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Resumen y Abstract IX

Resumen

Streptococcus pneumoniae serotipo 3 es una causa importante de neumonia,
bacteriemia, meningitis y otras enfermedades invasivas en nifios y adultos. En Colombia
la frecuencia de este tipo capsular ha aumentado de 1,8% en el afio 1994 a 11,3% en el
afio 2015. El objetivo de este estudio es establecer los genotipos circulantes de S.
pneumoniae con tipo capsular 3 en aislamientos colombianos recuperados durante los
afios 1994 a 2015. Del total de 385 aislamientos de S. pneumoniae serotipo 3
recuperados a través de la vigilancia por el laboratorio de meningitis realizada por el
Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud, se estimé un tamafio muestral de
121 aislamientos, tomando como prevalencia esperada la obtenida en el afio 2013 de
11,2%, Para la identificacion de los genotipos se utilizdé Electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE), Los patrones electroforéticos se analizaron segun los criterios de
Tenover y el programa Gel Comprar y la tipificacion de tipos de secuencia de multilocus
(MLST) se determiné en cinco aislamientos representativos. El 91.7% se agruparon en el
patrén electroforético A, presentando un porcentaje de similaridad genética mayor del
77% relacionandose con el clon Netherlands®-31-ST180; cuatro aislamientos se
relacionaron genéticamente con el tipo de secuencia ST180, un aislamiento es variante
del ST180, presentando una variante en el alelo aroE con el ST9162. Estos resultados
muestran la circulacion continua en el pais y la homogeneidad clonal de aislamientos de
S. pneumoniae serotipo 3 relacionados genéticamente con el clon internacional
Netherlands®-31-ST180 y aportan informacion para comprender la epidemiologia de S.

pneumoniae en Colombia y el mundo.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae serotipo 3, clon, PFGE, MLST
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Abstract

Streptococcus pneumoniae serotype 3 is an important cause of pneumonia, bacteremia,
meningitis and other invasive diseases in children and adults. In Colombia, the frequency
of this capsular type has increased from 1.8% in 1994 to 11.3% in 2015. The aim of this
study was to establish the circulating genotypes of S. pneumoniae with capsular type 3 in
Colombian isolates recovered between 1994 to 2015. Of the total of 385 isolates of S.
pneumoniae serotype 3 recovered through surveillance by the laboratory of meningitis by
the Microbiology Group of the National Institute of Health, a sample size of 121 isolates
was estimated, taking the prevalence of the year 2013 (11.2%). Identification of the
genotypes was made by Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), The electrophoretic
patterns were oriented according to the Tenover criteria and the program and the
multilocus typing of sequence (MLST) was determined in five representative isolates.
91.7% were grouped in the electrophoretic pattern A, presenting a percentage of genetic
similarity greater than 77% related to the clone Netherlands®-31-ST180; Four isolates are
genetically related to the sequence type ST180, one isolate is variant of the ST180,
presenting a variant in the allele ring with the ST9162. These results show the continuous
circulation in the country and the clonal homogeneity of isolates of S. pneumoniae
serotype 3 genetically related to the international clone Netherlands®-31-ST180 and
provides information to understand the epidemiology of S. pneumoniae in Colombia and

the world.

Keywords: Streptococcus pneumoniae serotype 3, clon, PFGE, MLST
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Introduccioén

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) es un comensal de la microbioma de la
nasofaringe en humanos, se localiza principalmente en la mucosa sin causar dafio, este
estado es conocido como portador, en donde es habitual encontrar algunos serotipos con
mayor frecuencia en comparaciéon que otros, como lo son: 5, 6A, 6B, 7F, 8, 14, 19A, 23F,
31 y 33F (Altuzarra Hernaez et al., 2007; Vera, 2010). Sin embargo, al alterarse el
equilibrio, es usual encontrar el S. pneumoniae en sitios considerados como estériles,
relacionados con infecciones que podrian llegar a ser graves, que van desde una otitis
hasta condiciones que amenazan la vida como lo es: neumonia, bacteriemia y meningitis
(Jonsson, Musher, Chapman, Goree, & Lawrence, 1985). Las infecciones por S.
pneumoniae estan asociadas a factores predisponentes, que hace al hospedero
vulnerable a desarrollar enfermedad por este patdgeno como la desnutricién, infecciones
virales, alteracién en la respuesta inmune y la colonizacion temprana asociada a
convivencia en hacinamiento (Abdelnour et al., 2009), reconociendo a S. pneumoniae

como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo (Vera, 2010).

Se estima que cada afio mueren en el mundo 1.6 millones de personas por infecciones
neumocoécicas, de las cuales, 700.000 a un millbn de muertes corresponde a nifos
menores de cinco afios (Fedson, Scott, & Scott, 1999), siendo de gran impacto
especialmente en paises en vias de desarrollo, presentando una incidencia de 100-500
casos anuales por 100.000 nifios de esa edad (World Health Organization (WHO), 2007),
en comparacion con la incidencia de infecciones por S. pneumoniae en nifios menores de
cinco afios en Estados Unidos y Europa de 8 a 75 casos anuales por 100.000 nifios de
ese mismo grupo etareo (World Health Organization (WHQO), 2007). Asi mismo, en los
estudios demograficos en las regiones en desarrollo, sugieren una alta carga de la

enfermedad afectando especialmente a la poblaciéon adulta mayor, donde se le atribuye
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una mortalidad muy alta debido a la infeccién (Brown, Hammerschmidt, & Orihuela,
2015).

Una de las estructuras fundamentales del S. pneumoniae es la cdpsula compuesta por
polisacaridos (Calix et al., 2012). La capsula permiten clasificar la bacteria segin su
composicion antigénica, describiendo mas de 93 serotipos (Bentley et al., 2006;
Castafieda et al., 2009). Se encuentra relacionada con la entrada del microorganismo en
el hospedador, debido a la existencia de fenébmenos de interaccion superficial entre los
polisacéridos de la bacteria y el tejido del hospedero, ademas, posee la facultad de
proteger al microorganismo de la fagocitosis y favorecer la invasion de la bacteria a otros
organos (Hathaway et al., 2012).

S. pneumoniae serotipo 3 es una de las principales causas de otitis media aguda
(Abdelnour et al., 2009) y se ha asociado con neumonia en Latinoamérica (Castafieda et
al., 2009); este serotipo se caracteriza especialmente por su alta virulencia, mayor
capacidad invasora, mortalidad asociada y sensibilidad a los antimicrobianos de uso

clinico (McAllister, Ogunniyi, Stroeher, Leach, & Paton, 2011)

En Colombia, la tipificacion molecular de S. pneumoniae llevo al reconocimiento de los
aislamientos resistentes a varios antibioticos, pertenecientes a un numero limitado de
clones que se encuentran dispersos en todo el mundo, como lo son: Espafa #*"-1 (ST81),
Espafa®-3 (ST 156), Hungria'®*-6 (ST268) Taiwan'®-14 (ST236), Colombia® -19
(ST289) (Firacative, Moreno, & Castafieda, 2006), Suecia’-40 (ST304) y Suecia’-28
(ST306) (Duarte, Sanabria, & Moreno, 2013). La nomenclatura para nombrar los clones
esta dada por el pais, seguido por el primer serotipo donde fue identificado el clon, y el
namero consecutivo en la base de PMEN (Mcgee et al., 2001), los aislamientos que
presentan estos clones pueden encontrarse expresando diferentes serotipos, como es el
caso de Espafia® 3 ST156, que se ha encontrado en los serotipos 14 y 23F debido al
Switching capsular, que consiste en la transferencia horizontal de genes capsulares por
transformacion (Avery, 1944; Marks, Reddinger, & Anders, 2012), seguido a esto, se
determind la propagaciéon mundial de clones totalmente susceptibles reconociendo clones
como: Suecia”ST304 y Netherlands®-ST180 presente en el serotipo 3, asociados con
enfermedad neumocdcicas invasiva en todo el mundo (Gabastou et al., 2008; Jauneikaite
et al., 2014).



Bajo este contexto, la vigilancia de eventos como neumonias y meningitis causados por
S. pneumoniae, obtiene una importancia primordial, dio inicio al programa internacional
de vigilancia prospectiva en paises de Latino América, denominado Sistema Regional de
Vacunas (SIREVA), patrocinado por la Agencia Canadiense de Desarrollo International
(CIDA) y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). En el 2004, SIREVA inicid
una nueva etapa denominada Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes
Bacterianos Responsables de Neumonia y Meningitis (SIREVA II) (Di Fabio, Homma, &
De Quadros, 1997; Organizacion Panamericana de la Salud, 2009).

En Colombia, S. pneumoniae tipo 3 representa el 5.4% de los aislamientos recuperados
en nifios y el 15.1% en adultos constituyéndose en una causa importante de enfermedad
invasora, por lo tanto en la presente propuesta se plantea caracterizar los aislamientos
de S. pneumoniae serotipo 3, determinando los clones presentes en los aislamientos
obtenidos de la vigilancia por laboratorio, aportando informacién y conocimiento sobre la

estructura poblacional de este serotipo a nivel nacional e internacional.






Objetivo General

Establecer los genotipos circulantes de Streptococcus pneumoniae con tipo capsular 3 en
aislamientos colombianos recuperados bajo el marco del programa de vigilancia por

laboratorio de meningitis y neumonias durante los afios 1994 a 2015.

Objetivos especificos

e Realizar la caracterizacion molecular de los aislamientos invasores de S.

pneumoniae serotipo 3.

e Establecer la frecuencia de aislamientos invasores serotipo 3 seguin diagndstico,

edad y grupo clonal

o Relacionar los clones del serotipo 3 con los clones internacionales reconocidos de

Streptococcus pneumoniae.



2 Genotipos Streptococcus pneumoniae serotipo 3 recuperados en Colombia

Capitulo 1. Marco teorico y conceptual

1.1 Generalidades del Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, neumococo, es un patégeno oportunista que habitualmente forma parte
de la flora comensal de la nasofaringe humana, es una bacteria Gram-positiva, de
0,5-1,25 ym de longitud, agrupada en cadenas cortas o en parejas (diplococos), es
anaerobia facultativa, catalasa-negativa y sensible a las sales biliares como el
desoxicolato sodico; este detergente provoca la accion de la principal autolisina LytA (N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa; NAM-amidasa) degradando la pared celular (Mosser &
Tomasz, 1970), la sensibilidad a la optoquina complementa las pruebas diagnosticas de
S. pneumoniae, debido a que la optoquina es un derivado de la quinina, esta es un
inhibidor especifico de la actividad ATPasa ligada a la membrana del S. pneumoniae
(Fenoll, Muiioz, Garcia, & Campa, 1994).

El genoma de neumococo tiene una longitud media de 2.1 Mpb, con 2000 genes
aproximadamente, ademas posee un contenido en G+C aproximado del 40%. En el
genoma se han establecido funciones al 55-64% de los genes, donde se encuentran
ausentes genes del citocromo C y enzimas del ciclo de Krebs, lo que esta relacionado
con el metabolismo fermentativo homolactico de esta bacteria explicando la incapacidad
para sintetizar los aminoacidos que derivan de intermediarios de dicho ciclo (Malley et al.,
2003; Tuomanen, Liu, Hengstler, Zak, & Tomasz, 1985). Dentro del genoma estan
presentes secuencias de insercién y transposasas que ocupan mas del 3,5%. Se destaca
la presencia de gran numero de secuencias cortas intercaladas en el genoma
denominadas elementos RUP y BOX asociadas al control de transcripcion, y que podria
compensar la ausencia del factor de terminacion de transcripciéon Rho (Hoskins et al.,
2001).
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1.2 Importancia clinica.

El neumococo se encuentra de forma asintomatica en la nasofaringe en el 60% de la
poblacion (Goicoechea-Saeza et al., 2003); Sin embargo, puede llegar a causar
enfermedades como la otitis media, neumonia, bacteriemia y meningitis. Inicialmente
puede llegar a los senos nasales y la trompa de Eustaquio causando sinusitis y otitis
media; al llegar al pulmén puede causar nheumonia lobular, siendo una complicacién la
presencia y division de la bacteria en la pleura, causando un sindrome denominado como
empiema. Puede llegar a los vasos linfaticos cercanos, posteriormente al conducto
linfatico toracico y el torrente sanguineo a la altura de la vena subclavia del cuello, una
vez en la sangre, existe riesgo de septicemia que puede ser fatal (Hosea, Brown,
Hamburger, & Frank, 1981). Por el sistema circulatorio puede llegar a las meninges y
causar meningitis, un sindrome altamente dependiente de la reaccién inflamatoria
mediada por citoquinas inflamatorias como TNFa, que también dafia la barrera
hematoencefalica (Sharief, Ciardi, & Thompson, 1992). Sin embargo, también puede
producir meningitis mediante el paso directo del neumococo desde la nasofaringe a
través de las discontinuidades de la duramadre (Hand & Sanford, 1970).

1.3 Estructura antigénica

Uno de los principales factores de virulencia del neumococo son los polisacaridos
capsulares, que esta asociado a la inhibicién de la fagocitosis (ver figura 1). Sumado a
esto, existen moléculas asociadas a la patogenia como: el perdxido de hidrogeno,
componentes de la pared celular como la hemolisina (neumolisina), y proteinas de la
superficie celular, se encuentran distribuidas en tres familias de acuerdo a la forma en
gue se vinculan a la superficie de la célula: proteinas de unién a colina, proteinas y
lipoproteinas ancladas a LPXTG (motivo Leu-Pro -alguno-Thr -Gly). La familia de las
proteinas de unién a la colina contiene varias proteinas importantes para la virulencia,
incluyendo la autolisina (LytA), proteina de superficie neumocécica A (PspA) y proteina
de superficie C (PspC). (Lau et al., 2001; Neeleman et al., 1999).
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Figura 1-1. Factores de Virulencia de Streptococcus pneumoniae
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(Tomado de: The Pathogenesis Of Streptococcal Infections: From Tooth Decay To Meningitis.
Tj.Mitchell. Nature Reviews Microbiology. Volume 1 December 2003. Pag 221)

1.3.1 Adhesinas

Las adhesinas son proteinas esenciales para la colonizaciéon del neumococo, en la
adhesion a receptores glucidos presentes en las células epiteliales del tracto respiratorio
y en el endotelio del huésped (Cundell, Gerard, Gerard, ldanpaan-Heikkila, & Tuomanen,
1995). ElI neumococo puede identificar 5 receptores glucidicos distintos por medio de
adhesinas diferentes. Estos receptores son los siguientes: N-acetil-glucosamina ($1-3)
galactosa (epitelio bucal), acido sialico-galactosa (B 1-4) N-acetil-glucosamina (epitelio
bronquial y conjuntiva), N-acetil-galactosamina (31-4) galactosa (epitelio alveolar y
endotelio vascular), N-acetil-galactosamina (B1-3) galactosa (epitelio alveolar y endotelio
vascular) 'y N-acetil-glucosamina (epitelio alveolar y endotelio vascular

activados).(Spellerberg et al., 1996).
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1.3.2 Neuroaminidasa

La neuraminidasa corta en residuos de &cido sialico de los glicoesfingolipidos, los cuales
se encuentran en gran cantidad en las células epiteliales del pulmdén, enmascarando
receptores con estos residuos siendo usados en las fases de adhesiéon (Feldman et al.,
1990).

1.3.3 Neumolisina

La neumolisina tiene al menos dos actividades principales: la capacidad para formar
poros y la capacidad de activar la via del complemento. Las regiones funcionales para
estas actividades han sido localizadas dentro de la molécula, y han mostrado ambas
actividades para ser importantes en la causalidad de enfermedad, esta toxina podria
detener el movimiento ciliar, permitiendo la llegada del neumococo al pulmén por
aspiracién (Feldman et al., 1990), se ha demostrado que se une al receptor Toll 4
presentes en las células presentadoras de antigeno (Malley et al., 2003) y esta
involucrada en la patogénesis de la meningitis ya que puede inducir la apoptosis de las
células del cerebro (Malley et al., 2003).

1.3.4 Autolisina

En el pulmoén, la autolisina genera fragmentos de la pared celular que son factores
guimiotacticos para los leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos, baséfilos y eosindfilos),
originando una reaccion inflamatoria. La inflamacién se induce, por el antigeno C (acidos
teicoicos que incluyen colina en su composicién) que reacciona con la proteina C reactiva
producida por el higado, la respuesta es amplificada por la actividad de las citoquinas

inflamatorias y el sistema de complemento siendo moléculas pir6genas. (Lau et al., 2001)

1.3.5 Pared celular

La pared celular del neumococo es importante, en la mediacién del anclaje de la bacteria

y las células pulmonares. La fosforilcolina de la pared celular se une al receptor del factor
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activador de plaguetas (FAP). El receptor FAP es un regulador de la respuesta
inflamatoria durante las infecciones virales. Esto podria explicar el aumento de la
incidencia de la neumonia neumocécica después de la infeccién viral (Tuomanen et al.,
1985).

1.3.6 Metabolismo Oxidativo

Se han descrito varios genes cuya funcién es importante para la persistencia o invasion
in vivo del neumococo. Entre éstos se encuentran nox, sodA, psaA y spxB relacionados
con el metabolismo oxidativo y que parecen ser importantes durante las primeras fases
de la infeccion, en las que S. pneumoniae tiene contacto con zonas de alta presién
parcial de oxigeno y produce peréxido de hidrogeno. Esto es relevante para la
competencia por la supervivencia con otros microorganismos comensales de la
nasofaringe como Haemophilus influenzae o Neisseria meningitidis, mas sensibles a la
presencia de peroxido de hidrégeno en el medio (Pericone, Overweg, Hermans, &
Weiser, 2000).

1.3.7 Proteina de superficie neumococica (Psp)

La proteina de superficie neumocécica A (PspA) inhibe la activacion y la eficacia del
complemento, mediante la prevencion de la disposicion de C3b sobre la superficie celular
o mediante la inhibicién de la formacion de la via alterna del componente convertasa C3.
La proteina de superficie neumocécica C (PspC, CbpA o SPSA) estd implicada en la
adhesion de las bacterias a la nasofaringe. PspC tiene varias actividades que podrian ser
importantes en el proceso de la enfermedad (Hoskins et al., 2001), estimula la produccién
de IL-8 a partir de las células epiteliales pulmonares y por lo tanto podrian estar
involucrados en el reclutamiento de células inmunes y quimiotaxis. (Neeleman et al.,
1999).

1.4 Capsula

La capsula es la estructura mas externa del S. pneumoniae y esta determinada por
polisacéridos (Calix et al., 2012). La produccion de este tipo de estructuras le confiere la

capacidad de formar biofilms aumentando la posibilidad de adherirse a las superficies;
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ademds de estimular la inmunidad especifica que podrian asociarse con la virulencia de

esta bacteria (Moat, Foster, & Spector, 2002).

Las unidades capsulares neumocodcicas repetidas tienen de dos a ocho residuos de
sacaridos, frecuentemente tienen O-acetilo, fosfoglicerol, y acetal piruvil (Calix et al.,
2012). La similitud estructural de los polisacaridos capsulares se relaciona con la
semejanza serolégica. Por ejemplo, cdpsulas de serotipos 6A y 6B son isopolimeros que
solo difieren en la vinculacion ramnosa-ribitol (Moat et al., 2002).

La mayoria de las capsulas neumocdcicas son anibnicas; por lo tanto, la mayoria de las
cepas de neumococo estan cargadas negativamente, ayudando al despeje del moco
facilitando la adherencia de la bacteria a la célula y a su vez repelen los fagocitos a
través de la repulsion electrostéatica (Moat et al., 2002).

Algunos serotipos relacionados por la composicion de los polisacaridos capsulares, son
mas comunmente aislados de la nasofaringe, mientras que otros se encuentran
predominantemente en sitios que son considerados estériles en pacientes con
enfermedad invasiva. La razén de este fenébmeno aln no es muy claro, sin embargo se
conoce que la capsula posee la facultad de proteger a las bacterias de la fagocitosis, tras
la invasion de la bacteria a otros 6rganos (Hathaway et al., 2012). Al existir diferentes
tipos de capsula en neumococo, permite pensar en el papel de esta y en la supervivencia
de algunos serotipos en la nasofaringe, relacionado con una prevalencia mayor en
cuanto a la colonizacién de algunos tipos capsulares, esto crea una competencia en la
colonizacién de la nasofaringe, obligando a otros serotipos que no logran la colonizacién
en ese nicho ecolégico, buscar otros lugares mas ricos, invadiendo lugares que se
consideran estériles, logrando prosperar en un entorno nutricionalmente Gptimo,

causando infeccion (Hathaway et al., 2012).

La capsula es una de las estructuras caracteristicas del neumococo y su sintesis esta
dispuesta en casete (Kadioglu, Weiser, Paton, & Andrew, 2008), siendo reconocido como
cluster cap o cps (Figura 1-2), estos se transcriben como un solo operon (Kadioglu et al.,
2008; Moscoso & Garcia, 2009), y se encuentra localizado, entre los genes dexB y aliA
(Bentley et al., 2006).
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Figura 1-2 Organizacion de los loci capsulares de neumococo
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Los genes serotipo-especificos estan sombreados en gris mientras que los genes no relacionados
con la sintesis de CPS estan indicados como flechas blancas. Las flechas anchas y estrechas
representan, respectivamente, genes y pseudogenes. Aparte de los genes serotipo-especificos,
aquellas regiones del genoma que poseen una semejanza en nucleétidos superior al 90% se
representan con color y sombreado idénticos. Las flechas curvadas indican las regiones
promotoras. También se indican los posibles terminadores de transcripcion.

(Tomado de: Tesis Doctoral “Biofilmes de Streptococcus pneumoniae: Genética, composicion
y terapia”. Domenech M. Madrid 2012. Pag. 10

1.5 Tipificacion

La tipificacion de S. pneumoniae, es esencial en la vigilancia epidemiolégica de las
infecciones asociadas al neumococo, en el estudio de la dinamica poblacional y para
evaluar la eficacia de las vacunas (Li, Raoult, & Fournier, 2009).

Los serotipos en S. pneumoniae han sido cruciales en el desarrollo de vacunas usando
como blancos polisacaridos capsulares asociados con mayor frecuencia a enfermedad
invasiva. A pesar de la diversidad de los polisacaridos capsulares, sigue siendo

restringido los serotipos que causan infecciones en un humanos (Li et al., 2009).
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1.5.1 Tipificacion fenotipica.

En la tipificacién fenotipica del S. pneumoniae se basa en la reaccion antigeno y
anticuerpo, causando una precipitacion de los polisacaridos capsulares, extendiendo la
zona capsular de modo que es visualizado facilmente. Existen técnicas que identifican

estas interacciones especificas dadas por los antigenos de cada tipo de neumococo.

Actualmente se sigue considerando como “estandar de oro” en la tipificacion fenotipica,
es el método de la reaccion capsular, conocida como la reaccion de Quellung o prueba
de Neufeld, debido a que fue descrito por Neufeld en 1902. La prueba Neufeld es una
reaccion de precipitacion entre el suero especifico que interactia con el polisacarido
capsular, haciendo que la capsula sea visible (Duarte Valderrama et al., 2012; Slotved,
Kaltoft, Skovsted, Kerrn, & Espersen, 2004).

1.5.2 Tipificacidén genotipica

La tipificacion genotipica reconoce la relacion de los aislamientos que se encuentran
vinculados epidemiol6gicamente, a su vez, permite determinar el precursor comun de un
microorganismo; discriminando las diferencias de los aislamientos no relacionados entre

si, usando marcadores moleculares.

En la tipificacion genotipica han permitido la detecciébn de brotes y epidemias,
identificando los posibles reservorios, mecanismos de transmision de patégenos y
evolucion genética de las poblaciones microbianas, definiendo la relacion existente, sea
clonal o no, entre los aislamientos (Duarte et al., 2013; Fernandez-Cuenca, 2004) y
permitiendo establecer los clones circulantes en las diferentes zonas geograficas
(Fernandez-Cuenca, 2004). La tipificacion genotipica se basa en la presencia de genes
especificos para cada serotipo de S. pneumoniae, para esto se cuenta con el uso de
herramientas como la PCR para la determinacion de serotipos, esta es una técnica mas

sencilla y rapida que la técnica de Quellung (Kadioglu et al., 2008).

La PCR multiple convencional para los 40 serotipos es una técnica desarrollada en 9
reacciones, tiene una limitante, no permite discriminar algunos serotipos en ciertas

reacciones, debido a que, el tamafio del producto amplificado lo comparte mas de un
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serotipo (Castillo et al., 2011). La PCR en tiempo real detecta genes usando sondas
especificas con etiquetas fluorescentes, este es uno de los métodos que determina la
presencia de ADN en cantidades insuficientes para ser detectadas por PCR convencional
(Castillo et al., 2011).

» 1.5.2.1 Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La electroforesis en campo pulsado (PFGE) es usada para generar una huella de ADN
del aislamiento bacteriano, separando las moléculas de ADN en un campo eléctrico
alterno en diferentes angulos (Castillo et al., 2011; Li et al., 2009) .

Se usan enzimas de restriccion de corte poco frecuente, es decir, enzimas cuyo sitio de
restriccion, por su secuencia y longitud se encuentran raramente en el ADN cromosémico
de la bacteria; permitiendo la division del cromosoma bacteriano en pocos fragmentos
(entre 10 a 30) de gran tamafio (de mas de 40 kb) y separadas por un campo eléctrico
orientado de forma variable y periédico, generando patrones de restriccion (Duarte et al.,
2013; Li et al., 2009). En un grupo de cepas se refleja el polimorfismo de ADN en los
sitios de reconocimiento de la enzima de restriccion (Castillo et al., 2011; Duarte et al.,
2013; Li et al., 2009).

En la interpretacién de PFGE, se busca el patron predominante, es el mas comun entre
los aislamientos analizados, siendo este el patron epidemiolégico, seguido de este se
comparan los demas patrones para determinar el nUmero de diferencias y similitudes
precisando el nivel de relacién clonal entre los aislamientos (Tenover et al., 1995; Vela,
Fonseca, Fabio, & Castaneda, 2001).

Esta técnica se ha usado en bacterias patdgenas y presenta concordancia con relacion
epidemioldgica, siendo méas selectivo que otros métodos como ribotipificacion o

multilocus sequence typing (MLST) (Castillo et al., 2011).

= 1.5.2.2 Tipos de secuencia de multilocus (MLST)

La tipificacion de secuencia por multilocus, tuvo su inicio a partir de estudios de genética

de poblaciones, es una técnica molecular de aplicacion en la epidemiologia global, para
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identificar los grupos de poblaciones con variaciones asociadas a barreras geograficas o
temporales, caracterizacion de los brotes, diferencia de recidivas o reinfecciones o fallos
terapéuticos, permitiendo identificar regiones especificas de los genes responsables de la
variabilidad de un locus o genes codificantes de enzimas, los cuales proporcionan un alto
grado de discriminacién reduciendo el ndmero de loci analizados. Dichas variantes

alélicas y las diferencias de los alelos forman el perfil alélico (Maiden et al., 1998).

La tipificacidén se basa en la secuenciacion de siete genes conservados: aroE (shikimato
deshidrogenasa), gdh (glucosa 6-fosfato deshidrogenasa), gki (glucosa quinasa), recP
(transketolasa), spi (sefial peptidasa I),xpt (xanthina fosforibosiltransferasa), ddl (D-
alanina-D-alanina ligasa), denominados housekeeping en el esquema MLST. La
combinacién de los siete alelos define el tipo de secuencia (ST), esto permite relacionar
de forma directa mediante secuenciacion de los fragmentos de ADN, microorganismos
genéticamente idénticos (clones) o altamente relacionados (lineas clonales). (Castillo et
al., 2011; Fernandez-Cuenca, 2004).

Estas herramientas permiten identificar los clones, ya sea, en aislamientos de un mismo
serotipo o diferentes tipos capsulares, evidenciando las diversificaciones en el genotipo,
dadas por las variaciones en las secuencias de ADN, reflejando los cambios en los alelos
de los genes estudiados en el esquema, al ser en un solo gen se conoce como variante
de un solo locus (SLV), en dos genes como variantes de doble loci (DVLS) y en tres
genes como variantes en tres loci (TLVS) (Duarte et al., 2013; Maiden et al., 1998).

1.6 Clonalidad

La tipificacion bacteriana ayudo a discriminar entre cepas pertenecientes a una misma
especie y discernir las diferentes lineas clonales entre esa especie. Esto implica la
probabilidad que existe en que dos aislamientos estén relacionados. En S. pneumoniae
debido a un fendbmeno conocido como switching capsular (Avery, 1944), un clon podria
expresar multiples serotipos; como es el caso del clon internacional 23F-ST81 asociado
a los serotipos 1, 3, 6A, 9V, 14, 19A, 19F, 20, 23F y 42 como se describe en el sitio web

de Streptococcus pneumoniae MLST (https://pubmlst.org/ spneumoniae /).
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S. pneumoniae es una especie muy diversa debido a los mdultiples polisacaridos
capsulares asociados a varios clones y el rol del tipo capsular con la interaccién en el
huésped, ademas de esto, los clones que expresan el mismo tipo capsular estan
asociados a la virulencia de la bacteria y resistencia a antimicrobianos; asi mismo,
adquiere importancia la transmision horizontal de genes en S. pneumoniae, permitiendo

comprender la dindmica clonal (Avery, 1944; Wyres et al., 2013).

1.6.1 Switching Capsular (Conmutacion capsular)

El switching capsular fue descrito por primera vez por Griffith en 1928 (Griffith, 1981), es
un fenédmeno en el que S. pneumoniae adquiere un cassette capsular por transferencia
horizontal de genes con otro tipo capsular (Figura 1-3), este fendmeno puede
presentarse en un solo clon por alteraciones en su locus cps, adicionalmente estos
cambios pueden incluir genes como pbp2x y pbpla (genes asociados con la resistencia a
penicilina ubicAndose aproximadamente 8 kb corriente arriba y aproximadamente 7 kb
corriente abajo del locus cps)(Griffith, 1981; Wyres et al., 2013).

Figura 1-3. Representacion del Switching capsular

Horizontal gene transfer
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Tomado de: Brown, J., Hammerschmidt, S,. Orihuela, C,.(2015). Streptococcus
pneumoniae Molecular mechanisms of Host-Pathogen interactions. Elsevier.
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1.7 Vacunas de Streptococcus pneumoniae

La inmunizacion con un polisacarido neumocécico determinado genera inmunidad
especifica mediada por anticuerpos para ese tipo capsular. Para S. pneumoniae se han
desarrollado dos tipos de vacunas: la vacuna polisacérida no conjugada 23-valente y la
vacuna polisacérida conjugada, de la cual existen actualmente dos tipos de vacuna 10—

valente y 13—valente (Castillo de Febres, Triana, & Carrizo, 2011).

1.7.1 Vacuna polisacarida

La vacuna no conjugada o polisacarida estd compuesta por polisacaridos purificados de
los serotipos conocidos por su resistencia y virulencia, cubriendo un 85 a 90% de
aqguellos tipos capsulares relacionados con enfermedad invasiva (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F) (Castillo de
Febres et al., 2011) siendo més eficaz en adultos, donde se produce una respuesta de
anticuerpos T-independiente, en cambio, carecen de eficacia en los niflos menores de 18
meses, debido a que los nifios no desarrollan buena respuesta T-independientes contra
los antigenos polisacaridos hasta unos afios después del nacimiento, lo cual, no genera

una respuesta inmune protectora. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2006b).

1.7.1 Vacunas conjugadas

Se desarrollaron vacunas conjugadas como soluciéon a la no generacion de memoria
inmunoldgica, convirtiendo el polisacarido bacteriano en un antigeno T-dependiente, lo
gue se logré acoplando de forma covalente el polisacarido con una proteina portadora,
por ejemplo el toxoide tetanico o diftérico, que proporciona los péptidos antigénicos que
estimulan la respuesta de células T CD4. Después de la vacunacion, los linfocitos T que
responden a la proteina portadora pueden estimular a las células B especificas contra el
polisacérido para que produzcan anticuerpos especificos contra el polisacarido

neumocécico (Hortal et al., 2000; Organizacion Panamericana de la Salud, 2006b).

Se desarrollé la vacuna 10-valente, contiene los serotipos: 4, 6B, 9V, 14, 23F, 1, 5, 7F,

conjugados a la proteina D del Haemophilus influenzae no tipificable, el polisacarido del
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serotipo 18C conjugado a la proteina transportadora del toxoide tetanico y el polisacérido
del serotipo 19F conjugado al toxoide diftérico (Castillo de Febres et al., 2011). La ultima
vacuna conjugada que se conoce actualmente, es la 13-valente, contiene los 13
polisacaridos capsulares: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A, conjugados
a una proteina mutante no toxica de la toxina diftérica (CRM197)(Castillo de Febres et al.,
2011).

Actualmente, se esta documentando cambios en los serotipos de S. pneumoniae que se
consideraban prevalentes en enfermedad invasiva debido a que presiones selectivas
masivas, como las vacunas, podrian potenciar este fenbmeno (Balsells, Guillot, Nair, &
Kyaw, 2017). Las vacunas existentes tienen un numero limitado de serotipos. La
importancia de la vacuna radica en la prevencién de la colonizacion orofaringea por
serotipos incluidos en la férmula, a su vez, disminuye la probabilidad de presentar
enfermedad invasiva por los mismos, evitando su circulacion e intercambio genético con
cepas consideradas menos Vvirulentas (Mothibeli et al.,, 2010), relacionandose
probablemente con la sustitucion en la flora orofaringea de los serotipos no incluidos en

la férmula de la vacuna.

En Colombia en el 2009 se introdujo al programa de vacunacién neumocdcica, la vacuna
conjugada 7-valente (PCV7) (Parra, Ramos, Sanabria, & Moreno, 2014), en el 2011, se
incluyé en el esquema de vacunacion la 10-valente PCV10 (Lara, Graeve, & Franco,

2018), siendo esta ultima, la incluida en el programa ampliado de inmunizaciones (PAl).

1.8 SIREVA I

El programa SIREVA |l (Sistema Regional de Vacunas) de la Organizacion
Panamericana de la Salud, cuyo principal objetivo es vigilar la circulacién de algunos
agentes bacterianos de alto impacto en la poblacién: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis, ha estado ejecutandose desde 1993 en
la region de Latinoamérica y el Caribe (Di Fabio et al., 1997; Organizacion Panamericana
de la Salud, 2009). En Colombia, a través de la vigilancia por la Red Nacional de
Laboratorios de los patdgenos causantes de meningitis bacteriana aguda (MBA) e
infeccion respiratoria agua (IRA) en la poblacion general, se han caracterizado los

aislamientos recibidos de estos tres microorganismos. Esta vigilancia permite observar la
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frecuencia de serotipos aislados de pacientes con enfermedad invasiva, y su
comportamiento respecto a la edad del paciente donde fue aislada la cepa (Pagina web
INS).

1.9 Streptococcus pneumoniae serotipo 3

S. pneumoniae serotipo 3 es uno de los agentes causantes de enfermedades como:
otitis, neumonia y meningitis. Serotipo 3 se caracteriza por su capsula; siendo uno de los
neumococos mas estudiados, debido a que la estructura quimica de su polisacérido es
muy sencilla (Geno et al., 2015).

1.9.1 Importancia clinica

S. pneumoniae serotipo 3 esta asociado con enfermedad invasiva neumocdcica en los
dos polos de la vida, es decir, en nifios y adultos mayores, relacionandose en casos
fatales en aislamientos provenientes de Espafia y los Estados Unidos, en comparacion
con otros serotipos (Munoz, Hawkins, Bullard, Beaudet, & Kaplan, 1997). En Sudafrica, el
serotipo 3 fue asociado con complicaciones y altas tasas de mortalidad en pacientes que
presentaron enfermedad invasiva neumocdcica (Arrecubieta, Lopez, Garcia, & A, 1996),
sin embargo, en los nifios pequefos, el serotipo 3 ha demostrado un bajo potencial
invasivo y niveles bajos de resistencia a los antibi6ticos (Munoz et al., 1997). Ademas se
ha evidenciado que el serotipo 3 causa necrosis y abscesos cerebrales(dstergaard,

Brandt, Konradsen, & Samuelsson, 2004).

Los aislamientos de serotipo 3 se han caracterizado por su sensibilidad a la mayoria de
los antimicrobianos de uso clinico como se describe en Taiwan (Lauderdale et al., 2006) ,
Japon (Kasahara et al., 2005), Sudafrica (Mothibeli et al., 2010) y Chile (Publica, 2016).

1.9.2 Capsula Streptococcus pneumoniae serotipo 3

El polisacérido de la capsula del serotipo 3, se compone de glucopiranosa y acido
glucuronico, los cuales, se encuentran unidos por enlaces alternados (-1,3- y beta-1,4,

la sintesis del polisacarido capsular tipo 3 de S. pneumoniae requiere UDP-glucosa
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(UDO-Glc) y acido UDP-glucurénico para la produccién del polimero de [3-B-D-GIcUA-
(1,4) -B-D-Glc- (1 —] n. La generacion de UDP-GIc procede de la conversiéon de Glc-6-P
a Glc-1-P a UDP-GIc y es mediada por una fosfoglucomutasa (PGM) y una Glc-1-P

uridiltransferasa , respectivamente(Geno et al., 2015).

El loci cps de serotipo 3, se caracteriza por su divergencia genética, debido a que solo
pocos genes se encuentran conservados entre los diversos clusters (Bentley et al.,
2006).Los genes (capA-D) estan involucrados en el procesamiento, regulacion,
transporte y en la unién del polisacarido a la pared celular, sin embargo, el primer gen del
cluster (cap/cpsA) es similar en un 90% de todos los loci capsulares. En posicion 5’ del
gen capA, se han identificado una secuencia promotora funcional (5-TAGACA-17
nucleétidos— TATAAT-3’) y el sitio de inicio de la transcripcion (Munoz et al., 1997).

La mayoria de los neumococos sintetizan los polisacaridos por medio de un mecanismo
dependiente de una polimerasa (Wzy), por el cual, las subunidades repetidas se unen
individualmente a undecaprenil fosfato. Opuesto a esto, la sintesis de los polisacaridos
de los serotipos 3 y 37 esta catalizada por una glicosiltransferasa (sintasa) unida a la

membrana (Arrecubieta et al., 1996).

1.9.3 Clonalidad Streptococcus pneumoniae serotipo 3

Estudios de diversidad genética en Singapour de S. pneumoniae asociados a
enfermedad invasiva como meningitis y sepsis, se aislaron 18 S. pnuemoniae serotipo 3
en adultos entre las edades de 19 a 64 afios, tipificAndolos y asociandolos a los tipo de
secuencia: ST 458; ST 505, ST 4389, ST 6193, ST 3805, ST 63 (Jauneikaite et al., 2014).

En otros lugares del mundo, como en Sudéfrica se ha asociado como causa importante
de enfermedad invasiva a S. pneumoniae serotipo 3. Se clasificaron en tres grupos por
PFGE, donde se agruparon el mayor nimero de cepas, representadas en un 54% en el
grupo A; donde se incluyen aislamientos confirmados con la secuencia 458 (ST458).
Ademas de esto, se confirmd 3 aislamientos del grupo B, representando el 12% de los
aislamientos y caracterizados con ST global, ST 180 (Mothibeli et al., 2010). Se han
descrito otros tipo de secuencias para el serotipo 3 como: ST260, ST338, ST433,
ST1116, sin embargo, en la base de datos MLST (http:/pubmist.org/spneumoniae/)

contiene 1326 entradas para aislamientos serotipo 3 donde el MLST180 fue la secuencia
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mas abundante con el 42.7% de los aislamientos descritos en la base de datos, siendo el
ST180 mas importante para el serotipo 3 y con amplia distribucion mundial,
encontrandolo en todos los continentes (Pagina PMEN:

http://www.pneumogen.net/pmen/map_view.html).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Aislamientos bacterianos

Entre 1994 y 2015 se han recuperado 385 aislamientos de S. pneumoniae serotipo 3,
como parte del programa de vigilancia por el laboratorio de meningitis bacteriana aguda e
infeccidn respiratoria aguda liderada por el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud, que hace parte del Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes Bacterianos
causantes de Neumonias y Meningitis (SIREVA Il) (Di Fabio et al., 1997; Organizacion
Panamericana de la Salud, 2009). Los aislamientos se han tipificado por la reaccién de
Quellung y se les determind la sensibilidad antimicrobiana a oxacilina, penicilina,
ceftriaxona, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol, = vancomicina, eritromicina y
tetraciclina de acuerdo con los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute
CLSI (CLSI, 2015; Duarte Valderrama et al., 2012). Los aislamientos recuperados
provenian de: Bogota con 43,1%, 20,8% de Antioquia, 10,1% de Valle, 5,2% de
Risaralda, 3,6% Bolivar y los restantes 17.1% de Arauca, Atlantico, Boyaca, Caldas,
Caqueta, Casanare, Cauca, Cesar, Huila, Cundinamarca, Magdalena, Meta, Norte de
Santander, Quindio, Santander, Sucre y Tolima (Grupo Microbiologia-Instituto Nacional
de Salud).

2.2 Tamano de la muestra

Para el calculo del tamafio de la muestra se utilizé la férmula de estimacion puntual de la
prevalencia, teniendo en cuenta, que del S. pneumoniae serotipo 3 se tiene un total de
385 aislamientos obtenidos en el periodo de 1994 a 2015, se utiliz6 como prevalencia
esperada la obtenida en el afio 2013 de 11.25%, siendo la mayor prevalencia en el
periodo estudiado. La muestra se calcul6 con una diferencia maxima esperada de 15% y
un error del 5%. Para un total de 121 aislamientos, de los cuales, 98 asilamientos fueron

seleccionados de manera proporcional y aleatoria a las frecuencias observadas en cada
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afo, 19 por que presentaron resistencia al menos un antibidtico y 4 aislamientos que se

recuperaron de muestras no invasivas.

2.3 Viabilidad y pureza de los aislamientos

Los aislamientos previamente fueron confirmados por pruebas bacteriologicas
estandarizadas como la morfologia de la colonia, solubilidad en bilis, y serotipificados por
la reaccién de Quellung, seguido a esto criconservados a -70°C en un medio de leche
descremada al 20%. Para realizar el ensayo, se sembraron en agar tripticasa soya con
5% de sangre de cordero, se incubaron a 35 °C por 24 horas en una atmosfera de 5% de
CO; y una humedad del 90% (Castillo et al., 2011; Duarte Valderrama et al., 2012). Se
verificd el crecimiento obtenido y se confirmaron las caracteristicas macroscopicas que

corresponden a S. pneumoniae.

2.4 Prueba de electroforesis en gel de campos pulsados
(PFGE)

La caracterizacion molecular fue realizada mediante la prueba de electroforesis en gel de
campo pulsado (Vela et al., 2001), para ello inicialmente los aislamientos conservados en
leche descremada al 20% a -70°C se recuperaron en agar tripticasa con sangre de
cordero al 5%, seguido a esto, para obtener un crecimiento en fase logaritmica se inoculé
los aislamientos en caldo Todd Hewitt modificado, este est4 suplementado con
glutamina, levadura y glucosa, se incubd por 6 horas a 37°C, a partir de este crecimiento
se llevé a cabo la elaboracién de los discos de agarosa (Agarosa de rapida resolucion al
1.5%, Bio-Rad) en el cual se embebieron las cepas, posterior a ser ajustadas a una
densidad 6ptica (OD) de 620 nm, con absorbancias entre 0,025 y 0,05, se incubo con
RNAsa 10mg/ml, seguido de un lavado con buffer ES, se adicioné proteinasa K para la

lisis celular, luego de varios lavados fueron almacenados a 4°C en buffer TE.

La restriccion de DNA fué realizada utilizando la enzima Sma | a una concentracién de
20U/ul por cada aislamiento, se us6 como control la cepa R6 que tiene como
caracteristica la carencia del polisacarido capsular haciéndola menos virulenta (Hoskins
et al.,, 2001). Los bloques se sembraron en geles de agarosa de resolucion rapida al
1.5% preparada con buffer de TBE 0,5%X pH 8,5, utilizando como marcador de peso
molecular Lambda Ladder PFGE Marker.
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Los fragmentos de restriccibn se separaron por PFGE utilizando el equipo de
electroforesis CHEFF-II (Bio-Rad) y fueron coloreados con bromuro de etidio (10 mg/ml)
gue luego de ser lavados con agua destilada, se transfirio el gel a un sistema de imagen

para ser fotografiado (fotodocumentador Bio-Rad).

Los patrones de bandas obtenidos por PFGE fueron analizados con el programa Gel
compar Il 6.5, utilizando el coeficiente de Dice, el método de algoritmo de
emparejamiento por pares con base en promedios aritméticos (UPGMA), una
optimizacion del 1% y una tolerancia de 1,5%. Los patrones se clasificaron dentro de un
grupo clonal con menos de seis diferencias entre si y con una relacion genética en el

dendograma de 275%.

Del dendograma realizado a partir de la PFGE, se seleccionaron 5 aislamientos
representativos de los patrones de restriccion, se considerd la procedencia, patron de
resistencia y diagnéstico para determinar la secuencia tipo (ST), por la técnica de MLST.

2.5 Tipo de secuencia por Multilocus (MLST).

Para la prueba de MLST primero se realiz6 la extraccién del acido desoxirribonucleico
(ADN) por calentamiento a 95°C durante 10 minutos de la suspension de la bacteria en
agua destilada estéril, se centrifugd a 3000 gravedades por 3 minutos y el sobrenadante

fue conservado a -20°C.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los 7 genes conservados aroE
(shikimate dehydrogenase), gdh (glucose-6-phosphate dehydrogenase), gki (glucose
kinase), recP  (transketolase), spi (signal peptidase ), xpt (xanthine
phosphoribosyltransferase) y ddl (D-alanine-D-alanine ligase) se realizaron segun lo

descrito por Enrigth y colaboradores (Enright & Spratt, 1998).

Los iniciadores para amplificacion y secuenciacion de fragmentos de 450 y 500 pb de los
genes aroE 5'-GCC TTT GAG GCG ACA GC (forward) y 5'-TGC AGT TCA (G/A)AA ACA
T(A/T)T TCT AA (reverse), para el gen gdh 5'-ATG GAC AAA CCA GC(G/AITIC) AG(CIT)
TT (forward) y 5'-GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/A/TIC) CC (reverse), para el gen
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gki 5'-GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC (forward) y 5-TCT CCC GCA GCT GAC AC
(reverse), para el gen recP 5-GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG (forward) y 5'- TGC
AAC CGT AGC ATT GTA AC (reverse), para el gen spi TTATTC CTC CTG ATT CTG TC
(forward) y 5'-GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA (reverse), para el gen xpt 5-TTA TTA
GAA GAG CGC ATC CT (forward) y 5'-AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC (reverse), para
el gen ddl 5-TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG (forward) y 5'-CAC TGG GT(G/A)
AAA CC(A/T) GGC AT (reverse), la reaccién de amplificacion de cada gen se realizé en
un volumen total de 50 ul, cada PCR contenia 50 pmol de cada iniciador, 2,5 U de Taq
polimerasa (invitrogen), 1 ul de ADN, 0,2 mmol/L de cada dNTP y agua para ajustar el

volumen de 50 pl.

Las condiciones del termociclador tenia un ciclo inicial de denaturacion por 2 minutos a
94°C, seguido de 34 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto a 72°C con

una extension final de 1 minutos a 72°C y un enfriamiento a 4°C.

Dos microlitros de los productos de la PCR se corrieron por electroforesis convencional
en geles de agarosa (Ultra pure, Invitrogen) al 1,2% con bromuro de etidio (0,4 ug/ml) a
100 voltios por una hora, finalmente se tomd una fotografia utilizando el
fotodocumentador (Bio-Rad), para comprobar la calidad de las bandas y posteriormente
ser enviado para determinar las secuencias de nucle6tidos en cada una de las cadenas

(sentido y antisentido).

En el andlisis bioinformatico de las secuencias se realiz6 en el programa DNA Baser, se
compararon los alineamientos de cada una de las cadenas (sentido y antisentido) con el
fin de verificar que fueran iguales, luego al obtener el conting se incluy6é en la base de
datos disponible en el sitio web de MLST (https://pubmist.org/ spneumoniae/), para
determinar la secuencia de cada gen, con el conjunto de secuencias de los siete genes

se obtuvo el perfil alélico y se define el tipo de secuencia ST.

2.6 Analisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo. Las variables se describieron utilizando frecuencias
relativas o frecuencias absolutas, para determinar las frecuencias en el tiempo de S.

pneumoniae serotipo 3, se analizaron los datos en cuatro periodos de cinco y seis afios.
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La relacion o asociacion entre las variables cualitativas se evalué utilizando la prueba x2
o la prueba de Fisher. Se considerd una asociacion significativa con un valor de P < 0,05;

para ello, se utilizé el programa estadistico Epi info 7.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Distribuciéon de aislamientos.

Durante el periodo de 1994 a 2015 se recuperaron 6272 aislamientos de S. pneumoniae
de los cuales 385 corresponden al serotipo 3 (Figura 3-1) representando el 6,1% del total
de aislamientos de la vigilancia (Tabla 3-1).

Figura 3-1. Cultivo de Streptococcus pneumoniae serotipo 3.

Fuente: Grupo de Microbiologia-INS.

Tabla 3-1. Namero de aislamientos Streptococcus pneumoniae: serotipo 3, afio

% 994-1998 999-200 004-2009 010-20

Vigilancia 6272 (100) | 752 12 1011 | 16,1 | 1906 | 30,4 | 2603 | 41,5
Serotipo 3 385 (6,1) 21 55 36 9,4 93 24,2 | 235 61

Se observé el aumento significativo de la frecuencia de los aislamientos S. pneumoniae
serotipo 3, representando inicialmente el 2.8% de los aislamientos en el periodo de 1994-
1998 al 8.6% (p=<0.05) de los aislamientos en el periodo 2010-2015 (Figura 3-2).
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Figura 3-2. Distribucion de aislamientos Streptococcus pneumoniae serotipo 3 por
afio
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Se recibieron aislamientos de 33 divisiones politicas del pais, de los cuales, el 43,1% de
los aislamientos procedian de Bogota, seguido por Antioguia con el 20,8%(Tabla 3-2).
Diez y nueve aislamientos S. pneumoniae serotipo 3 presentaron resistencia al menos un

antibittico, de los cuales, 8 aislamientos presentaron multiresistencia (Tabla 3-3).

Tabla 3-2 Distribucidn aislamientos Streptococcus pneumoniae serotipo 3:

procedencia.

Procedencia
Streptococcus

pneumoniae n (%) Antioquia Bogota Risaralda Valle Otros

] ) n ) n ) % n %

?120702) 1388 | 22,1 | 2639 | 42,1 | 273 | 4,4 | 706 | 11,3 | 1266 | 20,2

Serotipo3 [385(6,1)| 80 | 208 | 166 | 431 | 20 | 52 | 39 [10,1| 80 |[208

Vigilancia
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Tabla 3-3 Distribucion aislamientos Streptococcus pneumoniae serotipo 3:

procedencia.

Resistencia

Streptococcus

pneumoniae n (%) Cro Clor STX

% n % n

Vigilancia (6120702) 378|6,0 |384 6,1 |249|4,0|2330|37.1|554|8,8 | 1401 | 22,3

Serotipo 3 38561 0[O0 0|09 (23] 3 |]08] 8 |21 19 |49

Pen: penicilina, Cro: ceftriaxona, Clor: cloranfenicol, STX: Trimetoprim-sulfametoxazol, Eri: Eritromicina, Te:

tetraciclina.

El 47% se recuperaron de pacientes mayores de 50 afios, seguido por los nifios menores
de 2 afos con el 19% de los aislamientos (Figura 3-3). El principal diagnostico fue

neumonia con el 38% (Figura 3-4).

Figura 3-3. Distribucion de aislamientos Streptococcus pneumoniae serotipo 3 por
edad.

Edad (afios)
m<?2
m35
m6-19
H20-49
m>50
mSD

Figura 3-4. Distribucion de aislamientos Streptococcus pneumoniae serotipo 3 por

diagnéstico.
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Diagnostico

B Meningitis
M Sepsis/ Bacteremia
= Neumonia

m Otras
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3.2 Caracterizacion molecular de Streptococcus
pneumoniae serotipo 3.

3.2.1 Caracterizaciéon de Streptococcus pneumoniae serotipo 3
por PFGE

Mediante la técnica PFGE se caracterizd 121 aislamientos provenientes de las diferentes
divisiones politicas del pais (Figura 3-5). Ciento diez y nueve aislamientos se agruparon
en los patrones de la A hasta la D y tres aislamientos no se encontraron relacionados
genéticamente. El patron A fue el mas comun, agrupo 111 aislamientos distribuidos en 13
subtipos (A1-Al3) presentando un porcentaje de similaridad genética mayor del 77% y
relacionandose con el clon mundial Netherlands®-31-ST180. (Figura 3-6).

Figura 3-5 PFGE de Streptococcus pneumoniae serotipo 3

-
-
-
-
-

Carril 1 y 26: Patrén de peso molecular; Carril 2 y 25: Cepa control R6; Carril 3 al 24: Aislamientos S.
pneumoniae serotipo 3.
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Figura 3-6 Dendrograma PFGE Streptococcus pneumoniae serotipo 3

Numero  Afio Resistencia Division ST Patron Diagnostico
Palitica Flectroforético
792 1998 Te:R Risaralda B .MBA
5107 2010 Oxa: SDP; St. Bogota B .Neum.
1783 2000 Te:R Valle B .MBA
.3045 2005 Bogota NR .Neum.
.7551 2015 Atlantico A6 .Neum.
.7349 2015 Bolivar A.6 .Otitis*
.6549 2013 Santander A6 .Otitis*
.6061 2012 Huila A7 .MBA
14033 2007 Antioquia A7 .Sepsis
.829 1998 Valle A7 .Neum.
.2186 2004 Al12
5301 2011 Norte de S. Al12
7495 2015 Boyaca A.10 IRA
5095 2010 Te:rR Bogota A.10 .SD
.2004 2001 Bogota A.10 .Sepsis
.703 1998 Bogota A.10 .Neum.
.5233 2010 Eri: I; Te: R Bogota A4 .Neum.
5556 2011 C:R;Eri;I; T. Bogota A4 .Neum.
5581 2011 CR;Te:R Valle A4 .SD
.6283 2013 C:R; Eri:R; T. Narifio A4 .Neum.
.6294 2013 C:R;Te:R Bogota A4 .Sepsis
.6475 2013 C:R; Eri:R; T. Norte de S. A4 .MBA
.6978 2014 C:R;Eri:l; Te:. Antioquia ST:180 A4 .Neum.
.6058 2012 CR;Eri:R; T. Valle A4 .Septic.
.6087 2012 Caldas A8 .MBA
.6123 2012 Bogota A8 .Mastoi.
.5010 2010 Bogota A.8 .SD
14333 2008 Caqueta A8 .MBA
.6696 2014 Bogota A3 .Sepsis
4789 2009 Bogota A3 .Sepsis
.7558 2015 Antioquia A3 .Sepsis
.6015 2012 Bogota A3 .Neum.
.2064 2001 Valle A3 .Neum.
.1106 2000 Bogota A3 .Neum.
.7506 2015 Bogota A3 .Leuce.
.CLO. Netherl.
.2561 2003 Valle A3 .Neum.
5285 2011 Antioquia A2 .Otros
119 1994 Bogota A2 .MBA
.5896 2012 Antioguia A2 .Hemor.
7321 2015 Risaralda ST:V180 A.2 .Neum.
7519 2015 Bogota A2 .Neum.
.3433 2006 Bogota A2 .EPOC
.3871 2007 Bogota A2 .Neum.
.2935 2005 Arauca A2 .MBA
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.3871
.2935
.2612
.3893
.2440
.6253
.6311
.6335
3971
4247
4401
4725
.5039
.5229
5214
.5819
435

.3339
.2053
.930

4519
.6399
.6520
.6421
.3396
.2586
.2466
.2085
.6524
.6390
.5910
.6544
.6561
.6740
.6786
.6878
.4096
4498
4631
4942
.5315
.5384
.5385
5413
.5473
.7536
.5150
.6958
7512
.6039

ArAan

2007
2005
2004
2007
2003
2013
2013
2013
2007
2008
2008
2009
2010
2010
2010
2012
1996
2006
2001
1999
2009
2013
2013
2013
2006
2004
2003
2002
2013
2013
2012
2013
2013
2014
2014
2014
2007
2009
2009
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2015
2010
2014
2015
2012

AnAn

Bogota
Arauca
Bogota
Bogota
Bogota
Bogota
Bogota
Bogota
Caldas
Bogota
Antioquia
Antioquia
Bogota
Bogota
Bogota
Antioquia
Risaralda
Bogota
Bogota
Bogota
Valle
Narifio
Bolivar
Bogota
Antioquia
Valle
Bogota
Risaralda
Santander
Bogota
Bogota
Bogota
Antioquia
Bogota
Bogota
Risaralda
Bogota
Risaralda
Meta
Bogota
Bogota
Meta
Boyaca
Antioquia
Narifio
Bolivar
Antioquia
Risaralda
Antioguia

Cundinama.

Amtlmmio

A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

.Neum.
.MBA
.Neum.
.Otro
.Neum.
.Neum.
.S. febril
.Neum.
.MBA
.Neum.
.Neum.
.Sepsis
.S. febril
.Neum.
.Sepsis
.Septic.
.MBA
.Falla V.
.MBA
.Neum.
.Sepsis
.Insufici.
.Neum.
.Bacter.
.Neum.
.MBA
.Neum.
.MBA
.Neum.
.Bronqu.
.Sepsis
.Sin dato
.Neum.
.S. Febr.
.Bronqu.
.Septic.
.MBA
.MBA
.Sepsis
.MBA
.Neum.
.Neum.
.MBA
.SD
.Neum.
.MBA+ .
.Sepsis
.Sepsis
.Sepsis
.Sepsis.

et
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Cose cvao PRV Ses RO
.6039 2012 Cundinama. Al .Sepsis.
.3536 2006 Antioquia Al .Sepsis
534 1997 Risaralda Al .Neum.
.6101 2012 Risaralda Al .MBA
.7390 2015 Bogota ST:V180 Al .Bronqu.
.6957 2014 Al

5475 2011 Meta Al .SD
.5629 2011 Al

1705 2000 STX: | Santander A5 .Sepsis
6638 2014 Te: | Valle ST:180 A5 .Neum.
.1108 2000 Te:R Bogota A5 .MBA
.6659 2014 Te:l Antioquia A5 .Infecci.
3481 2006 Eri:R Antioquia A5 .Neum.
7587 2015 Stx:R Risaralda A5 .Tumor.
7664 2015 Te:R Bogota A5 .Neum.
.5088 2010 Bogota A13 .S. febril
6841 2014 Bogota ST:9162 A9 .Neum.
.6903 2014 Bogota A9 .Neum.
.6915 2014 Antioquia A9 .Sin Da.
.6922 2014 Valle A9 .Falla .
7159 2015 Bolivar A9 .Neum.
.237 1995 Antioquia All .Neum.
.3326 2006 Casanare All .MBA
.2645 2004 Risaralda All .MBA
7447 2015 Risaralda NR .Neum.
14995 2010 C

.5633 2011 Risaralda C .SD
582 1997 Caldas NR .MBA
.6095 2012 Antioquia D .Sepsis
.6100 2012 Bolivar D .S. febril

3.2. Caracterizacion de Streptococcus pneumoniae serotipo 3 por
MLST

Mediante la técnica de tipos de secuencia por multilocus (MLST), se caracterizaron 5
aislamientos de S. pneumoniae serotipo 3 (Figura 3-7, 3-10). Con el andlisis de las
secuencias obtenidas (Figura 3-11) por cada producto se obtuvo el conting con el que se
determiné el nimero de la secuencia de cada uno de los genes para cada aislamiento
(Tabla 3-4). Los aislamientos se eligieron de acuerdo al analisis del dendrograma
generado por PFGE. (Tabla 3-5).
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Figura 3-7 Electroforesis MLST Streptococcus pneumoniae serotipo 3 genes: Aroe,

spi, ddl

Figura 3-8 Electroforesis MLST Streptococcus pneumoniae serotipo 3 genes: ddl,
gdh, gki

Figura 3-9 Electroforesis MLST Streptococcus pneumoniae serotipo 3 gen: RecP
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Figura 3-10 Electroforesis MLST Streptococcus pneumoniae serotipo 3 gen: xpt

Figura 3-11 Cromatograma Streptococcus pneumoniae serotipo 3 gen: xpt
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Tabla 3-4 Perfil alélico de los aislamientos S. pneumoniae serotipo 3

N° Gen conservado
Aislamiento
7390 Al 7 6 22 15 2 10 1 180
7321 A2 7 6 22 15 2 10 1 180
6978 Ad 7 6 22 15 2 10 1 180
6638 A5 7 6 22 15 2 10 1 180
6841 A9 2 6 22 15 2 10 1 |9162

El patron electroforético A agrupo el mayor niamero de aislamientos con 111 (91.7%)
aislamientos, conformado por 13 subtipos (Al- Al13); el subtipo Al agrupo 36
aislamientos con un porcentaje de similaridad de 98%, de los cuales, el 75% fueron
aislados en el periodo de 2010 al 2015, encontrandose con mayor frecuencia en adultos
mayores de 50 afios (36.1%), ocasionando sepsis (30.6%), neumonia (27.8%) y
meningitis (22.2%); un aislamiento no invasor se asoci6 a este sub tipo y se relacionaron
genéticamente con el tipo de secuencia ST180. El subtipo A2 agrupo 27 (24%)
aislamientos con 96.7% de similaridad, fueron aislados principalmente de pacientes
menores de 2 afios (29.6%) y mayores de 50 afios (44.4%), el diagnoéstico mas frecuente
fue neumonia con el (40.7%), se asocid un aislamiento no invasor y se relacion6 con el
tipo de secuencia ST180. El subtipo A3 se asoci6 con 8 (7.2%) aislamientos con 96.8%
de similaridad genética. El subtipo A4 agrupo 8 (7.2%) aislamientos recibidos en el
periodo 2010 al 2015, de los cuales 6 (75%) se encontraron en pacientes mayores de 50
afos, el diagnostico mas prevalente fue neumonia (50%); los 8 aislamientos presentaron
multiresistencia, el patrbn mas comun (63%) de resistencia fue a cloranfenicol,
eritromicina y tetraciclina, y se relacioné genéticamente al tipo de secuencia ST180. El
subtipo A5 presento 7 (6.3%) aislamientos de los cuales, presentan resistencia al menos

uno de los antibidticos evaluados y se relacionan con el ST180. Los subtipos A6-A8
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agruparon 13 (%) aislamientos El subtipo A9 se relacion6 con 3 aislamientos
recuperados en el periodo de 2010 al 2015, de los cuales, dos aislamientos son fueron
recuperados de enfermedad invasiva, asocidndose con el ST 9162, variante de un solo
locus del ST180 en el alelo aroE. El patrén B agrupo 3 (2.5%) aislamientos, el patron C
se conformé por 2 (1.7%) aislamientos, el patron D se conform6 por 2 (1.7%)

aislamientos y tres aislamientos no se encontraron relacionados.

La tabla 3-5 resume los principales resultados de la caracterizacion fenotipica y

genotipica de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 3 que circulan en el pais.
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Tabla 3-5 Distribucion de los patrones de restriccién de los aislamientos S. pneumoniae serotipo 3 recibidos en la
vigilancia en Colombia 1994-201

Periodo (afos) ‘ Grupos de Edad (afios) Diagnostico Sensibilidad antimicrobiana

Resistente Multi-
resist
Te encia

Sepsis/

1994- 1999-  2004- 2010- 3- Bacterie | Otros SD

1998 2003 | 2009 2015

Sensi
ble

A 1111 6 | 12 | 23 | 70 [30]9]7[16[43] 6| 22 40 26 15 | 8 | 93 0 7 2 7 |15] 8 -
Al |36 | 1 2 6 | 27 [7]4]o]9[13]|3]| 8 10 11 4 | 3| 36 0 0 0 o [o] o 180

A2 | 27| 2 3 | 11 | 11 |[8f2]|2|2|12]|1] 5 11 6 5 | o 27 0 0 0 o |of o 180

A3 | 8| o 3 1 4 [3]oj1|lo| 3|1 o0 4 3 1 | o 8 0 0 0 0 |0]| o -

A4 | 8| o 0 0 8 [1]ojofo|6 |1] 1 4 2 o | 1| o 0 7 0 6 | 8| 8 180

A5 | 7| o 2 1 4 [2]of22]1]0]f 1 3 1 2 |of o 0 0 2 1 |4 o 180

sup. | A6 [ 5] 0 0 0 5 [1|1]o|1|2]0]| 0 3 0 1 | 1] s 0 0 0 o |of o -
tipos | A7 | 4 | 0 0 1 3 |1|ojof1|1]0]f 2 0 0 1 | 1| 4 0 0 0 0 |0]| o -
A las]al 1 1 0 2 |2]|oflo|lo| 4 |of 0 2 1 o | 1| 3 0 0 0 0 |1] o -
A9 | 3| o 0 0 3 [1]2]1lo]o0o]of o 1 0 1 | 1| 3 0 0 0 o |of o 9162

AL0| 3 | 1 0 1 1 Jo|ojo|1|1|0] 1 1 1 o | o] 3 0 0 0 o |of o -

A1l 3 | 1 0 2 0 [2]1]ofo0]o0|o]f 2 1 0 o |o| 3 0 0 0 o |of o -

A2l 2 | o 1 0 1 |1|ofl1]|0o|o0o 0] 2 0 0 0 | of 1 0 0 0 0 |1] o -

A13| 1| o 0 0 1 [1|ojoflo|o|of O 0 1 o |[of o 0 0 0 o |1| o -

B 3| 1 1 0 1 [1fofo|1|1|o] 2 1 0 o [of o 1 0 1 0o |3 1 -

c 2| o 0 0 2 [ofojo|lo|2]0of o 1 0 o | 1| 2 0 0 0 0o |0]| O -

D 2| o 0 0 2 [ofo[1]o|o0o|1] 1 0 1 o o 2 0 0 0 0 |o0] o -
NR 3| 1 0 1 1 |1|ofl1{1|o0|0] 1 2 0 o | o] 3 0 0 0 o |of o -
Totaln [121| 8 | 13 | 24 | 76 |32|9|9 |18 |46 |7 | 26 44 27 15 | 9 | 100 | 1 7 3 7 |18 9 | sTag0;
Total % [100| 7 11 | 20 | 63 |26|7|7|15|38| 6 | 21 36 22 12 | 7| 83 1 6 2 6 |15| 7 [ ST:9162

Clor: cloranfenicol; STX: trimetoprim-sulfametoxazol Eri: eritromicina; Te: tetraciclina.
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4. Capitulo. Discusion

S. pneumoniae serotipo 3, es uno de los tipos capsulares de gran relevancia en
Colombia, asociandose cada vez mas, a enfermedad neumocécica invasiva,
principalmente neumonia y recuperandolo con mayor frecuencia en personas mayores de
50 afios. La tipificacion molecular de los aislamientos caracterizados en este estudio,
permitié relacionarlos genéticamente con el clon Netherlands®'/ST180, lo que demuestra
la clonalidad de los aislamientos, la prevalencia y distribucién de este clon en el pais.

Colombia presenta una frecuencia de 6,1% aislamientos de S. pneumoniae de tipo
capsular 3 recuperados desde 1994 a 2015. Segun el analisis de los datos de los
informes del programa regional SIREVA desde 2000 a 2014, se observan frecuencias
similares en algunos paises de Latinoamérica, como Brasil, Chile y México presentado
frecuencias de 7,35%, 5,42% y 5,23%, respectivamente; las frecuencias mas altas se
observaron en Uruguay (10,81%) y Costa Rica (10,32%) y las frecuencias mas bajas en
Guatemala 1,42%, CAREC 1,02% y Honduras con 0,74% (Tabla 4-1) (Organizacién
Panamericana de la Salud, 2005, 2006a, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013,
2014).
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Tabla 4-1 Frecuencias de S. pneumoniae serotipo 3 en paises latino americanos de
red SIREVA 2000-2014

. N(." N°.' Frecuencia
Aislamientos Serotipo3
Argentina 4352 176 4,04
Bolivia 493 7 1,42
Brasil 11897 874 7,35
CAREC 295 3 1,02
Chile 10856 589 5,43
Colombia 4485 270 6,02
Costa Rica 649 67 10,32
Cuba 1754 46 2,62
Ecuador 447 22 4,92
El Salvador 372 15 4,03
Guatemala 382 5 1,31
Honduras 135 1 0,74
México 2754 144 5,23
Nicaragua 132 6 4,55
Panama 553 32 5,79
Paraguay 1849 36 1,95
Peru 431 7 1,62
AR
Uruguay 2424 262 10,81
Venezuela 965 48 4,97
Total 46298 2643 5,71

En paises como Estados Unidos, la frecuencia de enfermedad neumocécica asociada a
serotipo 3 es baja, con el 4% en nifios y del 9% en adultos (Moore et al., 2015), mientras
gue en los paises de Europa como ltalia el serotipo 3 fue el mas frecuente en pacientes
mayores de 45 afios con el 17,3% de los aislamientos (Nieddu et al., 2017), al igual que
en Espafa donde se reporta que en el periodo de 2010 al 2013, el tipo capsular 3 fue uno
de los serotipos mas frecuentes en enfermedad neumocdécica con el 12% de los
aislamientos en niflos menores de cinco afos y 18% en personas mayores de cinco afios
(Guevara et al., 2014), similar a lo reportado en Finlandia, Austria, Portugal y Paises
Bajos donde el serotipo 3 es uno de los tipos capsulares méas frecuentes representando

el 17%, 16%, 13% y 8% de los aislamientos respectivamente. En paises como
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Dinamarca, Francia, Reino Unido, Suecia y Alemania, se considera que el tipo capsular
3, aun es una de las causas mas frecuentes en enfermedad invasiva en personas

mayores de 65 afos (Tin Tin Htar, Christopoulou, & Schmitt, 2015).

En este estudio se observd que la frecuencia de los aislamientos S. pneumoniae
serotipo 3 aumento en los afios 2009 al 2015, asociandose posiblemente este incremento
a la presion selectiva que puede ejercer la introduccion de vacunas conjugadas anti-
neumocacicas; PCV7 en el 2009 (Parra et al., 2014) y PCV10 en el 2011 (Lara et al.,
2018), las cuales en sus componentes antigénicos no incluyen el serotipo 3. Este
resultado es similar a lo encontrado en paises que introdujeron la PCV10 en el 2010;
como en Brasil que presenté un aumento en la frecuencia de los aislamientos S.
pneumoniae serotipo 3 de 5,5% en el 2009 a 10,1% y 2014 6 en Chile que vario de 4,3%
a 9,9%% en el mismo periodo y contrasta con lo observado en México que introdujeron
en el 2011 en su programa de inmunizacion nacional la PCV13 que contiene el serotipo
3, ¥y mostré disminucién en la frecuencia de los aislamientos de S. pneumoniae tipo
capsular 3 en de 9,0% en el 2009 a 5,9% en el 2014. Sin embargo, en el caso de
Uruguay que incluyé en su esquema de vacunacion la PCV13 en el 2010 (Balsells et al.,
2017; Organizacion Panamericana de la Salud, 2005, 2014, 2006a, 2007, 2008, 2009,
2010, 2011, 2012, 2013) presentd un aumento de las frecuencias de los aislamientos de
5,8% en el 2009 alcanzando el 15,5% en el 2014, a pesar de tener una cobertura del
94% para el 2016, segun las estimaciones de la OMS / UNICEF sobre la Cobertura
Nacional de Inmunizacion (WUENIC) (http:/Iview-
hub.org/viz/?YXBwaWQ9MSZpbmRpY2F0b3JpZD02MQ#). Este incremento en la
frecuencia se podria relacionar al hecho que la mayoria de los casos de enfermedad
neumocécica por el serotipo 3 se presenta en personas mayores de edad, coincidiendo
con lo observado en Colombia donde el 47% de los aislamientos se recuperaron de
pacientes de este grupo de edad, similar a lo encontrado en paises europeos donde se
reporta que el grupo de edad donde se aisla con mayor frecuencia son los mayores de
65 afios (D. Inverarity et al., 2011; Tin Tin Htar et al., 2015).

En un estudio de meta-andlisis se describié la distribucion global de los serotipos
asociados a enfermedad neumocécica invasiva en nifios pequefios después de la

introduccion de la PCV, concluye que después de la introduccion de cualquier vacuna
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conjugada el serotipo 3 es el segundo mas frecuente y representa del 5,0% al 6,0% de
los casos de enfermedad invasiva neumocacica infantil (Balsells et al., 2017).

Una limitante de este trabajo es que la vigilancia de meningitis y neumonias bacterianas,
realizada por el laboratorio a través de la Red Nacional de Laboratorios es liderada por el
grupo de Microbiologia del INS, siendo pasiva y voluntaria; tiene la ventaja de ser
sostenible en el tiempo, pero este tipo de vigilancia tiene el riesgo de no detectar la
totalidad de los casos que estén ocurriendo, ademas, que no cuenta con datos
epidemioldgicos importantes como lo es el dato de vacunacion de los pacientes a
guienes se les aislé el microorganismo. Sin embargo, proporciona un panorama general
de lo que se encuentra circulando en el pais, obteniendo informacién acerca de los
serotipos implicados en enfermedades neumocécica invasivas y sus perfiles de
resistencia, datos que son importantes en el momento de evaluar la cobertura y eficacia
de la vacunacion (OMS/OPS, 2011).

S. pneumoniae se ha asociado a enfermedades invasivas como bacteriemia, meningitis,
pero con mayor frecuencia se ha encontrado como causa de neumonias, asociandose a
altas tasas de mortalidad cuando se presentan recaidas por este microorganismo (Vera,
2010; Wagenvoort et al., 2017). Adicionalmente, en Colombia, se ha aislado S.
pneumoniae serotipo 3 con mayor frecuencia en pacientes con diagndstico de
neumonias, en concordancia con lo descrito en otros estudios (Grabenstein & Musey,
2014; Syrogiannopoulos et al., 2016), esto podria relacionarse con la capacidad que tiene
el tipo capsular 3 de producir altas concentraciones de polisacaridos capsulares,
superando la inmunidad del huésped proliferando mas eficientemente que otros serotipos
neumocécicos (Syrogiannopoulos et al., 2016).Las neumonias asociada al tipo capsular 3
incrementa la posibilidad de mortalidad en comparacién con otros serotipos (Grabenstein
& Musey, 2014; Jansen et al.,, 2009; Weinbergera et al., 2009), en especial los
relacionados con el clon ST180, donde se ha registrado casos de mortalidad a los 30
dias de ser diagnosticada la infeccibn neumocdcica invasiva por esta secuencia tipo.

(Donald Inverarity et al., 2011).
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Las técnicas de tipificacion genética como la electroforesis en gel de campos pulsados
(PFGE) vy tipificacion de secuencias multilocus (MLST), permiten discernir el tipo de
diversificacion clonal que puede presentar S. pneumoniae, las cuales dependen de la
tasa de recombinacién que podria presentarse en el estado de portacion (Marks et al.,
2012; Spratt, 2004). Para neumococo se han descritos 43 clones referidos por la red de
epidemiologia molecular neumocdcica (PMEN), estableciendo que un clon debe tener
una amplia distribucién geografica en algun pais o internacionalmente, encontrarse en un
area determinada por varios afios, de igual forma si presenta algin patron de resistencia
a los antibiodticos de uso clinico y para el serotipo 3 se ha reportado el clon Netherlands’
31/ST180 (Mcgee et al., 2001), el cual se describi6 por primera vez en 1998 validando el
esquema de MLST para la tipificacion de neumococo, mostrando concordancia con otras
técnicas de tipificacion genética como PFGE y MLEE (Multilocus por Electroforesis
Enzimética) (Enright & Spratt, 1998). Este clon esta ampliamente distribuido,
encontrdndose en Japoén (Isozumi et al., 2008), Europa (Enright & Spratt, 1998), Norte
América (Beall et al., 2006), Sur América (D. Inverarity et al., 2011) y otros paises como
se representa en la figura 4-1. Sin embargo, se ha descrito la presencia del tipo capsular
3 en otros clones de diferente serotipo y de distribucion mundial que se encuentran
disponibles en la pagina web de MLST para S. pneumoniae (https://pubmlst.org/
spneumoniae/) como lo son: Espafia®*-1-3 reportado en Francia y Reino Unido,
Taiwan®*f-15-3 encontrado en Japon, Poland®®~20-3 descrito en Chile, Portugal*®*-21-3
reportado en Canada, Espafia®**—1-3, Paises bajos'*~35-3 identificado en Republica
Checa, Paises bajos™-37-3 descrito en Alemania y Paises bajos’™—39-3 encontrado en

Alemania.
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Figura 4-1 Distribucion geografica del clon Netherlands-31/ST180

Fuente: Pagina PMEN: http://www.pneumogen.net/pmen/map_view.html; Actualizado hasta 2014.

En este estudio se evidencié que S. pneumoniae serotipo 3 presenta una alta similitud
genética, debido a que el 91,7% de los aislamientos se agruparon en el patron A,
relacionandose con el clon Netherlands®-31-ST180 (PMEN); coincidiendo con el estudio
realizado en Irdn, donde identificaron 22 aislamientos S. pneumoniae serotipo 3,
provenientes de flora normal, enfermedad invasora y no invasora, el 100% de se
relacionaron genéticamente con el ST180 (Talebi et al., 2016). De igual modo, en Japén
se caracterizO 42 aislamientos S. pneumoniae serotipo 3 recuperados de neumonia
adquirida en la comunidad donde el 95.2% se relacion6 con este clon (Isozumi et al.,
2008); o en Brasil, donde se recuperaron 24 aislamientos tipo capsular 3 de enfermedad
neumocoécica invasiva, relacionando en un 70.8% al ST180. Esta baja diversidad
genética entre los aislamientos, podria estar asociada con la corta duracién en la
colonizacién de la nasofaringe y su propension para causar una infeccion invasiva
(Hausdorff, Feikin, & Klugman, 2005). En un estudio comparativo con el clon Espafia®"-

1/ST81 que es considerado genéticamente muy diverso y el Netherlands®-31/ST180;
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ademas se evidencio una relacién de sustituciones de 0.07 del Netherlands®-31/ST180,
las cuales son acumuladas por recombinacion en relacion con las mutaciones puntuales,
siendo esta muy inferior al valor equivalente de 7,2 para el clon Espaiia®-1/ST81; esta
baja diversidad se podria asociar posiblemente a la aparente ausencia de una
recombinacion generalizada, reflejando una corta historia evolutiva para el PMEN 31
(Netherlands®-31/ST180), ya que al realizar un andlisis de filogenia para el CC 180
(PMEN 31) predicen una edad total de alrededor de 330 afios con una tasa media de
sustitucion implicita de 3.65x10-7 sustituciones por sitio por afio siendo mas lenta que la
del PMEN 1 (1.57x 10-6sustituciones por sitio por afio).(Croucher et al., 2013).

A pesar de la clonalidad del serotipo 3 se observa diversidad en los subtipos
relacionados al patrén electroforético A; donde el subtipo A1 y A2 se recuperaron en los
Gltimos afos asociandose a principalmente a personas mayores de 50 afios; similar a lo
encontrado en Brasil, donde relacionaron al tipo capsular 3 con enfermedad neumocécica
invasiva y compararon el nimero de casos diagnosticados en periodos pre y pos vacuna,
encontrando que la tasa para los adultos mayores de 65 afios fue mayor a lo que se tenia
anteriormente registrado (Carnalla-Barajas et al., 2017).

En este estudio se identific6 un patrén de PFGE con aislamientos resistentes a dos o
mas familias de antibiéticos relacionandose a este clon; sin embargo, los neumococos
relacionados con el lingje ST 180 usualmente se consideran sensibles para los
antibiéticos de uso clinico, sin embargo, existen representantes de este genotipo que
presentan resistencia a los macrdlidos, como lo descrito en Japén, donde se evidencia
una alta resistencia a eritromicina con CIM >128 mg/L asociado a la presencia de ermB
(Isozumi et al., 2008). Adicional a esto, se ha encontrado en aislamientos del CC180 el
elemento genético movil de tipo Tn916, que transporta el gen de resistencia a tetraciclina
tetM (Croucher et al., 2013), esta secuencia también ha sido descrita en estudios de
caracterizacion genética en S. pneumoniae de otros tipos capsulares en Colombia, el
cual ha sido considerado como determinante de resistencia a macrolidos relacionandose

con los genes erm (B) y mef (E) (Ramos, Duarte, Diaz, & Moreno, 2014) .

Este estudio reafirma la poca diversidad genética que presenta el S. pnuemoniae

serotipo 3, como se ha reportado en otros lugares del mundo, sin embargo se evidencia
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un subtipo con patrones de resistencia a dos 0 mas antibiéticos de uso clinico, contrario a
lo reportado para este linaje, siendo un hallazgo de interés en salud publica, debido a
que, disminuye las opciones de los antibiéticos de uso clinico para el manejo de

enfermedad neumocdcica invasiva asociada a este tipo capsular.
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Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

e S. pneumoniae serotipo 3, se ha recuperado principalmente de pacientes con
neumonia, en un 43%, coincidiendo con lo descrito en otros estudios,
adicionalmente se determiné6 que la poblacion mas afectada por este tipo
capsular, son las personas mayores de 50 afios con el 47% de los aislamientos

recuperados.

e La tipificacibn genética mediante dos herramientas moleculares evidencid la
homogeneidad clonal de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 3
relacionados genéticamente con el clon internacional Netherlands®-31-ST180

siendo el linaje predominante a nivel mundial.

¢ La identificacion de aislamientos con resistencia a uno 0 mas antibiéticos de uso
clinico evidencia posibles eventos de recombinacién genética en el serotipo 3,
adquiriendo mecanismos de resistencia e incrementando la virulencia de este tipo

capsular de neumococo.
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Recomendaciones

Vigilar la enfermedad neumocécica asociada al tipo capsular 3, debido a los
hallazgos de este estudio, respecto al subtipo que presenta resistencia a dos o
mas familias de antibiéticos de uso clinico, ya que, al ser considerado como linaje
sensible en otros lugares del mundo, este es un patron caracteristico de los
aislamientos colombianos, los cuales evidencia eventos raros de recombinacion

genética, siendo poco frecuente para este serotipo.

El tipo de vigilancia que se realiza de la enfermedad neumocdcica invasiva en
Colombia, al no ser obligatoria, no se cuenta con datos importantes de los
aislamientos, como lo es informacion de dosis de la vacuna del paciente a quien
se le aisl6 el neumococo, tipo de PCV que fue administrado, datos de condicion
final del paciente; informacién importante para determinar efectividad de la

vacuna y describir que tipos capsulares pueden ser mas virulentos.

Se debe evaluar si los subtipos sensibles como Al y los subtipos con patrones de
resistencia a uno o mas antibiéticos como A4 y A5, son mas virulentos y
presentan mejores propiedades de colonizacién que les permita una ventaja

adaptativa y de dispersion.
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