bién se incluy6 el Unico aislado de esta coleccion con el gen mef(A).

= De la coleccién procedente de hemocultivos se incluyeron 49 S. pneumoniae, de
los cuales 29 presentaban el determinante genético de resistencia erm(B), 14 la
presencia concomitante de ambos genes erm(B) y mef(E), 5 eran portadores del
gen mef(E) y también se incluyo el Unico aislado de esta coleccion que presentaba
el determinante genético de resistencia a los macrélidos mef(A).

El analisis se realizo en funcion de los resultados obtenidos mediante eBURST. Para
el agrupamiento de los aislados se identificaron los patrones de geles virtuales utilizando
la aplicacion informatica de analisis del sistema Diversilab®. De los tres tipos de andlisis
para calcular los porcentajes de similitud entre las diferentes muestras que proporciona
estes sistema , se emplearon dos, el analisis de correlacion de Pearson (PC) y el anali-
sis Extended Jacard (XJ). El analisis se realizd de forma global con todos los aislados
escogidos de cada coleccion y, de forma individual para cada una de las colecciones con
cada complejo clonal, los clones formados por mas de un aislado y los singleton clones.

4.3.1. Coleccion prevacunal
4.3.1.1. Andlisis global

Mediante el analisis global de los 43 aislados seleccionados empleando el método de
correlacion de Pearson se describieron 15 patrones diferentes, 6 de los cuales se orga-
nizaron en dos grupos. El primer grupo (grupo 1) se describié formado por tres patrones
(patron 4, 5y 6). El patron que mas aislados agrupé fue el 6, que incluy6 8 aislados,
tres de ellos pertenecientes al clon Denmark'4-32 y dos al clon Spain®®-2. El patrén
4 agrupé seis aislados, entre ellos los tres que definieron el complejo clonal ST135-
ST2638. El ultimo patron perteneciente a este grupo fue el patrén 5 que agrup6 dos
aislados uno perteneciente al complejo clonal Spain®¥-3 y el otro al clon Spain®3F-1.

El grupo 2 estaba formado también por tres patrones, el 7, 8 y 9. El mas numeroso
fue el 7, que agrup6 a cuatro aislados, que al igual que los dos aislados que formaban el
patrén 9, pertenecian al complejo clonal Spain®Y-14. El patrén 8 estaba formado por los
tres aislados que formaban el clon ST549.

Entre el resto de patrones sélo los patrones 1 y 10 agruparon aislados pertenecientes
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a un mismo clon o grupo clonal; al clon ST62 y al complejo clonal Spain®¥-3 respectiva-
mente.

Entre los aislados que formaban el resto de patrones, no se encontré relacion por ST,
clomplejo clonal o clon (fig. 4.11).

Empleando el andlisis XJ, se describieron 29 patrones diferentes, organizandose 6
de ellos en tres grupos diferentes. Formando el primer grupo se encontraron los pa-
trones 1 y 2, cada uno de ellos compuesto por dos aislados, no relacionados entre si.
Sin embargo 2 de los aislados integrados en este grupo (pertenecientes a dos patrones
diferentes) formaban parte del clon Denmark'4-32 (representados por cuatro aislados).
El grupo dos estaba formado por los patrones 5 y 6. El patron mas numeroso fue el 6
gue comprendia 4 aislados, entre ellos 2 de los 3 aislados que formaban el complejo
clonal ST135-ST2638. En el patron 5, formado por dos aislados se encontraba el tercer
representante de este complejo clonal.

El tercer grupo estaba formado por 2 patrones que a su vez contenian 2 aislados cada
uno, sin relacion epidemiologica o clonal por MLST entre ellos.

Entre el resto de los patrones descritos, cabe destacar que el patron 12 agrup6 2 de los
3 aislados que pertenecian al clon ST62 y que en el resto de patrones no sencontré re-
lacion clonal entre los aislados que los formaban (en el que caso de que fuera mas de
uno) mientras que aisaldos de un mismo clon se clasificaron como patrones diferentes
(fig. 4.12).

4.3.1.2. Andlisis por complejos clonales y clones

4.3.1.2.1. Complejo clonal Spain®Y-3 Se estudiaron 10 aislados, todos ellos con el
gen mef(E). Empleando el coeficiente de correlacion de Pearson (PC) se separaron en
dos patrones principales; el primero de ellos formado por 4 aislados, tres de ellos perte-
necientes a la ST557 y el restante a la ST2636. De los 4, 2 presentaban el serotipo 14y
los otros 2 el 19A. El patrén 2 estaba formado por 6 aislados, 5 de ellos pertenecientes
a la ST557 con serotipo 14 y el sexto aislado perteneciente a la ST44, igualmente de
serotipo 14 (fig. 4.13).

Segun al andlisis XJ, se definieron 4 patrones. El patron 1 agrup6 los mismos aislados
que el patron 2 definido por PC, el patrén 2 estaba formado por 2 aislados pertenecien-
tes a las ST557 y ST2637 y a los serotipos 14 y 19A respectivamente. El patrén 3 se
definié por un aislado de ST557 y serotipo 14 y el patrén 4 por un aislado de ST2636 y
serotipo 19A (fig. 4.14).

4.3.1.2.2. Complejo clonal Spain®®-2 Dentro de este complejo clonal se estudiaron
3 aislados, pertenecientes al serotipo 6B con el mecanismo dual erm(B)+mef(E), tanto
por PC como por XJ se definieron 2 patrones de gel virtual, uno agrupando los 2 aislados
con ST1624 y ST1542 (ambos dlv de la ST90 que define el clon), y otro patrén, para el
aislado perteneciente a la ST90.

4.3.1.2.3. Complejo clonal ST135-ST2638 Empleando los dos tipos de analisis PC y
XJ, los 3 aislados agrupados en este complejo clonal se clasificaron en un mismo patron
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de gel virtual, aun perteneciendo 2 de ellos a la ST135 y el restante ST2638. Los 3
asilados pertenecian al serotipo 6B y portaban los genes erm(B) y mef(E).

4.3.1.2.4. Complejo clonal Sweden'A-25 Los 2 aislados estudiados presentaron
un patron diferente cada uno de ellos, analizando los patrones de gel virtual por los
métodos PC y XJ. Ambos pertenecen al serotipo 15A, presentaban el mecanismo dual
de resistencia erm(B)+mef(E), y la Unica diferencia era la ST a la que pertenecian, uno
de ellos ST63 (que define el clon Sweden'9A-25) y el otro ST1149, slvde ST63.

4.3.1.2.5. Clon Denmark'4-32 Los 4 aislados agrupados en este clon (ST276), per-
tenecian al serotipo 19A, portaban mecanismos duales de resistencia a los macrolidos y
se clasificaron como un Unico patrén de gel virtual por rep-PCR, analizados tanto por PC
como por XJ.

4.3.1.2.6. Clon ST549 Los 3 aislados que formaban este clon se agruparon en un mis-
mo patrén de rep-PCR, perteneciendo 2 de ellos al serotipo 23F y otro al 19F, mediante
andlisis por PC. Sin embargo, analizando los patrones de gel virtual por XJ, los 2 ais-
lados pertenecientes al serotipo 23F conformaron un patrén de gel virtual y el aislado
de serotipo 19F se clasifico en un patrén diferente. Estos tres aislados tenian los genes
mef(E) y erm(B).

4.3.1.2.7. Clon ST62 Se estudiaron 3 aislados, todos ellos pertenecientes al serotipo
11A y portadores del gen mef(E) que se agruparon mediante analisis de geles virtuales
en un Unico patrén, mediante el analisis por PC. Mediante analisis por XJ, se definieron
2 patrones, uno formado por 2 de los aislados que formaban el Unico patrén definido por
PC, y un segundo patrén, formado por un aislado con una imagen de gel virtual en la que
se apreciaban diferencias en las bandas (fig. 4.15).

4.3.1.2.8. Clon Spain?3F-1 Los 2 aislados estudiados pertenecian ambos a la ST81
(que define el clon), pertenecian al serotipo 23F yportaban ambos determinantes genéti-
cos de resistencia mef(E) y erm(B). Presentaron el mismo patron de gel virtual emplean-
do ambos métodos de analisis PC y XJ.

4.3.1.2.9. Clones independientes Se incluyeron 13 singleton clones representados
por un sélo aislado. El analisis realizado mediante el método PC defini6 6 patrones di-
ferentes y un grupo representado por 2 patrones, no encontrando una relacién entre los
aislados incluidos en cada uno de los patrones con los serotipos 0 genes de resistencia.

El patron mas numeroso (P4) estaba compuesto por 5 aislados, 4 de ellos con los de-
terminantes genéticos de resistencia erm(B) y mef(E) y el quinto correspondio al aislado
representante del clon England!4-9, perteneciente al serotipo 14 y Unico aislado de esta
coleccion con el gen mef(A).

El segundo patron segin numero de aislados (P1) agrupaba 3 aislados, todos ellos
portadores de los genes erm(B) y mef(E), uno de ellos representante del clon Poland®B-
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20. Este patron formaba un grupo con un patron formado por un unico aislado que tam-
bién presentaba ambos mecanismos genéticos de resistencia.

Un tercer patron agrup6 2 aislados, cada uno de ellos portador de mecanismos duales
y del gen mef(E).

Por ultimo, se definieron dos patrones independientes mas, formado por un aislado ca-
da uno de ellos, entre los que se encontraba el aislado representante del clon NorwayNT-
42 (fig. 4.16).

Mediante el método de analisis XJ, se definieron nueve patrones diferentes, dos de
ellos (P1y P2) agruparon 3 aislados cada uno.

El patrén 1 agrup6 3 aislados de diferentes ST (ST2322, ST271 y ST315), todos ellos
con los genes erm(B) y mef(E), entre los que se encontraba el clon Poland®8-20. De los
3 aislados que formaron el patron P2, dos de ellos tenian los genes erm(B) y mef(E),
perteneciendo a la ST260 y ST87, mientras que el tercer aislado era el Unico portador
del gen mef(A), perteneciente al clon England’#-9, que se define por la ST9.

El resto de los aislados considerados dentro de un mismo patrén por el método XJ se
asignaron también al mismo patrén por el método PC.

El resto de los patrones definidos estaban formados por un Unico aislamiento y sélo se
definié un grupo entre los patrones P5 y P6 (fig. 4.17).
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Figura 4.11: Andlisis global de los resultados obtenidos mediante DiversiLab® por el
método PC de la coleccién prevacunal
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Diversilab v3.4
e Koy Samiel CC/Clon Serotipo Genotipo
"1 sesa | ST73 15A erm(B)+mef(E)
2 19 | I | Denmark!4-32 19A erm(B)+mef(E)
3 18 | 1 Denmark!4-32 19A erm(B)+mef(E)
4 sPeo i | ¥ | CC Spains¢B-2 6B erm(B)+mef(E)
5 SPE2 | I |sT17 14 erm(B)+mef(E)
5 20 | ! | Denmark!4-32 19A erm(B)+mef(E)
715 | I | Denmark!4-32 19A erm(B)+mef(E)
8 SPs9 | I | CC Spain®B-2 6B erm(B)+mef(E)
— 9 6 [ l /] | England™-9 14 mef(A)
0 1 [ ] IJ | ST135-5T2638 6B erm(B)+mef(E)
T sese \ | IT | sT260 3 erm(B)+mef(E)
1§ { | IT | ST135-ST2638 6B erm(B)+mef(E)
1322 [ | I | ST87 19F erm(B)+mef(E)
1w s [ | 11 ST135-ST2638 6B erm(B)+mef(E)
15 SPS1 | Spain23F-1 23F erm(B)+mef(E)
— 1w | CC Spain®V-3 14 mef(E)
L | IT | CC Spain?3F-1 23F erm(B)+mef(E)
18 SPso [ F|sT549 23F erm(B)+mef(E)
v | ! | ST549 23F erm(B)+mef(E)
w0 17 | I [ ST549 19F erm(B)+mef(E)
| n 37 | I | cCSpain®'-3 14 mef(E)
2 ¥ l I [ cCSpain?-3 14 mef(E)
23 N | | | CCSpain®'-3 14 mef(E)
24 1557 | I | CC Spain®¥-3 14 mef(E)
25 34557 | CC Spain?-3 14 mef(E)
% 52 | IE | ST1489 6B erm(B)+mef(E)
27 PRl | I F | CC SpainsB-2 6B erm(B)+mef(E)
] 28 54 | 11 | NorwayNT-42 9V erm(B)+mef(E)
29 36557 | CC Spain®-3 19A mef(E)
] E 30 10-557 | CC Spain®-3 14 mef(E)
31 40-557 [ | CC Spain®-3 14 mef(E)
2 38 | CC Spain?'-3 19A mef(E)
33 sPs3 | IF | sT2322 10A erm(B)+mef(E)
4E L I IF [ Poland©e-20 6B erm(B)+mef(E)
L | IE | ST271 19F erm(B)+mef(E)
3% 24 | JP | CC Sweden?5A-25 15A erm(B)+mef(E)
L 37 spss | IE | CC Sweden?5A-25 15A erm(B)+mef(E)
w3 | |B | ST62 11A mef(E)
w12 | |F | ST62 11A mef(E)
0 8 ] 13 ST62 11A mef(E)
@B \ ¥ | sT2708 31 mef(E)
2 A | M | sT2639 10A erm(B)+mef(E)
s 2 I 1|sr2819 9v mef(E)

0 S0 60 70 80 90 100

Figura 4.12: Andlisis global de los resultados de DiversiLab® por el método XJ de la
coleccién prevacunal
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Figura 4.13: Coleccidn prevacunal CC Spain®¥-3. Andlisis por el método PC
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Figura 4.14: Coleccion prevacunal CC Spain®V-3. Andlisis por el método XJ
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Figura 4.16: Coleccion prevacunal singleton clones. Analisis por el método PC
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Figura 4.17: Coleccion prevacunal singleton clones. Analisis por el método XJ
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4.3.2. Coleccion de Hemocultivos
4.3.2.1. Andlisis global

Se realiz6 un analisis global de los 49 aislados seleccionados de la coleccién de he-
mocultivos mediante los dos métodos descritos anteriormente.

Empleando el método PC se describieron 26 patrones y dos grupos. El primer gru-
poestaba formado por dos patrones (patrén 7 y 8) que englobaban cada uno de ellos 3
y 2 aislados respectivamente. Cuatro de los 5 aislados formadores de este grupo perte-
necian al complejo clonal Spain®V-14. El grupo dos estaba formado por 4 aislados, 3 de
ellos pertenecientes al complejo clonal Spain®V-14 divididos en 2 patrones de 2 aislados
cada uno.

Entre los patrones de DiversiLab®que englobaban mas de un aislado se asociaron
miembros de clones y complejos clonales. El patron 1 agrup6 cuatro de los cinco aislados
que formaban el clon Sweden'®-25. A su vez el patrén 2 agrup6 los 2 aislados que
formaron el complejo clonal ST55-ST62. Asimismo los patrones 4 y 6 agruparon los 3
aislados que formaban el clon ST1866 (patron 4) el complejo clonal Spain?3F-1 (patrén
6) mientras que de los tres aislados que formaban el patrén 5, dos pertenecian al clon
Denmark'4-32. El resto de los aislados se clasificaron como patrones independientes
aunque existiera relacion clonal por eBURST entre ellos(fig. 4.18).

Empleando el método XJ se observdé mucha menos agrupacion que mediante el méto-
do anteriormente descrito ya que entre los 49 aislados se describieron 41 patrones di-
ferentes y dos grupos. El primer grupo estaba formado por 2 patrones que agrupaban
los 3 aislados pertenecientes al clon ST1866. El grupo 2 estaba formado por 2 patrones,
formados a su vez por un aislado cada uno, siendo éstos los 2 aislados formadores del
complejo clonal ST55-ST62.

El patron 3 agrup6 dos aislados pertenecientes al clon Sweden'5A-25 y los aislados
restantes se distribuyeron en patrones independientes cada uno de ellos (fig. 4.19).
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D"g,: e CC/Clon Serotipo Genotipo
ﬂ Sample ID
1 | |B|_Sweden!54-25 19A erm(B)
[ P [ I§ |_Sweden'5A-25 19A erm(B)+mef(E)
3w | i |__CC Spain®B-2 6B erm(B)+mef(E)
L{ PR | I |_Sweden!54-25 19A erm(B)
5 He | I§ |_Sweden!5A-25 19A erm(B)
6 Has | 1] ST55-62 11A mef(E)
_— | Bl ST55-62 19A mef(E)
& s Hes | ] ST386 3 erm(B)
9 HeD | |§ | Denmark!4-32 19A erm(B)
L 0 He | ¥ ST227 1 erm(B)
1 Ha | 1} ST30 9V erm(B)
12 HEs \ n ST42 23A erm(B)+mef(E)
5 b I ST89 19F erm(B)
14 B4 IB| CCSpain-3 11A erm(B)+mef(E)
15 HB1 | Denmark!4-32 19A erm(B)
- | \ T ST42 23A erm(B)
17 He2 |B| Denmark!4-32 19A erm(B)
18 HS | | n ST1866 4 erm(B)+mef(E)
% T [ 11 I ST1866 4 erm(B)
20 W4 | [l 1 ST1866 4 erm(B)+mef(E)
L — 21 ms | | IF ST717 33 erm(B)+mef(E)
2 H2 | i} ST89 19F erm(B)
| 23 Hel BE IE| CCSpain?-3 14 erm(B)
24 W29 | IE| England4-9 14 mef(E)
5 HM | |IIF| England!*-9 14 mef(E)
% HB | |E| CC Spain®8-2 6B erm(B)
a7 W | 1 ST1706 15B erm(B)
% K2 I |E| CC Spain®8-2 6B erm(B)
2 W [ " ST3427 6A erm(B)
La we | ; I ST3427 6A erm(B)
T n o Heo [ | cCCSpain?-3 11A erm(B)
2 He \ | | ST193 15B erm(B)
B WS | Denmark!4-32 19A erm(B)
[|fae o | Denmark!4-32 19A erm(B)
% HS9 I ST461 10A erm(B)
s W | CC Spain23F 18C erm(B)+mef(E)
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Figura 4.18: Andlisis global de los resultados de DiversiLab® por el método PC de la
coleccién de hemocultivos
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Figura 4.19: Analisis global de los resultados de DiversiLab® por el método XJ de la
coleccién de hemocultivos
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4.3.2.2. Andlisis por complejos clonales y clones

4.3.2.2.1. Complejo clonal Spain®-3 Dentro de este complejo clonal se estudiaron
11 aislados, de los cuales, 8 pertenecian a la ST557 y 3 a la ST2246.

Mediante el analisis por el método PC se observé la presencia de 9 patrones y tres gru-
pos. El patron 1 estaba formado por 3 aislados, todos ellos pertenecientes a la ST557, de
serotipo 14 y uno de ellos portador del gen erm(B), otro de ellos portador del gen mef(E),
mientras que el tercero era portador de ambos mecanismos de resistencia erm(B) y
mef(E). El resto de los patrones encontrados estaban formados por un aislado cada uno
de ellos (fig. 4.20).

El grupo mas numeroso en nimero de aislados fue el grupo dos en el que los 3 aisla-
dos del patrén uno formaron un grupo con el aislado del patron 4, perteneciente también
ala ST557, de serotipo 14 y con el gen mef(E) como determinante genético de resisten-
cia.

El grupo uno estaba formado por dos aislados, de ST557, serotipo 14 y cada uno de
ellos portando el gen erm(B) y la combinacion de genes mef(E) y erm(B) respectivamen-
te.

El ultimo grupo encontrado fue el grupo tres, formado por 2 aislados, uno de ellos de
557, serotipo 14 y portador erm(B) y mef(E) y el otro aislado de ST2246, perteneciente
al serotipo 9V y portador del gen erm(B). Los aislados restantes de clasificaron como
patrones independientes.

Mediante el andlisis realizado por el método XJ, se clasificaron los once aislados per-
tenecientes a este complejo clonal en 8 patrones, 3 de los cuales (patrones 1, 2 y 3)
agruparon dos aislados cada uno.

Los aislados del patrén uno pertenecian todos a la ST557, al serotipo 14 y eran porta-
dores de los genes erm(B)+mef(E).

Los aislados formadores del patron 2 pertenecian a las ST2246 y ST557 y a los sero-
tipos 11A y 14 respectivamente, siendo portadores ambos del gen erm(B).

Los 2 aislados formadores del patrén tres pertenecian a la ST557, a los serotipo 14
y 19A y eran portadores del gen mef(E) y de los genes erm(B)+mef(E) respectivamente
(fig. 4.21).
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Figura 4.20: Coleccién hemocultivos CC Spain®V-3. Andlisis por el método PC
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Figura 4.21: Coleccién hemocultivos CC Spain®V-3. Andlisis por el método XJ
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4.3.2.2.2. Complejo clonal Denmark'4-32 Entre los 5 aislados que formaban este
complejo clonal, cuatro pertenecian a la ST276 y al serotipo 19A y uno a la ST230 y
al serotipo 24. Todos ellos portaban el gen erm(B). Empleando el analisis por PC se
observaron 3 patrones diferentes de gel virtual, en el patron uno se agruparon 2 aislados
de ST y serotipos diferentes (ST276 y ST230 y serotipos 19A y 24 respectivamente),
el patrén 2 agrupando 2 aislados y un tercer patron formado por un Unico aislado con
las mismas caracteristicas que los formadores del patrén dos. un aislado de ST276 y el
aislado ST230 y un tercer patrén formado por un aislado ST276.

A pesar de pertenecer los 5 aislados a la misma ST y serotipo, mediante el analisis XJ,
se describié un grupo formado por 2 patrones (3 y 4) de un aislado cada uno de ellos,
loa 3 aislados restantes se clasificaron como patrones independientes.

4.3.2.2.3. Complejo clonal Spain®®-2 Mediante analisis por PC, se observaron 2
patrones entre los 3 aislados que formaban este complejo clonal. Uno agrupando los
pertenecientes a la ST90, de serotipo 6B y portadores del gen erm(B), y otro definido
por el aislado restante, perteneciente a la ST1624, de serotipo 6B también y portador de
los genes erm(B) y mef(E). Sin embargo, mediante el analisis por XJ, los tres aislados se
clasificaron como patrones independientes.

4.3.2.2.4. Complejo clonal Spain?F-1 De los 3 aislados que formaban este com-
plejo clonal, 2 pertenecian a la ST932 y presentaban el serotipo 23F, mientras que el
tercero pertenecia a la ST285 y al serotipo 18C y todos estos aislados eran portadores
de los genes erm(B) y mef(E).

Mediante el analisis por PC se asigné un mismo patrén a estos 3 aislados, mientras
que mediante XJ, cada aislado conformaba un patron, pero todos ellos se clasificaban
en un mismo grupo.

4.3.2.2.5. Complejo clonal ST62-ST55 Los 2 aislados que forman este complejo clo-
nal se agruparon bajo un mismo patrén de rep-PCR tanto mediante analisis por el méto-
do PC como por el XJ, a pesar de pertenecer cada uno a una ST (ST62 y ST55) y a un
serotipo diferente (19A y 11A). Ambos contenian el gen mef(E).

4.3.2.2.6. Clon Sweden'9-25 Mediante analisis por PC entre los 5 aislados forma-
dores de este clon se describieron 3 patrones diferentes de gel virtual, 2 de los cuales, a
su vez, conformaron un grupo (G1).

El patrén uno (P1) fue el mas numeroso, formado por 3 aislados, de ST63, serotipos
19Ay 15A, 2 de ellos portadores del gen erm(B) y uno de ambos genes erm(B) y mef(E).

El patron 2 (P2) se defini6 por un solo aislado de ST63, no tipable y el gen erm(B), que
formo6 un grupo con el patron uno, y por ultimo, el patrén 3 (P3) estaba formado por el
aislado de ST63, serotipo 8 y portador del gen erm(B) (figs. 4.22 y 4.23).

Sin embargo, mediante al analisis por XJ, cada uno de los cinco aislados formadores
del clon se clasific6 como un patrén diferente de gel virtual (fig. 4.23).
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Figura 4.23: Coleccion hemocultivos Clon Sweden'®A-25. Andlisis por el método XJ

4.3.2.2.7. ClonST1866 Mediante analisis por PC, los 3 aislados pertenecientes a este
clon, de serotipo 4 se agruparon bajo un mismo patrén, a pesar de existir diferencias en
los determinantes genéticos de resistencia que portaban, al contener dos de ellos el gen
erm(B) y el aislado restante la combinacién de genes erm(B)+mef(E).

El andlisis por XJ describié 2 patrones diferentes, uno de ellos (P1) agrupando a los
dos aislados erm(B)+mef(E) y el segundo (P2) formado por el aislado erm(B), que a su
vez formaron un dnico grupo.

4.3.2.2.8. Clon ST89 A pesar de mostrar el mismo serotipo (19F) y ser portadores
ambos del gen erm(B), los 2 aislados pertenecientes a este clon se agruparon en un
patron diferente cada uno por rep-PCR, que formaba un grupo mediante analisis por PC
y no formaban ningun grupo mediante analisis por XJ.

4.3.2.2.9. ClonEngland'®-9 Los 2 aislados, de serotipo 14 y portadores cada uno de
los genes mef(E) y mef(A) se clasificaron en patrones diferentes tanto por PC como por
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XJ.

4.3.2.2.10. Clon ST3427 Tanto mediante analisis PC como XJ, los 2 aislados forma-
dores de este clon, ambos de serotipo 6A y portadores del gen erm(B), se agruparon
como patrones diferentes.

4.3.2.2.11. Clon ST42 Mediante analisis PC , los 2 aislados formadores de este clon,
ambos de serotipo 23A y portadores del gen erm(B) y de los genes erm(B) y mef(E)
respectivamente, se agruparon como un unico patrones (P1) mientras que por XJ ambos
asilados se clasificaron en dos patrones diferentes (P1y P2).

4.3.2.2.12. Clon ST30 Tanto mediante analisis PC como XJ, los 2 aislados formadores
de este clon, ambos portadores del gen erm(B) y de los serotipos 16 y 9V, se agruparon
en patrones diferentes (P1y P2).

4.3.2.3. Clones independientes

Se estudiaron siete aislados que formaban clones independientes. Mediante analisis
por PC, se clasificaron en 7 patrones diferentes de gel virtual, y se diferenciaron dos
grupos (G1y G2), ambos formados por 2 patrones (fig. 4.24).

Diversilab v3.4
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372
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1 H19 Il 227 1 erm(B)

3 H1?7 ] I 386 3 erm(B)
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_|—E 5 H59 | 193 15B erm(B)
6 H4 | | ‘ " 461 10A erm(B)

7 H23 I | 473 6A erm(B)+ mef(E)

|

2 Hes | |I 717 33 erm(B)+ mef(E)
|
|

S6 83 90 92 94 95 93 100
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Figura 4.24: Coleccion hemocultivos singleton clones. Analisis por el método PC

Mediante andlisis por XJ se clasificaron en siete patrones diferentes, sin formar agru-
paciones (fig. 4.25).
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Figura 4.25: Coleccién hemocultivos singleton clones. Analisis por el método XJ
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4.4. Cdlculo de la diversidad genética mediante indices
matemadticos

Mediante el calculo por métodos matematicos de la diversidad genética, aplicados a
ambas colecciones (prevacunal y de hemocultivos) recogidas en diferentes periodos de
tiempo es posible evaluar la poibilidad que tendrian estos aislados de S. pneumoniae re-
sistentes para provocar infecciones invasivas, y poder calcular matematicamente cémo
influiria la distribucion diferente de los determinantes genéticos de resistencia a macroli-
dos, incluyendo mecanismos duales, en este tipo de infecciones.

Mediante la aplicacion del indice de diversidad clonal (C'D) que expresa una propor-
cién simple entre el numero de STs halladas entre el nimero de aislados que expresan
un mecanismo genético de resistencia a los macrolidos determinado, tanto entre la co-
leccion de aislados procedentes de hemocultivos, como en la coleccion prevacunal, los
aislados con mayor diversidad genética son los que contienen ambos genes de resisten-
cia erm(B)y mef(E) CD = 0,78 y CD = 0, 75 respectivamente. (tab. 4.11).

Mediante la aplicacion del indice de Simpson (D) y de Selander-Levin (H), que calcula
la probabilidad de tomar al azar dos aislados que pertenezcan a la misma ST mediante
frecuencias relativas, se confirmaria que los aislados con mecanismos de resistencia
duales serian los que mayor diversidad genética presentan, tanto en la coleccién de
hemocultivos (D = 0,96 y H = 89) como en la coleccion prevacunal (D = 0,97y H =
0,94), cabe destacar que el célculo del indice de Selander-Levin (H) muestra valores
cercanos para los aislados de la coleccion de hemocultivos, presentando mecanismos
duales y el gen erm(B) como Unico determinante genético de resistencia a los macrélidos.

Aplicando el indice de Shannon (H’) se observa que tanto entre la coleccion de ais-
lados procedentes de hemocultivos, como en la coleccion prevacunal, los aislados de
S. pneumoniae portadores del gen erm(B), como Unico gen de resistencia o acopanado
del gen mef(E), la homogeneidad en la distribucion de la diversidad genética es nota-
blemente mayor (H' = 3,32 entre los aislados con mecanismos duales procedentes de
hemocultivos y H' = 4,21 entre los aislados prevacunales con el mismo genotipo de
resistencia a los macrdlidos) (tab. 4.11). Estos resultados son acordes a los proporciona-
dos mediante la alicacion del indice de Evento (E), que expresa valores mayores entre
los aislados con mecanismos duales en ambas colecciones.

Estos resultados sugieren que el nimero de aislados de S. pneumoniae que podrian
causar infeccion invasiva es similar entre los aislados que contienen el gen erm(B) y los
genes erm(B) y mef(E), y que en caso de los aislados portadores del gen mef(E), el
numero de aislados seria menor. Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de los
indices de Simpson (D) y Selander-Levin (H) apoyan esta conclusién, expresando valo-
res menores de probabilidad de diversidad en la poblacién procedente de hemocultivos
(aislados conteniendo el gen mef(E) sélo (D = 0,87 y H = 0,72; aislados conteniendo
el gen erm(B) s6lo D = 0,92 y H = 0,90 y aislados con mecanismos duales D = 0,96 y
H =0,89) (tab. 4.11 y figs. 4.26 y 4.27).

Si se comparan los resultados obtenidos mediante el calculo de los indices empleados,
entre la poblacion de aislados procedentes de hemocultivos, y por tanto invasivos, y los
aislados procedentes de la coleccion prevacunal, no invasivos, la distribucion de la diver-
sidad es mayor entre los aislados no invasivos (prevacunales), con valores para el indice
de evento (F) de E = 0,54 (prevacunal) y E = 0,39 (hemocultivos) para los aislados
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Figura 4.27: Diversidad genética y distribucion de la diversidad entre los aislados invasi-
VoS

portadores del gen mef(E) como Unico determinante genético de resistencia y valores de
E = 0,77 (prevacunal) y E = 0,68 (hemocultivos) entre los aislados portadores de me-
canismos duales. Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de diferentes indices
matematicos se muestran en la tabla 4.11.
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Aislados invasivos

Aislados no invasivos

indices
m | e+m e m+[e+m] | m | e+m | m+[e+m]

Diversidad clonal (CD) | 0.66 | 0.78 | 0.32 0.70 0.52 | 0.75 0.66
Simpson (D) 0.87 | 0.96 | 0.92 0.94 0.83 | 0.97 0.97
Selander-Levin (H) 0.72 | 0.89 | 0.90 0.89 0.78 | 0.94 0.94
Shannon (H') 1.92 | 3.32 | 3.75 3.54 2.65 | 4.21 4.58
Evento (F) 0.39 | 0.68 | 0.70 0.84 0.54 | 0.77 0.88

m: mef

e+m: erm(B)+mef(E)
e: erm(B)

m+[e+m]: mef(E)+[erm(B)+mef(E)]

Tabla 4.11: Indices de diversidad y distribucién de la diversidad entre los aislados invasi-

VOS Y no invasivos
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4.5. Elementos de transposicion

Los resultados se analizaran por separado en funcién del genotipo de resistencia a los
macrolidos y de la amplificacion positiva del gen de resistencia a la tetraciclina, tetM, da-
da la relacién entre la presencia o ausencia de este gen y los transposones conjugativos.

4.5.1. Coleccion prevacunal

Se estudiaron 45 aislados seleccionados, de los cuales 28 presentaban amplificacion
positiva para los genes erm(B) y mef(E) al igual que para el gen tetM. Entre los 17 aisla-
dos que presentaban amplificacion positiva para los genes mef, 16 aislados mef(E) y un
aislado mef(A), en 13 no se observo amplificacidn positiva para el gen tetM, observando-
se amplificacion positiva para dicho gen en los cuatro restantes, entre los que se incluia
el aislado portador del gen mef(A).

4.5.1.1. Deteccion de derivados de Tn?16y Tn917

Entre los aislados con amplificacion positiva para ambos genes erm(B) y mef(E) (n=28)
se detecto la presencia de los genes inty xis (que codifican para la integrasa y la exci-
sionasa del transposon Tn916) en 20 de los 28 aislados (71,4 %), mientras que en 7
de éstos (25 %) sélo se detecto la presencia del gen xis. No se detecté ninguno de los
los dos genes marcadores del trasnposén Tn976 en un aislado (3,6 %). Con respecto
a la presencia de los genes marcadores del transposon Tn917, tnpA y tnpR no se ob-
servo amplificacion positiva para el gen tnpA mientras que el gen tnpR fue detectado en
9 de éstos aislados (32,1 %) (tab. 4.12).

Entre los 13 aislados portadores del gen mef(E) y con amplificacion negativa para el
gen tetM Unicamente se observd amplificacion positiva para los dos genes marcadores
de la presencia del transposén Tn916, inty xis en dos aislados (15,4 %). Se observd am-
plificacién postiva s6lo para el gen de la integrasa en otros dos aislados (15,4 %) y el
resto (n=9, 69,2 %) no presentd amplificacion positiva ni para el gen de la integrasa ni
para el de la excisionasa. Con respecto a la deteccion de los genes tnpA y tnpR, mar-
cadores de la presencia del transposén Tn977, no se detectd amplificacion positiva en
ninguno de los 13 aislados.

Entre los 4 aislados con amplificacion positiva para mef (4 de ellos mef(E) y uno mef(A),
y para tetM solo se observo amplificacion positiva para los genes inty xis en el aislados
portador del gen mef(A). No se observd amplificacion de los genes tnpA 'y tnpR en nin-
guno de estos aislados (tab. 4.13).

4.5.1.2. Deteccion de los elementos MEGA y MAS

4.5.1.2.1. Deteccion del elemento MEGA Entre los aislados con mecanismos dua-
les (n=28) se produjo amplificacién positiva para el elemento MEGA y del gen msr(D)
en todos ellos al igual que en el caso de los aislados mef(E) positivos y tetM negativos
(n=13) (tab. 4.12). Sin embargo entre los aislados mef positivos con amplificacion posi-
tiva también para el gen tetM (n=4), un 25 % (n=1) presentd amplificacion positiva para
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el elemento MEGA vy para el gen msr(D), mientras que dos de ellos (50 %) presentaron
un patron de bandas degradado en la amplificacién del elemento MEGA y amplificacion
negativa para el gen msr(D). El estudio del elemento MEGA de estos aislados mediante
mapas de restriccion se describira mas adelante. Por Ultimo, el aislado portador del gen
mef(A) no presenté amplificacion positiva para el elemento MEGA (tab. 4.13).

4.5.1.2.2. Deteccion del elemento MAS Entre los aislados con amplificacion positi-
va para los genes erm(B) y mef(E) (n=28) se observo amplificacion de los genes aphA3’
enel17,8% (n=5) y safen el 10,7 % (n=3) de los mismos (tab. 4.12).

Entre el resto de aislados (portadores de genes mef) no se observé amplificacion po-
sitiva para ninguno de los marcadores del elemento MAS (tab. 4.13).

4.5.1.3. Identificacion de elementos derivados de Tn916 (Tn6003, Th6002,
Tn2009 y Tn3872) mediante “mapeo” (mapping) por técnica de PCR
overlapping

4.5.1.3.1. Mapping 1 Mediante la reacciéon mapping 1 se detecta el amplicon forma-
do por la region orf19-orf20 del transposdén Tn916. Si este amplicdn es normal (1,2 kb)
indica que no hay elementos insertados en esa region. Si este amplicon es de 13 kb
sugiere la insercion del elemento MAS en esa region y por tanto la posible presencia de
los transposones derivados Tn6003y Tn6002.

Entre los aislados con mecanismos duales (n=28) se detecto la presencia de un am-
plicén de 13 kb en 11 aislados (39,3%) y 14 (50 %) presentan amplicones tanto de 13
kb como de 1,2 kb sugiriendo la existencia de mas de una copia del trasposén Tn9716.
Los 3 aislados restantes (10,7 %) presentaron bandas multiples de amplificacion para
esta reaccion, lo que podria interpretarse como modificaciones en las secuencias de
hibridacion de los cebadores (tab. 4.12).

Entre los aislados con amplificacion positiva para el gen mef(E) y negativa para tetM
(n=13) sblo se observa amplificacion de 1,2 kb en los 2 aislados (15,4 %) en los que se
detectd la presencia de ambos genes inty xis.

Entre los aislados con amplificacién positiva para los genes mef y tetM (n=4) sélo
hubo amplificacion de 1,2 kb en el aislado portador del gen mef(A), que a su vez habia
presentado amplificacion positiva para inty xis (tab. 4.13).

4.5.1.3.2. Mapping 2 Mediante esta reaccion se detecta si hay inserciones en la re-
gion comprendida entre tetM (orfl2 del transposon Tn916) e int. El tamano de producto
esperado sin inserciones es de 5,8 kb y con la insercién de MEGA ( cuyo tamano es de
5,5 kb) indicaria la existencia de Tn2009 y el tamano del amplicon esperado seria de
11,3 kb.

Entre los 28 aislados con mecanismos duales para los genes de resistencia a los
macrolidos, 8 de ellos (28,6 %) presentaron amplicones de 11,3 kb indicando la posible
existencia del elemento Tn2009. Los 20 restantes (71,4 %) presentaron amplicones de
5,8 kb. Dado que la amplificacién para el elemento MEGA en estos 20 aislados fue po-
sitiva, este resultado indica que dicho elemento no se encuentra asociado a Th976 en
estos aislados (tab. 4.12).
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Entre los 13 aislados con amplificacion postiva para mef(E) y negativa pata tetM sélo
hubo amplificacién positiva en los 2 aislados positivos para inty xis y el tamano del
amplicén fue de 5,8 kb por lo que se indica que el elemento MEGA (presente en los 13
aislados) no se encuentra insertado en Tn976 en los dos aislados en los que se infiere
su presencia mediante los genes inty xis.

Entre los 4 aislados con amplificacién positiva para los genes mefy tetM, en el Unico
aislado en el que se sugeriria la presencia de Tn9716 (que es el aislado positivo para el
gen mef(A)) el amplicon de la regién entre tetM e int fue de 5,8pb como se esperaba, ya
que este aislado no presentaba el elemento MEGA (tab. 4.13).

4.5.1.3.3. Mapping 3 Mediante esta amplificacién se comprueba si el elemento ME-
GA se encuentra insertado dentro de la secuencia de Tn976 mediante la presencia de
un amplicén de 9 kb.

Entre los aislados con mecanismos duales, se observa la presencia de este amplicon
en 9 aislados (32,1 %) de los cuales 2 no presentaban amplificaciéon compatible con al
presencia de MEGA en Tn9176 mediante la reaccion mapping 2. En contraste, uno de los
aislados en los que el resultado de la reaccion mapping 2 si que indicaria la presencia
de MEGA dentro de la secuencia de Tn976 no dio amplificacion positiva en esta reaccion
(tab. 4.12).

Entre los aislados mef(E) positivos y tefM negativos no se observa amplificacion po-
sitiva en esta reaccion confirmando que el elemento MEGA no se encuentra ligado a
Tn916. En el caso del aislado portador de mef(A) y con amplificacion positiva de tetM
tampoco se observé amplificacion positiva para esta reaccion, resultado esperable dado
que dicho aislado no es portador de MEGA (TAb. 4.13).

4.5.1.3.4. Mapping 4 Un resultado positivo para esta reaccion indicaria la insercion
de Tn917 en la secuencia de Tn916, es decir, la presencia de Tn3872.

Entre los aislados duales so6lo hubo amplificacién positiva en 5 (17,9 %) de los 9 ais-
lados con presencia del gen tnpR, de forma que en los 4 aislados restantes Tn917 se
encontraria independiente de Tn916 (tab. 4.12).

En el resto de los aislados de la coleccion prevacunal estudiados no se observa ampli-
ficacion positiva en esta reaccion, resultado consistente con la ausencia de amplificacion
de los genes marcadores de la presencia de Tn917 tnpA'y tnpR tab. 4.13).
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4.5.2. Coleccion de hemocultivos

Se estudiaron 20 aislados seleccionados, de los cuales 14 presentaban amplificacion
positiva para los genes erm(B) y mef(E) y a su vez de estos, 9 presentaron amplificacion
positiva para el gen tetM, mientras que entre los 6 aislados que presentaban amplifica-
cion positiva para los genes mef ninguno fue positivo para tetM.

4.5.2.1. Deteccion de derivados de Tn916y Tn917

Entre los aislados con amplificacion positiva para ambos genes erm(B) y mef(E) y
positiva para tetM (n=9) se detecto la presencia de ambos genes inty xis (que codifican
para la integrasa y la excisionasa del transposén Tn916) en 7 de éstos (77,8 %) mientras
que en los dos aislados restantes no se observé amplificacién para ninguno de los dos
genes. En cuanto a la presencia de Tn977, 3 de éstos 9 aislados (33,3 %) mostraron
amplificacion positiva tanto para tnpA como para tnpR, mostrando a su vez, también
postiva para inty xis.

Entre los aislados con amplificaciones duales y fetM negativo (n=5) 3 de ellos (60 %)
mostraron amplificacion positiva para ambos genes marcadores de Tn976 mientras que
para los dos genes marcadores de la presencia de Tn977 sélo mostraron amplificacion
positiva 2 (40 %) en los que a su vez también se detectd la presencia de los genes inty
Xis.

Entre los 6 aislados con amplificacion positiva para el gen mefuno de ellos mostré am-
plificacion positiva para el subtipo mef(A) y los cinco restantes lo hicieron para el subtipo
mef(E). En ninguno de ellos se encontré amplificacién positiva para el gen tetM. Uni-
camente se encontrd amplificacién positiva con respecto a los genes int y xis en uno
de estos aislados, sin encontrarse amplificacion positiva para los marcadores de Tn917
(tab. 4.14).

4.5.2.2. Deteccion de los elementos MEGA y MAS

4.5.2.2.1. Deteccion del elemento MEGA Entre los aislados con mecanismos dua-
les (n=14) se produjo amplificacion positiva para el elemento MEGA y del gen msr(D) en
todos ellos al igual que en el caso de los aislados mef(E) positivos (n=6). No se produ-
jo amplificaciéon para ninguna de las dos reacciones en el aislado portador del subtipo
mef(A) (tab. 4.14).

4.5.2.2.2. Deteccion del elemento MAS Entre los aislados con amplificacion posi-
tiva para los genes erm(B) y mef(E) y amplificacion positiva para el gen tetM, sélo se
observo amplificacion positiva para el gen aphA3’ en dos aislados (que a su vez pre-
sentaron marcadores de la presencia de Tn976y Tn917). Entre el resto de aislados con
mecanismos duales y amplificacion negativa para el gen tetM, sélo se observo amplifica-
cién positiva para el gen aphA3’ en uno de ellos. Con respecto a los aislados portadores
de genes mef sblo se observd amplificacion positiva para aphA3’ en el mismo aislado
con marcadores de Tn916. No se observo amplificacion positiva para el resto de los ge-
nes marcadores del elemento MAS (sat y cat) en ninguno de los aislados procedentes
de hemocultivos (tab. 4.14).
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4.5.2.3. Identificacion de elementos derivados de Tn916 (Tn6003, Tn6002,
Tn2009 y Tn3872) mediante “mapeo” (mapping) por técnica de PCR
overlapping

4.5.2.3.1. Mapping 1 Mediante la reacciéon mapping 1 se detecta el amplicon forma-
do por la region orf19-orf20 del transposdn Tn916. Si este amplicdn es normal (1,2 kb)
indica que no hay elementos insertados en esa region. Si este amplicon es de 13 kb
sugiere la insercidén del elemento MAS en esa region y por tanto la presencia de los
transposones derivados Th6003y Tn6002.

Entre los aislados con mecanismos duales y tetM positivo (n=9) se detecté la presen-
cia de un amplicon de 1,2 kb en los 7 aislados con presencia de Tn916 sin amplificacion
positiva en los dos restantes. Entre los aislados con amplificaciones duales y tetM nega-
tivos (n=5) se observd un amplicon de 1,2 kb en los 3 aislados con presencia de Tn916
y entre los aislados portadores de los genes mef se observd amplificacion positiva pa-
ra esta reaccion solo en el aislado con amplificacion positiva para los genes inty xis
(tab. 4.14).

4.5.2.3.2. Mapping 2 Mediante esta reaccion se detecta si hay inserciones en la re-
gion comprendida entre tetM (orf12 del transposon Tn916) e int. El tamano de producto
esperado sin inserciones es de 5,8 kb y con la insercién de MEGA ( 5,5 kb) indicaria la
existencia de Tn2009y el tamano del amplicén esperado seria de 11,3 kb.

En el caso de los aislados con mecanismos duales y amplificacion positiva para tetM
(n=9) no se observa resultado positivo en los 2 aislados en los que no se encontraron
marcadores de Tn976, 6 de ellos amplifican el tamano de amplicon esperado y 1 de
ellos presenta una amplificacién de 11,3 kb sugiriendo la posible presencia del elemento
Tn2009.

Un perfil similar se observa entre los resultados obtenidos de los aislados con me-
canismos duales y amplificacion negativa para el gen tetM (n=5), de forma que no hay
amplificacion en los dos Unicos aislados que no presentaban marcadores de Tn9716 y
entre los 3 restantes, en dos se encontrd el tamano de amplicon esperado y en el aislado
restante se encontré un amplicédn que sugirié la insercion de MEGA dentro del elemento
Tn916 pudiendo inferirse la presencia de Tn2009.

Con respecto a los aislados portadores de genes mefsoélo se observa amplificacion en
el tnico aislado con marcadores positivos para Tn916 observandose una doble amplifi-
cacion, un amplicon de 11,3 kb y un segundo amplicén del tamafo esperado en ausencia
de inserciones (5,8 kb). Dado este resultado, podria sugerirse la existencia de mas de
una copia del transposon Tn916 (tab. 4.14).

4.5.2.3.3. Mapping 3 En el caso de esta amplificacién hubo resultados discordantes
con repecto a los obtenidos mediante la reaccion mapping 2.

El aislado con mecanismos duales y tetM positivo en el que ademas se observo un
amplicén de 11,3 kb mediante la reaccién mapping 2 en esta reaccion muestra amplifica-
cién y un amplicon compatible con la inserciéon de MEGA en Tn916. Entre los 6 aislados
con tamano de amplicon para mapping 2 de 5,8 kb, tres de ellos no amplifican esta reac-
cién (lo que indicaria que el elemento MEGA no esté insertado en el transposdn Tn976)
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y los otros tres presentan dobles amplicones, de tamano esperado y tamaros inferiores,
lo que podria sugerir la existencia de mas de una copia del transposén Tn976 en estos
aislados y posibles inserciones en éste. Esto necesitara de estudios mas profundos en
este campo para demostrarse.

Entre el resto de aislados, ya sea los portadores de mecanismos duales y tetM ne-
gativo, como los portadores de genes mef, sélo se encontrd reaccion de amplificacion
positiva para esta reaccion, como cabia esperar, en los dos aislados (uno de cada gru-
po) en los que, el amplicén amplificado mediante la reaccién mapping 2 fue de 11,2 kb,
sugiriendo esto la insercion del elemento MEGA en el Tn916 (tab. 4.14).

4.5.2.3.4. Mapping 4 El hecho de que no se encontrara un resultado positivo para
esta reaccion en ninguno de los aislados procedentes de la coleccion de hemocultivos in-
dicaria que no hay insercién de Tn9177 en la secuencia de Tn916, es decir, no se observa
la presencia de Tn3872 (tab. 4.14).

4.5.3. Andlisis de los aislados pertenecientes al complejo clonal
mayoritario

Con objeto de poder asociar los resultados obtenidos mediante el estudio de las es-
tructuras relacionadas con el transposon conjugativo Tn976 y los aislados, tanto de la
coleccion prevacunal como de hemocultivos, del complejo clonal que mas aislados agru-
paba, se seleccionaron los 17 aislados pertenecientes al CC Spain®’-3. 10 de estos
aislados procedieron de la coleccidn prevacunal y eran portadores del gen mef(E) co-
mo Unico dterminante genético de resistencia, mientras que los 7 restantes procedieron
de la coleccion de hemocultivos y eran todos ellos portadores de los mecnismos duales
de resistencia a la eritromicina erm(B)+mef(E). Los aislados de la coleccién prevacunal
(n=10), ninguno de ellos presenté amplificacién positiva para el gen tetM y s6lo uno de
ellos presenté amplificacion positiva para los genes int y xis, sugiriendo la presencia del
transposon conjugativo Tn916. Este aislado también amplificé la reaccion mapping 1 con
un tamano de 1,2 kb y para la reaccién mapping 2 presentd un amplicon de tamafno com-
patible con la posible insercién del elemento MEGA en Tn916. Sin embargo, la reaccion
mapping 3 fue negativa, asi como la mapping 4 al no presentarse amplificacion para los
genes tnpA ni tnpR.

Otro aislado de este grupo presenté amplificacién positiva para el gen xis, y negativa
para todo el resto de reacciones de screening molecular.

Entre los aislados portadores de los genes erm(B) y mef(E) (n=7), s6lo se observd am-
plificacion positiva para el gen tetM en 4 de ellos. De estos 4, 2 presentaron amplificacion
positiva tanto para los genes inty xis como para los genes tnpA y tnpR. A su vez ambos
presentaron amplificacion positiva para la reaccion mapping 1 con el tamafno de 1,2 kb y
uno de ellos presenté amplificacion de 10 kb para la reaccién mapping 2. Sin embargo pa-
ra la reaccion mapping 3 ambos aislados presentaron amplificacion positiva, sugiriendo
la insercion de MEGA en Tn916'y la posibilidad de que el aislado que no amplificé para
mapping 2 presentara mas de una copia del transposon. No se observé amplificacion
positiva para la reaccion mapping 4 sugiriendo la no presencia del elemento conjugativo
Tn3872.
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° ° Genes de Tn916 Tn917 MEGA tetM MAS Tn6002- Tn2009 (mapping-2- Tn3872
2 © resistenciaa (multiplex-1)  (multiplex-2) (simple 3) (multiplex-3) Tn6003 mapping-3) (mapping-4)
CC/Clon ..m. m macrolidos (mapping-1)
o < erm(B) mef(E) int Xis tnpA  tnpR MEGA msr(D) aphA-3  sat orf19-orf20  tetMF-intR MEGAF- tnpR1-intR
(simple 1) (simple 2) (13kb) (11,3kb) intR (6,8kb)
(9,2kb)
CC Spain®'-3 14 H2
CC Spain®¥-3 14 H57
CC Spain®¥-3 14 H5
CC Spain®¥-3 11A H84
CC Spain®8-2 6B H7
Clon Spain?3F-1 23F Hs86 =
Clon ST1866 4 H75
Clon ST42 23A H85
sc 33 H4 D
CC Spain?¥-3 19F H3
Clon Spain®3F-1 18C H27
Clon Sweden'-25  15A H22
Clon Tennessee'-18 14  H8
Clon ST1866 4 H41
CC Spain®¥-3 14 Heé
CC Spain®¥-3 11A  H28
Clon England™-9 14 H74
Clon England'4-9 14 H29 H
CC ST62-ST55 19A H9
SC 6A H23

* 1 Amplificacion mef(A)

D : Amplificacion doble

Tabla 4.14: Amplificaciones para la descripcion de elementos de transposicion entre los aislados de la coleccién de hemocultivos.
Se muestran resultados positivos Unicamente para las reacciones que indican inserciones de elementos en Th976 con el

tamano de producto de PCR esperado.
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Los 2 aislados con amplificacion positiva para el gen tetM restantes no presentaron
resultados positivos en ninguna de las demas reacciones estudiadas.

Entre los 3 aislados con amplificacion negativa para el gen tetM, uno de ellos pre-
senté amplificacion positiva tanto para los genes int y xis como para los genes tnpA 'y
tnpR. A su vez presentd amplificacion positiva para la reaccion mapping 1 con el tamano
de 1.200pb y amplificacion de 10kb para la reaccion mapping 2, mostrandose amplifica-
ciones dobles en la reaccién mapping 3. Con respecto a la reaccidn mapping 4, no se
observaron resultados positivos.

Otro de estos 3 aislados presenté amplificacion positiva para el gen xis, sin observarse
la presencia de ningln gen mas y el aislado restante no present6 amplificacion positiva
para ninguna de las reacciones estudiadas (tab. 4.15).

ing-2 Tn3872
Genotipo Tn916 Tn917 MEGA MAS Tn2009 (mapping- n

(multiplex-1) (multiplex-2) (multiplex-3) mapping-3) (mapping-4)

int Xis tnpA  tnpR MEGA msnD) aphA-3 satd tetMF-intR MEGAF-intR tnpR1-int-R

(simple 1) (simple 2)

mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
mef(E
erm(B)+mef(E)
erm(B)+mef(E)
erm(B)+mef(E)
erm(B)+mef(E)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

Tabla 4.15: Elementos de transposicion entre los aislados pertenecientes al Complejo
clonal Spain?V-3

4.5.4. Andlisis de los aislados pertenecientes al serotipo 19A

Dada la relevancia del serotipo 19A en el contexto de la implantacion de la vacunacion
heptavalente, se seleccionaron todos los aislados de ambas colecciones pertenecientes
a este serotipo. Se seleccionaron 7 aislados, 6 pertenecientes a la coleccién prevacunal y
uno a la de hemocultivos. De éstos aislados seleccionados, 5 eran portadores de los ge-
nes erm(B)+mef(E) (4 prevacunales y el aislado del hemocultivo), siendo todos positivos
para la amplificacién del gen tetM a excepcion del aislado procedente de hemocultivos.

Entre los 4 aislados de este grupo con amplificacion positiva para el gen tetM, 2 pre-
sentaron amplificacion positiva tanto para int como para xis y los 2 retantes presentaron
amplificacion positiva inicamente para el gen xis. Uno de ellos mostré la presencia del
gen tnpR, mientras que la presencia del gen aphA3’ se detect6 en 2 de ellos y la del gen
saten 3 de ellos.
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Mediante la reaccidon mapping 1 se observo que presentaron amplificacion positiva
con un tamano de amplicon de 1,2 kb en 3 de ellos y el aislado retante lo hizo para un
amplicén de 13 kb, aungue no podemos inferir la presencia del elemento MAS ya que sus
marcadores no amplifcaron en este aislado. El resto de las amplificaciones no mostraron
resultados positivos.

Con respecto al aislado con mecanismos duales y amplificacion negativa para el gen
tetM (ademas procedente de hemocultivos) todas las reacciones probadas fueron nega-
tivas, al igual que en caso de los 2 aislados con el determinante mef(E) no presentaron
amplificacion positiva para el gen tetM ni para ninguna de las reacciones estudiadas

(tab. 4.16).
. Tn916 Tn917 MEGA tetM MAS Tn2009 (mapping-2 Tn3872
Genotipo (multiplex-1) (multiplex-2) (simple 3) (multiplex-3) mapping-3) (mapping-4)
int Xis tnpA  tnpR MEGA msr(D) aphA-3 satd tetMF-intR MEGAF-intR tnpR1-int-R
(simple 1) (simple 2)
mef(E) -
mef(E) -

erm(B)+mef(E
erm(B)+mef(E
erm(B)+mef(E
erm(B)+mef(E

Tabla 4.16: Elementos de transposicion entre los aislados pertenecientes al serotipo 19A

4.5.5. Mapa de restriccion del elemento MEGA

Los dos aislados en los que la amplificacion del elemento MEGA presenté amplicones
no esperados se sometieron a digestion enzimatica con las enzimas Hpal y Spel obte-
niéndose mapas de restriccion degradados con respecto a los obtenidos con los aislados
control S. pneumoniae SPnMA y S. pneumoniae SPnME. En la figura 4.28 se muestran
el gel de electroforesis con los resultados de la digestion de los aislados control. En el
carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. En los carriles 2-4 se muestran las
digestiones con Spel y en los carriles 5-7 las digestiones con Hpal.

En la figura 4.29 se pueden observar las digestiones de los dos aislados problema. En
el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular. De los carriles 2-9 se muestran
digetiones con Spel de diferentes aislados con amplificacion esperada para el elemento
MEGA. En los carriles 10 y 11 se muestran las digestiones de los aislados 23 y 25
(aislados problema) con ambas enzimas Spel y Hpal. En los carriles 12-15 se muestran
digestiones con ambas enzimas; 12-13 de aislados control y 14-15 de dos aislados con
amplificaciones esperadas para MEGA.
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C2 C3 C4 C5 Cée C7

Figura 4.28: Digestion de los aislados control de mef con las enzimas Spel y Hpal

o .

Figura 4.29: Digestion de los aislados problema con las enzimas Spel y Hpal
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5 Discusion

5.1. Resistencia a macrolidos y estructura poblacional en
los aislados de S. pneumoniae

5.1.1. Perfiles de sensibilidad y corresistencia

S. pneumoniae continua siendo una de las causas mas importantes de patologia infec-
ciosa. La evolucion de la resistencia de este microorganismo a diferentes antimicrobianos
ha estado influida por distintos factores, incluyendo la introduccion sucesiva de diferen-
tes antimicrobianos y las estrategias de prevencién (vacunas) que han condicionado una
evolucién dinamica tanto a nivel poblacional (dispersion de determinados clones) como a
nivel genético (diversificacion intraclonal) aprovechando la capacidad de transformacion
gue posee este microorganismo.

Desde el primer aislado resistente a penicilina, detectado en Australia en 1967 [154], la
resistencia a los antibiéticos -lactamicos fue aumentando progresivamente, en especial
a la penicilina y mas tarde a las cefalosporinas orales, comprometiendo la eficacia de
las cefalosporinas de tercera generacion como la cefotaxima o la ceftriaxona, todos ellos
antibiéticos de eleccidn en el tratamiento de las infecciones invasivas y respiratorias pro-
ducidas por S. pneumoniae. A pesar de que la resistencia a la penicilina no es el objeto
de este trabajo, es importante comprender los datos sobre su evolucion, asi como discutir
la misma en nuestros aislados ya que su evolucidn se encuentra estrechamente ligada a
la de la resistencia a los macrolidos. En estudios epidemioldgicos realizados tanto en los
Estados Unidos como en Europa se observd un incremento progresivo de los aislados
con resistencia a la penicilina durante los anos noventa. En los EEUU aumenté desde un
5% en 1991 hasta un 25% en 1997 [217] y en algunos paises europeos, como Francia,
se produjo un ascenso desde un 7,7 % en 1992 hasta un 35,8 % en 2001. En todos los
estudios realizados en los anos posteriores (década de los afos 2000) se observé una
tendencia general al descenso de los aislados resistentes con una marcado aumento de
los aislados intermedios. Una vez introducida la vacuna conjugada heptavalente (PCV7)
se observo una disminucion de los aislados de S. pneumoniae tanto altamente resisten-
tes como de resistencia intermedia a la penicilina.

En Espana, la situacion no fue diferente con un aumento estadisticamente significa-
tivo (p<0,001) de la resistencia a la penicilina; desde un 6 % en 1979 hasta un 44,4 %
en 1989. Este aumento se estabilizd en la década de los noventa (43,7 % de aislados
resistentes en 1998) [163]. A partir de 1999 se produjo una disminucién marcada ob-
teniéndose cifras del 22,3 % de aislados resistentes a penicilina en el ano 2008 y que
podria asociarse a la utilizacién de la vacuna PCV7 a partir de 2001. No obstante, es de
destacar que un par de afos antes ya se observaban tendencias a la disminucion de la
resistencia a la penicilina [163].

Parte de los aislados objeto de nuestro estudio se sitian temporalmente en los anos
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previos a la introduccion de la vacuna PCV7 ya que la coleccion prevacunal se recoge
entre los afnos 1999 y 2003. En Espana se comercializd esta vacuna en el ano 2002,
aunqgue su aplicacion de forma sistematica se produjo unos anos mas tarde. De hecho
en la Comunidad Auténoma de Madrid formé parte del calendario vacunal infantil oficial
desde el ano 2006 hasta el ano 2010 en que se reemplaz6 por la vacuna conjugada
trece-valente (PCV13). Este periodo de tiempo se encuentra dentro de los afios en los
que se recogieron y estudiaron los aislados invasivos (hemocultivos) de nuestro hospital.

Si observamos los resultados globales de resistencia (aislamientos clasificados en
categorias intermedia y resistente) a la penicilina y a la cefotaxima en los aislados de
la coleccion prevacunal (n=712) (fig. 4.1), observamos un elevado porcentaje de aisla-
dos resistentes a la penicilina, (48,9 %) con una alta proporcion de aislados intermedios
(26,9 %), similar a la proporcion de los resistentes (22,0 %). En cuanto a la cefotaxima, el
porcentaje de no-sensibilidad en estos aislados fue del 7,3 %, siendo mayoritariamente
de la categoria intermedia (6,5 %).Nuestros resultados confirman la tendencia hacia el
estancamiento o incluso a la disminucion de la resistencia a los antibioticos 3-lactamicos
gue se ha descrito en la literatura, incluso con anterioridad a la introduccion de la vacuna
PCV?7. Este hecho podria explicarse por un mejor empleo de los antibiéticos 3-lactamicos
en los tratamientos de las infecciones de vias respiratorias altas y a una mayor tendencia
al empleo de forma empirica de fluoroquinolonas “respiratorias”. No obstante, a la vista
de los resultados obtenidos en el estudio poblacional de estos aislados no es descartable
un aparente recambio clonal que se discutira mas adelante.

Con respecto a la coleccion de hemocultivos (n=416) se observa durante el periodo
“postvacunal” una proporcién de cepas no-sensibles (intermedios y resistentes) tanto a
la penicilina (22,8 %) como a la cefotaxima (6,9 %) con una marcada proporcion de ais-
lados categorizados como intermedios (17,8 % y 6,2 % respectivamente). Estas cifras
reflejan la repercusion en las cepas invasivas de la introduccién de la vacuna PCV7,
aunque pudiendo considerarse como factor importante, el uso de otros grupos de antimi-
crobianos, como las fluoroquinolonas, que podria haber favorecido la diversificacién en
el uso de antimicrobianos y por tanto disminuir la presion de seleccién de los antibitticos
B-lactamicos, asi como la introduccién de la vacuna PCV7 (fig. 4.6).

El primer aislado resistente a la eritromicina se aisl6 en Canada y el hallazgo se pu-
blicé en la revista The Lancet en 1967 [218], no obstante con anterioridad, en 1964 se
habian detectado tres aislados con una CMI para eritromicina >5 mg/L en una publica-
cién sobre tratamiento de la exacerbacion de la bronquitis cronica [154].

A pesar de ello, a lo largo de la década de los anos setenta so6lo se produjeron comuni-
caciones esporadicas de aislados resistentes a la eritromicina, manteniéndose estables
y bajas las tasas de resistencia. El aumento mas significativo de la resistencia a la eri-
tromicina se observ6 a partir del final de la década de los ochenta. En Espana, en el
Hospital de Bellvitge (Barcelona) se documentd un aumento de la resistencia a eritro-
micina desde un 0% en 1980 hasta un 9,4 % en 1990 [219]. Algunos autores asocian
este aumento tan llamativo con la modificacion en las guias de tratamiento de la neu-
monia comunitaria publicadas en esas fechas, en las que se aconsejaba el empleo de
eritromicina mejor que S-lactadmicos ya que asi se cubria la posibilidad de neumonia por
Legionella pneumophillay Mycoplasma pneumoniae [220].

Durante la década de los noventa la resistencia a los macrélidos aumentd de forma
significativa en diferentes estudios a lo largo del mundo. Segun datos del estudio de
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vigilancia epidemiol6goca Alexander Project, las resistencias globales en los afios 1996-
1997 estaban entre 16,5-21,9 % aumentando a 24,6 % entre 1998-2000 [221].

Igualmente,los datos de los afios comprendidos entre 1999 y 2004 proporcionados por
el estudio PROTEKT (Prospective Resistant Organism Tracking and Epidemiology for the
Ketolide Telithromycin) muestran unas tasas de resistencia globales a eritromicina de
31,0 % entre 1999-2000 hasta un 37,2 % en el periodo 2003-2004 [222].

Cabe destacar, sin embargo importantes diferencias geograficas entre estos datos glo-
bales en el incio de la década de los 2000, encontrandose las mayores cifras de resis-
tencia en algunas zonas de Asia (80 %) y las menores en los paises del norte de Europa
(18 %). El aumento de la reisistencia a los macrélidos y su mantenimiento temporal pre-
senta elevada repercusion clinica [223]. Existen estudios en los que se relaciona la resis-
tencia a eritromicina con la mayor frecuencia de bacteriemias por S. pneumoniae [171].

La situacion en Espana se conoce gracias a los datos obtenidos y coleccionados por
la Dra. Fenoll en el Centro Nacional de Referencia de Neumococo en el Centro de Micro-
biologia del Instituto Carlos Ill; se encontraron tasas inferiores al 5% hasta el afno 1986
con un incremento progresivo hasta el 28 % en 2001 pero disminuyendo a un 21,8%
en 2008 [162].Tras la introduccion de la vacuna PCV7 se produjo una disminucién en la
resistencia entre los aislados procedentes de poblacion pediatrica desde un 42,9 % en
2003 hasta un 20,8 % en 2006 sin darse esta disminucion entre los aislados procedentes
de poblacion adulta, con fluctuaciones entre el 21 %y 25 % [162].

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran, entre los anos 1999-2003 y
2000-2007, una elevada prevalencia de resistencia a la eritromicina, 34,3 % entre los
aislados de la coleccién prevacunal disminuyendo hasta un 18,2% en la coleccion de
hemocultivos. En Espana la Dra. Fenoll refiere, para aislados invasivos, una proporcion
de resistencia del 28 % en el ano 2001 y del 21,8 % en 2008. En nuestra serie de he-
mocultivos se observa también disminucion de la resistencia a lo largo de los anos que
comprende, 2000-2007, pero mas sostenida (25,6 % entre los anos 2000-2001 y 23,1 %
entre los anos 2006-2007), ver fig 4.7. Por otra parte, el mantenimiento de las tasas de
resistencia a los macrolidos a pesar de la implantacién de la vacunacion se asocia a
la dispersién de clones que portan mas de un mecanismo genético de resistencia a los
macrélidos [224, 225], como ocurre entre los aislados estudiados en este trabajo.

Con respecto a la corresistencia entre eritromicina y penicilina, esta ya se detect6 en
los primeros aislados resistentes a la eritromicina en los afos ochenta. En aquel mo-
mento no parecia que la aparicién concomitante de ambos tipos de resistencia estuviera
relacionada ya que hasta ese momento, los aislados resistentes a la eritromicina eran
resistentes ademas a otros tipos de antibiéticos como tetraciclinas o cotrimoxazol, pe-
ro no necesariamente a penicilina. Por otra parte, en los estudios de portadores entre
los aislados resistentes a macrélidos no era frecuente encontrar resistencia a penicili-
na [226, 227, 154]. Gracias a estos datos se postulé que la resistencia a la penicilina y
a la eritromicina en S. pneumoniae habian surgido de forma independiente. Estos da-
tos, obtenidos durante los anos ochenta, contrastan con los recogidos durante la década
de los anos 90 y 2000, ya que se observé un aumento progresivo de los aislados re-
sistentes a ambos antibiéticos. En Espana se observé igualmente un aumento de este
tipo de aislados, procedentes de pacientes pediatricos, de un 24 % en 1997 a un 35%
en 2003 [163], considerandose que la resistencia a los macrolidos surgié a partir de
las cepas resistentes a la penicilina. Tras la introduccion de la vacuna PCV7 en 2001
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se observé una disminucion de este tipo de aislados (11,5% en 2008). En los aislados
procedentes de la poblacién adulta, también se observé una disminucién de estas resis-
tencias en la década de los anos 2000, pero menos marcada, pasando de un 18,9 % en
1997 aun 11,5% en 2008 [162].

La permanencia de clones con resistencia a eritromicina en un contexto de reduccién
de resistencia a penicilina puede haber sido favorecida por dispersiéon de ciertos clones
(incluyendo serotipos no-vacunales) que portan plataformas genéticas que codifican re-
sistencia de caracter multiple. Entre estos mecanismos podrian estar involucrados los
transposones conjugativos que derivan de la familia del transpos6n Tn916 [228] y cuya
aparicién en las colecciones objeto de este estudio se discutira mas adelante.

Entre los aislados resistentes a la eritromicina de la coleccion prevacunal (n=244) se
encontré que la resistencia global para la penicilina fue de un 69,9 %, categorizados la
mayoria de ellos como resistentes (54,3 %) y el 15,3 % categorizados como intermedios.
Esta alta proporcion de resistentes es superior a la que se obtiene de la poblacién general
(enla que no se diferencia resistencia o sensibilidad a la eritromicina), ya que los aislados
categorizados como intermedios son mayoritarios (26,9 %), lo que podria deberse a la
dispersion de determinados clones con alta resistencia a la penicilina, quiza favorecido
por el consumo de macrdlidos. Con respecto a la cefotaxima, el porcentaje de resistencia
entre los aislados resistentes a la eritromicina también fue mayor que entre los aislados
de la coleccion general (30,7 % vs 7,3% en la coleccién general) aunque en este caso
se mantuvo una mayor proporcion de aislados categorizados como intermedios (19,6 %
intermedios y 11,1 % resistentes). (fig. 4.2).

Entre los aislados resistentes a la eritromicina de la coleccién de hemocultivos (n=78)
también se observa una mayor proporcion de resistencia tanto a la penicilina como a
la cefotaxima que entre la poblacion general. No se observa una disminucion significa-
tiva de la resistencia ya que el 60,2 % de los resistentes a eritromicina de la coleccion
de hemocultivos fueron resistentes a penicilina (32,0 % intermedio y 28,2 % resistente)
y el 29,5% fueron resistentes a la cefotaxima (20,5 % intermedios y 9 % resistentes).
En este caso, predominaron los aislados intermedios sobre los resistentes (fig. 4.8). La
permanencia de alta resistencia a los g-lactamicos en cepas invasivas podria haber sido
favorecida por la permanencia de clones con resistencia a macrolidos y g-lastamicos.
La coleccion de hemocultivos procede casi en su totalidad de poblacién adulta, lo que
explicaria el hecho de no observar disminucion en las tasas de aislados con resistencia
simultanea a los macrélidos y los 3-lactamicos a pesar de la introduccion de la vacuna
conjugada heptavalente. También es importante tener en cuenta que entre los aislados
de la coleccion de hemocultivos se observa un aumento del serotipo 19A, cuya presencia
se ha relacionado con la no disminucion de la resistencia y la multirresistencia [229]

La resistencia a la tetraciclina en S. pneumoniae aparece por vez primera en 1963 en
Australia y se detecta a lo largo de toda la década de los afios sesenta paralelamente
al empleo de este antibiético para el tratamiento de las exacerbaciones de la bronquitis
cronica [154]. Seria importante considerar el papel de la seleccion “historica” por tetraci-
clina de clones y plataformas de resistencia que servirian después para la vehiculacion
de resistencia a macrolidos. Aunque la resistencia a la tetraciclina no parece relevante
actualmente desde el punto de vista terapéutico en nuestro entorno geografico (a excep-
cion de aminociclinas y derivados de tetraciclina como tigeciclina), si lo es desde el punto
de vista epidemiologico. La dispersion y mantenimiento de ciertos clones resistentes a
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macrolidos se asocia a la presencia de aislados que contienen derivados del transposén
conjugativo Tn976 que portan como determinante genético de resistencia a la tetraci-
clina el gen tetM, pudiendo emplearse esta caracteristica como marcador inicial de la
presencia de estos elementos de conjugacion. En nuestro estudio la tasa de resistencia
a la tetraciclina entre los aislados resistentes a eritromicina fue elevada en ambas co-
lecciones (69,6 % en la coleccion prevacunal y 80,7 % en la coleccion de hemocultivos)
lo que hace sospechar sobre la probable presencia de diferentes elementos de traspo-
sicion entre nuestros aislados. La presencia del gen tetM y de derivados de Tn976 en
estos aislados se discutira mas adelante.

La resistencia a las fluoroquinolonas en S. pneumoniae se encuentra directamente re-
lacionada con el consumo de este tipo de antibidticos [230] y a pesar de mantenerse,
por el momento, estable en Espana, encontrandose tasas no elevadas (2,6 % en 2002
y 2,3% en 2006) [231] se han descrito varios casos de fracasos terapéuticos en otras
zonas geograficas al emplear las fluoroquinolonas de forma empirica para tratamiento
de la neumonia comunitaria causada por S. pneumoniae. En todos estos casos entre los
factores de riesgo destacaba el tratamiento previo con fluoroquinolonas, EPOC, hospi-
talizacién previa y residir en centros de atencién a pacientes cronicos [232]. En nuestro
trabajo, un 2,4 % de los aislados de la coleccion prevacunal fueron resistentes a levoflo-
xacino (0,4 % intermedio y 2 % resistente) mientras que de la coleccién de hemocultivos
s6lo se encontro un aislado (0,2 %) resistente a levofloxacino. En Espana la dispersion
de esta resistencia en aislados recogidos en el ano 2006 tras la comercializacion de la
vacuna PCV7) a los clones SpaingV—S y Sweden'%A-25 [231]. En nuestra serie Unicamen-
te se describieron dos aislados con valores de CMI que, aunque dentro del criterio de
interpretacion “sensible”, pudieran indicar la presencia de mutaciones puntuales en las
topoisomerasas. Por otra parte, cabe resaltar que en la Comunidad de Madrid se ha des-
crito un aumento de resistencia a levofloxacino debido a aislados de S. pneumoniae de
serotipo 8 [233]. Aunque estos aislados se encontraron vinculados a los clones Spain®’-3
y Sweden'?A-25 y ST276, que, también se encuentran presentes de forma mayoritaria
entre los aislados de este estudio, en nuestro caso sélo se observa switching capsular
hacia el serotipo 8 en dos aislados de la coleccion de hemocultivos, pertenecientes al
clon Sweden'®*-25 y con CMI para levofloxacino en el limite del punto de corte descrito
por el CLSI, 2 mg/mL.

Segun diferentes autores el hecho de que no se haya producido un aumento signifi-
cativo de la resistencia a este grupo de antibiéticos, a pesar de que las quinolonas son
uno de los tratamientos de eleccién para la neumonia comunitaria, puede deberse al
coste bioldgico que supone para S. pneumoniae acumular mutaciones puntuales en las
topoisomerasas [234, 235].

5.1.2. Determinantes genéticos de resistencia y fenotipos asociados

Desde la aparicion de los primeros aislados resistentes a eritromicina se postulé una
relacion a nivel de mecanismo molecular entre las resistencias a los macrolidos y a las
tetraciclinas [236]. Gracias a la demostracion en 1980 de que varios genes que confieren
resistencia a diferentes grupos de antimicrobianos podian trasferirse mediante conjuga-
cion [237] fue posible llegar a la identificacién poco tiempo después (1986) de los trans-
posones conjugativos (ICEs) responsables de esta trasmision de multirresistencia en S.
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pneumoniae [195, 238]. En dichos elementos se identific6 como gen responsable de
conferir resistencia a la eritromicina en S. pneumoniae al gen ermAM que se localiz en
el trasposon Tn1545 [195]. Sin embargo con el aumento de las tasas de resistencia a
los macrolidos y de la investigacién de estos mecanismos pudo describirse que el gen
mayoritario que codifica para la metilasa en neumococo es el gen erm(B) y que ademas
existe otro mecanismo de resistencia por bombas de eflujo que a su vez viene codificado
por los genes mef.

La resistencia mediada por metilasas [erm(B)]se disperso inicialmente por trasferencia
horizontal y fue mas prevalente entre los aislados resistentes en Europa [193, 239, 206]
mientras que las bombas de expulsion fueron mas prevalentes en los Estados Uni-
dos [202, 239]. No obstante a lo largo de los anos noventa en algunos paises europeos
se observo un aumento de los mecanismos mediados por expulsion [240, 241, 242].

Entre los aislados pertenecientes a la coleccion prevacunal se observé que la mayoria
de los aislados resistentes a eritromicina eran portadores del gen erm(B) (80,7 %),acorde
con la epidemiologia descrita en Espana y Francia para los afios en los que se recogie-
ron los aislados estudiados, mientras que el 18,4 % (n=45) restante eran portadores de
los genes mef, en concreto 44 de ellos eran portadores del gen mef(E) y sélo uno am-
plificé para el gen mef(A) (tab. 4.1), porcentaje menor que lo descrito para otros paises
europeos como Alemania (46,2 %), Austria (41,7 %) o ltalia (25,0 %) [243]

Cabe resaltar que entre estos 44 aislados portadores del gen mef(E), 28 de ellos por-
taban a su vez el gen erm(B), por lo que mostraban un fenotipo de resistencia asociado
cMLSg. La aparicion de aislados con mecanismo dual (que portan dos mecanismos
genéticos diferentes de resistencia) ya se habia descrito en paises asiaticos [244, 245] y
normalmente se asociaban a la dispersién de un clon concreto. En nuestro caso, como se
discutira mas adelante, los aislados con mecanismo dual no provienen de la dispersion
de un clon concreto, si no que reflejan una estructura poblacional policlonal. La aparicion
de aislados que presentan mas de un mecanismo genético de resistencia a los macroli-
dos en nuestro estudio refleja un fenémeno global, de forma que su prevalencia tanto en
Europa como en los EEUU se ha ido incrementando en detrimento de los aislados que
contienen los genes mefcomo Unico determinante genético de resistencia [199, 246, 96].
Aun asi, el patron basico anteriormente descrito parece mantenerse, esto es, la presen-
cia en algunas zonas de Europa del gen erm(B) como unico determinante de resistencia
de forma mayoritaria [247], y por el contrario, en EEUU de los genes mef como determi-
nates mayoritarios de resistencia [225], seguidos en ambos casos por los aislados con
mecanismos duales.

La dispersién de aislados con mecanismos duales en diferentes areas geograficas se
ha asociado por una parte, al clon internacional de multirresistencia Taiwan'®F-14 y por
otra a la aparicién de complejos clonales como el CC81 y CC271. El clon Taiwan'""-14
se asocia a los serotipos 19F y 19A y por este motivo la introduccion de la vacuna PCV7
se podria relacionar con este aumento ya que el serotipo 19A no se encuentra en su
cobertura (si en la vacuna PCV13); en cuanto al 19F, a pesar de estar incluido, es el
gue menor inmunogenicidad presenta de entre los serotipos incluidos en PCV7. Aun asi,
podria discutirse que la vacuna fuese el Unico factor predisponente al aumento de los
aislados con mecanismos duales ya que en algunos estudios estos aislados se asocian
a otros serotipos como el 23F o el 14 [246], aunque la aparicién de diferentes serotipos
podria explicarse por fendmenos de switching capsular. La dispersion de los complejos
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clonales CC81 y CC271 se asocia a la dispersion del trasposén Tn2070 [199, 225], lo
que sugiere la adquisicion del elemento MEGA, y por tanto del gen mef(E) en un aislado
portador previamente de elementos derivados de Tn916 que ya transportaban el gen
erm(B) [167].

En la coleccién de hemocultivos, recogida en un periodo de tiempo en el que la vacuna
PCV7 ya estaba implantada en la Comunidad Auténoma de Madrid, se observa una
distribucién analoga a la expuesta en cuanto a la proporcion de aislados con los genes de
resistencia descritos; entre los aislados resistentes a eritromicina (n=78) se encontr6 que
la mayoria (74,7 %) era portadores del gen erm(B), so6lo un 7,7 % amplificé Unicamente
para los genes mef [cinco aislados para el gen mef(E) y un aislado para el gen mef(A)]
mientras que un 17,9 % de los aislados eran portadores de ambos mecanismos genéticos
de resistencia (tab: 4.6).

Esta distribucion se mantiene esencialmente constante para nuestras colecciones de
aislados respiratorios prevacunales y de cepas invasivas; curiosamente observamos un
ligera mayor prevalencia de aislados con mecanismos duales en la coleccion de hemo-
cultivos. Probablemente se deberia a una mas larga exposicidén previa a antibiéticos en
las enfermos que, frecuentemente tras colonizacion crénica, llegan a episodios invasi-
vos, o0 bien al efecto de la PCV7. Desde el punto de vista genético, podria relacionarse
con la dispersién de elementos conjugativos derivados del trasposén Tn976, como del
trasposon Tn2010 [248].

5.1.3. Estructura poblacional en aislados con genes mef

Los serotipos 6A, 6B, 9V, 15A, 19F, 19A y 23F, que tradicionalmente se asociaron con
la resistencia a diferentes grupos de antibiéticos en S. pneumoniae, son los conocidos
como “serotipos pediatricos” ya que eran los mas frecuentemente aislados en los estu-
dios de portadores nasofaringeos. Los serotipos incluidos en la vacuna PCV7 son 4, 6B,
9V,14, 18C, 19F y 23F. Dicha vacuna se disen6 de forma que incluia los serotipos que
mayoritariamente causaban enfermedad neumocoécica invasiva ya que en los EEUU en
los anos noventa, los serotipos 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A y 19F suponian el 91 % de es-
tos casos y a su vez se trataba de los serotipos que se asociaban con mayor numero de
resistencias [249]. Tras la introduccion de la vacuna PCV7 se observd una disminucién
significativa tanto en el nimero de casos como de aislados procedentes de enferme-
dad neumocdcica invasiva, especialmente en ninos menores de 5 anos, asi como en la
incidencia de los serotipos incluidos en esta vacuna [47].

El fenédmeno de la disminucion en la incidencia de los serotipos incluidos en la va-
cuna a expensas del aumento de otros no incluidos ha sido facilmente monitorizado y
cuantificado en los EEUU gracias al modelo de implantacion de la vacunacién que se
ha seguido. Entre los serotipos que han aumentado en incidencia desde la aplicacion
de la vacuna PCV7 en EEUU se encuentran 1, 5, 7F, 33F, los serotipos derivados del
serogrupo 15 y sobre todo el 19A [250]. El aumento de este Ultimo se describi6 entre la
poblacion pediatrica (en nifos menores de cinco anos se observd un ascenso desde un
2,6 % en los anos 1998-1999 a un 47,2 % entre 2006 y 2007) pero se ha observado tam-
bién entre la poblacion adulta (en el grupo de poblacion comprendido entre 18-64 anos
se observd un aumento desde 2,9 % a 16.6 % en los mismos periodos de tiempo) y entre
los mayores de 65 anos (de 3,7 % a 14,9 % en los mismos periodos de tiempo) [47]. Este
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aumento del serotipo 19A parece deberse a una suma de diferentes factores como la
seleccion de determinados clones multirresistentes (que se discutira mas adelante) y el
fendmenos de switching capsular [250, 251] sobre clones que previamente ya circulaban.
Estas hipétesis se avalarian al tener en cuenta estudios en los que ya estaba presente el
serotipo 19A previa a la implantacion de la vacunacion y tras ello no ha habido cambios
significativos en su incidencia [252].

En Espana la implantacion de la vacuna no ha sido tan uniforme como en EEUU, sien-
do la Comunidad de Madrid la Unica en la que se incluia dentro del calendario vacunal
obligatorio hasta la entrada en vigor de la ley 4/2012 de la CM en julio de 2012, por la
que se retira del mismo para todos los nacidos a partir del 10 de mayo de 2012. A pesar
de ser obligatorio, se estima que la vacunacion es generalizada en el resto del pais. Es
dificil cuantificar estos datos, y por tanto poder establecer asociaciones directas con los
cambios poblacionales que se observan [50]. Aun asi, en los estudios llevados a cabo se
han observado cambios similares a los que se han producido en los EEUU, es decir, una
marcada disminucion en la incidencia de los serotipos incluidos en la vacuna [162].

Los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente suponian entre los anos 1979 y
1985 un 76,6 % de los casos y aumentaron a un 88,0 % entre los afios 1998-2000. Tras la
comercializacién de la vacuna en Espana en el ano 2002 y tomando como referencia dos
periodos de tiempo (1997-2001 y 2007-2008), se observé una disminucion significativa
solo en cuatro de los siete serotipos vacunales entre los aislados resistentes a penicilina:
serotipo 6B (de 16,7 % en el primer periodo a 0 % en el segundo) 9V (de 15,4 % a 9,1 %)
19F (de 13,7% a 7,3%) y 23F (de 12,6 % a 3,8 %). El serotipo 14 se mantuvo constante
(29,6 % durante el primer periodo y 26,4 % durante el segundo). Con respecto a los
serotipos no incluidos en PCV7 se observé un aumento de éstos desde un 12,0 % en el
primer periodo hasta un 49,5 % en el segundo especialmente debido a los serotipos 19A
y 24F [162].

En nuestra serie, los serotipos que mayoritariamente se encontraron entre los aislados
resistentes a los macrolidos y portadores de los genes mef (n=45) pertenecientes a la
coleccion prevacunal fueron 14 (22 %), 6B (17,7 %), 19A (13,0%), 19F (11,0 %), con la
presencia minoritaria de otros como el 11A, 9V, 15A y 23F (fig 4.4). Cabe destacar que
el serotipo 14, mayoritario de la coleccién prevacunal, no se encontraba entre los sero-
tipos asociados a resistencia, sin embargo es posible la interpretacién de un recambio
capsular entre el serotipo 9V (generalmente asociado a resistencia) y el serotipo 14 [98].
La mayoria (8 de 10) de los aislados de nuestra coleccion prevacunal de serotipo 14
pertenecieron al complejo clonal SpaingV-S.

Los serotipos 6A y 6B que tradicionalmente se asociaron con alto nivel de resistencia a
los macrolidos y B-lactamicos se encuentran representados entre los aislados de nuestra
serie en menor propocion. A su vez, el serotipo 23F, que represento6 durante las décadas
de los ochenta y noventa la resistencia en S. pneumoniae a (3-lactamicos en Espana,
también aparece representado de forma minoritaria; sin embargo el serotipo 19A es el
tercero en frecuencia, lo que podria sugerir switching capsular entre los serotipos 23F y
19A [97]. En nuestro estudio el serotipo 19A se encuentra representado mayoritariamente
(4 de 6 aislados) por el clon ST276 cuya relevancia se discutird mas adelante. Podria
decirse que los aislados portadores de los genes mef se encuentran repartidos entre
varios serotipos, algunos de ellos como el 6A, 6B, 19F o 23F tradicionalmente asociados
a la resistencia a antibioticos aunque otros como el 14 o el 19A se describen de forma
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mayoritaria.

En cuanto a los aislados resistentes a eritromicina de la coleccién de aislamientos
invasivos (hemocultivos), recogida en un periodo en el que la vacuna PCV7 estaba im-
plantada en la Comunidad de Madrid, se observa que los aislados también se encuen-
tran repartidos en varios serotipos, entre los que el mayoritario sigue siendo el serotipo
14 (18 %), pasando el serotipo 19A a ser el segundo en importancia (15,4 %). Estas
observaciones han de tenerse en cuenta para evaluar el efecto de la implantacién de
la vacuna trece-valente (que incluye el serotipo 19A) [253]. La distribucién del resto de
serotipos es similar a la de la coleccion prevacunal en cuanto a que siguen estando re-
presentados serotipos como el 6A, 6B y 19F. Cabe destacar que los serotipos 23F y 9V
aparecen representados de forma minoritaria aunque, como ya se ha expuesto anterior-
mente, la mayoria de los aislados de serotipo 14 (11 de 14) pertenecieron al complejo
clonal Spain®¥-3. (fig. 4.9).

Esta coleccién comprende aislados recogidos entre los anos 2000 y 2007 y por tanto
existen diferencias en los serotipos encontrados en los primeros anos del estudio (en los
que el empleo de la vacuna no estaba generalizado) y los finales, sin embargo no se
observa la misma tendencia que en otros estudios a disminuir de forma significativa los
serotipos incluidos en la vacuna.

Los clones internacionales que se asociaron con la dispersion de los aislados re-
sistentes en los anos ochenta y noventa fueron principalmente los clones Spain23F—1,
Spain®®-2, Spain®'-3, Poland®®-20, Sweden'®A-25 y England'#-9 entre otros, siendo los
principales en Espaiia durante esos afios los clones Spain®3F-1y Spain®®-2 [163, 162].
Mediante la aplicacion de la técnica de MLST y analisis por eBURST a los aislados con
genes mef de la coleccion prevacunal hemos documentado que la poblacién se distri-
buye en un patréon policlonal ya que 27 de estos aislados se clasificaron en 19 clones
independientes y los 18 restantes en cuatro complejos clonales, con evidente variabili-
dad genética entre los complejos clonales incluyendo algunas nuevas secuencias tipo,
asi como diferentes variantes alélicas Unicas (s/v) y dobles (dlv).

Es importante destacar que, en la coleccion de aislamientos prevacunales, el clon
que mas aislados agrup6 (n=4), todos ellos del serotipo 19A estaba representado por la
ST276 que es una slv del clon Denmark'#-32, clon responsable de la dispersion de los
aislados de dicho serotipo tras la introduccion de la vacuna PCV7 [254, 255] y que suele
asociarse a los serotipos 19A, 14 y 24F (http://spneumoniae.mlst.net). El segundo
clon en frecuncia corresponde al descrito por la ST549 que presenta recambio capsular
ya que esta ST se asocia a los serotipos 19F y 19A (http://spneumoniae.mlst.net)y
entre los aislados de nuestra coleccidn pertenecientes a este clon se aparecen los sero-
tipos 19F y 23F. Estos mismos serotipos (19F y 23F) son los que también se encuentran
entre los aislados que forman el clon Spain®F-1, aunque es dificil establecer una relacion
entre estos dos clones ya que no comparten ningun alelo de sus secuencias tipo. Otro
clon que agrupd mas de un aislado fue el clon ST62, cuyos aislados pertenecian al sero-
tipo 11A tal y como se describe en http://spneumoniae.mlst.net. Entre los singleton
clones se encontraron clones internacionales de multirresistencia como el Poland®B-20,
England'*-9 y NorwayN"-42, asi como la ST271 que se asocia a la dispersion de ele-
mentos de trasposicion derivados de Tn916 [199, 225].

Entre los aislados agrupados en complejos clonales el que mas aislados agrupé (n=10)
de los serotipos 14 y 19A fue el CC Spain®'-3 representado por STs sivy div de la ST
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fundadora ST156. Es importante destacar que la presencia de este clon se ha manteni-
do estable tras la aplicacion de la vacuna PCV7 [163, 256] y que en nuestros aislados
prevacunales ya aparece, con recambio o switching capsular, ya que ninguno de los ais-
lados que lo formaban pertenecian al serotipo 9V y a su vez presenta gran variabilidad
genética ya que la secuencia tipo que describe el clon tampoco se encuentra entre estos
aislados. En el resto de los complejos clonales no se observa switching capsular y si que
aparecen las STs fundadoras aunque también aislados con STs derivadas de éstas, lo
que refleja la variabilidad de estos aislados.

Con respecto a los determinantes genéticos de resistencia a los macrélidos, cabe des-
tacar que tanto en el caso de los complejos clonales como en el de los clones cada uno
de éstos presento6 aislados con el mismo genotipo, sin presentarse diferentes genotipos
de resistencia en un mismo complejo clonal o clon y que la presencia del gen mef(A) se
asoci6 al clon England'#-9 (ver tab. 4.4 y tab. 4.5).

La distribucion poblacional de nuestra poblacion prevacunal es policlonal. Ya aparecen
ciertos clones responsables de la dispersion del serotipo 19A, como el clon ST276, y
la variabilidad genética en cuanto a los clomplejos clonales y el fendémeno de switching
capsular estan presentes. Esto implica que la influencia de la vacuna sobre la dinami-
ca poblacional en cuanto a la distribucion de serotipos y clones ha constituido tan solo
uno de los factores condicionantes del paisaje poblacional. Por otra parte, se observa
la presencia de complejos clonales y clones que se han mantenido tras la introduccion
de PCV7, como el CC Spain®¥-3 [163, 256], presentando el gen mef(E) como era carac-
teristico en su descripcion original [257], 0 el CC Sweden'®*-25 [163, 231]

En la coleccion de hemocultivos se observo también una estructura poblacional poli-
clonal entre los 78 aislados resistentes a eritromicina. La mayoria de éstos se agruparon
en clones independientes (SC), incluyendo el clon mayoritario Sweden'®A-ST63 conoci-
do por vehicular la resistencia en S. pneumoniae previo a la introduccion de la vacuna
PCV7. Cabe destacar que a pesar de tratarse de un clon y no de un complejo clonal
(todos los aislados que lo formaron pertenecian a la misma ST) se observa switching
capsular ya que de los 7 aislados que lo formaban sélo 4 pertenecieron al serotipo 15A,
siendo dos de los tres restantes del serotipo 8 (serotipo asociado en la Comunidad de
Madrid a la resistencia a quinolonas [233]. Si analizamos la distribucion de los determi-
nantes genéticos de resistencia a los macrdlidos, en este clon aparecen la mayoria de los
aislados con el genotipo erm(B) aunque también hay un aislado portador de mecanismos
duales erm(B)+mef(E). Respecto a los 5 clones restantes detectados en la coleccion de
cepas invasivas, s6lo en uno de ellos (ST30) se observé switching capsular. Esta ST
se asocia a los serotipos 16F, 19A y 23F (http://spneumoniae.mlst.net) y en el caso
de nuestros aislados se encuentran los serotipos 16F y 9V. El serotipo descrito para los
aislados pertenecientes al clon ST42 fue el 23A, que se corresponde con uno de los se-
rotipos asociados a esta ST, pero cabe tener en cuenta que a esta ST también se asocian
los serotipos 1y 15C y que tanto el serotipo 1 como el serogrupo 15 han aumentado tras
la implantacién de la vacuna PCV7, de forma que este clon podria agrupar aislados ya
seleccionados mediante la vacunaciéon. Ademas los aislados pertenecientes a este clon
(ST42) presentaron variabilidad en los genotipos de resistencia a los macrolidos, ya que
se defini6 la presencia del gen erm(B) como Unico determinante genético de resistencia
asi como la de los genes erm(B)+mef(E). También aparecen estos genotipos entre los
aislados agrupados como clon ST1866, aportando un indicio de diversidad genética den-
tro de este clon, ya que el Unico serotipo descrito entre nuestros aislados fue el serotipo
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4, que es el que se describe para la ST1866.

Con respecto a los complejos clonales de los aislamientos invasivos, de los 4 descritos
el mayoritario (n=16) es (al igual que en la coleccion prevacunal) el CC SpaingV-S repre-
sentado por la ST557 dlvde la ST fundadora ST156 y por la ST2246, slvde la ST156. En
cuanto al switching capsular dentro de este complejo clonal el serotipo mayoritario es el
14 (n=11) aunque se observa también el serotipo 9V (inicialmente asociado a la ST156)
y los serotipos 19F y 11A. Con respecto a los genes de resistencia a macrdlidos, en
este complejo clonal se encuentra alta variabilidad de genotipos ya que agrupa aislados
portadores de erm(B) (n=10), de erm(B)+mef(E) (n=4) y de mef(E) (n=2), dado que en el
caso de la coleccion prevacunal, el mismo CC s6lo transporta un genotipo de resisten-
cia. Podria deducirse que tanto la variabilidad genética con respecto a la ST inicial que
describe el clon (ST156, que no aparece representada en ninguno de los aislados que
forma el CC) como el recambio capsular han sido estrategias para acumular y dispersar
diferentes mecanismos de resistencia a los macrolidos.

El segundo clomplejo clonal en niimero de aislados (n=11) es el CC Denmark'4-32,
que en la coleccion prevacunal aparece como clon y con menor nimero de aislados. S6lo
un aislado de este CC no presenta el serotipo 19A, y corresponde a la ST fundadora de
este clon (ST230) con serotipo es el 24. La ST276 del resto de los aislados corresponde
al slv de la ST fundadora del clon Denmark'4-32. Esta ST se describe en diferentes
publicaciones como la responsable del aumento del serotipo 19A en Barcelona y en
San Sebastian [254], asi como del repunte de la resistencia a macrolidos [255]. Esta
variabilidad en cuanto a serotipo y ST no se refleja en cuanto a genotipo de resistencia
a los macrélidos, ya que solo aparece el gen erm(B) entre los aislados pertenecientes a
este complejo clonal.

Dentro del CC SpainGB-Z (n=9) cabe destacar que el Unico aislado en el que se detecta
una ST slvde la ST90 (ST fundadora del clon), la ST1624, que ya aparece en la coleccion
prevacunal en el mismo CC, es a su vez el Unico aislado portador del mecanismo dual
de resistencia.

Por dltimo, el unico CC (ST62-ST55) en que se describen aislados con sélo el gen
mef(E), agrupa dos aislados con slv mutuas y de serotipos diferentes (19A y 11A), ob-
servacion de interés por el posible reemplazamiento capsular promovido por la vacuna
conjugada heptavalente. El aislado con serotipo 19A se detect6 en el afno 2003 (recién
comercializada la vacuna PCV7 en Espana) y el aislado 11A en el afio 2006 cuando en
la Comunidad de Madrid ya se encontraba la vacuna incluida en el calendario vacunal
infantil (tab. 4.8).

Como en el caso de la coleccién prevacunal, la distribucion poblacional de los aislados
procedentes de hemocultivos es de caracter policlonal aunque se observa mayor variabi-
lidad a nivel de secuencias tipo, de serotipos y de genes de resistencia a los macrolidos
tanto entre los complejos clonales como entre los clones.
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5.2. Estudio de la estructura poblacional mediante el
sistema semiautomatico DiversiLab®

El empleo de esta técnica de repPCR para el tipado de S. pneumoniae se ha aplica-
do principalmente para la tipacién de aislados con posible relacién clonal en situaciones
epidémicas concretas [138, 139]; para establecer la clonalidad entre aislados resistentes
a la penicilina [140] y para establecer la posible clonalidad entre aislados con diferente
serotipo en los que se sospecha switching capsular [97]. Se han generalizado técnicas
asequibles y reproducibles inter-laboratorios para el establecimiento de relaciones clona-
les, como son MLST o PFGE, pero no existe, por el momento, apenas experiencia en la
aplicacion del sistema semiautomatico DiversiLab®.

En este trabajo se analizan mediante el sistema DiversiLab® diferentes aislados (tanto
de la coleccién prevacunal, como de la coleccion de hemocultivos) caracterizados me-
diante MLST. Los patrones de gel virtual obtenidos se analizaron mediante el coeficiente
de correlacion de Pearson (PC) y el coeficiente de correlacién Extended Jaccard (XJ).
Mediante la aplicacion del coeficiente de correlacion de Pearson (PC), se le da mas im-
portancia en el analisis de las muestras a la intensidad de los picos en la imagen de gel
virtual. Esta indicado realizar este tipo de analisis cuando hay diferencias importantes en
la cantidad y posicién de los picos mas intensos. Es el método a elegir cuando existen
varios patrones de gel virtual diferentes a simple vista y queremos agrupar los aislados.
Con la aplicacion del coeficiente de correlacion Extended Jaccard (XJ) se da mas impor-
tancia en el andlisis a la presencia o ausencia de picos en la imagen de gel virtual. En
concreto es mas sensible, ya que aprecia mas diferencias incluso en picos pequenos, en
geles virtuales en los que los patrones son muy parecidos entre si.

El analisis global de los 43 aislados seleccionados de la coleccion prevacunal mos-
tré que tanto por el método PC como por el método XJ existen posibilidades de formar
agrupamientos en un mismo patron o de diferentes patrones en un grupo. Dentro de
estos patrones se agrupan aislados que pertenecen tanto a un mismo complejo clonal o
clon como aislados no relacionados por eBURST. Dada la elevada variabilidad genética
que hemos descrito anteriormente cabria pensar que dicha variabilidad puede reflejarse
en el sistema semiautomatico DiversiLab®. Cabe destacar que mediante el método PC
se observan mas agrupamientos que mediante el XJ (figs. 4.11 y 4.14).

Atendiendo al analisis realizado sobre los aislados que formaban el complejo clonal
mayoritario, el complejo clonal Spain®¥-3 (n=10), se observa mayor diversidad en la agru-
pacién mediante el método XJ que mediante el método PC. Sin embargo hay un patron
gue por ambas metodologias agrupa a los mismos aislados (P2 mediante PC y P1 me-
diante XJ) que son todos ellos de serotipo 14. S6lo hay una slv (ST44) con respecto a
la ST mayoritaria dentro del complejo clonal (ST557), con lo que estos seis aislados se
interpretarian como indistinguibles mediante este sistema. Entre los cuatro aislados res-
tantes, el método XJ discrimina mas al dividir en tres patrones diferentes a los aislados
agrupados bajo un mismo patrén por PC. Es importante destacar que en cuanto al swit-
ching capsular, los dos Unicos aislados que no presentaban el serotipo 14, si no el 19A,
se agruparon bajo un mismo patrén por PC y en dos patrones diferentes por XJ, uno de
ellos (P2) agrupando también un aislado de serotipo 14. En cuanto a la aparicion de slv
y dlv mediante el método XJ también agrupa como un patrdn Unico a un aislado perte-
neciente a la ST2636 lo que podria indicar que el anélisis mediante DiversiLab® podria
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ser capaz de diferenciar aislados con un mismo origen (pertenecen al mismo complejo
clonal) pero con diferencias como puede ser el intercambio capsular (fig. 4.14).

Esta idea se refuerza atendiendo al andlisis para el complejo clonal Spain®®-2 para el
que por ambos andlisis el sistema DiversiLab® agrupa en un mismo patrén los dos aisla-
dos del complejo clonal que son slvde la ST fundadora (ST90). Lo mismo sucede con los
2 aislados que componen el CC Sweden'?A-25 ya que ambos pertencen al serotipo 15A
y portan los mismos genes de resistencia a los macrélidos, pero pertenecen a dos STs
diferentes y se agrupan en dos patrones diferentes por ambos analisis. No pretendemos
apoyar la posibilidad de que mediante este sistema se podrian distinguir cambios genéti-
cos que mediante MLST se traducen en slv o dlv, sino que la historia evolutiva de los
distintos clones internacionales ha dado lugar a diferencias genéticas ocasionalmente
detectables por DiversiLab®.

De hecho DiversiLab® no diferencia entre los 3 aislados formadores del CCST135-
ST2638, los tres de serotipo 6B y portadores de mecanismos duales de resistencia a
los macrolidos, ya que, independientemente de la ST se agruparon los 3 en un mismo
patron de gel virtual por ambos métodos (PC y XJ).

Con respecto a la distincion de clones con aislamientos multiples, en el caso de los 4
aislados que formaban el clon Denmark'4-32 (de serotipo 19A todos ellos) se agruparon
bajo un mismo patréon de gel virtual tanto por analisis PC como por XJ lo que supone
que estos aislados son indistingubles entre si. Esta observacion es compatible con que
el clon responsable de la diseminacion del serotipo 19A tras la aplicacién de la vacuna
PCV7 [254] ya circulaba entre nuestros aislados prevacunales. Segun el agrupamiento en
un mismo patrén por ambos métodos, los dos aislados que formaban el clon SpainzSF-1
(de serotipo 23F todos ellos) podrian considerarse también indistinguibles.

En cambio para los aislados agrupados como clon ST549 (n=3) y ST62 (n=3) median-
te analisis por PC se agruparon en un mismo patrén (uno para cada clon) y mediante XJ
se encontraron diferencias. Con respecto al clon ST549, los 2 aislados pertenecientes
al serotipo 23F se agruparon en un patron diferente al descrito por el Unico aislado del
serotipo 19F, lo que podria apoyar la posibilidad de detectar switching capsular mediante
este sistema. Los tres aislados pertenecientes a este clon portaban mecanismos duales
de resistencia a los macrélidos. Sin embargo, con respecto a los 3 aislados formadores
del clon ST62, todos ellos de serotipo 11A y con el gen mef(E) como gen de resistencia
a macrolidos, se agruparon en dos patrones diferentes de gel virtual mediante analisis
por XJ, a pesar de ser aparentemente iguales por serotipo y MLST. Estos aislados no se
encuentran entre los que se seleccionaron para el estudio de la presencia de transposo-
nes conjugativos, sin embargo, dada la elevada variabilidad de estructuras encontradas
en este trabajo, podria proponerse que esta agrupacion de un aislado, aparentemen-
te idéntico a los demas, en un patron diferente (P2) mediante XJ podria deberse a la
presencia de estructuras de trasposicion ligeramente diferentes (fig. 4.15).

Entre los 13 clones independientes analizados, representados cada uno de ellos por
un Unico aislado, el andlisis por XJ mostr6 mas patrones que por PC, por lo tanto se
confirmaria la estructura policlonal de la poblacién prevacunal. Esto también se apoyaria
en que tras los analisis por ambos métodos no se encontraron relaciones entre los ais-
lados incluidos en cada unos de los patrones con serotipos, clones internacionales de
multirresistencia o determinantes genéticos de resistencia para los macrélidos (figs. 4.16
y 4.17).



150

Capitulo 5 - Discusion

El analisis global de los 49 aislados seleccionados de la coleccion de hemocultivos
mostrd (al igual que en la coleccion prevacunal) que el método XJ es capaz de dis-
criminar mas la variabilidad que el método PC ya que mediante XJ se describieron 41
patrones y dos grupos mientras que por PC se describieron 26 patrones y dos grupos.
Es interesante destacar que los aislados que pertenecen a los clones Sweden'%”-25,
clon ST1866 y complejo clonal ST62-ST55, se agrupan bajo un mismo grupo o patron
mediante el analisis XJ y también mediante el analisis PC en los analisis por complejos
clonales y clones, como se describira a continuacion(figs. 4.18y 4.19).

En el caso del analisis realizado sobre los once aislados pertenecientes al comple-
jo clonal Spain®'-3, se detectan nueve patrones mediante el andlisis PC y ocho en el
analisis XJ. En ambos analisis se observa una coincidencia entre patrones PC o XJ y
serotipos (figs. 4.20 y 4.21). Mediante el analisis por el método PC distinguimos dos gru-
pos formados por diferentes patrones (G2 y G3), cabe mencionar que en el G2 los 3
aislados del P1 (de serotipo 14) se agruparon con el Unico aislado del P4 (de serotipo
19F) pudiendo indicar un cambio capsular del serotipo 19F al serotipo 14 tras el empleo
de la vacunacion PCV7, ya que el serotipo 19F se encuentra incluido en dicha vacuna 'y
dicho cambio capsular ya se ha descrito en Espana para este complejo clonal [257]. En
este complejo clonal los tres aislados de serotipo diferente al 14, uno 9V, otro 11A y otro
19F, no formaron grupo ni patrén con otros aislados mediante el método PC. EI mismo
fendmeno se observo con respecto a los dos aislados que no fueron de ST557, si no
de ST2246, que no formaron ni grupo ni patrén con otros aislados, ni entre ellos mismos
tanto por PC como por XJ.

En el analisis del complejo clonal Denmark'4-32, tanto por PC como por XJ, el Gnico
aislado del complejo que present6 caracteristicas diferentes (ST230 y serotipo 24) con
respecto a los demas aislados del complejo clonal, formé parte de un mismo patrén con
otro aislado de ST276 y serotipo 19A, encontrandose patrones independientes entre el
resto de aislados de ST276 y serotipo 19A.

Resultados coincidentes con el analisis mediante eBURST se observan en el complejo
clonal Spain®8-2, ya que mediante el método PC los dos aislados pertenecientes a la
ST90 (ST fundadora que describe el clon) de serotipo 6B y con el gen erm(B) formaron
un mismo patron, mientras que el Unico aislado de ST1624, también de serotipo 6B y
con los genes erm(B)+mef(E) formd otro patron. Sin embargo mediante el analisis por
XJ, los tres aislados formaron tres patrones independientes. Esto podria sugerir que
estos aislados del periodo 2000-2007 presentan una variabilidad mayor que los aislados
en el periodo 1999-2003, ya que en la coleccion prevacunal, en el analisis por el método
XJ el agrupamiento fue igual que el descrito por el método PC.

Con respecto al complejo clonal Spain23F—1, mediante el analisis por PC se agrupan
todos los aislados en un mismo patrdén, aunque mediante XJ sélo se integran en un
mismo grupo. Esto reforzaria la idea de mayor variabilidad genética entre los aislados de
la coleccién del periodo 2000-2007, ya que también el caso de este complejo clonal en
la coleccion prevacunal, sélo se describié un patron. Este fenédmeno también se observa
al estudiar el complejo clonal ST62-ST55 ya que los dos aislados formadores a pesar
de presentar diferente ST y serotipo (11A y 19A ) se agrupan bajo un mismo patrén
mediante los dos tipos de analisis. En este caso se demostraria acumulacion de cambios
genéticos con respecto a la coleccion prevacunal, ya que en ésta so6lo se describe el clon
ST62 (no se describen otras s/lvcomo la ST55) pero mediante el analisis XJ se observan
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agrupaciones en diferentes patrones a pesar de que los aislados presentaban las mismas
caracteristicas genotipicas y fenotipicas.

En cuanto al andlisis de los aislados agrupados en clones con aislamientos multiples
y de los clones singleton clones (clones formados por un Unico aislado) atendiendo a
las diferencias encontradas entre los dos tipos de métodos se observaron tres tipos de
resultados.

= Se detectan agrupaciones que asocian genotipos de resistencia a macrolidos, en
independencia de serotipo y ST. Para el clon ST1866 se observd que a pesar de
estar formado por 3 aislados del mismo serotipo (serotipo 4), mediante el analisis
PC formaron un mismo patrén mientras que mediante el analisis XJ se describieron
dos patrones diferentes, uno de ellos agrupando los aislados con genotipo dual de
resistencia a macrolidos y el otro con el gen erm(B). A pesar de ser mas discri-
minativo en describir diferencias genéticas, en este caso en base al genotipo de
resistencia a los macrolidos, en el analisis XJ estos dos patrones formaron un gru-
po, lo que podria interpretarse como modificaciones intraclonales. Ocurre lo mismo
en los singleton clones (7 clones) con la salvedad de que entre éstos no hay rela-
cion por ST ni por serotipo. Mediante el analisis por PC se diferencian dos grupos,
ambos formados por dos patrones, en el grupo 1 se podria establecer una rela-
cién en cuanto al gen erm(B), mientras que mediante el andlisis XJ los 7 clones
independientes representan un patrén de gel virtual diferente cada uno de ellos,
reforzando que el analisis XJ es mas discriminativo(figs. 4.24 y 4.25.

= Se detectan agrupaciones entre aislados mediante el andlisis PC que no se corro-
boran mediante el XJ. Para el clon Sweden15A-25, formado por 5 aislados, mediante
el andlisis PC se describen 3 patrones diferentes y un grupo, sin poder establecer
entre los aislados de un mismo patrén relacion en cuanto a serotipo o genotipo de
resistencia a macrélidos. Sin embargo mediante el analisis XJ los 5 aislados des-
cribieron un patron diferente de gel virtual cada uno de ellos (figs 4.22 y 4.23). Lo
mismo ocurre para los aislados formadores de los clones Engand'4-9 y clon ST42,
ambos formados por 2 aislados cada uno. Se describe un Unico patrén mediante
PC y dos patrones mediante XJ. Esto avala que el analisis XJ seria mas sensible
a detectar cambios dentro un mismo clon, con lo que podrian detectarse modifica-
ciones genéticas entre aislados que estarian considerados como clones puros.

= Se detecta un bajo nivel de agrupaciones incluso entre aislados formadores de un
mismo clon, tanto por PC como por XJ. Se observa en los clones ST89 y ST30
pudiendo sugerirse que los aislados formadores de estos clones acumulan mas
diferencias genéticas a pesar de pertenecer a un clon (figs. 4.24 y 4.25
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5.3. Cdilculo de la diversidad genética mediante indices
matemadticos

Mediante la aplicacion de diferentes indices matematicos es posible evaluar la diver-
sidad genética y su distribucion entre los aislados prevacunales y de la colecciéon de
hemocultivos y a su vez entre los aislados portadores de los diferentes genotipos de
resistencia a los macrolidos [258].

El indice de diversidad clonal (C' D) expresa la proporcion de diferentes STs por nime-
ro de aislados de forma que asi es posible determinar la proporcion de diversidad, pero
no la distribucion de ésta entre los aislados. Para poder describir la probabilidad y dis-
tribucién de la diversidad es necesario aplicar otros indices matematicos como el indice
de Simpson (D) que calcula la probabilidad de la diversidad ya que es independiente del
tamano muestral y aplica probabilidades relativas, y los indices de Selander-Levin (H) y
Shannon (H') que muestran la distribucion de la diversidad entre los aislados estudiados.

Estos analisis mostraron que tanto la probabilidad de diversidad como su distribucion
es mayor entre los aislados procedentes de la coleccion de hemocultivos y dentro de
esta coleccién, atendiendo al genotipo de resistencia a los macroélidos, es superior entre
los aislados portadores de los genes erm(B)+mef(E) y de los portadores del gen erm(B)
como Unico determinante genético de resistencia (figs. 4.26 y 4.27). Si comparamos la
distribucién de la diversidad entre las dos poblaciones no parece haber grandes dife-
rencias entre los aislados prevacunales y los procedentes de hemocultivos que hemos
estudiado, lo que sugiere que la invasividad de S. pneumoniae es independiente de clo-
nes especificos ya que refleja la misma diversidad que los no-invasivos de la coleccion
prevacunal (figs. 4.26 y 4.27).

La hipétesis de asumir que los mecanismos duales se producen por la adquisicion del
gen mef(E) por parte de un aislado que ya es portador del gen erm(B) podria sugerirse,
ya que los aislados portadores del gen erm(B) muestran una distribucion de diversidad
(H' = 3,75) en la coleccion de hemocultivos que parece disminuir levemente al obser-
var los aislados con mecanismos duales (H' = 3,32) de la misma coleccion. Ademas
la descripcion de aislados con mecanismos duales ha ido incrementando en diferentes
estudios tanto en Europa como en los EEUU [199, 246, 96]

En los datos aportados mediante el anélisis poblacional con el método Diversilab®,
se muestra una menor capacidad de agrupar aislados en la coleccion de hemocultivos
y por tanto podria sugerirse una mayor diversidad genética en esta poblacion. Aplican-
do el indice de evento (E) para evaluar la distribucién de la diversidad genética, es en
la coleccién de hemocultivos donde se encuentran valores discretamente inferiores, en
especial en los aislados portadores de los genes mef como Unico determinante genético
de resistencia. A su vez, los valores de F para los aislados tanto con mecanismos duales
como unicamente con el gen erm(B), son también inferiores en la poblacion de hemocul-
tivos, pero las diferencias son mucho menores con respecto a los valores obtenidos para
la poblacion prevacunal (tab. 4.11).

Por lo tanto podria sugerirse que los perfiles relativamente homogéneos de los clones
invasivos con mecanismos duales de nuestra coleccion son analogos a los de los clones
con mecanismos duales que se encuentran colonizando las vias respiratorias, indicando
la accesibilidad de estos clones a la infeccion invasiva.
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5.4. Elementos de transposicion

En los ultimos anos se han publicado en la literatura estudios en los que se pone de
manifiesto la implicacién de diferentes elementos de transposicion en la acumulacion
de varios mecanismos de resistencia tanto a grupos de antibiéticos distintos [259] co-
mo dentro de los de un mismo grupo. Esto sucede en el caso los macrolidos, en el que
se observa la presencia de aislados con genes que codifican para diferentes mecanis-
mos de resistencia, en relacion con la presencia de diferentes transposones conjuga-
tivos [167, 199]. Muchos de ellos son variantes resultantes de la adquisicion de otros
elementos en la plataforma basica de Tn976. En este trabajo se han realizado diferen-
tes aproximaciones para la caracterizacién de elementos implicados en resistencia a
macrélidos, mediante la amplificacion de marcadores de las secuencias genéticas es-
peradas, y de las regiones con alta probabilidad de insercion de otros elementos (hot
spots) o “puntos calientes”. Se han obtenido resultados en ocasiones inesperados, que
sugieren en su conjunto la presencia de estructuras polimérficas en los elementos de
transposicion descritos en la literatura, que podrian haber emergido de la evolucion local
de los elementos de transposicion.

Mediante el andlisis de los resultados obtenidos no es posible establecer diferencias
en cuanto a la presencia y frecuencia de elementos de transposicion en funcion de la co-
leccion de procedencia. De acuerdo con la informacion obtenida mediante los diferentes
estudios aplicados en este trabajo, a pesar de que ambas colecciones son de caracter
policlonal y genéticamente diversas, los resultados obtenidos sobre los aislados de la
coleccion mas reciente muestran que ésta posee mayor diversidad gendémica y que por
tanto no se justificaria por diferencias en los elementos de transposicion.

No se obtuvieron correlaciones entre los resultados de las amplificaciones relacio-
nadas con la presencia de elementos conjugativos y determinados clones o complejos
clonales. Detectamos estructuras mas complejas o indicios de multiples copias del trans-
posén Tn916 entre los aislados que forman parte de complejos clonales, como ya se
ha descrito anteriormente [260]. Dichos complejos son frecuentemente estructuras de
adaptacion a condiciones locales proximas, y que eventualmente formarian conjuntos de
intercambio génico entre organismos kin-related, esto es, ligados por lazos genealdgicos.

Por otra parte, la observacion de marcadores de diferentes transposones y elemen-
tos conjugativos es mas frecuente entre los aislados con mecanismos duales que entre
los aislados portadores Unicamente de los genes mef como determinante genético de
resistencia a los macroélidos. En los estudios sobre la frecuencia de elementos de trans-
posicién en S. pneumoniae, estos se asocian a los aislados con presencia de dobles
mecanismos de resistencia a los macroélidos [167, 199]. En el caso de nuestras coleccio-
nes, tanto mediante técnicas de tipado molecular como mediante el calculo de la diver-
sidad y su distribucion mediante indices matematicos, la poblacion con mayor diversidad
genética traducida en recambio capsular de serotipos, variedad de STs formadoras de
complejos clonales (CC) o valores elevados en los indices, fue la que comprendia los
aislados con mecanismos duales [258]. A pesar de esta variabilidad genética (o debido a
ella) no se describe en la literatura, siendo posible que este tipo de aislados tenga mayor
frecuencia de transformacion [261].

Se detecta la aparicién de marcadores de estructuras conjugativas derivadas de Tn916
en aislados en los que no es posible mostrar mediante amplificacién la presencia del gen
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tetM, pudiendo tratarse de estructuras en mosaico [193] en las que pueden existir poli-
morfismos o diferencias en la secuencia genética que no han sido detectables mediante
la aplicacion de las técnicas moleculares empleadas en este trabajo, apoyando asi la
idea de alta diversidad genética en nuestras colecciones.

Si analizamos los resultados obtenidos por colecciones podemos observar que entre
los aislados procedentes de la coleccién prevacunal en todos los aislados con meca-
nismos duales (n=28) pudo obtenerse una amplificacion positiva para el gen tetM siendo
posible en la mayoria de ellos amplificar los genes marcadores de la presencia de Tn9716,
pero sin embargo en 7 de ellos s6lo se encontro resultado positivo para la escisionasa
(xis). La ausencia de amplificacién para el gen que codifica para la integrasa podria rela-
cionarse con polimorfismos en la secuencia, ya que esta proteina promueve la insercion
de Tn916 en el genoma del microorganismo receptor y S. pneumoniae y posee alta ca-
pacidad de recombinacion [259]. En las cepas con mecanismos duales se pudo también
inferir la presencia de elementos conjugativos como Tn2009 y Tn3872 asi como de de-
rivados de los elementos Th6002 o Th6003 [167]. En estas cepas la literatura describe
transposones Tn6002y Tn3872 en los clones Sweden'®*-25, Denmark'#-32 y Spain62-
2 [228, 262, 263]. No se detectd en ningun caso la integrasa del transposén Tn917,
tnpA, que no es amplificada en ninguno de los aislados, mientras que si se amplifica el
gen tnpR (que codifica para la excisionasa) en 9 aislados, de los cuales sélo en 5 se
puede establecer la presencia del elemento conjugativo Tn3872, ya que se liga Th917 a
Tn916 (tab. 4.12).

La ausencia de las integrasas de Th9716'y de Tn917 en aislados en los que se observa
la presencia de elementos conjugativos derivados de Tn916, se produce en tres aislados
pertenecientes a un mismo complejo clonal (CC ST135-ST2638) y del mismo serotipo,
lo cual podria relacionarse con la dispersion clonal a partir de uno de ellos en los que
existieran estructuras recombinantes de dichas integrasas (tab. 4.12).

El estudio de la region de Tn976 en la que se inserta el elemento MAS en los aislados
con mecanismo dual de resistencia también cabe resaltar la complejidad de resultados
obtenida, ocasionalmente con amplificaciones multiples de dicho elemento en un mismo
aislado. La presencia de mas de una copia del tansposdén Tn916 en estos aislados, con
inserciones de MAS en alguna de estas copias, daria lugar a que en un mismo aislado se
encontrara Tn916 y, simultaneamente, sus derivados Tn6002 o Tn6003. Algunos aisla-
dos presentaron amplificaciones dobles. Este hecho podria explicarse por polimorfismos
en la secuencia de hibridacion de los cebadores, ya que se trata de un hot spot esto es,
zona con mayor tendencia a recombinar.

Los resultados obtenidos entre los aislados con genes mef son mas sencillos de inter-
pretar, ya que tanto en presencia como en ausencia de tetM la presencia de Tn916 es
escasa. En la mayoria de estos aislados no se observa la presencia del gen que codifica
para la resistencia a tetraciclina, y que las escasas amplificaciones que se observan el
resto de marcadores genéticos son en mosaico, siendo el gen de la integrasa de Tn916
(int) el mas facilmente amplificado en este caso. Sélo en dos de estos aislados podria
inferirse la presencia del elemento Tn2009, aunque no se confirma ya que no se obser-
va amplificacién alguna que demuestre que MEGA y Tn916 estan ligados. Por Gltimo,
en el Unico aislado de la coleccion portador del gen mef(A) se observa la presencia de
Tn916'y del gen tetM, ademas, en los dos aislados con amplificacion para el gen mef(E)
se obtuvo la amplificacién de MEGA degradado,cuyo mapa de restriccion con diferentes
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enzimas puso de manifiesto la presencia de una posible variante de MEGA (tab. 4.13).

Entre los aislados procedentes de la coleccion de hemocultivos, se observa mayor
complejidad de estructuras entre los portadores de mecanismos duales. En los 14 aisla-
dos seleccionados se observa la presencia de Th916 mayoritariamente entre los aislados
portadores del gen fefM. No parece que haya inserciones de otros elementos en estos
aislados, salvo en el caso de la amplificacion que pondria de manifiesto la insercién de
MEGA en Tn916 sugiriendo la presencia de Tn2009 [167], para la cual existen amplifi-
caciones dobles en algunos aislados, pudiendo interpretarse como la presencia de mas
de una copia de Tn916. En tres aislados en los que no se observo la presencia del gen
tetM si se observo la presencia de Tn916, pudiendo deberse la amplificacion negativa a
polimorfismos en la secuencia del gen tefM [187] o a la presencia de otras estructuras
de transposicion [193] (tab. 4.14).

Con respecto a los aislados de esta misma coleccion que poseen genes mefcomo uni-
co determinante de resistencia también se observa una menor presencia de elementos
conjugativos con respecto a los S. pneumoniae conmecanismos duales. En dos aisla-
dos se detecta la presencia de excisionasa (xis), mientras que so6lo en uno de ellos se
detectd también la integrasa (inf) de Tn916. Estos aislados, sin embargo, no mostraron
amplificaciones que demostraran la presencia de otros elementos. Por el contrario se
detectd la posible presencia de mas de una copia de Tn976 y de Tn2009 en un aislado.
En contraste con la coleccion prevacunal, en este caso el Unico aislado portador del de-
terminante genético de resistencia mef(A) no mostrd la presencia de ningun transposon
conjugativo (tab. 4.14).

Se analizé la presencia de estas estructuras entre los aislados que formaban el com-
plejo clonal mayoritario, CC SpaingV—S, formado por 17 aislados (agrupando los proce-
dentes de ambas colecciones). Como ya se mencioné anteriormente, en este CC solo se
observa la presencia de mecanismos duales entre los aislados procedentes de la colec-
cién de hemocultivos. Dicha coleccion se recogio en el contexto de la implantacion de la
vacuna conjugada heptavalente y refleja el intenso recambio capsular (ninguno de ellos
pertenece al serotipo 9V), tanto entre los aislados prevacunales como en los procedentes
de hemocultivos. Dentro de este complejo clonal CC Spain®'-3, los aislados con meca-
nismos duales presentan mayor variabilidad de marcadores de elementos conjugativos,
con la presencia de un posible Tn2009 y de mas de una copia de Tn916 (tab. 4.15).

Los serotipos relacionados con estos aislados difieren del serotipo predominante (14),
siendo 11A y 19F, pudiendo estar relacionado con un efecto acumulativo de variabilidad
genética ya que en el andlisis de estos aislados mediante DiversiLab®, el aislado de
serotipo 11A presenta un patrén unico y no relacionado con el resto de los aislados del
mismo complejo clonal (figs. 4.20 y 4.21).

También se analizaron los resultados obtenidos para los aislados de ambas coleccio-
nes pertenecientes al serotipo 19A, dada su importancia en el posible reemplazamiento
de serotipos inducido por la vacunacién. Entre estos 7 aislados, s6lo uno de ellos fue co-
leccionado en el periodo en el que la vacunacioén ya estaba vigente en la Comunidad de
Madrid, con lo cual inferimos que este serotipo ya se encontraba circulando previamen-
te a la introduccion de la vacunacién en Madrid. Tampoco el analisis de los elementos
conjugativos puede relacionar el efecto de la vacunacion con la apariencia de elementos
de transposicion, ya que es en los aislados prevacunales en los que se encuentra la pre-
sencia de estructuras Tn916 y de sus derivados Tn6002 o Th6003, todo ello en aislados
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portadores de mecanismos duales y pertenecientes a un mismo clon, Denmark'4-32, ex-
plicando asi el mantenimiento de la resistencia tanto a 3-lactamicos como a macrélidos
entre los aislados del serotipo 19A [255].

Por ultimo, en dos aislados de la coleccion prevacunal no relacionados clonalmente,
portadores del gen mef(E), en los que no fue posible detectar la presencia del elemento
MEGA, tras realizar una digestion enzimatica a estos dos aislados y, por comparaciéon
con la digestién de los aislados control, se observd que el patron aparecia degradado,
mostrando bandas de diferente tamano a las esperadas. Esto podria corresponderse con
polimorfismos en las secuencias de MEGA, incluso de los propios genes mef, como ya
se ha descrito en la literatura [180, 176, 177].

En el presente trabajo se ha intentado considerar simultdneamente la prevalencia de
mecanismos de resistencia que afectan a los macrdlidos en dos colecciones sucesivas
de aislamientos clinicos de S. pneumoniae, junto con el analisis de asociaciones entre
dichos mecanismos, dentro de la investigacion de la estructura poblacional de las cepas
comparando MLST y DiversiLab®, y de su contenido en marcadores de elementos de
transposicion relacionadas con la resistencia a los macrélidos.



Conclusiones

“Todos los objetos de la razon e investigacion humana pueden,
naturalmente, dividirse en dos grupos, a saber:
relaciones de ideas y cuestiones de hecho”

Hume
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6 Conclusiones

1. La resistencia a los macrélidos de los aislados de Streptococcus pneumoniae en
Espana (1999 y 2003, coleccién prevacunal) es elevada (34,3 %), acompanandose
de altas tasas de resistencia a penicilina.

2. Entre los aislados resistentes a macrélidos de la misma coleccion prevacunal, la
resistencia a penicilina (69,6 %, con alto nivel de resistencia) y tetraciclina (69,6 %)
es muy elevada.

3. Los aislados de S. pneumoniae con amplificacion positiva para los genes mefde la
coleccién prevacunal presentan altas tasas de resistencia para penicilina (82,2 %),
con alta resistencia a la tetraciclina (68,8 %).

4. El determinante genético erm(B) es el mas prevalente (80,7 %) entre los aislados
de S. pneumoniae de la coleccion prevacunal. Un 11,4 % de los aislados prevacu-
nales presenta simultaneamente dos mecanismos genéticos de resistencia a los
macrolidos, erm(B) y mef(E), un porcentaje mas alto de lo esperado de acuerdo
con la revision de la literatura. Entre estos aislados con mecanismos duales se
encontr6 amplicacién positiva para el gen tetM en un 100 % de los casos.

5. Los aislados prevacunales con evidencia de genes mef pertenecen mayoritaria-
mente a los serotipos 14, 6B y 19A; de forma minoritaria a los serotipos 23F, 19F
y 9V. Es de resaltar la presencia significativa del serotipo 19A (13 %) entre es-
tos aislados (antes de la introduccién de la vacuna PCV7). En esta coleccion co-
existen clones clasicamente asociados a la multirresistencia como el Spain®3F-1 o
el Spain®®-2 con clones que han persistido tras la introduccién de la vacuna (CC
Spain®¥-3 y CC Sweden'®A-25), asi como secuencias-tipo asociadas a la posterior
dispersién clonal y mantenimiento del serotipo 19A como la ST276.

6. La resistencia a los macrolidos entre los aislados de S. pneumoniae procedentes
de hemocultivos obtenidos en el Hospital Universitario Ramén y Cajal (2000-2007)
se mantiene elevada (18,2 %). La resistencia a penicilina es inferior (22,8 %) a la
del periodo prevacunal con marcada presencia de aislados con criterio de interpre-
tacion de CMI “intermedio”.

7. Entre los aislados resistentes a macrdlidos de la misma coleccion postvacunal, la
resistencia a penicilina (sélo 28,2 % con alto nivel de resistencia) y tetraciclina es
muy elevada (60,2 % y 8,7 % respectivamente).

8. El determinante genético erm(B) es también el mas prevalente entre los aislados
de S. pneumoniae de la coleccion postvacunal (92,3 %) encontrandose entre estos
aislados en un 52,7 % el gen tetM. Una cifra elevada (17,9 %) de los aislados pre-
vacunales presenta simultdneamente dos mecanismos genéticos de resistencia a
los macrdlidos, erm(B) y mef(E).

9. Los aislados postvacunales con evidencia de genes mef pertenecen mayoritaria-
mente a los serotipos 14 (pese a la introduccién de PCV7), 19A y 6B; de forma
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Capitulo 6 - Conclusiones

10.

11.

12.

13.

14.

minoritaria a los serotipos 23F, 15A y 1. En esta coleccidn coexisten clones inter-
nacionales clasicamente asociados a la multirresistencia como el Spain®8-2 o el
England!4-9 siendo los complejos clonales Spain®V-3 y Denmark'4-32 los asocia-
dos al serotipo 19A.

La diversidad genética, expresada en la aparicion de slv, dlvy en switching capsu-
lar, es superior entre los aislados de S. pneumoniae procedentes de la coleccion
postvacunal que en los pertenecientes a la coleccion prevacunal.

El coeficiente de correlacion Extended Jacard (XJ) permite detectar mayor diversi-
dad genética que mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (PC) cuando
se aplica a los resultados del sistema semiautomatico DiversiLab®. Los agrupa-
mientos que se observan mediante el sistema DiversiLab® no son coincidentes
con los descritos mediante otras técnicas de tipado como MLST.

Mediante la aplicacion de diferentes indices matematicos para evaluar la diversidad
genética y la distribucion de dicha diversidad entre los aislados con amplificacion
positiva para los genes mef (tanto de la coleccién de prevacunal como de hemo-
cultivos), se observa una mayor diversidad entre los aislados de la coleccion de
hemocultivos y mayor distribucion de la diversidad genética entre los aislados de la
coleccion prevacunal, en ambos casos, entre los aislados con mecanismos duales
[erm(B) y mef(E)].

La deteccion de marcadores de diferentes trasposones conjugativos derivados de
Tn916 puso de manifiesto la frecuente existencia de dichos elementos tanto en la
coleccién prevacunal como en la coleccion de hemocultivos. Dichos elementos se
asociarian con el mantenimiento y dispersion clonal de los aislados multirresisten-
tes en el marco de la vacunacion trece-valente.

Se observa mayor heterogeneidad de estructuras derivadas de Tn916 entre los ais-
lados con ambos determinantes genéticos de resistencia, erm(B) y mef(E), que en
aquellos que presentan el gen mef como Unico determinante genético de resisten-
cia a los macrdlidos.
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Objectives: Erythromycin resistance in Streptococcus pneumoniae is still increasing worldwide. All
78 erythromycin-resistant S. pneumoniae isolates collected from blood cultures in our hospital (2000—
07) were studied and the population structure was analysed by using different mathematical diversity
indexes.

Methods: Erythromycin resistance determinants were screened by PCR. The population structure,
including multilocus sequence typing, was analysed by using quantitative clonal diversity (diversity
ratio, Simpson, Selander—Levin and Shannon mathematical indexes).

Results: The leading resistance gene was erm(B) (74.3% of the isolates), followed by the erm(B) plus
mef(A) combination (17.9%) and mef(A) alone (7.7%). The most frequent serotypes were 14 (18%), 19A
(15.4%) and 6B (11.5%). A polyclonal structure was detected in resistant strains, including the Spain®'-3,
Spain®®-2 and Denmark'#-32 international clones. Both genetic diversity and genetic distribution were
high, particularly among clones containing erm(B) and erm(B) plus mef(A) determinants.

Conclusions: The resistance determinants erm(B) and the combination of erm(B) plus mef(A) were
observed within multiple S. pneumoniae bacteraemic clones. The preservation of a polyclonal struc-

ture might provide a suitable background for further evolution of antibiotic resistance.

Keywords: pneumococcal blood isolates, macrolide resistance, clonal diversity indexes

Introduction

Macrolide resistance among invasive Streptococcus pneumoniae
isolates in Europe currently ranges from 11% to 34.7%." High
rates of macrolide resistance have also been detected in the USA
and China, reaching 29.3% and 94.3%, respectively.”* These
high rates have been explained as being due to the local spread
of specific S. pneumoniae clones.* The linkage of resistance to
particular clones suggests that eventual changes in local clonal-
ity might modify the local resistance rates. On the contrary,
maintenance of high clonal diversity indicates high efficiency in
the lateral transfer of resistance mechanisms, particularly if
different mechanisms, such as erm(B) or mef(A) genes, spread
simultaneously. In this study, the presence of macrolide resist-
ance determinants in all S. pneumoniae clones collected from

blood cultures (2000—07) in a single university hospital in Spain
was studied. A polyclonal structure was observed, suggesting
an efficient transfer of erm(B) and mef(A) genes among
S. pneumoniae strains, which might contribute to the mainten-
ance of high rates of macrolide resistance.

Material and methods

Bacterial isolates

Four-hundred and sixteen S. pneumoniae isolates (one per patient)
were recovered from blood cultures between 2000 and 2007 in our
institution. The 78 erythromycin-resistant isolates detected within
this population (93.6% from adults) were selected for further
study.

*Corresponding author. Servicio de Microbiologia, Hospital Ramén y Cajal, Madrid, Spain. Tel: +34-913368832; Fax: +34-913368809;
E-mail: rcanton.hrc @salud.madrid.org
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Susceptibility testing and erythromycin resistance phenotypes

MICs were determined and interpreted according to CLSI methods.
S. pneumoniae ATCC 49619 was used as a quality control strain.
The detection of erm induction was performed using the disc
diffusion approximation test.”

Detection of erythromycin resistance genes

PCRs were performed to detect erythromycin resistance determi-
nants. Genomic DNA from Streptococcus pyogenes AC1 and
S. pyogenes 02C1064 were used as positive controls.’

Population structure

Serotyping, PFGE and multilocus sequence typing (MLST) were
performed.” PFGE patterns were compared with those of clones
established by the Pneumococcal Molecular Epidemiology Network
(PMEN).® Clusters of related MLST sequence types (STs) were
grouped using eBURST (http:/spneumoniae.mlst.net).

Quantitative genetic diversity analysis

Genetic diversity was quantitatively assessed by applying the fol-
lowing diversity indexes to all STs obtained by MLST: (i) the
clonal diversity index (CD),” expressed as the ratio of the number of
distinguishable STs over the total number of isolates (N),
CD=> _ST/N; (ii) the Simpson dominance diversity index (D),
which refers to the probability that two isolates extracted at random
belonged to different STs and is expressed as D=1—> n;j(n;— 1)/
N(N—1), where N is the total number of isolates studied and »; the
number of isolates with a particular ST;® (iii) the Selander and
Levin index (H),’ expressed as H=1— Zﬁz, where f; is the relative
frequency of each particular ST; and (iv) the Shannon index (H),
H'=-3 flog, f;, where f; is also the relative frequency of each par-
ticular ST.'® Unlike the previous indexes, this last index measures
how uniformly the different STs within the population are distribu-
ted. Indexes were also applied to the erythromycin-resistant
non-invasive S. pneumoniae isolates previously published.’

Statistical analysis

For categorical values the x> test was used and for continuous vari-
ables the Mantel —Haenszel test was used. Results were considered as
being statistically significant when the two-tailed P value was <0.05.

Results

Erythromycin susceptibility pattern and resistance trends

The overall rate of erythromycin resistance among the 416
S. pneumoniae isolates was 18.7%, with a significant decreasing
trend over time (P=0.025). Among erythromycin-resistant iso-
lates, overall resistance rates for penicillin, cefotaxime, tetra-
cycline and clindamycin were 60.2%, 29.5%, 80.7% and 98.7%,
respectively. A significant association was found between resist-
ance to tetracycline and resistance to erythromycin (P<<0.001).

Macrolide resistance genes and phenotypes

The most common resistance gene was erm(B) (74.3%,
n=>58), followed by the erm(B) plus mef(A) combination

(17.9%, n=14) and mef(A) alone (7.7%, n=6). Inducible
(iMLSg) and constitutive (cMLSg) MLSg phenotypes were
found among the erm(B)-positive isolates (n=46, 79.4% and
n=12, 20.6%, respectively), and among those harbouring both
erm(B) and mef(A) genes (n=12, 85.7% and n=2, 14.3%,
respectively). The M phenotype was found in all six
mef(A)-positive isolates.

Population structure among the erythromycin-resistant
isolates

The most common serotypes were 14 (18%), 19A (15.4%), 6B
(11.5%), 19F (7.7%), 6A (5.1%) and 4 (5.1%) (Table 1). A
decreasing trend, close to statistical significance (P=0.052), in
the frequency of serotypes (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F)
included in the heptavalent conjugate vaccine (PCV-7) was
seen within the study period. By using the PMEN classifi-
cation, six international resistant clones, including 27 different
STs, were identified. Population analysis detected four clonal
groups and 19 independent clones. The most frequent group
(16 isolates) was related to the Spaingv-3 international clone:
62.5% (10/16) harboured the erm(B) gene; 12.5% (2/16) the
mef(A) gene; and 25% (4/16) erm(B) plus mef(A) genes. The
second most frequent group was represented by the
Denmark'#-32 international clone (n=12 isolates), all of
which carried only the erm(B) determinant. The third most fre-
quent group, which comprised the Spain®®-2 international
clone, was formed by nine isolates, eight of which (88.9%)
had only the erm(B) gene, while one isolate (11.1%) harboured
both erm(B) and mef(A). Additional international resistant
clones found included Sweden'3*-25 (n=7), Englandl4—9
(n=2) and Tennessee'*-18 (n=1) (Table 1).

Quantitative genetic diversity in the erythromycin-resistant
isolates

By applying the simple CD index (proportion of STs found
among isolates harbouring a particular mechanism of resist-
ance), the blood isolates only carrying erm(B) appeared to be
less diverse (CD=0.32) than those with only mef(A) (0.66) or
erm(B) plus mef(A) (0.78). The Shannon index (H') provides a
complementary view to such an analysis, showing that the
diversity (relative frequencies of each ST) within the popu-
lation containing mef(A) was not as highly distributed
(H'=1.92) as in the erm(B)-containing populations, either with
erm(B) alone (3.75) or with erm(B) plus mef(A) (3.32). It can
be suggested that the diversity of S. pneumoniae among blood
isolates was similarly high among isolates containing erm(B)
and erm(B) plus mef(A). Only a relatively low number of
different STs were present among mef(A)-positive invasive
isolates. This conclusion was also supported by the Simpson
(D) and related Selander—Levin (H) indexes, with lower prob-
ability of diversity for an invasive population with mef(A)
alone (0.87 and 0.72, respectively) than for those with erm(B)
alone (0.92 and 0.90, respectively) and erm(B) plus mef(A)
(0.96 and 0.89, respectively), but the scarcity of mef(A)-alone
strains is to be noted. When the quantitative assessment of
genetic diversity of this population was compared with the
non-invasive population, the diversity was consistently lower
among invasive clones (Table 2).
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Table 2. Diversity indexes according to macrolide resistance determinants among invasive and non-invasive S. pneumoniae populations

Invasive population

Non-invasive population

erm(B) +mef(A) erm(B)+mef(A)
Index mef(A) erm(B)+mef(A) erm(B) and mef(A) mef(A) erm(B)+mef(A) and mef(A)
Clonal diversity (CD) 0.66 0.78 0.32 0.70 0.52 0.75 0.66
Simpson (D) 0.87 0.96 0.92 0.94 0.83 0.97 0.97
Selander—Levin (H) 0.72 0.89 0.90 0.89 0.78 0.94 0.94
Shannon (H') 1.92 3.32 3.75 3.54 2.65 4.21 4.58

Discussion

In a previous publication studying a non-invasive mef(A) plus
erm(B) S. pneumoniae population and including pre-vaccination
isolates, we observed that this population was polyclonal.5 It is
commonly accepted that invasive isolates correspond to a par-
ticular subset of S. pneumoniae strains and potentially a lesser
diversity could be expected when compared with non-invasive
ones. In the current study with invasive erythromycin-resistant
isolates, the maintenance of a highly polyclonal structure is of
note. Polyclonality should also be theoretically reduced by the
PCV-7 vaccination. We observed a decreasing but not statisti-
cally significant trend among isolates belonging to serotypes
included in the PCV-7.>® The maintenance of high rates of
macrolide resistance in a polyclonal local landscape can be
explained by horizontal gene transfer of erm(B) and mef(A)
genes, and by capsular switching. In our series, switching was
observed within the Spain’-3 and the Denmark'#-32 clonal
complexes. This is compatible with a potential process of
frequency-dependent selection, in which the less frequent clones
might have the advantage of eliciting weaker immune responses
in the host population.

Our work indicates that even if we are scanning a reduced
geographical area (which should favour a more clonal population
structure), the presence of both erm(B) and mef(A) determinants
occurred in a polyclonal S. prneumoniae landscape, unlike other
studies in which it was associated with a specific clone
(Taiwan]gF—14).4 The converse trend was also observed in our
series: erm(B) alone, mef(A) alone or the erm(B) plus mef(A)
genes were found in the same Spainw-3 international resistant
clone, suggesting the existence of a transclonal and intraclonal
exchange of resistance determinants.

Different diversity indexes were applied to quantitatively
evaluate the clonal diversity associated with different macrolide
resistance determinants. The mere calculation of the proportion
of different STs per number of isolates (CD index) described the
diversity, but was insufficient to appropriately assess its distri-
bution. Indeed, the CD index could wrongly suggest a slightly
higher diversity in invasive erm(B) plus mef(A) clones than in
non-invasive isolates. Applying Simpson, Selander—Levin and
Shannon indexes, we showed that the diversity distribution was
(as it could be expected) higher among non-invasive organisms
than among invasive ones. This suggests that the diversity of non-
invasive clones is not entirely represented in invasive isolates, but
this difference, particularly for erm(B)-plus-mef{(A)-containing
genotypes, is relatively small. If we assume the hypothetical
acquisition of mef(A) genes by erm(B)-containing clones, this

process does not appear to influence its potential invasive
behaviour, as the clonal diversity distribution is almost identical
in both groups. It could be suggested that clonal diversity and
its distribution was created in erm(B)-containing genotypes,
and then the same population structure was enriched in mef{A)
genes.

In conclusion, a polyclonal structure involving international
resistant clones was found in S. pneumoniae invasive isolates
collected between 2000 and 2007. High clonal diversity was
maintained, particularly among isolates containing erm(B) or
erm(B) plus mef(A) genes. The preservation of this complex
polyclonal population structure should be attributed to the effi-
cient lateral spread of macrolide resistance determinants among
multiple S. pneumoniae clones, and might provide a suitable
background for further dissemination of antibiotic resistance.
This conclusion is even stronger, considering that the work was
carried out in a small geographical location, therefore in non-
favourable conditions for polyclonality.
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The population structure (serotypes, pulsed-field gel electrophoresis [PFGE] types, and multilocus
sequencing types) of 45 mef-positive Streptococcus pneumoniae isolates [carrying mef alone (n = 17) or with
the erm(B) gene n = 28)] were studied. They were selected from among all erythromycin-resistant isolates
(n = 244) obtained from a collection of 712 isolates recovered from different Spanish geographic locations
in the prevaccination period from 1999 to 2003. The overall rates of resistance (according to the criteria
of the CLSI) among the 45 mef-positive isolates were as follows: penicillin G, 82.2%; cefotaxime, 22.2%;
clindamycin, 62.2%; and tetracycline, 68.8% [mainly in isolates carrying erm(B) plus mef(E); P < 0.001].
No levofloxacin or telithromycin resistance was found. Macrolide resistance phenotypes (as determined by
the disk diffusion approximation test) were 37.7% for macrolide resistance [with all but one due to mef(E)]
and 62.2% for constitutive macrolide-lincosamide-streptogramin B resistance [cMLSy; with all due to
mef(E) plus erm(B)]. Serotypes 14 (22.2%), 6B (17.7%), 19A (13.3%), and 19F (11.1%) were predominant.
Twenty-five different DNA patterns (PFGE types) were observed. Our mef-positive isolates were grouped
(by eBURST analysis) into four clonal complexes (n = 18) and 19 singleton clones (n = 27). With the
exception of clone Spain®V-3, all clonal complexes (clonal complexes 6B, Spain®®-2, and Sweden'**-25) and
73.6% of singleton clones carried both the erm(B) and the mef(E) genes. The international multiresistant
clones Spain®**-1 and Poland®®-20 were represented as singleton clones. A high proportion of mef-positive
S. pneumoniae isolates presented the erm(B) gene, with all isolates expressing the cMLS;; phenotype. A
polyclonal population structure was demonstrated within our Spanish mef-positive S. pneumoniae isolates,

with few clonal complexes overrepresented within this collection.

Macrolide resistance among Streptococcus pneumoniae clin-
ical isolates has risen to prominence. The rate of resistance to
macrolides is even higher than that to penicillin, particularly in
Spain and some other European countries, such as France,
Poland, Greece, and Portugal (17, 23). In most European
countries, erythromycin resistance is mainly due to the pres-
ence of the erm(B) gene. This gene encodes an rRNA meth-
ylase responsible for the macrolide-lincosamide-streptogramin
B resistance (MLSg) phenotype and is associated with conju-
gative transposons. The clonal dispersion of erm(B)-positive S.
pneumoniae isolates and the horizontal transfer of transpos-
able elements carrying this determinant have been associated
with the increase in the rate of erythromycin resistance in this
organism (4, 12). Erythromycin resistance may also be associ-
ated with the expression of efflux pumps encoded by mef genes
that endow the macrolide resistance (M) phenotype (7). This
phenotype has traditionally been more prevalent in North
America than in Europe (7, 12).

In recent years, the presence of both the erm(B) and the
mef(E) genes in S. pneumoniae clinical isolates has been in-
creasingly recognized, but they are more prevalent in Asian
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countries than in Europe and the United States (10, 11). De-
spite the interest in this association on the evolution of mac-
rolide and ketolide resistance, very few studies have investi-
gated the population biology of a collection of isolates
recovered during different time periods and/or from different
geographic origins (13, 26). In Spain, population structure
studies have shown that resistance in S. pneumoniae interna-
tional clones, such as clones Spain’¥-3 and England'*-9, are
mainly associated with those endowed with the M phenotype
(1, 2), whereas clones Spain®***-1 and Spain®3-2 are associated
with isolates endowed with the MLSy phenotype (14). This
type of analysis with S. pneumoniae isolates with both the
erm(B) and the mef genes has not been reported. In the
present study, the population structure and clonal relatedness
of 45 mef-positive isolates [62.2% of which had both the
erm(B) and the mef genes] identified within a collection of 712
S. pneumoniae isolates recovered from different Spanish hos-
pitals from 1999 to 2003 were fully investigated. Moreover, the
corresponding resistance phenotypes and antibiotic suscepti-
bility patterns were also studied.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. Seven hundred twelve S. pneumoniae clinical isolates (244
isolates nonsusceptible to erythromycin) recovered during the prevaccination
period (in Spain, the conjugate heptavalent vaccine was accepted for use in 2002,
but it was rarely used until 2004) were studied. Isolates were prospectively
collected from 14 Spanish hospitals representing 14 different geographic areas
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during the fall and winter seasons of 1999 through 2003. Among these strains, a
total of 45 mef-positive isolates were detected, and all of them were selected for
further studies. The origins of these 45 isolates are included in Table 1. A total
of 26.6% (12 of 45) of these isolates were of pediatric origin.

Susceptibility testing and erythromycin resistance phenotypes. The MICs of
penicillin G, cefotaxime, erythromycin, clindamycin, telithromycin, tetracycline,
and levofloxacin were determined by the broth microdilution method, according
to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (3). Incubation was
performed at 35°C in ambient air. S. pneumoniae ATCC 49619 was used as the
reference strain in each run. The breakpoints were those established by the CLSI
guidelines (3). The phenotypic detection of erm induction was performed by
using the macrolide (erythromycin)-clindamycin disk diffusion approximation
test, as described previously (17).

Detection of erythromycin resistance genes. A real-time PCR approach was
carried out for detection of the erm and mef genes among erythromycin-resistant
isolates by using the conditions described previously (20). A subsequent scheme
of multiplex PCR was followed to differentiate between the mef(A) and the
mef(E) genes. Specific primers designed for this purpose were forward primer
mefAF (5'-AATACAACAATTGGAAACTT-3'), forward primer mefEF (5'-A
AGGAGTTGTGGTTCTGA-3'), and a reverse primer for both the mef(A) and
the mef(E) genes, primer mefR (5'-AATCGTGTAAATCATTGG-3'). The ex-
pected sizes of the PCR products were 1,080 kb for mef(A) and 480 kb for
mef(E). The PCR amplification mixture of 25 pl contained 15 mM Tris-HCI, 50
mM KCI (pH 8.0), 25 mM MgCl,, 100 uM of each nucleotide, 0.15 pmol of the
two forward primers mefAF and mefEF, 0.3 pmol of reverse primer mefR, 1.5 U
of AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA), and
1 pl of genomic DNA. The PCR conditions (PTC-100 thermocycler; MJ Re-
search Inc., Watertown, MA) comprised an initial denaturation step at 94°C for
12 min, followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 52°C
for 1 min, and elongation at 72°C for 1 min. After the amplification cycles, a final
elongation step of 10 min at 72°C was included.

Population structure. Serotyping was performed with the Neufeld Quellung
reaction by using antisera provided by the Statens Seruminstitut (Copenhagen,
Denmark). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed as previously
described by del Campo et al. (6). Briefly, chromosomal DNA was prepared by
following the standard protocol for gram-positive bacteria, with some modifica-
tions (6). The DNA was restricted with the Smal endonuclease (Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Germany). Electrophoresis was per-
formed with CHEF DR-III equipment (Bio-Rad, Birmingham, United King-
dom) for 23 h at 14°C, and the following settings were applied: 6 V/cm and 1 to
30 s. The PFGE patterns obtained were compared with those for clones estab-
lished by the Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (16).

Multilocus sequence typing (MLST) scheme for S. pneumoniae was carried out
as described previously (9). Clusters of related sequence types (STs) were
grouped into clonal complexes (CCs) by use of the eBURST program (http:
/iwww.mlst.net). STs were clustered with BioNumerics software (version 4.0;
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) by using a categorical coefficient
and a graphing method called the minimum-spanning tree, as described previ-
ously (24).

Statistical analysis. Statistical associations were analyzed by the chi-square
test. Differences were considered statistically significant when the two-tailed P
value was less than 0.05.

RESULTS

Macrolide resistance genes, phenotypes, and susceptibility
patterns. Within the entire S. pneumoniae population (n =
712), 244 isolates were nonsusceptible to erythromycin. Among
those isolates, 80.7% carried the erm(B) gene as the sole ge-
netic determinant and showed the MLSy phenotype. In addi-
tion, 45 (18.4%) of the erythromycin-resistant isolates carried
a mef-type gene, and of these, 44 isolates had the mef(E) gene
and the remaining one had the mef(A) gene. It is of note that
28 of 45 mef-positive isolates also carried the erm(B) gene
(62.2%). In two isolates displaying erythromycin and clinda-
mycin MICs of 0.5 mg/liter, neither the erm(B) gene nor the
mef gene was detected. The constitutive MLSy phenotype was
observed in all 28 isolates carrying both the mef and the erm(B)
genes, whereas the M phenotype was detected in the remaining
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17 isolates that carried only one of the mef genes alone. No
temporal or local geographic association among the mef-posi-
tive or the mef- plus erm(B)-positive isolates was observed
(data not shown).

The overall rates of resistance to penicillin G, cefotaxime,
tetracycline, and clindamycin among all 45 mef-positive iso-
lates were 82.2% [35.5% for mef-positive isolates plus 46.7%
for the mef- plus erm(B)-positive isolates], 22.2% [17.7% for
the mef-positive isolates plus 4.4% for the mef- plus erm(B)-
positive isolates], 68.8% [13.3% for the mef-positive isolates
plus 55.5% the mef- plus erm(B)-positive isolates], and 62.2%
[0% for the mef-positive isolates plus 62.2% for the mef- plus
erm(B)-positive isolates], respectively. Neither telithromycin
resistance nor levofloxacin resistance was found (MIC ranges,
0.03 to 1 mg/liter and 0.25 to 2 mg/liter, respectively).

Population structure in mef-positive S. pneumoniae isolates.
The serotype distribution among the 45 mef-positive isolates
was as follows: serotype 14, 22.2%; serotype 6B, 17.7%; sero-
type 19A, 13.3%; serotype 19F, 11.1%; serotype 11A, 6.6%;
serotype 9V, 6.6%; serotype 15A, 6.6%; serotype 23F, 4.4%;
and other serotypes, 11.1%. With a single exception, all iso-
lates belonging to serotype 14 (n = 10) harbored the mef gene
alone. Six different PFGE patterns were found among the
mef(E)-positive isolates, with 58.8% of them belonging to the
Spain®¥-3 clone. Among the erm(B)- plus mef(E)-positive iso-
lates, 19 different PFGE patterns were found, with the
Sweden'>#-25, Spain®B-2, Spain***-1, Poland®®-20, and Nor-
way™T-42 clones represented. Analysis of the MLST results by
use of the eBURST program showed that our mef-positive
isolates were grouped into 4 CCs and 19 singleton clones (Fig.
1). The serotypes, the PFGE type distribution according to
analysis with the eBURST program, and the corresponding
STs are shown in Table 1.

The CCs grouped 18 of the mef-positive isolates; 10 of them
carried the mef(E) gene as the sole resistance determinant and
belonged to the Spain’V-3 international clone, and § isolates
carried both the erm(B) and the mef(E) genes. The latter
isolates were grouped into the Spain®3-2 international clone
(n = 3); the Sweden'**-25 clone (n = 2); and CC-6B, which
includes two different STs (ST135 and ST1638, which is a
double-locus variant of ST135) (n = 3).

Twenty-seven isolates were grouped into singleton clones
which included some international resistant clones, such as
Spain®F-1 [two isolates harbored both the erm(B) and the
mef(E) genes], Poland®®-20 and Norway™T-42 [one isolate
each carried both the erm(B) and the mef(E) genes], and
England'*-9 [represented by the only isolate that carried the
mef(A) gene detected in this study]. With the exception of
tetracycline (MIC, 4 mg/liter), this isolate was susceptible to all
antibiotics tested. ST276 (a single-locus variant of the Den-
mark'-32 clone), ST549, and ST62 grouped more than one
isolate each (four, three, and three isolates, respectively), while
the other STs were each represented by a single isolate. The
relationship between the STs and the macrolide resistance
genes is shown in Table 1.

Serotype distribution according to analysis with the
eBURST program showed that even though strains of some
serotypes belonged to specific international clones, such as
serotypes 6B, 14, 19A, and 15A, these serotypes were also
found among the isolates grouped as singleton clones. The
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FIG. 1. Clustering of 30 STs identified among 45 mef-positive Streptococcus pneumoniae isolates by use of the minimum-spanning tree. Each
circle represents an ST, and the type number is indicated in the circle. The area of each circle corresponds to the number of isolates. Thick, short,
solid lines connect single-locus variants; thin, longer, solid lines connect double-locus variants; black dotted lines connect STs which differ at three
loci; and gray dotted lines connect STs that differ in more than three loci. CCs and international resistant clones (Pneumococcal Molecular

Epidemiology Network) are indicated.

serotype distribution according to analysis with the e BURST
program is shown in Table 1.

Coresistance to penicillin (MIC range, 0.12 to 4 mg/liter)
was found among the isolates grouped into CCs. The only
isolate intermediate for cefotaxime (MIC, 4 mg/liter) belonged
to CC-Spain®V-3. This isolate also showed increased MICs for
levofloxacin (2 mg/liter). This was also found among the CC-
Spain®®-2 and CC-6B isolates. Only eight isolates (all of them
belonging to CC-Spain®¥-3) were susceptible to tetracycline.
The susceptibility patterns among the CCs is shown in Table 2.

isolates. The rates of cefotaxime resistance were similar be-
tween the two groups. The susceptibility patterns of the sin-
gleton clones according to the macrolide resistance genotype
are shown in Table 3.

TABLE 2. Susceptibility patterns of isolates belonging to different
clonal complexes

MIC range (mg/liter)

Some differences in susceptibilities among the isolates grouped Antimicrobial g ov 3 Sweden'%-25  Spain6B CC-6B
as singleton clones were observed between the mef-positive agent mef(E) erm(B) + erm(B) + - erm(B) +
. . - z mef(E) mef(E) mef(E)
isolates and the isolates containing both erm(B) and mef(E). (n = 10) (=2 (n = 3) (= 3)
Coresistance to penicillin G was more prevalent among the Ervih - 0516 -y -y o4
. . rythromycin .5 = = —
isolates carrying err.n.(B) plus mef(E) (89.2%) than among the Clindamycin 0.03-0.25 —64 —64 364
mef(E)/mef(A)-positive (70.5%) isolates. The same trend, but  Telithromycin ~ 0.05-0.1  0.008-0.03  0.08-0.5  <0.01-0.06
with a high degree of statistical significance (P < 0.001), was Tetracycline 0.5-4 =64 =64 4-—>64
observed for the rate of tetracycline resistance among the lc’:ﬂflicmin 8(1)2—1 8(1)§£52 . ‘21 0~(1)21—29-5
: i efotaxime .06— . 1 — .
isolates positive for both erm(B) plus mef(E) (92.8%) com Levofloxacin 0.25 1 1o 052

pared with that among the mef(E)/mef(A)-positive (29.4%)
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TABLE 3. Susceptibility patterns of singleton clones

mef(E)/mef(A) (n = 17)

erm(B) + mef(E) (n = 20)

Antimicrobial MIC (mg/liter)

MIC (mg/liter)

agent % of overall % of overall
Range 50% 90% resistance Range 50% 90% resistance

Erythromycin 2-16 4 16 100 32->64 64 >64 100
Clindamycin =0.03-0.25 0.03 0.25 0 16->64 64 >64 100
Telithromycin =0.03-0.5 0.12 0.5 0 <0.03-1 0.06 0.25 0
Tetracycline 0.12-4 1 4 42.8 2->32 16 >32 95
Penicillin 0.01-1 0.03 1 14.2 =0.015-4 1 4 85
Cefotaxime 0.008-0.25 0.01 0.25 0 =0.015-4 0.5 2 25
Levofloxacin 0.5-1 1 1 0 0.5-1 1 1 0

DISCUSSION ent CCs and 14 singleton clones (Table 1). These results dem-

Typing studies are useful for providing an understanding of
the epidemiology and spread of resistant bacteria as well as
establishing control protocols against epidemics (9). For S.
pneumoniae, capsular typing is commonly used in clinical lab-
oratories and has demonstrated that particular serotypes, such
as serotypes 23F and 6B, are related to the worldwide spread
of penicillin G-resistant isolates (5, 21). PFGE is useful as a
means of observing recent changes, and MLST is valuable for
discriminating the variations that slowly accumulate among the
bacterial population (9). These techniques have been used in
our study with all 45 erythromycin-resistant S. pneumoniae
isolates carrying mef genes recovered during a prospective
study in different Spanish geographic areas. With the aid of the
MLST technique, the mef-positive isolates among our Spanish
S. pneumoniae isolates were demonstrated to be polyclonal,
with few CCs overrepresented within the collection studied.

Resistance to macrolides in S. pneumoniae dramatically in-
creased in Spain during the prevaccination period from 1999 to
2003 (17, 23). In our collection, 34.3% of the isolates were
resistant to erythromycin, mainly due to the presence of the
erm(B) gene. In recent years, an increase in the prevalence of
efflux mechanisms (M phenotype) has been observed (13, 20).
Among the macrolide-resistant isolates in our collection, the
M phenotype was found in 6.9% of the isolates, and all of them
carried a mef gene. However, the presence of this gene was
even higher, since 11.5% (28 of 244 isolates) of the isolates
with a constitutive MLS phenotype concomitantly presented
the erm(B) gene. This value is higher than that previously
reported from other studies in Spain, in which mef isolates did
not have the erm(B) gene (2). Such an increasing association
between the mef(E) and the erm(B) genes was unexpected in a
country with a high incidence of S. pneumoniae isolates har-
boring the erm(B) gene. It is indeed difficult to understand the
possible selective advantage of these isolates harboring both
determinants, as erm(B) alone provides higher MICs than
those apparently needed to resist the actions of macrolides. In
other countries, the increased prevalence of isolates carrying
both determinants has been related to the spread of specific
clones, such the Taiwan'?*-14 clone, and members of a specific
CC, CC-271, which includes ST271, ST236, and ST320 (8, 10).
It is of note that ST271 was also found in our collection, but it
was found as a singleton clone not related to the other STs
(Fig. 1). In our study, the presence of isolates with both the
erm(B) and the mef(E) genes was associated with three differ-

onstrated the nonclonal nature of the population studied and
that horizontal gene transfer processes might have occurred, as
may have the selection of resistant S. pneumoniae isolates
harboring the mef(E) and the erm(B) genes.

In addition, most of the erm(B) plus mef(E) isolates were
also resistant to penicillin, a fact that has also been found
among isolates in geographic areas where isolates with this
dual genotype are prevalent (10). On the other hand, tetracy-
cline resistance was significant among the isolates positive for
both erm(B) and mef(E). This fact could be related to the
presence of conjugative transposons, like Tn2010, recently de-
scribed in these isolates (4, 8). The participation of this trait in
the maintenance of these isolates should be investigated.

Within the population with both the erm(B) and the mef
determinants that we studied, we were able to identify mul-
tiresistant international clones (www.sph.emory.edu/PMEN)
circulating in Spain (2, 14, 18), including clones Spain®®-2 and
Sweden'>*-25 among the CCs and clones Spain®**-1, Poland ®B-20
and Norway™'-42 as singletons. Both the Spain®®-2 and
Sweden'>#-25 clones have been shown to be overrepresented
among S. pneumoniae isolates that are highly resistant to pen-
icillin or that have an MLSy phenotype (2, 14). Among the
singleton clones, the Spain®**-1 clone was scarcely represented
in our collection (two isolates of serotypes 19A and 23F), as
were the Poland®®-20 and Norway™"-42 clones, compared with
their representations in other studies (2, 14). Moreover, we did
not find the Spain'®-5 clone, which also carries both genes and
which has been found in some specific geographic areas of
Spain over a 22-year period (15, 19). Among the isolates with
the mef gene as the sole resistance determinant, only one
isolate had the mef(A) subclass. This isolate belonged to the
international resistant clone England'#-9, also described in
other European countries (1). The population of mef(E)-pos-
itive isolates was structured into four singleton clones and a CC
belonging to the Spain®¥-3 international resistant clone with
capsular switching into serotype 14, as previously described by
Ardanuy et al. (1), and also into serotype 19A, as has been
observed in other studies (25). A rate of penicillin resistance of
only 14.2% was found among the mef(E)-positive singleton
clones, and the penicillin MIC range for isolates of the CC-
Spain®V-3 clone was 0.12 to 4 mg/liter, in agreement with the
findings of other Spanish studies (1).

In conclusion, the rate of macrolide resistance in our Span-
ish S. pneumoniae collection was high (34.3%). An increase in
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the presence of the mef gene compared with that in other
studies was detected, but this was not associated with the M
phenotype. Most of the mef-positive isolates also harbored the
erm(B) gene (62.2% of the mef- positive isolates), with all of
them showing the constitutive MLS phenotype. Among the
isolates showing the M phenotype only, one carried the mef(A)
subclass and belonged to the England'#-9 clone, as previously
described in Europe (1). Population structure analysis showed
that the mef-positive isolates are grouped in different clones
and CCs and not in only a few clones, as previously described
in other geographic areas (1, 14).
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