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Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) és un colonitzador habitual del tracte
respiratori superior dels humans. Es tracta d’'un patogen comu de I'espécie humana

que presenta una elevada taxa de morbiditat i mortalitat arreu del mon.

El bacteri pot causar otitis mitjana, sinusitis o infeccions de tracte respiratori superior,
(per contigtiitat) perd també pot causar malaltia invasiva, quan habita en un territori
habitualment estéril, produint pneumonia, bacteriémia, septicémies i meningitis, entre

d’altres.

La malaltia pneumocdccica és un important problema de salut publica i és la principal
causa individual de mortalitat infantil en el méon. Segons dades de la Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS), s’estima que a I'any 2000 es van produir 14.5 milions
d’episodis greus de malaltia pneumocodccica, que va resultar en 826 000 morts en nens
menors de dos anys. Un 61% d’aquestes morts es van produir a I'Africa subsahariana i
al sud-est asiatic. Tanmateix, en aquests paisos i, en especial a les zones rurals, les
capacitats de diagnostic sén limitades o inexistents i la identificacié de I'agent etiologic
es basa en signes i simptomes clinics. Es molt important aillar 'agent etioldgic causant
de malaltia per tal de poder avaluar el millor tractament possible. No obstant, les
técniques actuals per al diagnostic de la malaltia presenten una limitada sensibilitat i

especificitat.

El cultiu microbiologic, com a métode de diagnostic classic, té una baixa sensibilitat per
a detectar el pneumococ. L'objectiu d’aquesta tesi és avaluar el potencial de les
técniques moleculars per al diagnostic i caracteritzacié de la malaltia pneumocdccica i
discernir si I'is de técniques moleculars com la reaccié en cadena de la polimerasa

(PCR) poden suposar un avantatge tant per la rapidesa del métode com per la

t



INTRODUCCIO

deteccié del patogen present en una mostra a baixa concentraci6. L’aplicacié d’aquest
tipus de técniques en mostres bioldgiques impregnades en paper de filtre (dried-spot) i
conservades a temperatura ambient poden ser un excel-lent sistema per a la detecci6 i
serotipat de S. pneumoniae en paisos en vies de desenvolupament on la falta de

recursos econdomics esdevé una de les principals limitacions.

La capacitat del pneumococ de causar malaltia depén de la preséncia d’'una capsula
polisacarida que impedeix la fagocitosi. Tot i que la preséncia de la capsula és un
requisit perqué produeixi malaltia, no és suficient per conferir viruléncia, sind que son
necessaris una varietat de factors determinants addicionals, com ara les adhesines,
les proteases, les toxines, els sistemes de transport i enzims que modifiquen el medi
extracel-lular. Recentment, s’ha descobert un determinant de viruléncia del pneumococ
que és la proteina rica en repeticions de serina, PsrP (Pneumococcal-serine rich
Protein). Es tracta d’'una adhesina que intervé en l'adhesié del pneumococ a les
cél-lules pulmonars. PsrP és un important factor de viruléncia capa¢ de causar malaltia

i un potencial candidat a una nova vacuna proteica.
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1.1 La infeccid per Streptococcus pneumoniae

1.1.1 Historia

El pneumococ va ser aillat per primera vegada al 1881 per Louis Pasteur, a partir de
saliva d’un pacient infectat pel virus de la rabia. El mateix any a Estats Units, George
Miller Sternberg anunciava el descobriment del pneumococ, relacionant-lo com a
principal causant de la pneumonia lobar (Heinemmann, 2008). A finals del segle XIX,
s’havia relacionat com a agent etiologic important en la pneumonia, meningitis i altres
infeccions. A partir del 1926, es va anomenar Diplococcus pneumoniae a causa del
seu aspecte caracteristic en la tinci6 de Gram en esput perd al 1974 va passar a
anomenar-se Streptococcus pneumoniae per la morfologia que presenta en la

formacié de cadenes en medis liquids (Figura 1).

Figura 1. Micrografia electronica d'escombratge de
Streptococcus pneumoniae formant cadenes (Font:
Science Photo Library).

1.1.2 Microbiologia
1.1.2.1 Caracteristiques microbiologiques

Streptococcus pneumoniae és un bacteri Grampositiu i alfa-hemolitic del génere
Streptococcus. Té forma ovalada i I'extrem distal lanceolat, mesura de 0.5 a 1.5um de
diametre. No forma endospores, és immobil i presenta forma de diplococ. Es un
microorganisme microaerofil, catalasa negatiu i fermenta la glucosa a acid lactic

(Heinemmann, 2008).

El pneumococ és un bacteri molt exigent, el maxim creixement s’aconsegueix a 37°C
al 5% de dioxid de carboni en un medi que contingui sang. En agar sang, les colonies
creixen rodejades (diametre de 0.5 a 1.5 mm) d'una petita zona verdosa d’hemdlisis
alfa (Figura 2A), que permet diferenciar el S. pneumoniae dels estreptococs beta-
hemolitics del grup A, perd no dels estreptococs del grup viridans que també es troba

freqientment en el tracte respiratori superior. Es necessiten tests especials, com la
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fermentacié a inulina, la solubilitat a sals biliars o la sensibilitat a optoquina per

diferenciar el pneumococ dels estreptococs del grup viridans.

S. pneumoniae es un bacteri fragil que té la capacitat enzimatica de trencar i
desintegrar les cél-lules. L’autolisina és I'enzim responsable, alliberada durant la fase
estacionaria del seu creixement, produeix la mort bacteriana i dificulta la deteccié del

microorganisme en els cultius.

El criteri minim per a la identificacid6 i diferenciacié dels pneumococs d’altres
estreptococs son: alfa-hemolisis en agar sang, negativitat en la prova de la catalasa,

sensibilitat a optoquina i lisis en sals biliars (Tomasz, 2000).

S. pneumoniae és sensible a optoquina (Figura 2B) i en preséncia de sals biliars es
produeix una destruccié o lisis bacteriana, aquestes caracteristiques fenotipiques sén

la base per a la identificacié de I'espécie.

Nota: A. Alfa hemdlisis en una placa d’agar sang d’un cultiu pur de Streptococcus pneumoniae. La fletxa
negra mostra una colonia rodejada d’un halo color verd-oliva d’hemolisis. B. Test de la optoquina (disc P)
per identificar Streptococcus pneumoniae. Al voltant del disc s’'observa una zona d’inhibicié del creixement
del pneumococ.

Figura 2. Cultiu de Streptococcus pneumoniae en placa d’agar sang (Font. Office of Medical
Informatics).

1.1.2.2 Caracteristiques estructurals

El pneumococ presenta una estructura complexa, esta format per la membrana
citoplasmatica, la paret cel-lular i la capsula. La paret cel-lular rodeja la membrana
citoplasmatica i confereix al pneumococ la morfologia tipica. La composicié de la paret
del pneumococ esta constituida per un entramat de cadenes de peptidoglica (mureina)
i els acids teicoics i lipoteicoics associats a elles, a més de lipoproteines i hidrats de

carboni formant aquest conjunt una estructura multi-laminar amb un gruix d’entre 15 a
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40nm. El peptidoglica té accié antigénica i els acids teicoics i lipoteicoics actuen com a

mediadors de I'adheréncia de les cél-lules epitelials de la mucosa (Tomasz, 2000).

El pneumococ esta envoltat per una capsula externa a la paret cel-lular de naturalesa
polisacarida que durant el procés d’invasidé esdevé un determinant essencial de la
virulencia (Avery i Dubos, 1931). La capsula polisacarida és un determinant
fonamental de la patogenicitat del pneumococ i del serotip. No obstant aixo, els
anticossos de la capsula poden abrogar la viruléncia i proporcionar proteccio
especifica de serotip (Cole, 1913). Actualment, es coneixen 93 tipus capsulars
diferents (Calix i Naham, 2010).

1.1.3 Patogéniai viruléncia

S. pneumoniae és un colonitzador habitual del tracte respiratori superior i el procés de
colonitzacié pot tenir lloc durant els primers dies de vida. La nasofaringe és el principal
ninxol ecologic de S.pneumoniae; la disseminacié des de la nasofaringe al tracte
respiratori inferior 0 a altres llocs, pot causar malaltia pneumocodccica invasiva (MPI).
Els nens sén portadors habituals del pneumococ, els principals factors de risc
associats sén tenir menys de 5 anys, tenir germans petits o anar a la guarderia (Nunes
et al. 2005). En relacié amb els adolescents o adults, els factors de risc que s’associen
als portadors son fumar, I'asma o una infeccié aguda del tracte respiratori (Regev-
Yochay et al. 2004). La transmissi6é des dels nens als germans, familiars propers i els
adults és una de les principals causes de la MPI (Regev-Yochay et al. 2004; Lynch et
al. 2009a). La majoria dels nens tenen com a minim una infecci6 pneumococcica (la

més frequent, otitis mitja) durant els 5 primers anys de vida.

La incidéncia de la MPI és més gran en els individus <2 anys i en els 265 anys, sent
els pacients immunodeprimits o amb comorbiditats més susceptibles a infeccions

greus i invasives.

La taxa de colonitzacidé en nens sans, en paisos desenvolupats, s’estima al voltant del
30 al 50% (Rodrigues et al. 2009), perd en els paisos en vies de desenvolupament
s’estima que la taxa de colonitzacié nasofaringe és de 2 a 3 vegades superior a la dels
paisos desenvolupats (Hill et al. 2006; Dagan et al. 2010). Un estudi realitzat en una
poblacié de Gambia, mostrava una taxa de colonitzacié de la poblacié en general del
72%, que en el cas dels bebés menors d’'un mes i en els nens menors d'un any, les

taxes de colonitzacié arribaven al 93% i 97%, respectivament (Hill et al. 2006).
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Existeixen alguns factors que afavoreixen la transmissié del microorganisme com és la
sobre poblacié o el contacte proper d’'individus en espais tancats. Alguns autors han
descrit brots localitzats d’infeccions produides per pneumococ en poblacions tancades
com campaments militars (Vainio et al. 2009), presons (Mehiri-Zghal et al. 2010),
albergs municipals d’acollida d’individus sense sostre (Birtles et al. 2005) o llars
d’infants (Rodrigues et al. 2009).

L’estat de portador del pneumococ és necessari per transmetre el bacteri i per causar
malaltia invasiva. Les infeccions greus produides pel pneumococ sén el resultat, per
una banda, de les accions directes dels factors de virulencia del bacteri i per altra
banda, de la resposta immunitaria de I'hoste al patogen. Els determinants de viruléncia
del pneumococ i la corresponent resposta immunitaria produeixen quatre efectes
principals: Adhesio, invasid, inflamacié i xoc (Gillespie i Balakrishnan, 2000). El
pneumococ s’uneix a les cél-lules epitelials de la mucosa de la nasofaringe. La malaltia
és causada per disseminacié del pneumococ cap al sinus o l'orella mitja, I'aspiracio
cap al pulmé o per la invasi6 al torrent sanguini. La progressié a pneumonia requereix
factors addicionals (Tuomanen et al. 1995; Gillespie i Balakrishnan, 2000), ja que el
pneumococ ha de sobrepassar amplis mecanismes de defensa del tracte respiratori
que inclouen: cél-lules secretores de moc, reflexes de I'epiglotis, cilis o tos. El principal
mecanisme de defensa de I'hoste davant el pneumococ és la fagocitosis facilitada per
la resposta immune humoral i cel-lular que inclou mondcits/macrofags, leucocits

polimorfonuclears, anticossos anticapsulars i limfocits.

El pneumococ es transmet de persona a persona per secrecions (gotes) respiratories.
No tots els serotips tenen la mateixa capacitat de produir malaltia, hi ha serotips que
colonitzen millor la nasofaringe perd sén poc invasius (per exemple, els serotips 19F o
23F) mentre que hi ha altres serotips que colonitzen poc perd tenen una major
predisposicié a produir malaltia invasiva; serotips com el 1, 4 o 7F (Hausdorff et al.
2005).

Les manifestacions de la infeccio per pneumococ es classifiquen en (CDC, 1997):

1. Portador nasofaringi asimptomatic

2. Malaltia pneumocdccica no invasiva: Otitis mitjiana agua (OMA), sinusitis,
infeccié del tracte respiratori superior.

3. Malaltia pneumocodccica invasiva: Definida com l'aillament de Streptococcus
pneumoniae o deteccidé del seu ADN en un territori normalment estéril (sang,
liquid cefaloraquidi, liquid pleural). Pot donar manifestacions cliniques com:

Pneumonia bacteriemica amb o sense vessament pleural, bacteriémia,
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meningitis o septicémia entre altres (osteomielitis, artritis, endocarditis,

cel-lulitis i abscés cerebral).

1.1.3.1 Principals factors de viruléncia

S. pneumoniae produeix diferents factors de virulencia que estan involucrats en el
procés de produccié de la malaltia. Els estudis de seqlienciaci6 del genoma de
diferents soques de pneumococ en combinaci® amb els estudis moleculars, han
demostrat que la variabilitat del genoma té un paper important en la capacitat del
pneumococ d’interaccionar amb I'hoste (van der Poll et al. 2009; Mithcell i Mitchell,
2010).

Entendre el paper que juguen aquests factors permetra entendre la patogénia de la
infecci6 i esdevindran possibles punts d’intervencié per al tractament o el

desenvolupament de futures vacunes (Frolet et al. 2010).

Alguns d’aquest factors de viruléncia soén: la capsula, la pneumolisina, el pilus i

algunes proteines de superficie.

Capsula

El polisacarid capsular és, probablement, el factor de virulencia més important del
pneumococ. El paper de la capsula en la viruléncia prové de la seva capacitat
antifagocitica. La capsula té un paper crucial durant els processos de colonitzacio,

invasié i disseminacio6 a través del tracte respiratori.

La capsula polisacarida consisteix en la capa més externa de les cél-lules de S.
pneumoniae, i té un gruix aproximat de 200-400nm. Amb excepcié del serotip 3 i
possiblement algun altre, la capsula esta unida per enllagos covalents al peptidoglica
de la superficie més externa de la paret cel-lular. Actualment, es coneixen 93 tipus
capsulars (serotips) diferents (Calix et al. 2010). La produccié de la capsula és
indispensable per la viruléncia del pneumococ i és altament antifagocitica en individus

no immunitzats (Kadioglu et al. 2008).

La majoria de les capsules estan carregades a pH fisiologic i aquest fet pot interferir

directament amb la interaccié amb els fagocits.
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Figura 3. Biosintesi de la capsula polisacarida de Streptococcus pneumoniae (Font. Kadioglu
et al. 2008).

La biosintesis de la capsula polisacarida esta regulada pel locus cps (de l'anglés,
capsular polysaccharide biosynthesis) (Garcia et al. 2000), que esta localitzat entre els
gens dexB i aliA (aquests dos gens no participen en la biosintesis) i proper al gen
codificant de la proteina PBP1A (de l'anglés, Penicillin-binding Protein 1A). La
capacitat de regular la produccié del polisacarid capsular a nivell transcripcional,
translacional o post-translacional és important per la supervivéncia del pneumococ en
diferents ambients de I'hoste. Fins al moment, no s’han identificat elements que regulin
la transcripcié del promotors cps. Els primers quatre gens del locus cps (cpsA-D) sén
comuns a gairebé tots els serotips del pneumococ, en excepcid dels serotips 3 i 37.
Les proteines que estan codificades per aquests gens, CpsA-D s’han associat a
I'expressio del polisacarid capsular. La regi6é central del locus cps compren gens que
codifiquen glicosil-transferases especifiques (Figura 3) que uneixen les repeticions
d’oligosacarids especifiques de cada serotip a un transportador lipidic. En aquesta
regid, hi ha un enzim “flipasa” (Wzx) que transporta les unitats repetitives a la cara
externa de la membrana i una polimerasa (Wzy) que uneix les unitats entre elles
(Kadioglu et al. 2008).

La capsula forma una capa inerta que evita que tant la regié del fragment
cristal-litzable de les immunoglobulines G com el component C3b del sistema de

complement huma, el qual s'uneix a estructures més profundes de la superficie
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cel-lular (per exemple, acids teicoics i proteines de superficie), interaccionin amb els
seus receptors a les ceél-lules fagocitiques. A més a més, la capsula pot reduir la
quantitat de complement que és dipositat a la superficie del bacteri (Kadioglu et al.
2008; Hyams et al. 2010).

La viruléncia del pneumococ esta relacionada amb el gruix de la capsula en una soca i
serotip particulars. No obstant, no tots els serotips tenen la mateixa viruléncia o
capacitat de produir malaltia. Aquest fet reflexa la seva capacitat relativa de resistir la
fagocitosis, aixi com diferéncies en la seva capacitat per elidir la resposta immune
humoral. S’ha reportat que hi ha diferéncies depenent del serotip, del lloc i la quantitat
de C3b unit covalentment a la superficie de les cél-lules del pneumococ opsonitzades
aixi com diferéncies en el procés de degradaciéo de C3b a iC3b i C3d (Hyams et al.
2010). En un estudi realitzat per Melin et al. (Melin et al. 2010) es va demostrar que els
serotips 6B i 19F es diferencien en la resisténcia a la deposicié del complement C3 i
en el procés d’opsonofagotizacié. En aquest estudi es va avaluar la resisténcia al
complement i la susceptibilitat a la opsonofagocitosi dels diferents serotips inclosos a
les vacunes antipneumocodcciques disponibles i es va demostrar que la concentracio
d’anticossos anticapsulars necessaris per a opsonitzar estava inversament
correlacionada amb la deposicié de C3 en el serotip. En I'analisi, les soques de serotip
1 van mostrar major resisténcia a la deposicié de C3, juntament amb els serotips 5 i
19F, mentre que el serotip 23F va ser el més sensible a la opsonofagocitosis (Melin et
al. 2010).

També s’ha reportat que la capsula confereix un grau de resistencia a l'autolisi
espontania o induida per antibiotics, tot i que aquesta capacitat varia significativament

entre serotips capsulars (Kadioglu et al. 2008).

L’analisi molecular ha demostrat que hi ha propietats o altres factors de viruléncia que
estan relacionats amb un tipus clonal en particular, a més del serotip capsular. Aquest
diferents factors també poden influir en el potencial de S. pneumoniae a causar
malaltia invasiva en humans. Es a dir, el pas de colonitzador nasofaringi a malaltia
invasiva inclou un canvi important en l'expressi®é de determinants de viruléncia
importants com I'adaptacié del patogen al microambient alterat. La maxima expressio
de la capsula és essencial per la viruléncia sistémica, perd I'expressié d’altres
estructures de la superficie, com ara les adhesines, també esta influenciada pel gruix

de la capsula.

Tot i els estudis realitzats, avui en dia encara no se sap en quina mesura les

diferéncies en la resposta inflamatoria induida es deuen a la propia capsula i /o una
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altra relacié genética més estreta que probablement preval en les soques del mateix
serotip, perd, s’han obert noves linies d’investigacié com és la recerca de I'expressio
génica. Estudis en aquest camp han mostrat que en models animals aquells gens amb
uns nivells d’expressié més grans (i que per tant, sén essencials per a la replicacié i la
viruléencia) estan involucrats en la biosintesi de I'embolcall cel-lular (capsula
polisacarida i paret cel-lular), en el metabolisme i la biosintesi d’aminoacids (Orihuela
et al. 2004).

Pneumolisina

La pneumolisina (ply), probablement, és el factor de viruléncia proteic més estudiat del
pneumococ. Pertany a la familia de les toxines formadores de porus i la produeixen
més de 20 espécies de bacteris Gram positius, originalment, conegudes com a
hemolisines. Es una proteina de 53 kDa produida gairebé per totes les soques del
pneumococ i s’allibera quan es produeix la lisis de la paret cel-lular, destruint les
membranes cel-lulars que activen el complement, amplificant aixi, la resposta

inflamatoria de I'hoste (Price i Camlilli, 2009).

La pneumolisina es localitza en el citoplasma i s’allibera durant la fase de creixement
logaritmica; durant la fase estacionaria, els nivells de ply augmenten significativament.

L’alliberacié de la pneumolisina coincideix amb la lisi de la cél-lula.

La ply activa el sistema de complement, estimula I'apoptosis cel-lular de I'hoste i actua
com a citolisina depenent de colesterol unint-se al colesterol de la membrana
plasmatica de les cél-lules de I'hoste, oligomeritzant-se, insertant-se a la membrana i
formant porus de 350-450A de diametre (Price i Camililli, 2009). Presenta multiples
propietats bioldgiques, relacionades amb els efectes citotoxics i inhibidors en el teixit
hoste i en les cél-lules immunitaries, l'activacié del complement i I'estimulacié de
citoquines pro inflamatories i antiinflamatories. En un estudi realitzat per Kadioglu et al.
(Kadioglu et al. 2008) en un model de ratoli séptic, es va observar que si s’expressava
la pneumolisina, un elevat nombre de pneumococs eren presents en el torrent sanguini
i 'hoste desenvolupava la infeccid, no obstant, si no s’expressava la pneumolisina,
també es detectava un elevat nombre de pneumococs en el torrent sanguini, perd
sense simptomes, i I'hoste desenvolupava una bacteriémia oculta. Els pacients
colonitzats i els pacients amb pneumodnia pneumocodccica no bacteriéemica presenten
nivells més elevats d’anticossos IgG que els pacients amb pneumodnia pneumocodccica
bacteriémica, el que suggereix que aquests anticossos poden tenir un paper en la

proteccio (Musher et al. 2001).
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Pilus

El pilus es va observar per primera vegada a la superficie del pneumococ al 2006. El
pilus esta involucrat en la viruléncia i intervé en l'adhesié del pneumococ a les
cél-lules. Els gens que codifiquen la produccié del pilus, el locus rir o el pilus-islet | (PI-
I) codifiquen tres proteines estructurals (RrgA, RrgB i RrgC) i tres enzims sortasa
(SrtB, SrtC i SrtD) que s’encarreguen de la unié de les subunitat (Hilleringmann et al.
2008). Recentment, s’ha descobert un segon tipus de pilus (pilus-islet Il, PI-1l) que esta
relacionat amb I'adhesié del pneumococ a les cél-lules de la mucosa. El locus rir no es
troba universalment distribuit en les espécies, i la seva preséncia es correlaciona amb

el genotip de S. pneumoniae i no amb el serotip (Moschioni et al. 2008).

En un estudi realitzat per Moschioni et al. (Moschioni et al. 2010) per avaluar la
distribucio dels dos tipus de pilus (PI-I i PI-Il) en mostres cliniques d’'OMA, van mostrar
que el Pl-1 era present en el 30.1% de les mostres estudiades i que el PI-Il era present
només en el 7%. A més a més, van trobar que (1) el 50% de les mostres positives per
PI-1 corresponien a clons internacionals Spain9V-3 (ST156) i Taiwan19F-14 (ST236),
(2) que el pilus PI-Il no es trobava present en abséncia de PI-1i (3) que la freqléncia

de PI-I era superior entre mostres amb resisténcia antibiotica.

Basset et al. (Basset et al. 2007) van estudiar la freqiiéncia d’ocurréncia del pilus
determinada per la preséncia del gen rrgC (que codifica la proteina RrgC) i analitzar
I'associacié amb la viruléncia, el serotip capsular i el genotip a partir d’'una col-lecci6 de
soques de pneumococ aillades d’hemocultius realitzats en una poblacié d’indis
americans. Els resultats mostraven que el 21.4% de les soques presentaven el gen
rrgC, perd no es van observar diferéncies entre les mostres obtingudes de la
nasofaringe (controls) d’aquelles obtingudes de llocs esteérils (sang, liquid pleural). Les
soques de pneumococ que corresponien a un serotip vacunal, incldos a a vacuna
antipneumocodccia conjugada 7-valent, tenien més probabilitat de tenir el pilus que les
soques amb un serotip no vacunal. Entre les soques amb un mateix sequence-type
(ST), hi havia una elevada concordanga entre el ST i la preséncia/abséncia del gen

rrgC.

Els pneumococs que expressen pilus son capagos de produir una major resposta de
factor de necrosis tumoral (TNF, de l'anglés Tumor Necrosis Factor) en infeccions
sistemiques que els mutants isogénics que no expressen pilus, fet que suggereix un

paper en la resposta inflamatoria de I'hoste (Barocchi et al. 2006).
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Proteines de superficie

S’han estudiat diferents proteines de la superficie del pneumococ que cooperen amb
la patogenicitat d’aquest microorganisme. Entre les més importants i més estudiades,
destacar la proteina de superficie A, la proteina rica en serina - PsrP, les proteines
d’'unié a colina, com la PcpA, les neuraminidades, la hialuronidasa i els enzims litics,

en particular LytA que és la principal autolisina del bacteri.

La proteina de superficie A es troba a la superficie de gairebé tots els pneumococs i
actua inhibint I'activacié del complement (Cao et al. 2010). L’autolisina LytA (i altres
proteines com LytB, LytC i CbpE) formen part d’'una familia de proteines (Choline-
binding proteins) implicades amb la patogenicitat que s’ancoren a la superficie del
pneumococ mitjangant un mecanisme peculiar que implica el reconeixement dels
residus de colina presents en els acids teicoics de la paret cel-lular del pneumococ
(Eldholm et al. 2009).

La neuraminidasa és un enzim present en tots els serotips de pneumococ, es coneixen
dues formes de I’enzim, neuraminidasa A i neuraminidasa B. La neuraminidasa A es
localitza a la superficie del bacteri i conté una seqliéncia a través de la qual podria

unir-se al peptidoglica.

La proteina de superficie C (PspC, anomenada també CbpA) actua com a adhesina,

unint-se al receptor poliméric de les immunoglobulines durant la invasi6.

Una altra proteina estudiada recentment és la PsrP (Pneumococcal serine-rich
Protein), aquesta proteina esta involucrada en la formacidé d’agregats bacterians a la
nasofaringe i als pulmons de ratolins infectats (Sanchez et al. 2010). La PsrP és una
adhesina codificada dins d’'una illa de patogenicitat psrP-secY242 de 37 kb (Obert et
al. 2006) que pertany a la familia de les proteines riques en serina és la PsrP
(Shivshankar et al. 2009) dels bacteris Grampositius. En el cas del pneumococ, la
preséncia de PsrP esta associada positivament amb les soques que causen malaltia
en humans, i s’ha demostrat que la PsrP intervé en I'adhesié del pneumococ a la
keratina 10 a les cél-lules pulmonars (Shivshankar et al. 2009). Anticossos contra PsrP
neutralitzen I'adhesié del pneumococ a les cél-lules in vitro i inhibeixen la formacié de
biofilms (Rose et al. 2008; Sanchez et al. 2010). A més, la immunitzacié passiva de
ratolins amb antiserum PsrP o la immunitzacié activa amb una proteina recombinant
protegeix els ratolins contra el pneumococ (Rose et al. 2008). Per tant, PsrP és un
important factor de viruléncia pel qual S. pneumoniae és capa¢ de produir malaltia i,

per tant, esdevé un potencial candidat de vacuna.
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La proteina PcpA (Pneumococcal choline-binding protein A) es transcriu com a un
transcript monocistronic de 2.3kb que codifica una putativa proteina de 79kDa que
conté un domini d’'unié a colina en I'extrem C-terminal. La PcpA conté diverses
repeticions riques en leucina a I'extrem N-terminal. La proteina esta sota control del
regulador depenent de magnesi psaR (Glover et al. 2008). Un estudi sobre
mutagénesis realitzat per Hava and Camilli (Hava i Camilli, 2002) on els mutants es
veien obligats a competir amb els bacteris wt durant les infeccions es va demostrar
com els mutants de PcpA presentaven viruléncia disminuida en models murins de
sepsis i pneumonia. En aquest estudi, els ratolins van ser infectats amb el serotip 4 de
S. pneumoniae per aspiracidé en els pulmons (model pneumonia) i per injeccid

intraperitoneal (model sepsis) (Hava i Camilli, 2002).

Factors relacionats amb I’hoste

A més a més dels factors de viruléncia relacionats amb el microorganisme existeixen
una série de factors relacionats amb I'hoste com son les cél-lules epitelials
respiratories, els macrofags alveolars, els neutrofils reclutats, les cél-lules T CD4+, la
opsonitzacié per components del complement, la fagocitosi per les cél-lules mieloides
aixi com la produccié d’'una varietat de citoquines pro-inflamatdries i anti-inflamatories
que actuen com a principals efectors de la resposta innata immune de I'hoste (Calbo et
al. 2010).

Un article recent de van der Poll et al. (van der Poll et al. 2009) resumeix els
descobriments sobre el mecanisme molecular essencial utilitzat per S. pneumoniae per

evadir la resposta immune innata i adquirida de I'hoste.

1.1.4 Diagnostic

Classicament, el cultiu bacteria ha estat la técnica de referéncia o “gold-standard”. La
identificacié d’un cas de MPI requereix I'aillament i identificacié de S. pneumoniae. El
cultiu es pot realitzar en mostres de sang (hemocultiu), liquid cefaloraquidi (LCR),
liquid pleural o altres teixits. El cultiu microbiologic requereix aillar i identificar S.
pneumoniae d’'una mostra estéril i es necessiten de 48 a 72 hores per confirmar el
resultat. Es tracta d’'una técnica molt especifica perd amb una baixa sensibilitat (Saha
et al. 2011), ja que en el cas dels pacients pediatrics, la dificultat per recollir un volum
adequat de mostra de sang per ’hemocultiu o bé I'antibioterapia prévia que ha rebut el

pacient, poden donar lloc a falsos negatius (Zhang et al. 1995; Lahti et al. 2006;
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Flayhart et al. 2007; Resti et al. 2009). Aquesta baixa sensibilitat ha obligat a buscar

métodes complementaris per al diagnostic.

Els metodes basats en la PCR en temps real permeten identificar i quantificar
fragments d’ADN del pneumococ en un temps inferior a tres hores. S’ha demostrat una
elevada especificitat i sensibilitat de la PCR respecte el cultiu (Zhang et al. 1995;
Tarrago et al. 2008; Mufioz-Almagro et al. 2011; Ceyhan et al. 2010; Azzari et al. 2011)
a més a més dels avantatges que presenten les técniques moleculars, com la rapidesa
del métode, no requereixen mantenir viu el bacteri i permeten la detecci6é del patogen
present en una mostra a baixa concentracié. Un altre avantatge que ofereixen els
métodes moleculars és la possibilitat de quantificar la carrega bacteriana de 'ADN del
pneumococ, que pot ser util per al diagnodstic i maneig clinic dels pacients amb
pneumonia i empiema (Mufioz-Almagro et al. 2011). Aquesta técnica que ha estat
validada pel nostre grup a I'hospital Sant Joan de Déu permet quantificar la carrega
bacteriana del pneumococ mitjangant una PCR en temps real (deteccio del gen de la

pneumolisina).

La detecci6 de seqliiéncies conservades en gens de S. pneumoniae com la
pneumolisina (gen ply) (Lahti et al. 2006; Matos et al. 2006; Corless et al. 2006) o
l'autolisina (gen lytA) (McAvin et al. 2001; Llull et al. 2006) mitjangant la PCR o bé la
PCR en temps real aplicada a mostres estérils com plasma, liquid pleural o LCR, han
incrementat el diagnostic microbiologic de la MPI (Azzari et al. 2008). Azzari et al.
(Azzari et al. 2008) en un estudi realitzat a partir de mostres cliniques mitjangant
meétodes moleculars, reportava una sensibilitat superior respecte el cultiu i un

increment de la incidéncia de MPI en nens italians.

Resti et al. (Resti et al. 2009) en un estudi comparatiu de I'efecte del tractament
antibiotic previ en el diagnostic de la MPI mitjangant el cultiu i els métodes moleculars,
reportava un increment de la sensibilitat dels métodes moleculars, principalment en

aquells pacients exposats a antibiotic previ i pacients amb pneumonia.

Tot i els avantatges que presenten els métodes moleculars en el diagnostic de la
malaltia, el qué s’observa en diferents estudis sobre I'is de la PCR és que els resultats
obtinguts poden ser molt heterogenis i fins i tot contradictoris. Recentment, Avni et al.
(Avni et al. 2010) ha publicat un metanalisi a partir d’'una revisié de diferents estudis
sobre métodes moleculars basats en la PCR per al diagnostic de S. pneumoniae
causant de MPI a partir de mostres de sang. Els autors observen una heterogeneitat
en els resultats de diferents estudis pel fet que s’utilitzen diferents tipus de métodes de

PCR, diferents gens diana, s’emmagatzemen les mostres congelades i es processen
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diferents tipus de mostres (sang total o plasma), a més a més de les caracteristiques
dels diferents pacients i en diferents sindromes cliniques. Els autors conclouen que “la
falta d’'un patré de referéncia adequat podria haver causat una subestimacioé dels
resultats de la PCR” (Avni et al. 2010).

1.1.5 Serotipat

Els métodes classics, per a l'estudi del polisacarid capsular, basats en el cultiu,
inclouen la reaccié de Quellung (Hare et al. 2009), considerada el “gold-standard”,
'aglutinacié en latex (Sanz et al. 2010), la co-aglutinacié (Rajalakshmi et al. 2001) i
I'assaig dot-blot (Fenoll et al. 1997). L’elevat cost dels antisérums, la subjectivitat en la
interpretacié o els requeriments técnics especialitzats sén alguns dels inconvenients
que presenten aquests métodes. A més a més, es requereix mantenir el bacteri viu i
aquest fet esdevé un altre inconvenient en el cas dels cultius negatius. L’Us
d’antibidtics previ a I'ingrés hospitalari fa que, en alguns casos, no sigui possible aillar
el pneumococ per cultiu i per tant, no es puguin aplicar les técniques de serotipat

basades en el cultiu.

La reaccié de Quellung ha esdevingut I'eina classica per al serotipat del pneumococ.
Es va descriure per primera vegada a I'any 1902 pel cientific Fred Neufeld i s’ha
utilitzat per a identificar els 93 tipus capsulars que es coneixen. Consisteix en una
reaccié de immunoprecipitacié entre antisérums especifics i I'antigen polisacarid del
bacteri, que fa visible la seva capsula a nivell microscopic quan s’utilitza un contrast de
fase o afegint blau de metilé. Si la reaccié és positiva, la capsula esdevé opaca i
sembla que s’engrandeixi (Hare et al. 2009). Quellung és la paraula alemanya per
“sweelling” i descriu I'aparenca microscopica del pneumococ després de que I'antigen
polisacarid reaccioni amb I'anticos especific. Com a resultat d’aquesta combinacié i la
precipitacié de la molécula complexa formada, la capsula sembla inflar-se, com a
consequencia de la major tensié superficial, i els seus contorns queden clarament

demarcats (Figura 4).

El meétode de I'aglutinacidé en latex (Pneumotest-Latex; Statens Seruminstitut) per al
serotipat del pneumococ consisteix en un pool de 12 antiserums (A-F, H, P-T) que
permet tipar els 23 serotips inclosos a la vacuna polisacarida 23-valent. Els antisérums
estan constituits per microparticules de latex recobertes d’anticossos contra I'antigen
especific del polisacarid capsular que és especific dels serotips/serogrups. Les soques
es classifiquen en serotips, serogrups o pools de serogrups a partir de colonies de

pneumococ aillades per cultiu. La identificacié del serotip/serogrup es realitza
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mitjancant la combinacié de resultat dels diferents panells (Figura 5). Per confirmar
definitivament els serotips d’alguns serogrups es requereix una técnica addicional (per

exemple, la reaccié de Quellung) (Sanz et al. 2010).

La técnica de co-aglutinaci6 permet visualitzar millor les reaccions d’aglutinacié
utilitzant, enlloc de particules de latex, cél-lules de Staphylococcus aureus (soca
Covan |) que contenen a la paret cel-lular una elevada proporcié de proteina A, que
fixa només I'extrem de les cadenes pesades dels anticossos, deixant lliures els dos

extrems reactius per fixar-se als antigens (Rajalakshmi et al. 2001).

Figura 4. Reacci6 de Quellung. Microfotografia de S. pneumoniae on s’observa un inflament de
la capsula quan la reaccio és positiva (Font: Centers for Disease and Control and Prevention).

L’assaig dot-blot per al serotipat del pneumococ consisteix en una reaccié antigen-
anticos més senzilla que un assaig western-blot, norhtern-blot o southern-blot amb la
diferéncia que no es requereix el pas previ de l'electroforesi, sind6 que es treballa
directament sobre una membrana (nitrocel-lulosa). Sobre la membrana s’aplica una
gota de solucié concentrada que conté el pneumococ i s'incuba amb antisérums
especifics de cadascun dels serotips testats. L’absorci6é de la gota provoca I'adhesi6 a
la membrana, quedant en forma d’'una taca o “dot”. En el cas de reaccid positiva,

s’observen punts negres rodejats d’'un halo (Fenoll et al. 1997).
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Chessboard for Identification of pneumococcal groups/types
Pool P Q R S T Non-vaccine
Groups/types
A 1 18 kS 5 2
(18F, 18A, 188, 18C)
B 19 6 3 8
(19F, 194, 198 19C)| (6A, 6B, 6C)
C 7 20 24 (24F 24, 248)
(7F, 7A, 78, 7C) 31, 40
D 9 11 16 (16F 164)
(9A. 9L 9N, 9V) (11E11A 118, 11C11D)| 36, 37
E 12 10 13 21, 39
(12F, 124, 128) |(10F, 104, 10B, 10C) (33F, 334, 338,33C, 32D)
F 17 22 27
(17F, 174) @2F, 224) 32325 324)
41 (41F 414)
G 29,34
35 (35F 354, 358, 35C)
42
47 (47F 4TA)
H 14 23 15 13
(@3F, 23A,238) (15F, 154, 158, 15C) 28 (28F 28A)
| 25 (25F 25A)
38,43, 44,
45, 46, 48

Figura 5. Panell per a la identificaci6 del serotip/serogrup de S. pneumoniae amb el kit
Pneumotest-Latex (Font: Statens Seruminstitut).

1.1.5.1 Nous métodes de deteccié molecular per al serotipat del pneumococ

Els métodes moleculars, basats en la deteccid6 del ADN no precisen mantenir el
microorganisme viu i tenen el potencial per solucionar algunes de les dificultats
associades al cultiu. Des de fa uns anys, s’han desenvolupat diferents técniques
moleculars basades en la PCR per al serotipat del pneumococ. Els primers estudis
quedaven limitats a un reduit nombre de serotips (Brito et al. 2003; Lawrence et al.
2003) pero Pai et al. (Pai et al. 2006) van desenvolupar una PCR multiplex seqiencial
per a determinar 29 serotips capsulars (1, 3, 4, 5, 6A/C, 6B/D, 7F, 7C, 8, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 15A, 15B/C, 16F, 17F, 18, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 31, 33, 34, 35B, 35F i 38)
diferents a partir de soques de S. pneumoniae. En el moment, les técniques de PCR
desenvolupades quedaven restringides a estudis realitzats en soques de S.
pneumoniae, pero, posteriorment, diferents autors van desenvolupar técniques de
PCR per al serotipat del pneumococ a partir de mostres de pacients amb cultiu negatiu
(Saha et al. 2008; Tarrago et al. 2008; Azzari et al. 2010). Tarrago6 et al. (Tarrag6 et al.
2008), en col-laboracié amb el nostre grup, van desenvolupar una PCR en temps real
per al serotipat de mostres cliniques d’individus amb cultiu negatiu. Aquesta nova
técnica presentava una elevada sensibilitat i especificitat en detectar i identificar els
diferents serotips testats. Aquesta técnica permet detectar a través d’'una PCR en
temps real, mitjancant I's de sondes fluorescents, els serotips 1, 3, 5, 7F/A, 19A,
19F/B/C, 14, 15B/C, 4, 6A/C, 6B/D, 8, 9V/A/N/L, 18C/B, 23A i 23F. Les técniques
moleculars per al serotipat del pneumococ es basen en la deteccié de gens presents

en el locus cps, flanquejat pels gens dexB i aliA. Els primers quatre gens es troben
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conservats en gairebé totes les soques de pneumococ, mentre que a la part central del
loci hi ha els gens serotip-especific que son la base per a la diferenciacié dels diferents
pneumococs mitjangant els métodes basats en la PCR. Les sequéncies del loci cps de
tots els diferents serotips estan disponibles a la web de [Ilnstitut Sanger

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_pneumoniae/CPS/).

Un altre avantatge que permeten els métodes moleculars en comparacié6 amb el
métode tradicional és la disminucié del cost de la técnica i del temps de treball

necessari per realitzar-les (Morais et al. 2007; Dias et al. 2007).

Des de fa uns anys també s'utilitza la tecnologia microarray per al serotipat del
pneumococ. Aquesta tecnologia permet I'analisi de diferents parametres en un sol
experiment. Els métodes basats en microarray son relativament rapids, sensibles i
adequats per a processar assaigs amb un elevat rendiment. Wang et al. (Wang et al.
2007) van desenvolupar un microarray per a la identificaci6 dels serotips de S.
pneumoniae inclosos a la vacuna antipneumococcica polisacarida 23-valent i uns
altres 20 serotips relacionats. En aquest estudi també es van dissenyar sondes per a
detectar I'ADN ribosomic 16S i les sondes especifiques dels serotips-serogrups

estaven basades en les sequencies dels gens wzy i capA.

Recentment, Tomita et al. (Tomita et al. 2011) han publicat un nou sistema de
microarray basat en oligonucleotids per al serotipat del pneumococ que identifiquen
sequeéencies especifiques del gen de la glicosil-transferasa, que conté regions
especifiques serotip-serogrup. Amb aquest métode, a diferéncia de Wang et al. (Wang
et al. 2007) no només permet discriminar serotips sind que permet obtenir informacio

de I'estructura del polisacarid capsular.

El desenvolupament de microarrays basats en proteines, i concretament utilitzant
anticossos, ha crescut darrerament en l'area de la protedmica. Marimon et al.
(Marimon et al. 2010) han desenvolupat una nova técnica per al serotipat de
S.pneumoniae basada en un microarray d’anticossos. El microarray desenvolupat
contenia anticossos policlonals de conill (Statens Serum Institute, Copenhaguen,
Denmark) especifics per tipar 83 dels 93 serotips de S. pneumoniae. El serotipat d’'una
soca es basava en una reacci6 positiva contra antisérum del serotip/serogrup. Aquest
nou microarray presenta certs avantatges respecte altres meétodes de serotipat:
disminueix el treball i temps de processar grans volums de mostres i la lectura
automatitzada de resultats disminueix el percentatge d’error respecte altres sistemes

manuals.

18



INTRODUCCIO

Una altra técnica per a determinar el serotip és el CST, de I'anglés Capsular Sequence
Typing, que consisteix en genotipar el locus capsular per tal de determinar el serotip
(Elberse et al. 2011b). Aquesta técnica esta basada en una part de la sequéncia del
gen wzh del locus capsular. Es va escollir aquest gen per a ser seqienciat, ja que
varia bastant entre diferents serotips, perd es conserva suficientment per amplificar el
mateix fragment del gen de varis serotips en una mateixa reaccié de PCR. Després de
sequenciar un fragment de 506pb del gen wzh, s’assigna un tipus capsular o CT (de
l'anglés, capsular type). EI CT és un assignaci6 composta, la primera part de
I'assignacié es basa en el fenotip avaluat per métodes convencionals de serotipat i la
segona part de I'assignaci6 és el nombre consecutiu del tipus capsular que pertany al
mateix serotip. Per exemple, CT09V-01 designaria la primera variant en la seqiiéncia

de wzh d’'una soca de serotip 9V.

1.1.6 Genotipat

Fins a finals del 90, per a la caracteritzaci®6 molecular del pneumococ s'’utilitzaven
diferents procediments que incloien repPCR (Repetitive sequence-based PCR), BOX-
PCR, MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) i PFGE (Pulse-Field Gel
Electrophoresis). Un desavantatge que presentaven aquestes técniques era la
dificultat de comparar resultats entre laboratoris i per tant, la técnica PFGE va
esdevenir la técnica més util per a comparar resultats, amb un control molt acurat de
les condicions experimentals, patrons de bandes similars es podien obtenir de les
mateixes soques en diferents laboratoris. No obstant, comparar el tamany dels
fragments en un gel no és ideal, en canvi, técniques com MLST (Multilocus Sequence
Typing) presentaven molts avantatges per als procediments de caracteritzacio

molecular (Enright et al. 1998).

Una de les eines més ampliament utilitzades per a la caracteritzacié genética de S.
pneumoniae és la técnica MLST (Enright et al. 1998). Aquesta técnica, basada en els
principis de la técnica MLEE, analitza els fragments interns (450 a 500pb) de 7 gens
housekeeping que codifiquen enzims metabdlics mitjangant la sequenciacié6 de 'ADN
(Enright et al. 1998). Per cada gen, les diferents sequéncies corresponen als al-lels i
els al-lels dels 7 loci donen lloc a un perfil al-lelic, el qual defineix el sequence-type
(ST) de cada soca. Un clon es defineix com un grup d’aillats amb un perfil o ST idéntic.
Els genotips amb perfils al-lélics que només difereixen en 1 o 2 al-lels dels 7 al-lels
dels locus s’anomenen single-locus variant (SLV) i doble locus variant (DLV)
respectivament (Enright et al. 1999). Els SLV i DLV estan suficientment relacionats per

ser considerats membres d'un cliuster de genotips estretament relacionats. Aquest
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conjunt s’anomena complex clonal (Enright et al. 1999). L’analisi dels ST i dels

complexes clonals s’analitzen utilitzant el programa eBURST.

Recentment, s’ha desenvolupat una altra eina per al genotipat de S. pneumoniae, la
técnica del MLVA (Multi-Locus Variable number of tandem repeat Analysis). Aquest
métode es basa en la variacio natural en el nombre de seqiiéncies d’ADN repetides en
tandem que té lloc en molts llocs diferents en el genoma d’una varietat d’organismes
(Elberse et al. 2011a). En la técnica del MLVA per al genotipat de S. pneumoniae
s’estudien 8 locus VNTR (Variable Number of Tandem Repeat). Els 8 locus
s’amplifiquen en dues reaccions de PCR multiplex i posteriorment, es fa un analisis de
fragments dels productes amplificats marcats amb fluorescéncia. Els resultats
obtinguts amb aquesta técnica es poden comparar a nivell internacional a la base de
dades disponible on-line www.mlva.net. A la pagina web es poden importar els
diferents perfils MLVA per avaluar el tipus MLVA (MT, de I'anglés MLVA type).

1.1.7 Resisténcia a antibiotics

Tot i la disponibilitat de tractament antibiotic, no s’ha aconseguit eradicar la infeccio
produida pel pneumococ. Classicament, s'utilitzava penicil-lina per al tractament de les
infeccions pneumocodcciques fins que al 1967 es va descriure el primer cas de
resisténcia a penicil-lina (Gunnison et al. 1968). Durant els anys 70 es van detectar
pneumococs no-sensibles a penicil-lina (PNSP) en algunes arees geografiques
localitzades (Espanya, Australia, Sud Africa) que rapidament es van disseminar arreu
del mén. En algunes regions com Espanya, Asia o Franca la taxa de PNSP era
superior al 50% mentre que en altres arees geografiques com Finlandia, Suécia o

Alemanya la taxa era inferior al 5% (Lynch et al. 2009b).

La resisténcia antimicrobiana s’identifica mesurant la concentraci6 minima inhibitoria
(CMI) d’'un antimicrobia determinat. Els punts de tall de la CMI defineixen les soques

coma a sensibles, intermédies o resistents davant I'antimicrobia utilitzat.

El National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), actualment Clinical
and Laboratory Standards Institue (CLSI) va crear un subcomité per estandarditzar les
proves de sensibilitat als antimicrobians (Subcommittee on Antimicrobial Susceptibility
Testing). El seu objectiu era unificar els criteris metodologics per realitzar aquestes
proves, amb la finalitat d’establir les correlacions entre els resultats obtinguts al
laboratori i en la clinica. EI CLSI descriu els punts de tall en termes de CMI per S.

pneumoniae per a diferents antimicrobians.
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En referéncia a la penicil-lina, tradicionalment, els punts de tall establerts NCCLS
definien: sensible (S) <0.06ug/mL; resisténcia intermedia (1) 0.12 a 1.0 pg/mL; resistent
(R) 22 pg/mL. La designacidé “S. pneumoniae no-sensible a penicil-lina” incloia les
soques amb resisténcia intermeédia i resistents. A 'any 2008 es van presentar els nous
punts de tall del CLSI. A la taula 1 es mostren els punts de tall de la penicil-lina
establerts internacionalment a través del CLSI (CLSI, 2011).

Sensible (S) Resisténcia intermédia (I) Resistent (R)

Penicil-lina oral; no <0.06 ug/mL 0.12 -1.0 ug/mL 22 pg/mL
meningia

Penl’c:ll-l'ma parenteral; <0.06 pg/mL 20.12 pg/mL
meningia

Penicil-lina parenteral; no

< >
meningia <2 pg/mL 4 pg/mL 28 pyg/mL

Taula 1. Sensibilitat de Streptococcus pneumoniae a la penicil-lina (Font: CLSI, 2011).

El grup d’antibiotics més utilitzat en pediatria per al tractament del pneumococ és el
dels beta-lactamics (amoxicil-lina, cefotaxima i ceftriaxona) seguit dels macrdlids. El
mecanisme de resisténcia de S. pneumoniae a beta-lactamics ve determinat, per la
reestructuracié dels receptors de les proteines que s’uneixen a la penicil-lina (PBP, de
I'anglés penicillin-binding proteins). En funcio del tipus de reestructuracio i el nombre
de receptors afectats es determina el nivell de resisténcia (Lynch P et al. 2009b). Els
punts de tall no meningis per la cefotaxima i la ceftriaxona sén: <1 yg/mL (S); 2 pug/mL
(I); = 4pg/mL, R. En referéncia als punts de tall meningis, CMIs = 0.5 pg/mL es

consideren resistents.

La resisténcia als macrolids com ['eritromicina, la claritromicina o I'azitromicina va
augmentar paral-lelament amb la penicil-lina. A més a més, la resisténcia a macrolids
es pot desenvolupar independent de la resisténcia a penicil-lina. En moltes parts del
moén, els pneumococs resistents a macrolids son més freqlients que els PNSP (Conly
et al. 2002; Jenkins et al. 2008). La resistéencia a macrolids ve determinada per
mecanismes diferents als beta-lactamics, es relaciona amb alteracions moleculars en
el gen erm(B). Mutacions en el gen erm(B) s’associen a CMIs per [|'eritromicina
264pug/mL.

En referéencia a la resisténcia associada a les fluoroquinolones (ciprofloxacina,
levofloxacina) també ha augmentat com a consequéncia d’'un increment de I'Us
d’aquest tipus d’antibidtics. La resisténcia a fluoroquinolones és poc freqiient en els

nens, d’acord amb un estudi realitzat per Canut et al. (Canut et al. 2007) en els adults

21



INTRODUCCIO

amb malaltia pulmonar obstructiva cronica les fluoroquinolones (ciprofloxacina,
levofloxacina i moxifloxacina) sén els antibidtics més apropiats per al tractament

respecte altres antibidtics ampliament utilitzats com la claritromicina o azitromicina.

Es defineix com a una soca multiresistent aquella que presenta resisténcia a tres o
més classes d’antibiotics. L’augment global de la resisténcia antibidtica és degut, en
part, a un mal Us dels antibidtics que ha derivat en la disseminacié d’'uns clons
internacionals (pandémics). La xarxa Pneumococcal Molecular Epidemiology Network
(PMEN) classifica els clons internacionals d’acord amb el pais on s’ha identificat la
soca per primera vegada, el serotip del clon inicial i el nUmero de clon designat per la
xarxa (per exemple, Spain9V-3) (McGee et al. 2001). La prevalenca de clons
especifics és variable entre regions i ha anat variant al llarg del temps (Gheradi et al.
2007; Pérez-Trallero et al. 2003).

En un estudi realitzat a Estats Units per Richter et al. (Richter et al. 2009) a partir de
1647 soques de S. pneumoniae, mostraven un increment de la prevalenca de les
soques amb resisténcia intermédia a penicil-lina d’acord amb els punts de tall
meningis, del 12.7% al 17.9% durant els periodes 1999-2000 i 2004-2005,
respectivament. Durant els mateixos periodes de temps, la prevalenca de les soques
resistents a penicil-lina va disminuir del 21.5% al 14.6% i la prevalengca de soques
resistents a eritromicina va augmentar del 25.7% al 29.1%. Els autors d’aquest estudi
(Richter et al. 2009) destacaven un augment de la prevalenca de 2 clons PMEN, des
del periode 1999-2000 al 2004-2005, el clon Taiwan19F-14 (increment del 14.6% al
36.7%) i el clon Utah35B-24 (increment del 0.9 al 16.3%).

Amb els nous punts de tall proposats pel CLSI, es va detectar una disminucié de la
resisténcia a penicil-lina. A Espanya, recentment, Pérez-Trallero et al (Pérez-Trallero
et al. 2010), van publicar els resultats d’un estudi sobre la resisténcia a antibiotics de
diferents patdgens respiratoris realitzat durant 11 anys (1996-1997 fins 2006-2007). En
aquest estudi, es mostrava que durant el periode d'estudi, en el cas de S.
pneumoniae, s’havia produit una disminucié de la prevalenca de les soques de
pneumococ resistents a penicil-lina oral i parenteral, només 0.9% i 0.2% de les soques
tenien una CMI 22ug/mL i 24 pg/mL, respectivament. En el cas de l'eritromicina, la
disminuci6é de les resisténcies no era significativa. Aquests resultats concorden amb
I'estudi realitzat per Fenoll et al. (Fenoll et al. 2009) sobre els patrons de resisténcia

antibiotica a Espanya durant un periode de 30 anys.

22



INTRODUCCIO
1.2 Vigilancia epidemiologica

La MPI causada per S. pneumoniae segueix sent una causa important de morbi-
mortalitat a nivell mundial tot i la disponibilitat de tractament antibiotic i vacunes. La
OMS estima que cada any moren al voltant d’'un mili6 de nens menors de 5 anys per
malaltia pneumococcia, la majoria d’ells en paisos en vies de desenvolupament
(O’Brien et al. 2009).

Segons dades publicades per la OMS (O’Brien et al. 2009), I'estimacié global de la
carrega de la malaltia causada per Streptococcus pneumoniae en nens menors de 5
anys era de 14,5 milions d’episodis de MPI a I'any 2000 en tot el mén, d’aquests,
s’estima que 826.000 nens van morir com a consequéncia de malaltia pneumococcica.
Els 10 paisos amb major nombre i proporcié de casos de MPI es troben a Africa i Asia
i corresponen al 66% de tots els casos de malaltia en tot el mén (India 27%, Xina 12%,
Nigeria 5%, Pakistan 5%, Bangladesh 4%, Indonésia 3%, Etidopia 3%, Kenya 2%,

Congo 3% i Filipines 2%) i al 61% del total de morts produides per S. pneumoniae.

1.2.1 Vigilancia epidemiologica de la malaltia en els paisos en vies de

desenvolupament

A I'Africa sub-sahariana les malalties causades per S. pneumoniae i Haemophilus
influenzae tipus b (Hib) sén causes importants de morbi-mortalitat en nens. Anualment,
causen més de 500.000 morts col-lectivament en aquest pais. Segons dades de
I'Alianga Global per a la Immunitzacio i la Vacunaci6 (GAVI, de I'anglés Global Aliance
for Vaccines and Immunization) durant el periode 2000-2010 s’han evitat 560.000
morts amb la introducci6 de la vacuna conjugada contra Hib en els paisos en vies de
desenvolupament, gracies al suport de la GAVI. La vacuna conjugada contra Hib es va

introduir a I'any 2001 en els paisos de I'Africa de I'Est, Kenia i Uganda.

En relaci6 a la vacuna conjugada antipneumococcica 7-valent, tot i estar disponible a
Estats Units i a altres paisos des de I'any 2000, no va ser fins a I'any 2007 que es va
decidir introduir en els programes nacionals d’immunitzacié dels paisos amb major
taxa de mortalitat infantil. L’Aliangca GAVI s’ha compromés a donar suport a la
introducci6 de la vacuna antipneumocdccica en 37 paisos en vies de desenvolupament
i es calcula que a I'any 2015 ja seran 60 els paisos que disposaran d’aquesta vacuna

en els seus programes d'immunitzacié.

Per altra banda, la mortalitat associada a la MPI és elevada, tot i que varia molt

segons la presentacié clinica de la malaltia, sent en la meningitis la més alta.
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Aproximadament 1.5 milions de morts ocorren cada any en nens menors de 5 anys
com a conseqiiéncia de infeccid6 pneumococcica, la majoria dels quals a I'Africa sub-
sahariana. En els paisos en vies de desenvolupament, es coneix poca informacio
sobre I'epidemiologia d’aquestes malalties i és necessari tenir informacié sobre la
carrega de la malaltia en una poblacié per poder dissenyar millors estratégies de
control, com la vacunacié. Actualment, es disposa de poca informacié sobre
I'epidemiologia local de la MPI en aquests paisos, aixi com la carrega de la malaltia i

els serotips causants.

En un estudi publicat al 2006 per Roca et al. (Roca et al. 2006) sobre la incidéncia i les
caracteristiques epidemiologiques de la MPI en nens menors de 5 anys en una zona
rural al sud de Mocgambic, mostrava una taxa bruta d’incidéncia estimada de
416/100.000 per nen i any en risc. El grup amb major incidéncia de la malaltia eren els
nens menors de 3 mesos i la manifestacié clinica més comuna va ser la pneumonia,
en 146 del 212 (68.8%) episodis de MPI diagnosticats.

Arifeen et al. (Arifeen et al. 2009) van publicar un estudi sobre la malaltia invasiva en
nens d’'una zona rural de Bangladesh des del 2004 al 2007. En aquest estudi es van
incloure 22.378 nens, dels quals, 2.596 van requerir ingrés hospitalari i d’aquests, el
40% tenien pneumonia. Els serotips més prevalents eren els serotips 1, 5, 14, 18C,
19Ai 38.

Resultats similars es van observar en un altre estudi sobre la incidéncia de MPI al
Nepal (Williams et al. 2009) realitzat en nens amb febre i sospita de pneumonia,
meningitis o bacteriémia, es mostrava que del total de pacients estudiats (885 nens
menors de 5 anys), 56% tenien pneumonia i 9% meningitis. En aquests estudi, només

es van poder aillar 17 soques, i els principals serotips eren el 1i el 12F.

En un altre estudi realitzat per Falade et al. (Falade et al. 2009), sobre MPI en nens
menors de 5 anys a Nigéria on s’incloien 1210 casos, es van aillar 23 soques de S.
pneumoniae, de les quals, 11 van ser serotipades. Els resultats mostraven que la
vacuna conjugada heptavalent cobria el 55% dels serotips identificats, ja que es els
serotips detectats eren: serotips 5 (5 soques), serotip 19F (3 soques), serotip 4 (3

soques) i una soca no es va poder tipar.

Aquests estudis realitzats es basen en el cultiu i tal i com s’ha desenvolupat en
l'apartat 1.1.4 sobre el diagnostic, el cultiu bacteria, tot i ser una técnica molt
especifica, té una baixa sensibilitat. A més a més, el procediment classic d’identificacio
dels serotips requereix personal especialitzat i una estructura determinada per

realitzar-lo i afegir-hi l'elevat cost econdmic. En els paisos en vies de
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desenvolupament no es disposa d’infraestructures adequades per poder realitzar
aquests estudis, aixd fa que s’hagin d’enviar les mostres a centres internacionals de
referéncia. L’enviament de les mostres requereix un procediment de conservacié de
les mostres per tal d’assegurar-se que arriben al laboratori de desti en bones
condicions per tal de poder realitzar els estudis corresponents. En els paisos en vies
de desenvolupament, les elevades temperatures, per exemple, poden esdevenir un
problema en la conservacié de les mostres. Siberry et al. (Siberry et al. 2001) van
avaluar diferents métodes, de baix cost, per a la conservacié a llarg termini de
Streptococcus pneumoniae en els tropics, comparant diferents medis de cultiu i
temperatures d’emmagatzematge. ElI meétodes moleculars actuals requereixen
I'enviament de mostres les mostres refrigerades, de manera que s’encareix el cost de
I'enviament. Es necessari desenvolupar nous sistemes d’enviament de mostres com
ara mostres impregnades en paper de filtre (dried-spot). El sistema de les mostres de
sang seca en paper de filtre, Dried-Blood Spot (DBS), és un métode alternatiu per a
recollir mostres de sang. El DBS consisteix en aplicar de 2 a 4 gotes (50ul) de sang (o
un altre fluid) en unes targetes de paper de filtre (tipus Whatmann®). La mostra queda
impregnada en el paper de filtre, es pot conservar a temperatura ambient i permet
enviar la mostra sense requeriments especials de conservacio. Aquest tipus de
mostres utilitzades per al cribatge metabolic neonatal han permés desenvolupar
técniques moleculars com el cribatge neonatal de la infecci6 congénita per
citomegalovirus (Boppanna et al. 2010). A més a més, s’han realitzat estudis per al
diagnostic del virus de I'hepatitits C (VHC) i el virus de la immunodeficiéncia humana
tipus 1 (VIH-1) (De Crignis et al. 2010) a partir de mostres de DBS mostrant una

elevada sensibilitat i especificitat de la técnica.
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1.3 La vacunacioé antipneumococcica

Tal i com s’ha descrit, actualment, es coneixen 93 serotips diferents del pneumococ.
Una vacuna que inclogués tots els serotips seria molt dificil d’obtenir per problemes
técnics, per tant, les vacunes que s’han desenvolupat estan formades per subgrups de
serotips prevalents a la comunitat i causants de malaltia. EI nombre de serotips
inclosos a les vacunes va augmentar des de quatre a I'any 1945, fins a 14 als anys 70 i

fins a 23 als anys 80.

1.3.1 Vacuna antipneumococcica polisacarida 23-valent

La vacuna antipneumocodccica polisacarida 23-valent (PPV-23), composta de
polisacarids purificats derivats de la superficie cel-lular de la capsula del bacteri es va
introduir a 'any 1983. La vacuna era una barreja dels polisacarids capsulars de 23
serotips diferents: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A,
19F, 20, 22F, 23F, 33F. Els serotips inclosos a la vacuna eren els causants del 80% de
les infeccions pneumococciques en el mén (Sessegolo et al. 1994). La composicié de
la vacuna actualment disponible és la segient: Cada dosi de 0.5ml conté 25ug dels

polisacarids capsulars de 23 serotips de S. pneumoniae.

Aquesta vacuna no és eficag en nens menors de 2 anys i ofereix del 60 al 80% de
proteccié en individus adults, tot i que és menys efectiva en pacients immunodeprimits.
(Vila-Corcoles et al. 2006; Vila-Corcoles et al. 2009). En els adults immunocompetents,
s’ha demostrat que manté el titol elevat durant cinc anys, perd també s’ha demostrat

que no és efectiva per a disminuir I'estat de portador.

Les indicacions de la vacuna PPV-23 a Estats Units segons la CDC-ACIP (Centers for
Disease Control and Prevention-Advisory Committee on Immunization Practices) es

recullen a la taula 2:

= Adults 265 anys

= Pacients immunocompetents amb un risc incrementat per MPI degut a malaltia cronica.
= Nens <2 anys amb aspléenia anatomica o funcional.

= Nens 22 anys que conviuen en ambients amb un risc incrementat per MPI.

= Pacients immunodeprimits 22 anys.

Taula 2. Indicacions de la vacuna antipneumocdccica polisacarida 23-valent (Font: CDC-ACIP).
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A Espanya, les indicacions de la PPV-23 segons la Asociacion Espafiola de Pediatria
(AEP) és en nens majors de 2 anys inclosos en uns grups de risc determinats per als
quals la vacuna esta clarament indicada. La vacunacié amb PPV-23 no esta indicada
per a la prevencié de la OMA recurrent. La vacuna s’administra amb una Unica dosis

injectable.

1.3.2 Vacuna antipneumococcica conjugada 7-valent

Degut a la baixa immunitat que produia la vacuna antipneumocaoccica polisacarida 23-
valents en nens menors de 2 anys (tenint en compte que el 80% de les infeccions
produides per S. pneumoniae es produeixen en aquesta edat) es van desenvolupar les
vacunes antipneumocodcciques conjugades (que incorporaven adjuvants) similars a les

vacunes contra Hib i Neisseria meningiditis tipus c.

Al febrer de 2000, es va introduir a Estats Units la vacuna antipneumocodccica
conjugada 7-valent (PCV7) que incloia els serotips 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23F.
Aquesta vacuna conjugada, incloia els 7 serotips causants del 80% de MPI en nens
d’Ameérica del Nord en aquell moment (Hausdorff et al. 2000). En aquell mateix any, el
Comité de Malalties Infeccioses de '’Academia Americana de Pediatria, juntament amb

el CDC, van publicar les indicacions de la PCV7 (Taula 3).

Pacients pels quals PCV7 esta recomanada:
= Nens < 23 mesos

= Nens 24 a 59 mesos amb un risc incrementat de malaltia pneumococcica

..... - Pacients amb anémia falciforme (sickle cell disease).

..... - Infeccié per virus immunodeficiéncia humana.

..... - Malaltia cronica (pulmonar o cardiaca).

..... - Diabetis mellitus.

..... - Pacients immunodeprimits (neoplasies, insuficieéncia renal cronica o sindrome nefrotica).

..... - Pacients amb quimioterapia immunosupressora, pacients trasplantats d’organ solid).

Pacients pels quals PCV7 s’ha de considerar:
= Tots els nens de 24 a 59 mesos, donant prioritat a les seglients poblacions:

- Nens entre 24 i 35 mesos.
- Nens d’Alaska o descendents d’indis americans
..... - Nens amb ascendéncia afroamericana

- Nens que assisteixen a guarderies

= Tots els nens = 5 anys i adults amb un risc incrementat de malaltia pneumocdccica

Taula 3. Indicacions de la vacuna antipneumocdccica conjugada 7-valent, juny 2000 (Font:
CDC-ACIP).
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A l'any 2007, el grup de treball en vacunes antipneumocodcciques de I'ACIP, va revisar
les dades sobre la seguretat i la immunogeneicitat de la vacuna PCV7 en nens de 24 a
59 mesos. A l'octubre del 2007, sobre les bases de la revisio realitzada, la ACIP va

aprovar més recomanacions per I'is de PCV7 en nens de 24 a 59 mesos (Taula 4).

= Per a tots els nens sans de 24 a 59 mesos que no han complert qualsevol calendari

recomanat, administrar una dosi de PCV7

= Per a tots els nens de 24 a 59 mesos amb condicions subjacents que han rebut 3 dosis de
PCV7, administrar una dosi de PCV7

= Per a tots els nens de 24 a 59 mesos amb condicions subjacents que han rebut menys de 3

dosis de PCV7, administrar dues dosis de PCV7 (interval minim 8 setmanes)

Taula 4. Indicacions de la vacuna antipneumococcica conjugada 7-valent proposades per la
CDC-ACIP, octubre 2007 (Font. CDC-ACIP).

A Espanya la PCV7 es va introduir al juny del 2001 perd no estava inclosa en el
calendari vacunal infantil sistematic, excepte a la Comunitat de Madrid que la va

incloure al 2006, per tant, s’administrava de forma gratuita.

Des d’un principi, la vacuna s’ha demostrat altament eficag en reduir I'estat de portador
pels serotips inclosos a la vacuna (Millar et al. 2008), el qué faria pensar en una
disminuci6 de la circulacié del microorganisme i com a conseqiiéncia una disminucio

de les taxes de malaltia invasiva.

A Espanya, el Comité Asesor de Vacunas de la AEP va recomanar la inclusi6 de la
PCV7 en el calendari sistematic de vacunes a partir de 'any 2003. La pauta general de

vacunacioé de la PCV7 es resumeix a la taula 5.

Tot i que la AEP recomanava la vacunacio, I'elevat cost de la vacuna, ha fet que la
implementacié de la vacuna a Espanya no assolis les mateixes taxes de vacunacié
que a altres paisos, com Estats Units, on la vacuna esta coberta pel Sistema Nacional
de Salut. Tot i aixi, en la nostra area geografica, durant el periode 2007-2009, es va
arribar a una cobertura del 50% segons un estudi publicat pel nostre grup (Dominguez
et al. 2011).
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Edat de la primera dosi Seérie primaria Booster

2-6 mesos 3 dosis separades de 2 mesos* 1 dosis als 12-15 mesos**
7-11 mesos 2 dosis separades de 2 mesos* 1 dosis als 12-15 mesos™**
12-23 mesos 2 dosis separades de 2 mesos***

24-59 mesos (sans) 1 dosi

24-59 mesos (de risc) 2 dosis separades de 2 mesos™™*

*Interval minim de 4 setmanes
**Interval minim de 8 setmanes després de la primovacunacio
***Interval minim de 8 setmanes

Taula 5. Pauta general de vacunaci6 amb PCV7 (Font. Comité Asesor de Vacunas de la
Asociacion Espafiola de Pediatria).

1.3.3 Vacuna antipneumococcica conjugada 10-valent

A principis de I'any 2009, la vacuna antipneumocodccica 10-valent (PCV10) conjugada
amb la proteina D d’Haemophilus influenzae no tipable (NTHi) (PHID-CV), es va
autoritzar en més de 40 paisos incloent-hi Europa, per a la prevencié de la malaltia
pneumococcica invasiva i de la otitis mitja en lactants i nens petits. Aquesta vacuna
conté els polisacarids de pneumococs del serotip 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F i
23F. A més a més, la proteina D, és una proteina altament conservada de la superficie
de Haemophilus influenzae (H. influenzae) que es va seleccionar pel seu potencial
d’oferir proteccié contra les soques no-encapsulades d’H. influenzae (Dagan et al.
2009).

Els serotips inclosos a la PCV7 eren els responsables del 80% dels casos de MPI en
tot el mén, mentre que els tres serotips addicionals corresponien a serotips molt
invasius i amb una elevada prevalenca, associats directament amb brots i malaltia
greu en nens petits (Hausdorff et al. 2000; 2007).

El perfil de immunogeneicitat, seguretat i reactogeneicitat és comparable amb la PCV7
(Chevallier et al. 2009) i la compatibilitat amb altres vacunes anteriors s’ha demostrat

en estudis de co-administracio.

Aquesta nova vacuna també ofereix proteccié contra la OMA. S. pneumoniae i NTHi
son els principals responsables del 70% de tots els episodis clinics de OMA a nivell
mundial. Es calcula que gairebé el 75% del nens menors de 3 anys han patit algun

episodi de OMA i més d’una tercera part, experimentant infeccions recurrents.
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1.3.4 Vacuna antipneumococcica conjugada 13-valent

Al febrer del 2010, la Food and Drug Administration (FDA) va autoritzar la
comercialitzaci6 de la vacuna antipneumocodccica conjugada 13-valent (PCV13).
PCV13 conté els polisacarids dels antigens capsulars dels serotips de S. pneumoniae
1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F i 23F, conjugats amb una proteina
transportadora, la CRM197. Un volum de 0.5mL de PCV13 contenen 2u de cadascun
dels 12 serotips i aproximadament 4u del serotip 6B; la concentraci6 de CRM197 és

aproximadament de 34ug.

Ofereix major cobertura de serotips del pneumococ enfront a malaltia invasiva,
pneumonia i otitis mitja en lactants i nens d’entre 6 setmanes fins a 71 mesos. Els
lactants i nens que hagin comencat la vacunacié amb PCV7 poden canviar a PCV13

en qualsevol moment de I'esquema vacunal.

L’autoritzacioé de la vacuna PCV13 s’ha basat en els resultats de 13 estudis clinics en
fase 3, realitzats amb més de 4729 nens als quals se’ls va administrar com a minim
una dosi de PCV13 i 2760 nens als quals se’ls va administrar com a minim una dosi de
PCV7. Les dades obtingudes avalen la potencial efectivitat d’aquesta vacuna per
prevenir la malaltia pneumocodccica i una bona tolerabilitat en lactants i nens petits
(Bryant et al. 2009; Dinleyici et al. 2009).

La CDC-ACIP recomana vacunar amb la vacuna PCV13 tots els nens de 2 a 59
mesos. També recomana vacunar tots aquells nens de 60 a 71 mesos amb un risc
incrementat per MPI (pacients immunocompetents amb un risc incrementat de MPI
degut a malaltia cronica, pacients amb asplénia anatdmica o funcional, pacients
immunodeprimits). A la taula 6 es mostra la pauta de vacunacié recomanada per la
CDC.

Edat de la primera dosi Série primaria®* Booster**

2-6 mesos 3 dosis 1 dosis als 12-15 mesos
7-11 mesos 2 dosis 1 dosis als 12-15 mesos
12-23 mesos 2 dosis

24-59 mesos (sans) 1 dosi

24-59 mesos (de risc) 2 dosis

*Interval minim entre dosis de 8 setmanes, excepte en nens vacunats <12 mesos que es de 4
setmanes. Edat minima per administrar la primera dosi és 6 setmanes.
**Interval minim de 8 setmanes després de la primovacunacio

Taula 6. Pauta general de la PCV13 en nens que no han rebut immunitzaci6é prévia amb PCV7
o en els que, per edat, reben la primera dosi de PCV13 (Font: ACIP, Estats Units, 2010).
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A la taula 7 es mostren les recomanacions pels nens que havien iniciat la immunitzacié

amb la vacuna PCV7 que finalitzin la série amb PCV13.

Series Booster Dosi complementaria PCV13
2mesos 4 mesos 6 mesos 212 mesos 14-59 mesos
PCV7 PCV13 PCV13 PCV13 -
PCV7 PCV7 PCV13 PCV13 -
PCV7 PCV7 PCV7 PCV13 -
PCV7 PCV7 PCV7 PCV7 PCV13

Taula 7. Calendari recomanat de transaccié de la vacunacié amb PCV7 a PCV13 en nens que
han iniciat la immunitzacié amb la vacuna PCV7 (Font: ACIP, Estats Units, 2010).

1.3.5 Vacunes proteiques

Des de fa uns anys, s’ha demostrat la importancia de les proteines de S. pneumoniae,
principalment, les proteines de superficie, en la viruléncia del patogen. En aquest
camp, la recerca ha portat a testar algunes d’aquestes proteines com a candidates per
al desenvolupament de vacunes (Barocchi et al. 2007). S’ha demostrat que, a més a
més del polisacarid capsular, les proteines de superficie participen en diversos estadis
del procés de colonitzaci6 i/o transicié a malaltia. En la revisio realitzada per Barocchi
et al. (Barocchi et al. 2007) els autors pretenien proporcionar al lector una comprensio
de la complexitat capsular de S. pneumoniae en el marc del desenvolupament de les
vacunes actuals. En aquesta revisio es discutia la necessitat de desenvolupar una
nova vacuna obtinguda d’antigens proteics de la capsula descoberts in silico, aixi com
la identificaci6 dels antigens de superficie immunogeénica i avaluaci6 de la seva
eficacia, imprescindibles per al desenvolupament de vacunes amb capacitat de
protegir contra la malaltia invasiva independentment del serotip. L’avantatge
d’aquestes vacunes és que tindrien un menor cost i un major potencial de cobertura,

en comparacié amb el cost i la cobertura de les vacunes conjugades existents.

En fer una cerca de bibliografia sobre vacunes proteiques i S. pneumoniae, els
resultats son escassos, pel fet, que els estudis actuals es centren en experimentar
sobre el paper d’aquestes proteines en el procés de viruléncia. Recentment, en un
estudi publicat per Frolet et al. (Frolet et al. 2010) es mostrava el resultat d’estudiar les
interaccions de 19 proteines del pneumococ, que ha portat al descobriment de 20
interaccions noves amb les proteines de I'hoste. Estudis com aquest, obren una ruta
per a fer un estudi en profunditat sobre el paper que tenen aquestes proteines en el

procés de viruléncia.
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1.4 Impacte global de la vacuna conjugada, reemplagcament de

serotips i proteccidé indirecta.

Des de la introducci6 de la vacuna PCV7, la incidéncia de MPI (meningitis
pneumococcica, pneumonia i bacteriémies) i de colonitzacié nasofaringia per serotips
vacunals ha disminuit en tots els grups d’edats, incloent pacients immunodeprimits i
gent gran (Park et al. 2010). Per tant, la PCV7 ha esdevingut beneficial en aquells
individus vacunats (protecci6 directa) perd també s’ha observat un efecte protector en
individus que no havien rebut la vacuna (protecci6 indirecta). La disminucié en els
adults ha esdevingut molt considerable i és degut a I'efecte de la proteccié indirecta
que ofereix la vacuna (referit erroniament com a “herd-immunity”), a nens més grans,
adults o gent gran que conviuen amb nens petits vacunats (Millar et al. 2008).
Isaacmann et al. (Isaacman et al. 2007) en un article sobre els efectes indirectes
associats a la vacunaci6 amb la PCV7, parlava del fenomen de herd protection o
community immunity. Isaacman et al. (Isaacman et al. 2007) feia referéncia al fet de
que els efectes en una comunitat tenen lloc quan la preséncia d’individus vacunats fa
disminuir tan la taxa de colonitzaci6 com la d’infeccié en la poblacié general. Els
individus vacunats tenen proteccié davant la colonitzacié, deixen de ser portadors i
deixen de disseminar agents infecciosos des d'individus colonitzats a individus no

colonitzats de la poblacié.

Els estudis realitzats demostren que la vacuna PCV7 és altament eficag en la
prevencié de la malaltia produida pels serotips inclosos, perd hi ha molts altres
serotips que causen malaltia greu en nens (Weatherholtz et al. 2010), d’altra banda,
s’ha observat un increment de malaltia pneumocdccica produida per serotips no

vacunals (reemplagament de serotips).

El reemplacament de serotips es produeix perqué la vacuna conjugada és eficag en
I'eradicacié de soques de pneumococ colonitzants a la nasofaringe, que expressen
serotips inclosos a la vacuna. Si desapareixen els serotips vacunals del ninxol ecologic
de la nasofaringe humana, la resta de serotips, adquireixen un avantatge ecologic i,
com a conseqliéncia, augmenta la seva prevalenga com a colonitzants podent causar,
en una segona etapa, malaltia (O’Brien et al. 2003; Frazdo et al. 2010). Un estudi
realitzat per Frazéo et al. (Frazdo et al. 2010) sobre l'impacte d’una unica dosi de
PCV7 en la colonitzaci6 mostrava que, abans d’administrar la vacuna, el 60% dels
serotips corresponien a serotips vacunals (SV) (6B, 14, 19F i 23F), mentre que un mes

més tard i després d’administrar una dosi de PCV7, la freqiéncia dels SV havia
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disminuit del 60 al 39%, perd la freqiiéncia dels serotips no vacunals (SNV) havia

augmentat significativament del 40 al 61%.

1.4.1 Epidemiologia de la malaltia en els Estats Units. Canvis en la

malaltia després de la introduccié de la vacuna.

Abans de la introduccié de la vacuna PCV7 a finals del 2000, en els Estats Units, es
produien anualment 65.000 casos de MPI. Els nens menors de 5 anys corresponien al
25% dels episodis de MPI, i el 80% de malaltia en aquest grup d’edat era causada pels

set serotips inclosos a la vacuna.

La taxa de vacunacié va augmentar del 9% al 2000 al 93% en aquells nens nascuts al
2006. Rapidament, es va detectar una reduccio drastica de la incidéncia de la MPI tant

en nens com a adults (Whitney et al. 2003; Tsigrelis et al. 2009).

En un estudi realitzat per Pilishvili et al. (Pilishvili et al. 2010) es mostrava com la
incidéncia de MPI al 2007 era 45% menor per tots els grups d’edat i un 76% menor en
els nens menors de 5 anys, en comparaci6 amb I'era prevacunal. Després de la
drastica reducci6é de la incidéncia de la malaltia, durant el periode 2002-2007 es va
mantenir estable (Figura 6). La incidencia de la MPI en nens menors de 5 anys va

disminuir fins a <1 cas per 100.000 persones.

PCV7 introduced*

120 - v
Age group
3 100 - —— 1 <5
2 \V/ ~+-5-17
2 80 n ~»-18-49
2 % --50-64
N —a— D=
§ 60 — 1\ >=65
=3 B\
=3 | S
S 40 R i
@ L\ Figura 6. Canvis en la incidéncia
S 204 ° Y e i c—— (casos/100000 habitants) MPI per
:'_:"‘“:'----—h—w._..___,_ﬂ_.__. = grups d’edat durant el periode
0+ — 2 —t——e——e _—e——%—w = 1008-2007 en els Estats Units

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 (Font: Pilishvili et al. 2010).

Year

Whitney et al. (Whitney et al. 2003) en un article publicat a 'any 2003 mostrava una
disminuci6 de la taxa de malaltia d’'una mitjana de 24,3 casos/100.000 persones durant

els anys 1998-1999 a una mitja de 17.3 casos/100.000 persones a I'any 2001.

Abans de I'is de PCV7, la taxa de MPI era 5-24 vegades superior en els Indis

Americans i els natius d’Alaska en comparacié amb altres poblacions dels Estats Units
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(Singleton et al. 2007; Weatherholtz et al. 2010). Singleton et al. (Singleton et al.
2007), en un estudi realitzat amb nens natius d’Alaska, va observar des del 2004 un
augment del 140% de la taxa de MPI causada per serotips no vacunals en comparacio
amb el periode prevacunal. No obstant, durant aquest mateix periode, es va observar
una disminucié del 96% de la taxa de MPI causada pels serotips inclosos a la vacuna.
Altres articles han confirmat que s’ha detectat un augment de la taxa de MPI causada
per serotips no vacunals des de la introduccio de la PCV7. Un altre estudi realitzat per
Weatherholtz et al. (Weatherholtz et al. 2010) sobre la malaltia invasiva una década
després de la introducci6 de PCV7 en una poblacié d’indis Americans (Navajo) es
mostrava com la taxa de MPI causada per serotips vacunals en nens de <1 any, de 1 a
<2 anys i de 2 a <5 anys havia disminuit de 210, 263 i 51 casos per 100.000 persones
durant el periode 1995-1997 a 0 casos en el periode 2004-2006. En aquest estudi, no
es va detectar un augment general de la MPI causada per serotips no vacunals, sin6é

que es detectar un augment en alguns serotips en concret (1, 3, 7F i 19A).

Als Estats Units, la incidéncia del serotip 19A ha augmentat després de la introduccié
de la PCV7. Tot i que el serotip 19A és un membre del mateix serogrup que el serotip

vacunal 19F, no s’observa proteccié creuada envers el serotip 19A.

Segons Moore et al. (Moore et al. 2008) la incidéncia de la MPI per serotip 19A va
incrementar de 0.8 a 2.5 casos per 100.000 persones entre el 1998 i el 2005 (Figura
7), seguit d’'un increment de la incidéncia de MPI del 6.7% al 35% degut a soques del
serotip 19A resistents a penicil-lina; moltes d’aquestes soques eren multiresistents, la
majoria pertanyien al complex clonal 320 relacionat amb el clon multiresistent
Taiwan19F-14.

10 —+— <5 =517 =+ 1849 - 50-64 =-65-79 —=—=80

Cases per 100,000 population
o

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Year

Figura 7. Incidéncia de la malaltia pneumocdccica invasiva causada pel serotip 19A a Estats
Units durant el periode 1998-2005 (Font. Moore et al. 2008).
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En un estudi realitzat en una poblaci6 de nens d’Alaska (Wenger et al. 2010), la
introduccié de la vacuna PCV7 va resultar en l'eliminacié de la MPI causada per
serotips vacunals, perd seguida de l'augment de la MPI causada per serotips no
vacunals (Figura 8). Durant el primer periode d’estudi (1996-2000) abans de la
introducci6 de la vacuna, 11 serotips eren els causants del 92% de tots els episodis de
MPI. Durant el segon periode d’estudi (2001-2004), primer periode d’introduccié de
PCV7, eren 18 serotips els principals causants de malaltia, 8 dels quals causants de
MPI durant el primer periode més 10 nous serotips. En el tercer periode d’estudi
(2005-2007), els principals serotips causants de MPI eren els serotips vacunals 19A,
6A i 7F i els 11 serotips causants de malaltia durant el primer periode, corresponien al
56% del total de MPI. En aquest estudi es mostrava una disminucié dels casos de MPI
en tots els nens d’Alaska de 97 casos/100.000 nens/any a 41/100.000nens/any durant
el periode 2001-2004. Les taxes de malaltia en nens natius d’Alaska eren de 2 a 5

vegades superiors que les taxes de malaltia en nens no natius (Figura 9).
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Figura 8. Principals serotips de S. pneumoniae causants de malaltia pneumocdccica invasiva
en nens menors de 5 anys durant els diferents periodes d’estudi (Font. Wenger et al. 2010).
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Invasive Pneumococcal Disease Rates, All Serotypes, <5 Years,

1986-2007
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Nota: En el grafic es mostra la taxa total (linia amb triangles negres), la taxa total de nens d’Alaska no
natius (linia amb requadres) i la taxa total de nens natius d’Alaska (linia amb rombes). [Casos/ 100 000
nens/any].

Figura 9. Incidéncia de la malaltia pneumocdccica invasiva en una poblacié de nens d’Alaska
menors de 5 anys durant el periode 1986-2007 (Font: Wenger et al. 2010).

En un altre estudi realitzat al Canada (Kellner et al. 2010) sobre els canvis en
I'epidemiologia de la MPI en un periode de 10 anys, tant en nens com en adults, es va
mostrar una disminucio de la incidéncia de la MPI causada per serotips vacunals en
tots els grups d’edat estudiats, aixi com el nombre total de casos. En el grup d’edat de
0 a 23 mesos, durant els 10 anys d’estudi (Figura 10) es va observar que comparant
'any 2007 versus el periode 1998-2001 es produia, en general, una disminucié del
79% de la incidéncia de la malaltia (serotips vacunals i no vacunals), una disminucio
del 94% de la incidéncia de la malaltia causada per serotips vacunals i alhora, un

augment del 139% de la incidéncia de la malaltia produida per serotips vacunals.

Rate (cases per 100,000)

0.0
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=a—pll Serotypes  ~=PCV7 Serctypes  =#= Non-PCV7 Serotypes

Nota: En el grafic es mostra tots incidéncia de tots els serotips (linia amb rombes), dels serotips vacunals
(linia amb requadres) i la dels serotips no vacunals (linia amb triangles).

Figura 10. Incidéncia de la MPI a Calgary, Atlanta, Canada en el grup d’edat de 0 a 23 mesos
durant el periode 1998-2007 (Font: Kellner et al. 2010).
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1.4.2 Epidemiologia de la malaltia a Europa. Canvis en la malaltia

després de la introduccio de la vacuna.

Estudis similars s’han realitzat en molts altres paisos i també a Europa. Entre els
paisos europeus, destaquen Alemanya (Rickinger et al. 2009), el Regne Unit (Trotter

et al. 2010), Noruega (Vestrheim et al. 2010) i Espanya (Mufioz-Almagro et al. 2008).

Recentment, Isaacmann et al (Isaacmann et al. 2010) han publicat un article de revisio
sobre la carrega de la MPI i la distribucié de serotips a Europa. Aquest article realitzat
a partir d’'una cerca bibliografica a bases de dades com MEDLINE i EMBASE amb les
paraules: invasive pneumococcal disease, serotypes, Streptococcus pneumoniae,
pneumococcus, pneumococcal, and pneumococcal conjugate vaccine, tracta sobre
I'epidemiologia i els serotips causants de MPI en nens durant el periode 1990 — 2008.
Aquest estudi reporta dades sobre la carrega de la MPI i I'impacte de la vacuna PCV7
que han posat de manifest el paper important que ha jugat la PCV7 en la prevenci6 de
la MPI a Europa. Inclou, també, dades sobre la mortalitat, les tendéncies generals de
la resisténcia a antibidtics, les principals poblacions de risc i els efectes indirectes de
I'is de la vacuna conjugada. Els resultats d’aquest estudi concloien que (1) la major
incidéncia de la malaltia es trobava en els nens menors de 2 anys, (2) en els paisos en
que s’administrava la PCV7 rutinariament, la proporcié de serotips vacunals causants
de MPI era menor en 'era prevacunal, (3) s’havia produit un augment de la incidéncia
dels serotips 1, 19A, 3, 6A/C i 7F, pel que destaca la necessitat d’incloure aquests

serotips en futures vacunes.

A Europa, la incidéncia general de la MPI s’estima de 31.1 casos per 100.000
persones amb un rang de 3.1 casos per 100.000 a Portugal fins a 110 casos per
100.000 persones a Espanya, sent el grup de nens <2 anys el grup amb major

incidéncia de malaltia.

1.4.2.1 Epidemiologia de la infecci6é a Espanya

A Espanya, durant el periode 1996-2006, la incidéncia de la malaltia a causa de
serotips vacunals va disminuir, mentre que es va detectar un augment dels serotips no
vacunals (principalment, el serotip 1 i el serotip 19A) (Fenoll et al. 2009). L’increment
de serotips inclosos a PCV7 que havia augmentat durant els anys 80 i 90, va disminuir
després de la introduccié de la PCV7. Canvis en els serotips causants de MPI

reflecteixen els patrons de I'is d’antibiotics (Fenoll et al. 2009).

En un estudi realitzat per Fenoll et al. (Fenoll et al. 2009) a partir de soques invasives

de 190 hospitals espanyols durant un periode de 30 anys remeses al Centro de
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Referencia de Neumococos (Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud
Carlos Ill) per a I'estudi del serotip i la sensibilitat antibidtica, es mostren les tendéncies
temporals dels serotips durant el periode d’estudi (Figura 11).

La figura 11 mostra les tendéncies temporals dels serotips inclosos a PCV7 i dels
principals serotips no inclosos durant un periode de 30 anys. En referéncia als serotips
vacunals (Figura 11A), en general, s’observava una lleugera disminucié a partir de la
introduccié de la vacuna a Espanya al juny del 2001, a excepcid, del serotip 23F. Pel
contrari, en el cas dels serotips vacunals, s’observava un augment, a excepcié dels
serotips 3 i 8, que s’observava una lleugera disminucié. En aquesta figura es pot

observar com els serotips 4, 3 i 8 s’han mantingut d’'una forma més o menys estable al
llarg dels anys.
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Figura 11. Tendéncies temporals (A) dels serotips inclosos a la vacuna conjugada 7-valent
(PCVT7) i (B) dels serotips no inclosos a PCV7 (b) (Font: Fenoll et al. 2009).
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En referéncia a la poblacié pediatrica espanyola i en diferents comunitats autdbnomes,
segons dades d’'un estudi realitzat al Pais Basc i Navarra (Aristegui et al. 2007), es
mostrava una reduccidé de la incidéncia de la MPI després de la introduccié de la
vacuna PCV7. En aquest estudi, es demostrava com després de 2 anys d’introduir la
vacuna, la incidencia de la MPI havia disminuit un 64.3%, 39.7% i 37.5% en nens

menors de 12, 24 i 60 mesos, respectivament.

A Catalunya, també es va detectar un canvi en els serotips causants de MPI en nens
menors de 2 anys després de la introduccié de la PCV7 (Salleras et al. 2009). En un
estudi realitzat a 22 hospitals de Catalunya, les dades mostraven que entre 1997-99 i
2005-07, la proporcié de serotips vacunals causants de MPI a Catalunya va disminuir
de 70.54% al 31.67%. La proporcié de serotips relacionats, principalment, el serotip
19A va augmentar de 9.82% al 32.50% i la proporcié de serotips no vacunals i no
relacionats del 19.64% al 35.83%.

Un altre estudi sobre la MPI en nens realitzat a I'Hospital Sant Joan de Déu de
Barcelona, el nostre grup (Mufioz-Almagro et al. 2008) va reportar una emergéncia de
la MPI causada per serotips no vacunals després de la introduccié de PCV7 (Figura
12). Comparant el periode prevacunal (1997-2001) amb el periode vacunal (2002-
2006) entre els nens menors de 2 anys, la taxa de MPI va augmentar des de 32.4
episodis per 100.000 persones a 51.3 casos per 100.000 persones (un increment del
58%) i entre els nens de 2 a 4 anys, l'increment va ser de 11.3 episodis a 26.5 episodis
per 100.000 persones (un increment del 135%). A més a més, la incidéncia de la
pneumonia i/o empiema en nens menors de 5 anys va augmentar un 320%. Durant el
periode vacunal, es va produir una emergeéencia de clons virulents relacionats amb els
serotips no vacunals 1 i 5 i també es va detectar un increment de la prevalenga dels
serotips 19A i 6A.

En relacié amb el serotip 19A, un altre estudi realitzat també pel nostre grup (Mufioz-
Almagro et al. 2009) sobre I'emergéncia del serotip 19A, comparant els periodes
prevacunals i vacunals, s’observava un increment de I'1.7% al 21.9%, respectivament,
del nombre de casos deguts a serotip 19A. També, es mostrava un increment de la
resisténcia a penicil-lina de les soques aillades després de la introduccié de PCV7.
L’analisi clonal va demostrar que I'emergéncia del serotip 19A estava associada a

I'emergéncia de clons internacionals multiresistents.

Recentment, el nostre grup ha publicat un estudi sobre els canvis en I'epidemiologia
del serotip 1 en nens (Esteva et al. 2011) que mostra que comparant la proporcié

d’episodis causats per serotip 1 respecte el total d’episodis de MPI, hi ha hagut un
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augment significatiu del serotip 1 al llarg del periode d’estudi (1989-2008). Durant el
periode 1989-1993 un 2% dels episodis eren causats per serotip 1 mentre que en el

periode 1999-2003, un 23.8% del total d’episodis eren causats per aquest serotip.
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Figura 12. Taxes de malaltia pneumococcica invasiva en nens, per grups d’edat i serotip (Font:
Mufioz-Almagro et al. 2008).
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JUSTIFICACIO | HIPOTESIS

La malaltia pneumococcica és una infeccioé bacteriana causada per Streptococcus
pneumoniae. La seva elevada morbi-mortalitat t& un impacte en la salut mundial ja que
es tracta d’'una de les principals causes de mort en nens i adults en tot el mén. La
OMS estima que cada any moren més de 1.6 milions de persones com a
conseqliencia d’aquesta malaltia, d’aquestes, més de 800.000 corresponen a morts en
nens menors de 5 anys. El 85% de les morts tenen lloc a I'Africa i el sud-est asiatic. La
pneumonia és la manifestacié clinica més comu de la malaltia pneumocdccica
invasiva. Tot i que la MPI provoca en nens més morts que altres malalties com la sida,
la malaria o el xarampié combinats, la seva importancia sol ser subestimada. Part del
problema és la complexitat i els costos de la infraestructura de laboratori i eines de
diagnostic necessaris per identificar 'organisme. D’aquesta manera, paisos en vies de
desenvolupament, necessiten ajuda externa per garantir una assisténcia médica amb

un minim de qualitat.

S’han identificat 93 tipus diferents (serotips) de Streptococcus pneumoniae i no tots
tenen la mateixa capacitat invasiva. S’ha demostrat que la incidéncia dels serotips
responsables de malaltia invasiva poden canviar al llarg del temps i en les diferents
arees geografiques. Aquestes caracteristiques s’han de considerar en les diferents

estratégies de prevencié, com la implementacié de vacunes.
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2.1 Hipotesis

Les técniques de deteccid i serotipat classiques no reflecteixen la distribucié real dels
serotips de Streptococcus pneumoniae causants de malaltia invasiva degut al baix

rendiment de les técniques de cultiu.

S’observa una diferéncia en la distribucié de serotips de Streptococcus pneumoniae en
funcié de les manifestacions cliniques, I'edat o el tractament antibiotic previ comparant
els pacients confirmats per cultiu respecte els pacients diagnosticats només per les
técniques moleculars. Respecte a l'Ultim aspecte, les técniques de PCR oferirien

avantatges.

La conservacié de mostres biologiques en paper de filtre (dried-spot o DS) seria un
sistema molt atil per implantar estudis de vigilancia epidemioldogica de la malaltia
pneumococcica invasiva en paisos on és dificil 'accés als sistemes tradicionals de

serotipat.

Degut al fenomen de reemplacament de serotips que s’ha observat, els esforgos
actuals es centren en un intent d’identificar els antigens del pneumococ que podrien
ser utilitzats en una nova generaci6é de vacunes proteiques amb cobertura per tots els
serotips. Es creu que serien necessaris varis antigens pel fet de que no tots els
determinants d’'una proteina es conserven o es troben en totes les soques de
pneumococ. Amb aquesta finalitat, el coneixement de la prevalenca real d’'una proteina
considerant a més a més la seva distribucié en els diferents clons i serotips de
Streptococcus pneumoniae és necessari per considerar qualsevol proteina com a

candidat d’'una nova vacuna.
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3.1 Estudi 1

Objectiu 1:

1.1.  Comparar la utilitat de la PCR respecte el cultiu en el diagnostic de la MPI.
1.2. Determinar la distribucié de serotips de Streptococcus pneumoniae causants
de malaltia invasiva incloent pacients amb cultiu negatiu diagnosticats per PCR

en temps real en pacients atesos a dos centres pediatrics de Barcelona.

Obijectius secundaris:

1.3.  Comparar la distribucié de serotips de Streptococcus pneumoniae d’acord amb
les manifestacions cliniques i caracteristiques epidemioldgiques en pacients

amb cultiu positiu respecte aquells diagnosticats només per PCR.

3.2 Estudi 2

Objectiu 2:

2.1. Desenvolupar una técnica de serotipat en mostra directa, conservada a

temperatura ambient i en suport paper de filtre.

Obijectiu secundari:

2.2. Coneixer la distribuci6 de serotips en una poblacié de pacients pediatrics
atesos en un hospital en Sierra Leone a través del serotipat en mostra directa,

conservada a temperatura ambient i en suport paper de filtre.
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3.3 Estudi 3

Objectiu 3:

3.1.  Conéixer la prevalenca de la proteina PsrP (Pneumococcal serine-rich protein),
candidata, per una vacuna proteica, en una col-lecci6 de soques invasives

pediatriques i en soques aillades de portadors nasofaringis sans.

Obijectiu secundari:

3.2. Determinar la distribucié serotipica i clonal de PsrP en els aillats de la

col-leccio.
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MATERIAL | METODES

4.1 Estudi 1 (Objectiu 1)

4.1.1 Ambit d’estudi

L’Hospital Sant Joan de Déu d’Esplugues, Barcelona, és un hospital capdavanter i de
referéncia per a l'assisténcia pediatrica i obstétrico-ginecoldgica, universitari i d’alta
tecnologia i especialitzacié. Forma part de I'Ordre Hospitalari de Sant Joan de Déu,
que esta present a 50 paisos dels 5 continents. L’'Hospital Universitari Sant Joan de
Déu disposa de 362 llits i 12 quirdfans, registra més de 25.000 altes cada any, rep més
de 200.000 visites per consultes externes i atén a 115.000 urgéncies. Neixen més de

4.000 nens cada any i es fan 14.000 intervencions quirurgiques.

L'Area Maternoinfantil de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron esta integrada dins del
gran complex de centres hospitalaris que formen I'Hospital Universitari Vall d’Hebron,
juntament amb I'Area General, 'Area de Traumatologia i Rehabilitacid i I'Area de
Cirurgia sense ingrés. L’Area Maternoinfantil és un centre lider en el camp de I'atencié
pediatrica, obstétrica i ginecoldgica, amb més de 1600 professionals al servei de les
mares i dels nens. Actualment, I'’Area Maternoinfantil disposa de 215 llits i 6 quirdfans,

al 2009, va registrar 11.502 admissions.
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4.1.2 Pacients i periode d’estudi

Pacients menors de 5 anys amb MPI atesos a I’'Hospital Universitari Sant Joan de Déu
i 'Hospital Universitari Vall d’Hebron (Area Maternoinfantil) en el periode de temps

comprés entre gener de 2007 i desembre de 2009.

4.1.3 Dades epidemiologiques i cliniques

Per cada cas es va dissenyar un full de recollida de dades en forma de fitxa

epidemioldgica amb les seglients variables:

= Dades didentificacié: Numero d’identificacié hospitalaria, hospital d’admissio,

municipi de residéncia.

= Dades cliniques: Data d’hospitalitzacié, data d’alta, evolucio, diagnostic clinic i
preséncia de factors de risc segons I'Académia Americana de Pediatria
(American Academy of Peditarics; AAP): malaltia cardiaca cronica, malaltia
pulmonar cronica, immunodepressio (nounat, tractament amb
immunosupressors o immunodeficieéncies congénites o adquirides), asplénia,

fistula de liquid cefaloraquidi, diabetis mellitus, malaltia neuroldgica cronica.

= Dades epidemioldgiques d'interés: Edat, sexe, tractament antibiotic previ durant

el mes anterior a [linici de la malaltia, antecedent de vacunacid
antipneumococcica conjugada 7-valent (nombre de dosis, data d’administracio).
4.1.4 Conservacio i preparacio de les mostres

4.1.4.1 Estudi a partir de mostra directa

Les mostres fresques de sang (plasma), liquid cefaloraquidi, liquid pleural o altres es
van conservar congelades a -70°C fins al moment de ser processades (Veure

Procediment 1).

4.1.4.2 Estudi a partir de soques

Les colonies de pneumococ crescudes en plaques de cultiu es van resuspendre en
300ul de tampo fosfat sali (PBS, de I'anglés phosphate buffered saline) estéril, es va

homogeneitzar la mostra mitjancant el vortex. Les mostres bioldgiques es van
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conservar al congelador a -70°C fins al moment de ser processades (Veure

Procediment 1).

4.1.5 Extraccio de ’ADN

L’extraccié de 'ADN de les soques conservades en PBS es va realitzar utilitzant la
resina Chelex-100 al 20% w/v (BioRad® Laboratories, Hercules, CA) (Veure
Procediment 2).

Per a I'extracci6 'ADN de les mostres directes (plasma, liquid pleural, etc) es va
utilitzar el sistema d’extracci6 automatica amb el robot NucliSENS®easyMag®
(bioMérieux, Boxtel, The Netherlands) d’acord amb els instruccions del fabricant. Un
volum de 200ul de mostra es van eluir en un volum final de 110ul (Veure Procediment
2).
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4.2 Estudi 2 (Objectiu 2)

4.21 Ambit d’estudi

L’Hospital Saint John of God de Mabesseneh, Lunsar, Sierra Leone és un hospital
rural amb serveis de pediatria, medicina interna, ginecologia-obstetricia i cirurgia. El
servei de pediatria de I'Hospital de Saint John of God rep actualment la demanda
assistencial d’'una poblacié infantil aproximada de 40.700 nens menors de 15 anys. El
servei de pediatria consta d’'una consulta externa, urgencies 24 hores i 36 llits
d’hospitalitzaci6. L’'Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona va comencar al juny del
2005 un programa de cooperacié amb I'Hospital Saint John of God de Mabesseneh. El
programa es va crear amb I'objectiu de desenvolupar globalment I'hospital de Lunsar,
centrant-se inicialment en I'ajuda en l'assisténcia pediatrica i la formaci6 del personal

local d’'aquesta area.

4.2.2 Pacients i periode d’estudi

4.2.2.1 Objectiu 2.1. Soques control i validacié de la técnica

Mostres corresponents a una col-leccid de soques invasives de S. pneumoniae
aillades en pacients amb MPI disponible al Departament de Microbiologia Molecular de

I'Hospital Sant Joan de Déu.

4.2.2.2 Objectiu 2.2. Aplicacié de la técnica per al diagnostic i serotipat de la
MPI

Dades corresponents a pacients menors de 10 anys amb febre sense focus i sospita
de MPI reclutats a I'’hospital Saint John of God, Lunsar, Sierra Leone durant el periode

de temps comprés entre gener i desembre de 2009.

4.2.3 Dades epidemiologiques i cliniques

Per cada cas es va dissenyar un full de recollida de dades en forma de fitxa

epidemioldgica amb les seglients variables:

= Dades d’identificacié: Codi d’identificacié, data d’extraccié i tipus de mostra.

= Dades demografiques: Registre d’identificacié hospitalaria, municipi.
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» Dades epidemiologiques: Sexe, data de naixement o edat, tractament antibiotic

previ durant els tres mesos anteriors, factors de risc (infecciéo amb el virus de la
immunodeficiéncia humana, malaria).

= Dades cliniques: Diagnostic clinic, ingrés hospitalari, evolucio.

4.2.4 Conservacio i preparacio de les mostres

4.2.4.1 Objectiu 2.1: Preparacio de les soques control

Es van seleccionar 15 soques representatives de 15 serotips diferents (1, 5, 19A, 19F,
14, 3, 7F, 4, 6A, 6B, 8, 9N, 18C, 23A, 23F) de la col-lecci6 de soques de S.
pneumoniae del departament de microbiologia molecular de I'Hospital Sant Joan de
Déu. Les soques disponibles estaven serotipades mitjangant una PCR en temps real
(realitzada en el nostre laboratori) i confirmades mitjangant la reaccié de Quellung i/o
dot-blot (Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid).

Les soques es van conservar congelades a -70°C en un medi de llet (skim milk). Les
soques utilitzades com a control es van cultivar en plaques de cultiu en una atmosfera
al 5% de CO, a 37°C durant tota la nit. Es va realitzar una suspensi6é de cadascuna de
les soques amb sérum sali i es va ajustar la terbolesa al patr6 numero 0.5 de I'escala
McFarland. L’escala McFarland és una escala numerada de I'1 al 10 la qual representa
una concentracié especifica de bacteris per ml. El nimero 0.5, correspon a 10° Unitats
Formadores de Coldnies (UFC) per ml (UFC/ml). Per assegurar-se de la densitat d’'una
suspensid que correspon a un estandard de I'escala McFarland es pot comprovar amb
un espectrofotdmetre. Per cada estandard 0.5 de I'escala McFarland, I'absorbancia a

una longitud d’'ona de 625nm ha d’estar entre 0.08 i 0.1.

Es va llegir I'absorbancia de cadascuna de les suspensions ajustades a I'estandard 0.5
de I'escala McFarland amb un espectrofotometre (Nanodrop 2000, Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA) a 600nm. Es va comprovar que totes les lectures d’absorbancia

a 600nm es trobessin entre 0.08 i 0.1.

Es van fer dilucions decimals de les suspensions de cadascuna de les soques i es van
inocular en sang humana procedent d’un individu voluntari d’acord amb el procediment

detallat a la taula 8.
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Concentracio
a I’extracte
ADN (UFC/pul)

200

20

Taula 8. Procediment utilitzat per a la preparacio de les soques control

Concentracio a
la reaccio de
PCR (UFC
equivalents /
reaccio de
PCR)

1000

100

10

Cent microlitres de la mostra homogeneitzada es van inocular a 2 dels spots de paper

de filtre. Les mostres es van conservar a temperatura ambient durant una setmana. A

continuacié es mostra un esquema del procediment (Figura 13).
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Figura 13. Esquema del procediment utilitzat per a la validacié de la técnica a partir de les
soques de Streptococcus pneumoniae utilitzades com a control.
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4.2.4.2 Objectiu 2.2. Aplicacio de la técnica

En els papers de filtre (dried-spot) es van inocular 150 pl de sang de pacients amb
sospita de MPI atesos a I'Hospital Saint John of God, Lunsar. Les mostres es van
enviar des de I'Hospital Saint John of God a I'Hospital Sant Joan de Déu i es van
conservar a temperatura ambient fins al moment de ser processades (Veure

Procediment 1).

4.2.5 Extraccio de ’ADN

4.2.5.1 Objectiu 2.1. Extracci6 de I'ADN de les soques de S. pneumoniae

inoculades en sang (mostra en fresc).

Per a l'extracci6 de 'ADN de les soques inoculades en sang i utilitzades com a
controls es va utilitzar el sistema d'extracci6 automatica amb el robot
NucliSENS®easyMag® (bioMérieux, Boxtel, The Netherlands) d’acord amb les
instruccions del fabricant. Cent microlitres de mostra es van eluir en un volum final de

50ul (Veure Procediment 2).

4.2.5.2 Objectiu 2.2. Extracci6 de I'ADN de les soques de S. pneumoniae
impregnades en paper de filtre (mostra dried-blood spot)

Per a I'extraccié de 'ADN es va utilitzar el robot NucliSENS®easyMag® (bioMérieux,
Boxtel, The Netherlands) d’acord amb les instruccions del fabricant. La mostra, 2 discs
de paper de filtre (spots) equivalent a 100 pl, es va eluir en un volum de 50ul (Veure

Procediment 2).
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4.3 Estudi 3 (Objectiu 3)

4.3.1 Ambit d’estudi

El departament de Microbiologia Molecular de I'Hospital Sant Joan de Déu s’encarrega
de la vigilancia molecular de la malaltia pneumococcica invasiva a Catalunya des de
'any 2009, en col-laboracié amb 30 hospitals de Catalunya que envien les soques
invasives aillades per a la caracteritzacié del pneumococ. A Catalunya, amb una
poblacié de 7 milions de persones, aproximadament, de les quals, 1.2 milions sén
menors o iguals de 18 anys, aquests 30 hospitals, representen 40.5% (395.361 de
977.211) de totes els ingressos hospitalaris i, en concret, el 63% (61.575 de 98.216)
dels ingressos hospitalaris pediatrics durant 'any 2009.

4.3.2 Pacients i periode d’estudi

Mostres corresponents a una col-lecci6 de soques invasives de S. pneumoniae
aillades en pacients amb MPI disponible al Departament de Microbiologia Molecular de
I'Hospital Sant Joan de Déu, des del gener de 2004 fins al novembre de 2009. Les
soques invasives es van aillar dels pacients ingressats a I’'Hospital Sant Joan de Déu i

des del 2009, dels pacients atesos en 30 hospitals de tot Catalunya.

També es van incloure mostres corresponents a una col-leccié de soques de portador
de S. pneumoniae aillades en pacients sans disponible al Departament de

Microbiologia Molecular de I’'Hospital Sant Joan de Déu, durant el periode 2004-2008.

4.3.3 Conservacio i preparacio de les mostres

Les coldnies de pneumococ crescudes en plaques de cultiu es van resuspendre en
300yl de tampo fosfat sali (PBS) estéril, es va homogeneitzar la mostra mitjancant el
vortex. Les mostres bioldgiques es van conservar al congelador a -70°C fins al

moment de ser processades (Veure Procediment 1).

4.3.4 Extracci6 de ’'ADN

L’extraccié de I'ADN de les soques en tampd fosfat sali (PBS) es va realitzar utilitzant
la resina Chelex-100 al 20% w/v (BioRad® Laboratories, Hercules, CA) (Veure

Procediment 2).
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4.4 Definicio de malaltia invasiva

La malaltia pneumococcica invasiva es defineix com la preséncia clinica de signes
d’infeccidé juntament amb I'aillament per cultiu o deteccié d’ADN de dos gens diferents

de S. pneumoniae en sang, liquid cefaloraquidi o qualsevol altre fluid estéril.

En el departament de Microbiologia Molecular de I'Hospital Universitari Sant Joan de
Déu es realitza la deteccidé del gen de la pneumolisina (ply) i el gen capsular wzg
(Figura 14). En primer lloc, es realitza una PCR per al gen de la pneumolisina (ply). Si
el resultat de la PCR és negatiu, es descarta un cas de MPI, perd si el resultat de la
PCR és positiu, es confirma realitzant la PCR d’'un segon gen, el gen capsular wzg. Si
el resultat de la PCR del gen capsular wzg és negatiu es descarta un cas de MPI i si el
resultat és positiu, es confirma el cas de MPI. En aquells casos confirmats, es realitza
una PCR especifica (serotips 1, 5, 19A/F/B/C, 14, 15B/C, 3, 7F/A, 4, 6A/B, 8, 9V/A/N/L,
18C/B, 23A/F), per tal de poder determinar el serotip/serogrup. La seqiéncia

d’actuacié es defineix en la figura 14.

I# PCR gen ply

POSITIVA | NEGATIVA

[ |

L_‘ PCR gen capsular wzg

POSITIVA | NEGATIVA

o S B T

PCR especifica
de serotips

\
No MPI

Altres serotips (no tipa
\ . per cap dels 24 serotips
- Serotip / Serogrup | testats per PCR)

Figura 14. Esquema utilitzat en el departament de Microbiologia Molecular de I'Hospital Sant
Joan de Déu per a la identificacio i serotipat del pneumococ mitjangant els métodes moleculars.
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4.5 Proves microbiologiques

4.5.1 Cultiu microbiologic

La identificacié de Streptococcus pneumoniae per cultiu es va realitzar als laboratoris
de microbiologia de cada hospital participant segons métodes habituals (Veure

Procediment 3):

= Sembra en plaques agar sang incubades en una atmosfera al 5% de CO, a
37°C (20 a 24 hores).

= Tinci6é de Gram
= Sensibilitat a la optoquina

= Aglutinacié en latex

L’estudi de la sensibilitat antibiotica i determinaci6 de la CMI d’acord amb els punts de
tall del Clinical Laboratory Institute (CLSI, 2010) es va realitzar al Laboratorio de
Referencia de Neumocococos en el Centro Nacional de Microbiologia (CNM) (Instituto

de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid) a totes les soques aillades de pneumococ.

El métode utilitzat al Laboratorio de Referencia de Neumococos per a determinar la
sensibilitat antibidtica és el métode de dilucié en agar (Fenoll A et al. 1991). Aquest
metode consisteix en incorporar I'antimicrobia que es vol avaluar en un medi amb
agar. L’antimicrobia s’afegeix quan el medi esta fos; el medi de cultiu utilitzat és agar
Mueller-Hinton suplementat al 5% amb sang d’ovella. Per aconseguir un rang de
dilucions es preparen una série de plaques, cadascuna amb una concentracié
determinada d’antimicrobia. Quan el medi ha solidificat, les plaques s’inoculen amb els
aillats de S. pneumoniae amb I'ajuda d’un replicador automatic (replicador de Steers).
Els replicadors dispensen gotes (aproximadament de 5mm de diametre) amb un volum
de 1-2ul. Les plaques inoculades es deixen a temperatura ambient fins que I'inocul
s’asseca. Les plaques s’'incuben de 16-20h a 35°C fins a la lectura. La CMI és la
concentracié6 menor d’antimicrobia que inhibeix completament el creixement bacteria.
Els antimicrobians testats en el CNM i el rang de dilucions soén: penicil-lina (0.007-8ug),
tetraciclina (0.25-128ug), cloramfenicol (0.25-64ug), eritromicina (0.015-128ug).
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4.5.1.1 Serotipat de referéncia de les soques aillades per cultiu

El serotipat de referéncia de les soques aillades per cultiu es va realitzar al Laboratorio
de Referencia de Neumococos en el Centro Nacional de Microbiologia (CNM) (Instituto
de Salud Carlos lll, Majadahonda, Madrid) a totes les soques aillades de pneumococ.
El métode utilitzat en el CNM és la reaccié de Quellung, utilitzant I'antiserum Omni-
serum (Statens Serum Institute, Copenhagen) que identifica 91 serotips diferents del
pneumococ. El métode utilitzat consisteix en barrejar una gota de suspensi6é de la
mostra que es vol testar (densitat 0.5 a I'escala de McFarland) amb una gota de
'antisérum i una gota de blau de metilé a I'1%, es tapa amb un cobreobjectes i es
visualitza al microscopi (x1000) com es produeix un inflament de la capsula del
pneumococ. Es produeix una reaccié de Quellung quan un anticos tipus especific
s’uneix al polisacarid capsular del pneumococ i causa un canvi en I'index de refraccio
de la capsula, les soques es tenyeixen de blau fosc amb el blau de metilé i estan
envoltades per un halo finament delimitat, que representa la vora externa de la
capsula, la llum transmesa a través de la capsula apareix més brillant que la cél-lula

pneumococcica o el fons.

4.5.2 Tecniques de microbiologia molecular: Diagnostic i serotipat de les
mostres per PCR en temps real

4.5.2.1 La reaccio en cadena de la polimerasa

La reacci6 en cadena de la polimerasa o PCR (de l'anglés, Polymerase Chain
Reaction) és una técnica de biologia molecular desenvolupada pel bioquimic Kary
Mullis (1983) per amplificar TADN de forma artificial. Aquesta técnica consisteix en la
sintesi enzimatica de sequéncies d’ADN mitjangant cicles repetitius en els que es va
variant la temperatura. La reaccié consta de diferents etapes (Figura 15) on es
produeixen canvis de temperatura anomenats cicles, cada cicle consta de les seguents

etapes:

1. Desnaturalitzacié: En aquesta primera etapa, es produeix la separacié de la
doble cadena de 'ADN que es vol amplificar incrementant la temperatura a 94-
96°C. A aquesta temperatura, 'ADN es desnaturalitza i s’obtenen dues

cadenes simples.

2. Hibridacié dels encebadors: A la segona etapa, es produeix la unié dels dos

oligonucledtids, anomenats encebadors (en anglés, primers), a I'extrem de
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cada cadena simple formada, mitjancant la complementarietat de bases
nitrogenades. Aquest fet s’aconsegueix baixant la temperatura a 50°C
aproximadament, aquesta temperatura varia en funcié de la sequéncia del

parell d’encebadors que s’utilitza.

Elongaci6: Extensié de cada cadena simple de 'ADN, afegint els nucleodtids
(dNTPs) complementaris en direcci6 5->3, unint el grup 5-fosfat dels
nucleodtids amb el grup 3’-hidroxil del final de la cadena d’ADN creixent. L’enzim
termostable que catalitza la incorporacido dels nucleotids és la Tag DNA
polimerasa que s’obté del bacteri termofil Thermus aquaticus. Aquest enzim
treballa en condicions optimes a 72°C, per tant, la tercera etapa de la reaccio,
la temperatura depén de I'ADN polimerasa que es faci servir, pero el rang de

temperatures oscil-la entre els 70-74°C.

Després de cada cicle, TADN es duplica i cada copia pot actuar com a motlle del

seguent cicle. L’ADN s’amplifica exponencialment al llarg dels cicles obtenint 2" copies,

on n correspon al nombre de cicles, que sol estar compreés entre 25 45.
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Figura 15. Esquema general de la PCR (Font: Applied Biosystems by life technologies).

Per a la reaccié de PCR es necessiten els seglents reactius:

Desoxinucleotids trifosfats o dNTP, s'utilitzen com a substrat per a la

polimeritzacié de 'ADN que es formara.
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= Dos encebadors oligonucleotids, cadascun dels quals és complementari a una
de les dues cadenes de I'ADN. Els encebadors sén seqliéncies curtes de
nucledtids, d'uns 25 o 30 parells de bases. La polimerasa reconeix els
encebadors i s’inicia la reacci6. El disseny dels encebadors és un dels factors

critics que determina I'especificitat de la PCR.

* lons divalents, com el magnesi (Mg*?), agregat comunament en forma de clorur

de magnesi (MgCl,).
= |ons monovalents, com el potassi.

= Una solucié amortidora que manté el pH adequat pel funcionament de I'ADN

polimerasa.
= Taq DNA polimerasa

= ADN motlle, ADN de partida que actua com a motlle.

La reacci6 d’amplificacié es realitza en uns tubs de PCR especialment dissenyats per
a que es puguin introduir en unes cavitats d’'un bloc d’alumini d’'un termociclador,
formats d’'una paret molt fina que afavoreix una bona conductivitat térmica. El
termociclador és l'aparell que permet escalfar i refredar els tubs de reaccié per
controlar al temperatura necessaria a cadascuna de les etapes que conformen un

cicle.

Tradicionalment, el producte amplificat per PCR s’analitza per electroforesi en gel
d’agarosa. La migracié el producte en el gel depén de la mida molecular del fragment
amplificat, com més gran és el fragment, menor és el seu desplagcament. El fragment
es visualitza amb I'addicié de bromur d’etidi que s’intercala a la doble cadena d’ADN i
permet una fluorescéncia intensa en ser irradiat amb llum ultraviolada. La banda
obtinguda en el gel es comparar amb les bandes d’'un marcador que conté fragments

dTM

de diferents pesos moleculars coneguts. Actualment, també s’utilitza el GelRe per a

la tincié dels acids nucleics en substitucid del bromur d’etidi en els gels d’agarosa, ja

que es tracta d’'un component no mutagénic ni citotdxic que és estable en el temps.
Actualment existeixen moltes variants de la PCR entre les quals hi destaquen:

= RT-PCR (de l'anglés, Reverse Transcriptase PCR): permet I'amplificacio de

RNA convertint-lo previament a ADN amb un enzim anomenat transcriptasa
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reversa. Posteriorment, TADN complementari (cDNA) format s’amplifica per
PCR.

* PCR multiplex: Es una PCR amb la qual s’amplifica més d’una seqiiéncia en
una mateixa reaccio. Es fa servir més d’un parell d’encebadors en un unic tub
de reaccié per produir 'amplificacié6 de més d’'un gen o fragment d’ADN d’un

mateix organisme o d’organismes diferents.

= PCR in situ: Permet 'amplificacio directa d’ADN o ARN dins de cél-lules o
teixits. La deteccié del producte amplificat es realitza amb la hibridacié de

sondes marcades.

= PCR en temps real: Combina I'amplificaci6 de 'ADN amb la deteccié del

producte amplificat al llarg dels cicles de la PCR, a temps real.

4.5.2.2 PCR en temps real

En aquest apartat es descriuen les caracteristiques de la PCR en temps real i en
concret, mitjangant I'is de sondes Tagman i sondes Tagman MGB, I'estratégia per a la

deteccié del producte de PCR que s’ha utilitzat en aquesta tesi doctoral.

La PCR en temps real (en anglés real-time PCR), també anomenada PCR quantitativa
(gPCR, de l'anglés quantitative-PCR), és una técnica d’amplificacié i quantificacio
simultania del producte amplificat. En la PCR en temps real s’utilitzen sondes o
molécules fluorescents que permeten fer el seguiment de 'amplificacié del producte

d’interés a cada cicle de la PCR.

L'especificitat del métode de la PCR en temps real depén de les substancies
utilitzades per generar i monitoritzar la reaccié d’amplificacié i de l'instrument utilitzat
per monitoritzar la senyal. S’han desenvolupat diferents técniques: colorants
d’intercalacié (bromur d’etidi, SYBR Green |) i sondes d’hibridacié (sondes Tagman,

sondes FRET, molecular beacons, sondes Scorpions, sondes Tagman MGB).
Sondes Tagman

Les técniques basades en sondes especifiques es basen en [lactivitat 523
exonucleasa de I'enzim Tag DNA polimerasa i I's d’'una sonda fluorescent. La sonda
és un oligonucledtid amb un grup emissor de fluorescéncia (reporter) a I'extrem 5’ i un
grup amortiguador (quencher) a I'extrem 3’, amb una seqléncia especifica que hibrida

a la zona intermédia entre els dos encebadors, I'encebador directe (forward) i l'invers
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(reverse). Aixi doncs, quan la sonda esta intacta, presenten una transferéncia
energetica de fluorescéncia per ressonancia (FRET, de langlés Fluorescence
Resonance Energy Transfer), el quencher absorbeix la fluorescéncia del reporter i no
s’emet fluorescencia. Aquesta FRET no es produeix quan els dos fluorocroms estan
distants perd quan es degrada la sonda mitjangant l'activitat 5'>3' exonucleasa de
I'ADN polimerasa, el reporter es separa del quencher i s’emet radiaci¢ fluorescent.
L’increment de fluorescéncia es registra a cada cicle d’amplificacidé i es relaciona

directament amb I'amplificacié del fragment d’interes (Figura 16).

Existeixen diferents tipus de fluordfors reporter com FAM (6-carboxifluoresceina), VIC,
TET (tetracoloro-6-carboxifluoresceina) o NED, entre altres. En referéncia al quencher,
TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina) és el fluoréfor més utilitzat tot i que també
s’utilitzen com a quencher els fluordfors foscos (de I'anglés, dark quencher) que no
emeten fluorescencia basal, de manera que redueixen el soroll basal, com és en el cas
de les sondes Tagman MGB que utilitzen NFQ o quencher no fluorescents (de

I'anglés, non-fluorescent quencher).

Existeixen dos tipus de sondes Tagman:

= Sondes Tagman (amb fluorofor TAMRA com a quencher)

= Sondes Tagman MGB
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Figura 16. Esquema de la reaccié de PCR amb sondes Tagman. (Font: Applied Biosystems by

life technologies).

Sondes Tagman MGB

Un MGB (de l'anglés, Minor Grove Binder o “enllagant al solc menor”) és una petita

molécula en forma de mitja lluna que encaixa molt bé en el solc menor de 'ADN

bicatenari. En les sondes Tagman, el grup MGB es troba unit a I'extrem 3’ amb el

quencher (Figura 17). Quan la sonda Tagman s’hibrida, el MGB estabilitza la uni6
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incorporant-se en el solc menor de 'ADN bicatenari creat entre la sonda especifica i
’ADN diana.

5 [ &

@ Reporter
w Non-fluorescent quencher

1 _ Minor Grove Binding

Figura 17. Estructura d’'una sonda Tagman MGB.

Les sondes Tagman MGB presenten certs avantatges en la PCR quantitativa,
principalment en els assaigs multiples. El principal avantatge és que les sondes
Tagman MGB sén més curtes (de 13 a 20 parells de bases) en comparacié amb les
sondes Tagman estandard (de 18 a 40 parells de bases). Com que les sondes so6n
meés petites, es facilita el disseny dels assajos, ja que els sondes es poden encaixar en
regions diana més curtes. A més a més, com que incorporen un quencher no
fluorescent, disminueixen el background o soroll de fons i ofereixen una major

sensibilitat.

4.5.2.3 Deteccioé de ’'ADN de Streptococcus pneumoniae per PCR en temps real

Per a la deteccié de S. pneumoniae es van amplificar per PCR en temps real, en dos
tubs per separat, dos gens especifics de S. pneumoniae, el gen de la pneumolisina

(ply) i el gen capsular wzg, per cadascuna de les mostres (veure Procediment 4).

45.2.3.1 PCR en temps real del gen de la pneumolisina

Deteccié de la sequéncia genética d’'una regi6 altament conservada del ADN del
pneumococ d’'un fragment del gen de la pneumolisina (ply) mitjangant la PCR en temps
real seguint un protocol descrit préviament (Corless et al. 2006). Els primers i sonda
especifica del gen de la pneumolisina utilitzats es mostren a la taula 9. Els primers i
sonda sén comercials i els va proveir Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster
City, CA). La sonda utilitzada esta marcada a I'extrem 5 amb la molécula fluorescent

6-FAM i a I'extrem 3’, com a quencher, la molécula TAMRA (Veure Procediment 4).
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Primer/ Sonda Seqiiéncia (5'2>3’)
Primer forward 1 CCAGAGCGTCCTTTGGTCTAT

Primer reverse  CTCTTACTCGTGGTTTCCAACTTGA
Sonda FAM-TGGCGCCCATAAGCAACACTCGAA-TAMRA

Taula 9. Primers i sonda del gen de la pneumolisina utilitzats per a la deteccié del pneumococ.

45.2.3.2 PCR en temps real del gen capsular wzg

Deteccio de la sequéncia genética d'una regidé d’'un gen capsular (gen wzg) del
pneumococ mitjangant PCR en temps real seguint un protocol descrit préviament
(Tarrago et al. 2008). Els primers i sonda especifica del gen capsular wzg (cpsA)
utilitzats es mostren a la taula 10 Els primers i sonda sén comercials i els va proveir
Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA). La sonda utilitzada és del
tipus Tagman MGB, esta marcada a I'extrem 5’ amb la molécula fluorescent 6-FAM i a

'extrem 3’ conté un quencher no fluorescent (NFQ) (Veure Procediment 4).

Primer / Sonda Seqiiéncia (5’>3’)

Primer forward ATCCTTGTGAGCTCTGTGTC

Primer reverse = TCACTTGCAACTACATGAAC

Sonda FAM-TCTATGTTAGTGGAATTGAC

Taula 10. Primers i sonda del gen capsular wzg utilitzats per a la deteccié del pneumococ.

4.5.2.3.3 Detecci6 del gen psrP de Streptococcus pneumoniae per PCR en temps real

Per a la deteccio de I'adhesina PsrP (Pneumococcal serine-rich repeat protein) de S.
pneumoniae es va amplificar per PCR en temps real el gen psrP. El gen psrP codifica
per a la proteina PsrP descoberta per investigadors de la nostra xarxa de treball, el Dr.

Orihuela i col-laboradors de la Universitat de Texas (Obert et al. 2006).

Els primers i sonda especifica del gen psrP utilitzats es mostren a la taula 11. Aquests
primers i sonda estan dissenyats per a identificar una regié conservada en el domini de
la regi6é basica de psrP. Els primers i sonda sén comercials i els va proveir Applied
Biosystems. La sonda MGB utilitzada esta marcada a I'extrem 5 amb la molécula

fluorescent 6-FAM (Veure Procediment 6).
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Primer/ Sonda Seqiiéncia (5°>3’)

Primer forward CTTTACATTTACCCCTTACGCTGCTA
Primer reverse CTGAGAGTGACTTAGACTGTGAAAGTG
Sonda FAM-CTGGTCGTGCTAGATTC

Taula 11. Primers i sonda del gen psrP utilitzats per a la detecci6 de PsrP.

4.5.3 Serotipat
4.5.3.1 Serotipat de les soques de S. pneumoniae

El serotipat de les soques aillades per cultiu es va realitzar al Laboratorio de
Referencia de Neumococos en el CNM (Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda,
Madrid) a totes les soques aillades de pneumococ, com s’ha explicat anteriorment en
el punt 4.5.1.1.

4.5.3.2 Serotipat directe per PCR multiplex en temps real

El serotipat de les mostres amb cultiu negatiu es va realitzar a 'Hospital Sant Joan de
Déu mitjancant una PCR multiplex en temps real descrita préviament (Tarrago et al.
2008). Aquesta PCR sequencial permet diferenciar entre 24 serotips: 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F/A, 8, 9 VIAIN/L, 14, 15B/C, 18C/B, 19A, 19F/B/C, 23A i 23F. A la taula 12 es
mostren els gens diana i els primers i sondes Tagman utilitzades per al serotipat. Els
primers i sondes son comercials i els va proveir Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, CA). La sondes TagMan MGB utilitzades estaven marcades a
'extrem 5 amb la molécula fluorescent 6-FAM (6-carboxi-fluoresceina) i VIC (Veure

Procediment 5).
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Serotip Gen Primers forward / reverse (5°>3’) Sonda TagMan MGB

1 udg TKYWGTSGARGCWGTYATTGATCCCGTAAAAAYTCAGGACTAAASA FAM-CAGTTATGAAATATAATCCTGATGC
5 udg TKYWGTSGARGCWGTYATTGATCCCGTAAAAAYTCAGGACTAAASA VIC-ATTGCGGTTAATTTGAAG

3 wchE GGACGCCTAGAACCTTGAGTGA/TTGTCGTTACCCCACCTATTTTTT FAM-TTGCTGAAGCCTTTTGT

4 weid CGGCAGGCAAACCAATTAT ACATCTCGTTCGGGACTAACA FAM-CAGGAGATGCTAAAATA

6A wciP GCTAGAGATGGTTCCTTCAGTTGAT /CATACTCTAGTGCAAACTTTGCAAAAT FAM-CTGGCTATGATAGTT

6B weiP GCTAGAGATGGTTCCTTCAGTTGAT /CATACTCTAGTGCAAACTTTGCAAAAT VIC-ACTGTCTCATGATAATT

7F/A wcwA AAGCACAGTGCGTGAACAATAAAATCTCCCTGTCCCTTCC FAM-CTATTCCAGAAGAATCTC

8 udg  ACTTACCTWGCKTTGCGTGTTTCTTACRTASCCRAAGGAWGGATTGTT FAM-CACGAATCGGCTCTC

9V/AIN/L udg  ACTTACCTWGCKTTGCGTGTTTCTTACRTASCCRAAGGAWGGATTGTT VIC-CCACGTATAGGAAATCAT

14 wzy  TGTAYGARGAATCYCTWAAAGCT/TGAYWCCTGCKCCAAGT FAM-AATGGAATGGAAATGTTAC
15B/C wzy  TGTAYGARGAATCYCTWAAAGCT/TGAYWCCTGCKCCAAGT VIC-TAATGGGCTGGGAATT

19A wchO AATKCKGTRTTTATGGGRGTTGGAGAGACGTTTAGGCTCATTWGC FAM-ATGCAAAATGCTCACCTAG
19F/B/C  wchO AATKCKGTRTTTATGGGRGTTGGAGAGACGTTTAGGCTCATTWGC VIC-ATGCAAAAGTCAAATTTAGA
18C/B gct CCCTGAAACTAGTTGGGAACATTCCAATCATCACCCATTACA FAM-AAAGTCAGATGTTAAAGACTAC
23F wchV CTGGGCCAAGATATTTAAAAGAGAGTAATTYCGCATCAGAGTATGCAA FAM-TTGCTCTTCGAAAAATGT

23A wchV CTGGGCCAAGATATTTAAAAGAGAGTAATTYCGCATCAGAGTATGCAA VIC-TTGCTCCTCGAAAAGTGT

Taula 12. Serotips, gen diana, seqléncies dels primers i sondes Tagman per al serotipat mitjangant la PCR en temps real (Font: Tarrago et al. 2008).
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4.5.4 Analisis i interpretacio de resultats de les proves basades en la

PCR en temps real.

El resultat d'una PCR en temps real es visualitza en un grafic d’amplificacié. En
aquesta grafica es mostra a l'eix de les ordenades, la fluorescencia llegida pel
termociclador i en l'eix de les abisses, els cicles de la PCR. D’aquesta manera, la
corba d’amplificacié consta d’'una fase inicial on la producci6 de fluorescéncia esta per
sota del nivell de deteccio del termociclador, una segona fase en la que es produeix un
increment de fluorescéncia, de forma exponencial a l'inici, i una tercera fase (plateau)
on finalitza la reacci6 i s’estabilitza la fluorescéncia (Figura 18). El cicle llindar de
fluorescéncia (Ct, de I'anglés Threshold cycle) es calcula determinant el punt en qué la
fluorescéncia excedeix el valor llindar escollit, i els valors de Ct corresponen al nombre
de cicles que la PCR ja havia efectuat en arribar a aquest punt. Els valors de Ct son
inversament proporcionals a la quantitat de ADN/cADN de partida que hi ha a la
mostra, com més quantitat de seqiieéncia hi ha més producte s’amplificara a la reaccio
de PCR, més fluorescéncia s’alliberara i abans assolira el valor llindar determinat, en
un menor nombre de cicles (Figura 19). Si I'eficiéncia de la reaccié és optima cada

vegada que es dilueixi una mostra 10 vegades, el valor del Ct augmenta 3.3 cicles.
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Figura 18. Grafica d’amplificacié de la PCR en temps real, mostrant les fases de les que consta
(Font: Applied Biosystems by life technologies).
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Figura 19. El cicle de PCR en el qual la mostra arriba a una intensitat de fluorescéncia per
sobre cicle Ct llindar (Font: Applied Biosystems by life technologies).
En el present estudi, es van considerar resultats negatius tots aquells que tenien un

valor de Ct superior a 40.

Per tal de poder distingir els resultats negatius verdaders de falsos resultats negatius
causats per un mal funcionament de la PCR (degut a inhibicions, deteriorament dels
reactius, etc) s’afegeix a cada reaccidé un control positiu intern (CPI). Aquest CPI
consisteix en I'amplificacié independent d’'una seqiiéncia d’ADN artificial o d’'un gen
huma (per exemple, la ribonucleasa P, RNAse P) que és present a la mostra biologica
i que es coamplifica amb 'ADN diana del patogen durant la PCR. El CPI s’incorpora a
la mix de reacci6 a una concentracid ajustada, de manera que [l'especificitat i
sensibilitat del test no resultin afectades per 'amplificacié competitiva d’ambdés ADNs.
Aixi doncs, la senyal d’amplificacié del CPI pot desaparéixer en mostres positives amb
un alt contingut d’ADN del patogen. No obstant, la senyal del CPI s’ha de detectar
sempre en les mostres negatives (abséncia del patogen); si no s’obté una senyal de
CPI ni del patogen, s’ha de buscar la causa del mal funcionament de la reaccié de
PCR.
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4.5.5 Genotipat

El genotipat de les soques es va realitzat a I'hospital Sant Joan de Déu mitjancant la
técnica del Multilocus Sequence Typing (MLST) segons el protocol normalitzat de

treball del Departament de Microbiologia Molecular (Veure procediment 7).

La técnica del MLST analitza fragments interns d’'un nimero determinat de gens
codificants per diferents enzims metabdlics mitjancant la seqiienciacio de 'ADN. Sén
gens amb poca variabilitats genética i es coneixen amb el nom de gens
“housekeepings”. La comparacié de les seqliéncies entre els diferents aillats permetra
establir identitats o diferéncies clonals d'utilitat per I'analisi epidemiologic. Els gens
analitzats son aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt i ddl mitjancant els primers descrits per
Enright i Spratt (Enright i Spratt, 1998). A la taula 13 es mostren les sequéncies dels

primers d’aquests gens.

Gen Primers forward / reverse (5°>3’)
shikimate GCC TTT GAG GCG ACA GC/ TGC AGT TCA (G/A)AA ACA T(A/TT
aroE
dehydrogenase TCT AA
dh glucose-6-phosphate ATG GAC AAA CCA GC(G/AITIC) AG(C/T) TT/ GCT TGA GGT CCC
g dehydrogenase AT(G/A) CT(G/A/T/C) CC
gki glucose kinase GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC/ TCT CCC GCA GCT GAC AC
o [ ,E\;C(::C AAC TCA GGT CAT CCA GG/ TGC AAC CGT AGC ATT GTA
spi singal peptidase | ;‘IAA TTC CTC CTG ATT CTG TC/ GTG ATT GGC CAG AAG CGG
xanthine TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT/ AGA TCT GCC TCC TTA AAT
xpt phosphoribosyltransfera AC
se
dal D-alanine-D-alanine TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG/ CAC TGG GT(G/A) AAA
ligase CC(A/T) GGC AT

Taula 13. Sequéncies dels gens aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt i ddl utilitzats en el MLST.

Per cada gen, les diferents seqlieéncies corresponen als al-lels i els al-lels dels 7 loci
donen lloc a un perfil al-lelic, el qual defineix el ST. L’assignacié dels al-lels es realitza
a través de la base de dades disponible on-line a www.mlst.net, la qual pertany a
I'lmperial College de Londres. Aquesta base de dades permet relacionar ST’s a nivell

mundial i obtenir complexes clonals.

Un clon es defineix com un grup d’aillats amb un perfil o ST idéntic. Els genotips amb
perfils al-lelics que només difereixen en 1 o 2 allels dels 7 allels dels locus
s’anomenen SLV i DLV, respectivament. Els SLV i els DLV estan suficientment
relacionats per ser considerats membres d'un cluster de genotips estretament

relacionats. Aquest conjunt s’anomena complex clonal (CC). Els ST i dels CC
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s’analitzen utilitzant el programa eBURST. Aquest programa compara un conjunt de

ST i els agrupa en genotips relacionats i complexes clonals.

A part, hi ha una xarxa internacional (Pneumococcal Molecular Epidemiology Network

o PMEN) la qual registra els clons d’especial vigilancia, per exemple, els que

presenten una elevada capacitat de disseminacié; a data d’avui hi ha registrats 43
clons PMEN (http://www.sph.emory.edu/PMENY/).

Per aquests clons, hi ha una nomenclatura diferent.

e Un clon per ser considerat PMEN ha de complir els segiients requisits:

68

Ha de trobar-se minim en 2 continents diferents.

Ha de ser resistent a 1 0 més antibidtics d’ampli us clinic.

Les dades sobre el clons han de publicar-se 0 en premsa abans de
la ratificacio.

Per ser admés un nou clon, s’ha de presentar en la reunié anual del
PMEN.

S’ha de posar a disposicidé de la xarxa per tipificar-lo i analitzar-lo
abans d’introduir-lo a la xarxa PMEN.

S’ha de dipositar a la col-leccié de clons ATCC.

Els clons estaran disponibles en el laboratori de referéncia de

pneumococs d’Alemanya i a la Univeristat Emory al Estats Units.
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4.6 Registre de dades i analisis estadistic

Les dades dels pacients inclosos a I'estudi es van emmagatzemar en una base de
dades informatica. Totes les dades es van analitzar amb el paquet estadistic Statistical
Package for Social Sciences (SPSS Incl, Chicago IL. Versi6o 17.0). Primer es va

efectuar I'analisi descriptiu i després I'estadistica inferencial.

La relaci6 entre dues variables qualitatives es va estudiar mitjangat el test Chi-quadrat
per a taules de contingéncies, amb I'aplicaci6 del test exacte de Fisher per a taules 2 x

2. Es van calcular intervals de confianca del 95%.

La comparacié entre dues variables quantitatives es va realitzar mitjancant el test de
Student-Fisher per a variables que compleixen I'assumpcié de normalitat o el test U de
Mann-Withney en cas contrari. Per a descriure les variables continues es van utilitzar
els parametres estadistics descriptius com la mitja, la mitjana, la desviacio estandard i
el rang interquartil (IQR, P25 a P75) per les variables que seguien una distribucio

normal.

Els estudis de correlacié simple es van realitzar amb el coeficient de correlacié de
Pearson (r) i la seva significanga bilateral. Es van assumir nivells de significacio

estadistica de p< 0.05.

Les comparacions entre grups es van realitzar amb el test de Kruskal-Wallis.
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4.7 Procediments

A continuaci6 es descriuen els diferents procediments utilitzats per al
desenvolupament de la metodologia utilitzada per a la identificacié dels aillats de
Streptococcus pneumoniae per cultiu, la preparacié i conservacié de les mostres,

I'extraccio de 'ADN, la reaccié de PCR i el serotipat de les soques i les mostres.

En el final d’aquest apartat s’inclouen dues taules on es resumeixen el llistat de

reactius (taula 22) i materials i equips (taula 23) utilitzats en els diferents procediment.

Procediment 1: Preparaci6 i conservacié de les mostres per I'extraccié del ADN de

Streptococcus pneumoniae.
Procediment 2: Extraccié de 'ADN de les mostres preparades.
Procediment 3:ldentificacié del aillats de Streptococcus pneumoniae per cultiu.
Procediment 4: Reaccié de PCR
Procediment 5: Serotipat per PCR
Procediment 6: PCR en temps real per a la deteccié del gen psrP

Procediment 7: Genotipat per Multi-Locus Sequence Typing (MLST)
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4.7.1 Procediment 1: Preparacio i conservacio de les mostres per

I’extraccié del ADN de Streptococcus pneumoniae

4.7.1.1 Estudi 1

4.7.1.1.1 Estudi a partir de mostra directa

Les mostres fresques de sang (plasma), LCR, liquid pleural o altres es conserven
congelades a -70°C fins al moment de ser processades. La sang es pot conservar a la

nevera un maxim de 72h i el LCR un maxim de 7 dies.

Reactius i material:

e Tubs Eppendorff 1.7mL
o Pipetes amb filtre de 2-20 pL, 20-200 pL, 200-1000 uL i puntes

e Centrifuga
Procediment:
Preparacio del plasma.
a) Centrifugar la mostra a 3000 = 500 rpm durant 15 minuts.

b) Separar el plasma amb una pipeta i transferir-lo en un tub Eppendorff de 1.7mL amb

rosca, lliure de ADNases i ARNses.
¢) Numerar el tub amb la clau del laboratori corresponent.

4.7.1.1.2 Estudi a partir de soques

Les suspensions bacterianes es preparen resuspenent una colonia ben aillada de

Streptococcus pneumoniae en PBS.
Reactius i material:

e Aigua destil-lada

e Placa d’agar sang amb creixement de Streptococcus pneumoniae
e Tampé6 PBS

o Pipetes amb filtre de 2-20 pL, 20-200 pL, 200-1000 uL i puntes

e Tubs Eppendorff 1.7mL

e Vortex
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Procediment:

Preparacié del tampd fosfat sali (PBS)

= Dissoldre un vial de PBS enrasant a 1 litre amb aigua destil-lada.
= Aquest reactiu es pot conservar durant 1 mes en nevera.

* Preparar tants tubs Eppendorff de 1.7mL amb tap de rosca com mostres i

controls treballarem. Numerar els tubs amb la numeracié del laboratori.
= Afegir a cada tub 300ul de PBS.

= Inocular en cada tub una colonia de pneumococ amb una nansa esteéril.

Homogeneitzar la mostra mitjangant el vortex.

= Les mostres bioldgiques poden conservar-se al congelador a -70°C fins al

moment de ser processades.

4.7.1.2 Estudi 2 (Objectiu 2.2)
Objectiu

Preparacio de les mostres de sang conservades en paper de filtre (Dried-Blood Spot)

per a la posterior extraccié amb el robot automatitzat NucliSENS®easyMAG®.
Reactius i material:

e NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 1 4x1L

e NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 2, 4 x 1L
¢ NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 3, 4 x 1L
e NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica

e NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer, 4 x 1L

e Instrument NucliSENS®easyMAG™

e Microplaques Greiner (bioMérieux)

e Pipeta electronica i puntes bioHit

e Pipetes amb filtre de 2-20 pL, 20-200 pL, 200-1000 uL i puntes
e Cubetes d’extraccié NucliSENS®esasyMAG®

e Tubs Eppendorff 1.7mL
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Procediment:

1)

2)

3)

4)

5)

Retallar dos discs de paper impregnats de sang (cada disc correspon a una

gota de sang, conté aproximadament 50ul de mostra).

Introduir els discs retallats en un tub Eppendorff de 1.7mL amb rosca, lliure de
ADNases i ARNases.

Afegir un 1mL de NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer.

Incubar els tubs que contenen els discs de paper i el buffer de lisis durant 30

minuts a temperatura ambient, agitant regularment.

Transferir el volum total de cadascun dels dos tubs a una cubeta d’extraccio.
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Procediment 2: Extraccio de ’ADN de les mostres preparades

4.7.2.1 Meétode del Chelex-100

Objectiu:

Extraccio de mostres bioldgiques utilitzant el métode Chelex-100

Reactius i material:

Resina Chelex-100

Buffer EDTA, 0.5M

Cabina de flux laminar

Centrifuga tubs eppendorff

Pipetes amb filtre de 2-20 pL, 20-200 pL, 200-1000 uL i puntes
Termostat de bloc

Tubs Eppendorff 1.7mL

Procediment:

Preparacié del reactiu d’extraccié Chelex-100

Preparar tampo6 EDTA 1x: 24.75mL d’aigua + 0.25mL de tamp6 EDTA buffer 100X.
Pesar 5 grams de Chelex-100 i enrasar fins a 25 mL amb el tamp6 EDTA 1X preparat.

Aquest reactiu té una durada de temps de 1 mes de conservacioé si es conserva en nevera.

Extraccio

1)

2)

3)
4)
5)

6)

Preparar tants tubs Eppendorff de 1.7mL amb tap de rosca com mostres i

controls treballarem. Numerar els tubs amb la numeracié del laboratori.

Agitar la solucié de Chelex-100 preparada. Abans que sedimenti, afegir 150l

de reactiu a cadascun dels tubs preparats.

Afegir 50ul de la mostra. Barrejar amb el vortex durant 5 segons.
Incubar les mostres 20 minuts a 56°C.

Agitar amb el vortex 5 segons.

Incubar les mostres 10 minuts a 100°C.
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Deixar temperar a temperatura ambient i deixar sedimentar completament la

resina Chelex-100.

Nota: Preparacio previa del plasma i liquid pleural per a I'extraccio amb Chelex-100

1.
2.

Centrifugar 200uL de plasma durant 60 minuts a 4°C a 25000g (= 1000 rpm).
Retirar el sobrenedant i resuspendre el pellet amb 100 yL de PBS. La mostra ja esta preparada

per poder seguir amb I'extraccié amb Chelex-100.

4.7.2.2 Sistema automatitzat NucliSENS®easyMag®

Objectiu:

Utilitzar el robot NucliSENS® easyMAG® seguint les instruccions del fabricant per a

I'extraccio d’acids nucleics seguint el protocol seguent:

Peticié de mostres

Organitzaci6 de les séries

Carrega dels reactius i les puntes d’extraccié a I'instrument
Carrega de les mostres a les cubetes

Carrega de les cubetes a I'instrument

Escanejat de les cubetes

Inici de la lisis

Addicié de la barreja de silice magnética

Inici de I'extraccio

Reactius i material:

NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 1 4x1L
NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 2, 4 x 1L
NucliSENS® easyMAG® Extraction Buffer 3, 4 x 1L
NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer, 4 x 1L
NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica

Cabina de flux laminar

Cubetes d’extraccié NucliSENS® easyMAG®
Instrument NucliSENS® easyMAG®
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Microplaques Greiner

Pipeta electronica i puntes bioHit

Pipetes amb filtre de 2-20 pL, 20-200 pL, 200-1000 uL i puntes
Tubs Eppendorff 1.7mL

Procediment:

Nota: A la taula 14 es mostren les icones del sistema NucliSENS®easyMAG®

Amb el sistema automatitzat NucliSENS®easyMag® es processa un volum de 200ul de mostra i s’elueix
en un volum final de 110ul.

1. Peticio de mostres

a)

b)

c)

En el menu principal fer clic a la icona 1 i seguidament a la icona 2.

Introduir la identificaci6 de les mostres, el tipus de mostra, el volum de la

mostra i el volum d’eluit.

Després d’introduir totes les peticions fer clic en la icona 4.

2. Organitzacié de les séries

a)

b)

d)

Crear una série nova (fer clic a la icona 5).

Introduir el nUmero de série i verificar el sistema de dispensacio i incubacié de

la lisis. Escollir si es la lisis es realitzara en el sistema o externa.

Seleccionar les mostres que es processaran mantenint el boté esquerre del
ratoli clicat i fer-lo lliscar per sobre la llista de les ID de les mostres (es

marquen ressaltades de color groc). Fer clic a la icona 6.

Verificar les posicions assignades.

3. Carrega dels reactius i les puntes d’extraccio a l'instrument

a)
b)

c)

d)

Fer clic a la icona 7 per canviar de pantalla.
Fer clic a la icona 8 per gestionar els reactius.

Llegir amb el lector de codis de barres les diferents posicions i successivament

el codi de barres de cadascun dels reactius.

Carregar les puntes d’extracci6 comprovant que el dibuix de la pantalla

s’enfosqueix i el boté passa de color vermell a verd.
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Icona 1 Icona 6
-~

Icona 2 "y ‘ Icona 7
[
A Icona 3 o Icona 8
e
ol o Icona 4 . Icona 9

n‘ Icona 5 Icona 10

Taula 14. Icones del sistema NucliSENS®easyMAG®.

4. Carrega de les mostres a les cubetes

a) Col-locar les cubetes d’extraccié en el suport metal-lic i carregar-hi les mostres

verificant les posicions assignades.
5. Carrega de les cubetes a l'instrument

a) Col-locar les cubetes a l'instrument comprovant que el dibuix de la pantalla

s’enfosqueix.
6. Escanejat de les cubetes

a) Escanejar el codi de barres de cada posicio (A, B, C) i després el codi de

barres de cada cubeta.

b) A la pantalla apareix el codi de barres de la cubeta i el botdé canvia de color

vermell a color verd.
7. Inici de la lisis
a) Tancar la porta de l'instrument NucliSENS® easyMAG® Instrument.
b) Per iniciar la lisis, fer clic a laicona 9.

c) El temps aproximat son 10 minuts. Durant el temps de lisis, preparar la barreja

de la silice magnética.
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8. Addicio de la barreja de silice magnética

a) Afegir 550ul de NucliSENS®easyMAG® Extraction Buffer 3 a un tub de
NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica i agitar-ho mitjancant el vortex.

b) Utilitzar la pipeta bioHit per a transferir un volum de 125ul a cadascun del 8

pouets d’una microplaca Greiner.

c) Transferir 100ul a cadascun dels pous de les cubetes d’extraccio.

9. Inici de l'extraccio
a) Ferclic a la icona 10 per iniciar I'extraccié.
b) A la pantalla de I'ordinador es mostra I'estat de I'extraccio i el temps restant.

Al finalitzar I'extraccio, retirar les cubetes i les puntes. Transferir el volum eluit en tubs

esterils.
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4.7.3 Procediment 3: Identificacio del aillats de Streptococcus
pneumoniae per cultiu
Objectiu:

Identificacié de les soques sospitoses de S. pneumoniae mitjancant la tincié de Gram,

sensibilitat a optoquina i aglutinacié en latex.

Reactius i material:

Colorants tincié de Gram: Color Gram 2, R1, R2, R3, R4

Placa agar Columbia + 5% sang amb creixement de Streptococcus
pheumoniae

Placa agar Columbia + 5% sang
Nansa de sembra calibrada
Test optoquina

Pinces

Portaobjectes

Procediment:

1)

2)

3)

Tinci6 de gram. Estendre la mostra (posar una gota d’aigua en un
portaobjectes, agafar una colonia amb la nansa de sembra i emulsionar-ho) i
fixar amb calor. Afegir el colorant cristall violeta. Esperar 1 minut i 30 segons.
Esbandir amb aigua. Afegir el colorant lugol. Esperar 1 minut. Esbandir amb
aigua. Afegir alcohol d’acetona. Esbandir amb aigua. Afegir el colorant

safranina. Esperar 1 minut. Esbandir amb aigua.

Sensibilitat a la optoquina. Realitzar una sembra del pneumococ a la placa agar
sang. Amb l'ajuda d’unes pinces préviament flamejades i fredes agafar un disc
d’optoquina i col-locar-lo sobre la superficie de la placa d’agar sang on s’ha
realitzat la sembra del pneumococ. Incubar de 20 a 24 hores a 37°C, i observar

I'halo d’inhibicid.

Aglutinacié en latex. Posar una gota de la solucié de latex en el paper. Agafar
una colonia amb la nansa de sembra i emulsionar-ho. El resultat és visual, si la

reaccio és positiva es produeix aglutinacio.
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4.7.4 Procediment 4: Reaccio de PCR

4.7.4.1 Preparacio de la mix d’amplificacié (master mix)
Objectiu:
Preparar la mix d’amplificacié per a la reaccié de PCR.

Reactius i material:

e Aiguade PCR

e TagMan Universal PCR Master Mix (5mL)

e Vial de primers licfilitzats forward i reverse 10nM

e Vial de sonda TagMan — TAMRA 6nM (gen ply)

e Vial de sonda TagMan MGB 6nM (gen wzg)

e Pipetes amb filtre 2-20 uL, 20-200 uL, 200-1000 i puntes
e Tubs Eppendorff 1.7mL

e Tapes optiques

e Tubs optics

e (Cabina de flux laminar

Procediment:

Reconstitucio dels primers

Reconstituir el vial de primers (forward i reverse) a 10 yM amb 1 mL d’aigua de PCR. Homogeneitzar i

deixar 30 minuts en nevera. Aliquotar 92 pl en tubs esteérils. Congelar els reactius.
Reconstitucié de la sonda

Reconstituir el vial de la sonda a 10 yM amb 0,6 mL d’aigua de PCR. Homogeneitzar i deixar 30 minuts en

nevera. Aliquotar 32 pl en tubs estérils. Congelar els reactius.
Preparacio de la master mix
a) Preparaci6 de la master-mix tal i com s’indica en les taules 15 16.

b) Preparar tant tubs de 0.2mL (MicroAmp Optical tubes) com mostes s’han de

processar més els controls. Pipetejar 20 yL de la mix d’amplificacié a cada tub.

c) Afegir 5 uyL de 'ADN préviament extret o dels controls a la mix d’amplificacié

preparada.

d) Tapar els tubs, sense tocar la tapa.
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Component Volum per mostra Concentracio final

TagMan Universal PCR Master mix 12.5 yL

Primer forward 10 yM 2.25 L 0.9 uM (900 nM)
Primer reverse 10 yM 2.25 yuL 0.9 uM (900 nM)
Sonda 10 yM 0.75 pL 0.3 uM (300 nM)
Control intern 1uL

Agua de PCR 1.25 uL

Total 20 uL

Taula 15. Master mix per la PCR del gen de la pneumolisina.

Component Volum per mostra  Concentracio final
TagMan Universal PCR Master mix 125 uL

Primer forward 10 yM 2.25 uL 0.9 uM (900 nM)
Primer reverse 10 yM 2.25 L 0.9 uM (900 nM)
Sonda 10 yM 0.5 uL 0.3 uM (300 nM)
Control intern 1uL

Agua de PCR 1.5 pL

Total 20 uL

Taula 16. Master mix per la PCR del gen capsular wzg.

4.7.4.2 Amplificacié de les mostres
Objectiu:

Reaccio de PCR per als gens de la pneumolisina (ply) i el gen capsular wzg a partir de
la master mix preparada en el punt 4.7.4.1 en el termociclador AbiPRISM 7300 d’acord

amb les instruccions del fabricant.
Reactius i material:

o Master mix preparades en el punt 4.7.4.1.
e Centrifuga de tires
e Instrument AbiPrism 7300

Procediment:

1) Engegar l'ordinador i el termociclador AbiPrism 7300. Fer clic a la icona
AbiPrism 7300

2) Menu File > New > Ok. Fer clic a la icona Tools > Detector Manager>
Seleccionar I'aplicacié que correspon a: Neumococ (FAM), Neumococ wzg
(FAM) i control intern (VIC). Fer clic a Add to Plate.
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3) View > Well-inspector. Per crear el full de treball, a la pestanya SETUP: Name
(identificacid de la mostra), Use (aplicaci6 que utilitzarem), Task (tipus de

mostra, pot ser un control negatiu, mostra o un estandard quantificat).
4) A la pestanya INSTRUMENT comprovar el perfil d’amplificacié:

2 minuts 50°C
10 minuts  95°C
45 cicles 15segons 95°C
1 minut 60°C

5) Guardar el full de treball a la carpeta de resultats, identificar-ho amb la data i
I'aplicacié.

6) Fer un spin als tubs de la master mix i col-locar-los en el termociclador segons
la posicié que els hi hem adjudicat en crear el full de treball. Fer clic al boté
START (Durada: 1hora 59 minuts)

7) Per veure els resultats, a la pestanya RESULTS seleccionar la pestanya
Amplification Plot. Seleccionar 'aplicacié que es vol analitzar en el detector. El
threshold ha de tenir un valor de 0.20000. Per fer I'analisi ha d’estar activada
'opcié Manual Ct i Auto Baseline. Fer clic en Analyse.

8) A la pestanya Report, podem visualitzar els Ct calculats de forma automatica.
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4.7.5 Procediment 5: Serotipat per PCR

4.7.5.1 Preparacio de la mix d’amplificacié (master mix)
Objectiu:
Preparar de la mix d’amplificacié per a la reaccié de PCR.

Reactius i material:

e Aigua de PCR

e TagMan Universal PCR Master Mix (5mL)

e Vial de primers licfilitzats forward i reverse 10nM

¢ Vial de sonda TagMan MGB 6nM

e Pipetes amb filtre 2-20 pL, 20-200 pL, 200-1000 i puntes
e Tubs Eppendorff 1.7mL

e Tapes optiques

e Tubs optics

e (Cabina de flux laminar

Procediment:

Reconstitucio dels primers

Reconstituir el vial de primers (forward i reverse) a 10 yM amb 1 mL d’aigua de PCR. Homogeneitzar i

deixar 30 minuts en nevera. Aliquotar 92 pl en tubs esteérils. Congelar els reactius.
Reconstitucié de la sonda

Reconstituir els vials de la sonda a 10 yM amb 0,6 mL d’aigua de PCR. Homogeneitzar i deixar 30 minuts

en nevera. Aliquotar 22 ul en tubs estérils. Congelar els reactius.

Preparacio de la master mix

a) Preparacié de la master mix tal i com s’indica en les taules 17 i 18, en funcio6 de si

la reacci6 conté un o dos fluorofors, respectivament.

b) Preparar tant tubs de 0.2mL (MicroAmp Optical tubes) com mostes s’han de

processar més els controls. Pipetejar 20 pyL de la mix d’amplificacié a cada tub.
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Component Volum per mostra Concentracio final
TagMan Universal PCR Master mix 12.5 yL

Primer forward 10 yM 2.25 L 0.9 uM (900 nM)
Primer reverse 10 yM 2.25 uL 0.9 yM (900 nM)
Sonda 10 yM 0.5 uL 0.3 uM (300 NnM)
Agua de PCR 2.5uL

Total 20 yL

Taula 17. Master mix per a les reaccions de PCR que contenen un fluorofor (1 sonda).

Component Volum per mostra Concentracio final
TagMan Universal PCR Master mix 125 uL

Primer forward 10 yM 2.25 uL 0.9 uM (900 nM)
Primer reverse 10 yM 2.25 uL 0.9 yM (900 nM)
Sonda-1 10 uM 0.5 uL 0.3 uM (300 NnM)
Sonda-2 10 uM 0.5 puL 0.3 uM (300 nM)
Agua de PCR 2 uL

Total 20 uL

Taula 18. Master mix pera les reaccions de PCR que contenen dos fluorofors (2 sondes).

c) Afegir 5 yL de I'ADN préviament extret o dels controls a la mix d’amplificacié

preparada.
d) Tapar els tubs, sense tocar la tapa.
4.7.5.2 Amplificacié de les mostres
Objectiu

Reaccié de PCR per al serotipat de Streptococcus pneumoniae a partir de la master
mix preparada en el punt 4.7.5.1. en el termociclador AbiPRISM 7300 d’acord amb les

instruccions del fabricant.
Reactius i material:

e Master mix preparades en el punt 4.7.5.1.
e Centrifuga de tires
e Instrument AbiPrism 7300

Procediment:

1) Engegar l'ordinador i el termociclador AbiPrism 7300. Fer clic a la icona
AbiPrism 7300
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2)

3)

4)

5)

8)

I PROCEDIMENTS

Menu File > New > Ok. Fer clic a la icona Tools > Detector Manager>
Seleccionar l'aplicaci6 que correspon a: s1 (FAM), s5 (VIC), S19A (FAM),
S19FBC (VIC), s14 (FAM), s15 (VIC), s3 (FAM), s7FA (FAM), s4 (FAM), s6A
(FAM), s6B (VIC), s8 (FAM), s9VANL (VIC), s18CB (FAM), s23A (VIC), s23F
(FAM). Fer clic a Add to Plate.

View > Well-inspector. Per crear el full de treball, a la pestanya SETUP: Name
(identificacio de la mostra), Use (aplicacié que utilitzarem), Task (tipus de

mostra, pot ser un control negatiu, mostra o un estandard quantificat).
A la pestanya INSTRUMENT comprovar el perfil d’amplificacio:

2 minuts 50°C
10 minuts  95°C
45 cicles 15segons 95°C
1 minut 60°C

Guardar el full de treball a la carpeta de resultats, identificar-ho amb la data i

I'aplicacié.

Fer un spin als tubs de la master mix i col-locar-los en el termociclador segons
la posicié que els hi hem adjudicat en crear el full de treball. Fer clic al botd
START (Durada: 1hora 59 minuts).

Per veure els resultats, a la pestanya RESULTS seleccionar la pestanya
Amplification Plot. Seleccionar I'aplicacié que es vol analitzar en el detector. El
threshold ha de tenir un valor de 0.20000. Per fer I'analisi ha d’estar activada
I'opcié Manual Ct i Auto Baseline. Fer clic en Analyse.

A la pestanya Report, podem visualitzar els Ct calculats de forma automatica.
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4.7.6 Procediment 6: PCR en temps real per a la deteccié del gen psrP

4.7.6.1 Preparacio de la mix d’amplificacié (master mix)
Objectiu:

Preparar la mix d’amplificacié per a la reaccié de PCR.
Reactius i material:

e Aiguade PCR

e Custom TagMan® Gene Expression Assay

e TagMan Universal PCR Master Mix (5mL)

e Cabina de flux laminar

e Pipetes amb filtre 2-20 uL, 20-200 uL, 200-1000 i puntes
e Tubs Eppendorff 1.7mL

e Tapes optiques

e Tubs optics
Procediment:
Preparacio de la master mix

1) Preparaci6 de la master-mix tal i com s’indica a la taula 19.
2) Preparar tant tubs de 0.2mL (MicroAmp Optical tubes) com mostes s’han de

processar més els controls. Pipetejar 20 pyL de la mix d’amplificacié a cada tub.

3) Afegir 5 uL de I'ADN previament extret o dels controls a la mix d’amplificacié

preparada.

4) Tapar els tubs, sense tocar la tapa.

Component Volum per mostra Concentracio final
TagMan Universal PCR Master mix 12.5 uL
Primer forward 10 yM 1.25 uL 0.3 uM (300 nM)
Primer reverse 10 yM 0.3 uM (300 nM)
Sonda 10 uM 0.15 pM (150 nM)
Agua de PCR 6.25 uL
Total 20 uL

Taula 19. Master mix per la PCR del gen psrP.
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4.7.6.2 Amplificacio de les mostres

Objectiu:

Reacci6 de PCR per al gen psrP a partir de la master mix preparada en el punt 4.7.6.1

en el termociclador AbiPRISM 7300 d’acord amb les instruccions del fabricant.

Reactius i material:

Master mix preparades en el punt 4.7.6.1
Instrument AbiPrism 7300

Centrifuga de tires

Procediment:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Engegar l'ordinador i el termociclador AbiPrism 7300. Fer clic a la icona
AbiPrism 7300

Menu File > New > Ok. Fer clic a la icona Tools > Detector Manager>
Seleccionar I'aplicacié que correspon a: PsrP (FAM). Fer clic a Add to Plate.

View > Well-inspector.

Per crear el full de treball, a la pestanya SETUP: Name (identificacié de la
mostra), Use (aplicacié que utilitzarem), Task (tipus de mostra, pot ser un

control negatiu, mostra o un estandard quantificat).
A la pestanya INSTRUMENT comprovar el perfil d’amplificacio:

2 minuts 50°C
10 minuts 95°C
45 cicles 15segons 95°C
1 minut 60°C

Guardar el full de treball a la carpeta de resultats, identificar-ho amb la data i

I'aplicacié.

Fer un spin als tubs de la master mix i col-locar-los en el termociclador segons
la posicié que els hi hem adjudicat en crear el full de treball. Fer clic al boté
START (Durada: 1hora 59 minuts)

Per veure els resultats, a la pestanya RESULTS seleccionar la pestanya
Ampilification Plot. Seleccionar I'aplicacié que es vol analitzar en el detector. El
threshold ha de tenir un valor de 0.20000. Per fer I'analisi ha d’estar activada

'opcié Manual Ct i Auto Baseline. Fer clic en Analyse.

8) A la pestanya Report, podem visualitzar els Ct calculats de forma automatica.
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4.7.7 Procediment 7: Genotipat per Multilocus Sequence Typing (MLST)

Objectiu:
Métode analitic aplicable per a estudis epidemioldgics de S. pneumoniae mitjangant la
técnica de MLST.

Reactius i material:
e Vial de primers licfilitzats forward i reverse 0.1uM
e Amplitaq Gold PCR Master Mix
e Aigua de PCR
e Agarosa
e GelRed™
e Marcador de pes molecular
e Tampb de carrega
e Buffer TBE 1x
e ExoSAP-IT
e Agentcourt CleanSEQ
e Etanol 85%
e Big Dye Term v3.1.CycleSeq.Kit.100Rx
e POP-7™ Polymer for 3130/3130xI Genetic Analyzers
o Buffer (10x) with EDTA
e Tubs Eppendorff 1.7mL
e Plaques optiques
e Tubs amb tapa
e Pipetes amb filtre 2-20 uL, 20-200 uL, 200-1000 i puntes
e Termociclador Gene Amp PCR System 9700®.
e Cubetes d’electroforesi en gel d’'agarosa. Font d’electroforesi.
e Transiluminador de llum ultraviolada i camera fotografica.
e Centrifuga de tires

e Sequenciador Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer

Procediment:

Reconstitucio dels primers
Reconstituir el vial de primers a 0.01umol amb el volum d’aigua de PCR indicat per el fabricant.

Homogeneitzar i deixar 30 minuts en nevera. Aliquotar 50 pl en tubs esterils. Congelar els reactius.
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4.7.7.1 Reaccié d’amplificacio dels gens metabodlics

1) Preparacio6 de la master-mix tal i com s’indica en les taula 20.

2) Preparar tant tubs de 0.2mL (tubs amb tapa) com mostes s’han de processar
més els controls. Pipetejar 47 pL de la mix d’amplificacié a cada tub.

3) Afegir 3 uL de I'ADN previament extret o dels controls a la mix d’amplificacié
preparada.

4) Tapar els tubs, sense tocar la tapa.

Component Volum per mostra

Amplitaqg Gold PCR Master Mix 25 uL

Primer forward 1L
Primer reverse 1L
Aigua de PCR 20 uL
Total 47 uL

Taula 20. Master mix per la PCR gel gen aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt, ddl.

Col-locar els tubs en el termociclador Gene Amp® PCR System 9700, aplicant el
seguent perfil d’amplificacio:
3 minuts 95°C
40 cicles 30 segons  95°C
30 segons  50°C

1 minut 72°C
10 minuts 72°C

4.7.7.2 Electroforesi — gel d’agarosa

Per comprovar que I'amplificacié dels gens s’ha realitzat correctament, es realitza una

electroforesi en gel d’agarosa.

Gel d’agarosa

Pesar un gram d’agarosa i barrejar-lo amb 70 ml de tampd TBE 1x en un vas de
precipitats. Escalfar la barreja per tal de dissoldre I'agarosa. Afegir 1ul de GelRed™.
Homogeneitzar. Repartir al barreja en el porta-gel i deixar refredar. Carregar les
mostres al gel (6ul aigua + 2 pl tamp6é de carrega + 3ul producte amplificat).
Electroforesi a una poténcia de 130-140A durant 30 minuts. Visualitzacié dels resultats

en el transiluminador de llum ultraviolada.
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4.7.7.3 Purificacio dels productes amplificats

Procediment per purificar els productes amplificats per eliminar totes aquelles
impureses (sals, restes de nucledtids...) que poden disminuir la qualitat de la
sequeéncia. Per purificar s'utilitza el sistema ExoSAP-IT. Afegir 5 pl del producte
amplificat a 2 pl de ExoSAP-IT en un tubs de 0.2ml amb tapa. Col-locar els tubs en el

termociclador Gene Amp® PCR System 9700, aplicant el seglient perfil d’amplificacio:

15 minuts 37°C
15 minuts 80°C

4.7.7.4 Reaccio de seqiienciacio

1) Preparacié de la reaccié de sequlenciacioé tal i com s’indica en les taula 21.

2) En una placa de 96 pouets, pipetejar 7.5uL de la reaccié de seqlienciacié a
cada pouet.

3) Afegir 2.5 uL de 'ADN préviament extret o dels controls a la mix d’amplificacié
preparada.

4) Tapar la placa.

Component Volum per mostra
Big dye 3.1 1L
Buffer 1.5 uL

Primer forward / reverse 1 uL
Aigua de PCR 4 uL
Total 7.5 uL

Taula 21. Reacci6 de sequenciacio.

Col-locar la placa en el termociclador Gene Amp® PCR System 9700, aplicant el

seguent perfil d’amplificacio:

25cicles 10 segons  96°C
5 seongs 50°C
2 minut 60°C

4.7.7.5 Purificacio de la reaccid de seqiiéncia

La purificacio de la reacci6 de sequéncia es realitza amb el sistema de boles
magnétiques Agencourt CleanSEQ - Dye Terminator Removal d’acord amb les

instruccions del fabricant (Beckman Coulter).
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4.7.7.6 Seqiienciacio

La sequenciaci6 de 'ADN es realitza en el sequenciador 3130xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) d’acord amb el procediment de treball normalitzat del

departament de Microbiologia Molecular.

4.7.7.7 Lectura de seqiiéncies

Analitzar les seqiéncies amb el software SeqScape Manger v2.6 (Applied
Biosystems).

Assignar el perfil o ST a la base de dades MLST disponible a www.mlst.net.
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Reactiu

Agarosa

Agentcourt CleanSEQ

Aigua de PCR (Water PCR, Grade) (1 x 25mL)
Amplitag Gold PCR Master Mix

Big Dye Term v3.1.CycleSeq.Kit.100Rx
Buffer (10x) with EDTA

Buffer EDTA, 0.5M

Buffer TBE 10X

Color Gram 2, R1 (cristal violeta oxalatado)
Color Gram 2, R2 (lugol-PVP)

Color Gram 2, R3 (decolorante)

Color Gram 2, R4 (safranina)

Custom TagMan® Gene Expression Assay (small scale,

20X)
ExoSAP-IT

GelRed™

Marcador de pes molecular

NucliSENS® easyMAG'" Extraction Buffer 1 (4x1L)
NucliSENS® easyMAG'" Extraction Buffer 2 (4 x 1L)

NucliSENS® easyMAG'" Extraction Buffer 3 (4 x 1L)

NucliSENS® easyMAG'" Lysis Buffer (4x1L)

NucliSENS® easyMAG'" Magnetic Silica

Placa agar Columbia + 5% sangre de cordero (20 plaques)
POP-7™ Polymer for 3130/3130xI Genetic Analyzers
Primer 0,01uM (HPLC Purified Oligo 0,01pumol)

Primer 10nM (Sequence Detection Primer, small scale

10nmol)
Resina Chelex®100

Sonda 6nM (TagMan Probe, small scale, TAMRA quencher

6nmol)
Tampé de carrega

Tampé PBS (pols) (4x1L)
TagMan® Universal PCR Master Mix (200Rxn)

Test Optoquina (2 x 30 discs)

Taula 22. Llistat de reactius utilitzats en els procediments.
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Comercialitza
Ecogen
Beckman Coulter
Roche Applied Science
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Sigma-Aldrich
AppliChem
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
Applied Biosystems
Isogen
Biotium
Ecogen
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
bioMérieux
Applied Biosystems
Izasa
Applied Biosystems
Biorad® Laboratories
Applied Biosystems
Ecogen
bioMérieux
Applied Biosystems

bioMérieux

Referéncia
AGO0200
A29151
03 315 959 001
C14318739G
4337455
402824
E-7889
A0972, 5000PE
55545
55546
55547
55548

433148

78200
41003
M1
280130
280131
280132
280134
280133
43041

4352759

4304970

143-2832
450025
BIO-37070
75511
4304437

55912



Material

Cabina de flux laminar vertical de seguretat biologica, Biohazard

Clase Il A (BIO-II-A)
Centrifuga de tires
Centrifuga tubs eppendorff

Centrifuga universal Hermle Z300

Cubetes d’electroforesi en gel d’agarosa. Font d’electroforesi.

Cubetes d’extraccio NucliSENS®esasyMAG ™ (384 unitats)
Instrument ABI Prism® 7300 Sequence Detection System
Instrument NucliSENS®easyMAG™

Microcentrifuga Centrifuga, model 5417C

Microplaques Greiner

Nansa de sembra calibrada 1pl polipropilé estéril color blanc
Pipeta automatica Nichipet EX 100-1000pl

Pipeta automatica Nichipet EX 10-100pl

Pipeta automatica Nichipet EX 1-10ul

Pipeta automatica Nichipet EX 20-200pl

Pipeta automatica Nichipet EX 2-20ul

Pipeta electronica BioHit
Portaobjectes

Plaques optiques (Optical 96w Plates Barcoded, 20 plates)
Puntes 0.1-10pl

Puntes 100-1000pl

Puntes 1-100pl

Puntes 1-200ul

Puntes 1-20ul

Puntes pipeta BioHit

Sequenciador Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer
Tapes optiques (MicroAmp® Optical 8-Cap Strip)

Taps tubs eppendroff (TwiststopTM vial cap, white)
Termostato de bloque metélico para tubos “Multiplaces”

Termociclador Gene Amp® PCR System 9700

Transiluminador de llum ultraviolada i camera fotografica.
Tubs amb tapa (Multiply®-pStripPro 8-strip)

Tubs eppendorff 1.7ml (Twiststop'™ 1.7ml conical vial without cap,

Natural)
Tubs optics (MicroAmp® Optical Tube without Cap, 0.2 ml)

Vortex

PROCEDIMENTS

Comercialitza

Telstar

bioMérieux
Eppendorff

Hermle
Labortechnick

Ecogen
bioMérieux
Applied Biosystems
bioMérieux

Eppendorff
bioMérieux
Nirco
Nirco
Nirco
Nirco
Nirco

Nirco
bioMérieux
LinealLab

Applied Biosystems
Ecogen
Ecogen
Ecogen
Ecogen
Ecogen

bioMérieux

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Sorenson
J.P. Selecta

Applied Biosytems

Sarsted
Sorenson

Applied Biosystems

Nirco

Taula 23. Llistat de materials i equips utilitzats en els procediments.
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Referéncia

285056
5417C

28300V01

280135
4330087
200111

EP-CE-
022621807

278303
668801
NPX-1000
NPX-100
NPX-10
NPX-200

NPX-20

280141
CH-CP0201

4306737
$1120-3010
$1126-7810
S$1120-1840
$1120-8810
S$1120-1810

280146

4323032
15480
7471200

Ecogen
72991002

15590

4316567
Genie 2T



RESULTATS

RESULTATS

Objectiu 1 — Article 1:

Serotype 3 is a common serotype causing invasive pneumococcal disease in children < 5 years
old, as identified by Real-Time PCR. L.Selva, P.Ciruela, C. Esteva, MF de Sevilla, G.Codina,
S.Hernandez, F.Moraga, JJ.Garcia-Garcia, A.Planes, F.Coll, I.Jordan, N.Cardefiosa, J.Batalla,
L.Salleras, A.Dominguez, C.Mufioz-Almagro. European Journal of Clinical Microbiology and
Infectious Disease. Publicat on-line: 4 de novembre de 2011

Factor d'impacte (2010): 2.631

e Veure article a 'annex 1

Objectiu 2 — Article 2:

Easy diagnosis of invasive pneumococcal disease. L. Selva, R. Pallares, C. Mufioz-Almagro.
Emerging Infectious Disease. Vol. 17, n° 6, Juny 2011. Pagines 1125 a 1127
Factor d'impacte (2010): 6.859

e Veure article a 'annex 2

Objectiu 3 — Article 3:

Psrp, a protective pneumococcal antigen, is highly prevalent in children withn pneumonia and is
strongly associated with clonal type. C. Muioz-Almagro, L. Selva, C.J. Sanchez, C. Esteva, M.
Fernandez de Sevilla, R. Pallares, C.J. Orihuela. Clinical and vaccine immunology. Vol. 17, n°
11, Novembre 2010. Pagines 1672-678

Factor d'impacte (2010): 2.471

e \Veure article a I'annex 3
Resultats addicionals:

Prevalence and clonal distribution of PcpA, Psrp and Pilus-1 among pediatric isolates of
Streptococcus pneumoniae. L. Selva, P. Ciruela, K. Blanchette, C.J. Orihuela, C. Mufoz-
Almagro i Grup d’estudi de la malaltia pneumocdccica invasiva a Catalunya.

Dades acceptades per a la seva publicacié. PloS ONE. 2012

e Veure article a 'annex 4
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5.1 Estudi1

5.1.1 Pacients inclosos a I’estudi

Durant el periode d’estudi es van recollir un total de 319 episodis de malaltia
pneumococcia invasiva, que corresponien a 170 (53.35%) nens i 149 (46.7%) nenes
amb una mitjana d’edat de 29.6£15.7 mesos. Dels 319 pacients, 91 (28.5%) pacients
havien rebut tractament antibidtic durant el mes previ al diagndstic de la MPI i 168
(52.8%) pacients havien rebut com a minim una dosi de la vacuna PCV7 tot i que

nomeés 141 (44.3%) estaven correctament vacunats d’acord amb la seva edat.

Per al present estudi, es van seleccionar els 257 pacients (80.6%) a qui se’ls havia
realitzat cultiu microbiologic i la PCR, i tenien disponible informacié del serotip (es van
excloure 35 pacients estudiats només per cultiu, 9 estudiats només per PCR i 18 que
no tenien realitzat I'estudi del serotip). Dels pacients inclosos a I'estudi, 140 (54.4%)
eren nens i 117 (45.5%) nenes, amb una mitjana d’edat de 30.95+15 mesos (amb un
rang d’edat des de 20 dies fins a 59 mesos). La distribucié dels pacients per grups
d’edat era: 10 (3.8%) pacients menors de 6 mesos, 19 (7.4%) pacients entre 6 i 11
mesos, 64 (25%) pacients entre 12 i 23 mesos i 164 (63.8%) entre 24 i 59 mesos. Dels
257 pacients estudiats, 83 (32%) havien rebut tractament antibidtic durant el mes previ
al diagnostic de la MPI. En relaci6 amb I'estat vacunal dels pacients amb la vacuna
conjugada heptavalent (PCV7), 140 (54.5%) del total de pacients estudiats havien
rebut una o més dosis de PCV7 i 112 (47.5%) estaven correctament vacunats d’acord

amb I'edat.

En relaciéo amb la técnica diagnostica, 71 (27.6%) pacients tenien un resultat positiu en
el cultiu microbiologic i en la PCR en temps real, 15 (5.8%) pacients tenien un resultat
positiu en el cultiu microbiolodgic i un resultat negatiu en la PCR en temps real i 171
(66.5%) pacients tenien un resultat positiu en la PCR en temps real i el cultiu negatiu.
La proporcié de casos diagnosticats només per PCR en temps real era del 66.5%
(60.9-72.5 1C 95%) en comparacié amb un 33.4% (27.9-39.4 IC 95%) diagnosticats per
cultiu microbioldgic. Els 257 episodis van ser detectats en 64 (24.9%) mostres de
sang, 163 (63.4%) mostres de liquid pleural, 28 (10.9%) mostres de LCR i 2 (0.8%)
mostres de liquid articular. La taula 24 mostra la distribucié de les mostres positives

detectades per cultiu i només per PCR en temps real.
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Mostres positives Mostres positives només p
per cultiu per PCR en temps real
n (%°, 1IC95%) n (%°, 1C95%)
Tipus de Sang 21 (32.8, 22.1-44.9) 43 (67.2; 55-77.8) <.001
mostra Liquid pleural 42 (25.8, 19.5-32.9) 121 (74.2; 67.1-80.5) <.001
LCR 21 (75, 56.7-88.3) 7 (25; 11.6-43.3) <.001
Liquid articular 2 (100; 22.4-100) 0 (0; 0-77.6) 0.3

a Percentatge respecte totes les mostres positives en funcié del tipus de mostra.
b Test de Fisher o Chi quadrat de Pearson comparant el percentatge en funcié del tipus de mostra

Taula 24. Distribucié del tipus de mostres detectades per cultiu i només per PCR en temps real.

El diagndstic clinic dels pacients inclosos en I'estudi va ser: 219 pneumonies (85.2%),
27 meningitis (10.5%), 6 bacteriémies (2.3%), 2 artritis (0.8%), 2 septicémies (0.8%) i 1
cel-lulitis (0.4%). Del total de pacients amb pneumonia, un 85.8% (n=188) van
presentar pneumonia complicada amb empiema. Un total de quatre (1.5%) pacients

van resultar éxitus (3 pacients amb meningitis i 1 pacient amb sépsia).

El major increment del diagnostic microbiologic mitjangant I'is de la PCR en temps real
va ser en els pacients amb pneumonia, en els quals un 74% (68.0-80.0 IC 95%) es van
diagnosticar només per PCR en temps real mentre que un 26% (20.4-32-0 IC 95%) es
van diagnosticar per cultiu. Es van observar diferencies estadisticament significatives

en la pneumonia i en la bacteriemia (taula 25).

El serotipat del pneumococ es va realitzar en les 86 (33.5%) soques aillades per cultiu
i la resta, 171 (66.5%) dels casos es van estudiar per PCR en temps real directament

de la mostra biologica.

L’estudi de sensibilitat antibidtica es va realitzar en les 86 soques aillades per cultiu, de
les quals, només 2 (2.3%) van mostrar una sensibilitat intermitja a penicil-lina (CMI
4ug/ml) i cap (0%) soca va mostrar resisténcia a penicil-lina d’acord amb els punts de
tall no meningis (CLSI-M100-S20, 2010). Considerant els punts de tall meningis, un
33.7% de les soques van mostrar no ser sensibles a penicil-lina (CMI = 0,12) i un
16.3% a cefotaxima, els serotips amb sensibilitat disminuida a penicil-lina d’acord amb
els punts de tall meningis corresponien als serotips 19A (n=15; 51.7% de les soques
no sensibles), el serotip 23B (n=3;10.3%) i el serotip 24B/F (n=3;10.3%).
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Clinica Pacients diagnosticats per Pacients diagnosticats només P
cultiu per PCR en temps real
n (%°; IC 95%) n (%°; IC 95%)

Pneumonia 57 (26.0; 20.4-32.0) 162 (74.0; 68.4-80.0) <.001
Meningitis 20 (74.1; 53.7-88,9) 7 (25.9; 11.1-46.3) 0.09
Bacteriémia 6 (100) 0 0.001
Septicémias 0 2 (100) 0.55
Artritis 2 (100) 0 0.11
Cel-lulitis 1 0 0.33
Total 86 (33.4, 27.9-39.4) 171 (66.5, 60.9-72.5) <.001

a Percentatge respecte tots els diagnostics microbiologic en funcié de la presentacio clinica
b Test de Fisher o Chi quadrat de Pearson comparant la distribucié del diagnostic microbiologic en cada
presentacio clinica respecte totes les presentacions cliniques.

Taula 25. Presentaci6 clinica de la malaltia en els nens diagnosticats per cultiu microbiologic
respecte aquells diagnosticats només per PCR en temps real.

5.1.2 Diferéncies de la distribuciéo de serotips en pacients amb cultiu

positiu respecte els pacients amb cultiu negatiu

El 50% dels pacients identificats per cultiu i el 48% dels pacients identificats només per
PCR en temps real havien estat ben vacunats amb la vacuna PCV7. Cap pacient havia
rebut alguna dosi de les vacunes PCV10 o PCV13. Es van observar diferéncies
significatives (p<0.002) en el ranquing dels principals serotips causants dels episodis
de MPI identificats per cultiu respecte aquells identificats només per PCR en temps

real.

Els cinc serotips més freqlents en el grup dels 86 episodis identificats per cultiu eren
el serotip 1 (26.7%, n=23), el serotip 19A (25.6%, n=22), el serotip 7F (9.3%, n=8), el
serotip 3 (6.9%, n=6) i el serotip 5 (5.8%, n=5) mentre que en el grup dels 171 pacients
diagnosticats només per PCR en temps real eren els serotips 1 (19.9%, n=34), el
serotip 3 (18.1%, n=31), el serotip 19A (9.4%, n=16), el serotip 7F (5.8%, n=10) i el
serotip 14 (4.1%, n=7). Cal destacar que la taxa de serotip 3 detectat per PCR en
temps real era significativament superior que la taxa d’aquest serotip per cultiu
(p=0.01). En les figures 20 i 21 es mostra la diferent distribucié de serotips d’acord

amb el diagnostic per cultiu i per PCR en temps real, respectivament.
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Serotip 15C Serotip 18C o
1% 1% Cultiu

Serotip 6A
2%
Serotip 23F
2%
Serotip 19F
3%
Serotip 14
3%

Altres serotips
12%

Serotip 5
6%

Altres serotips: Correspon a la resta de serotips no detectats per PCR en temps real (1, 5, 19A, 19F/B/C,
14, 15B/C, 3, 7TF/A, 4, 6A, 6B, 8, 9V/A/N/L, 18C/B, 23A, 23F).

Figura 20. Distribucié de serotips d’acord amb el diagnostic microbioldgic realitzat per cultiu.

PCR

Altres serotips
40%

Serotip 5
1%

Serotip 9VANL Serotip 6A Serotip 14
1% 1% 4%

Altres serotips: Correspon a la resta de serotips no detectats per PCR en temps real (1, 5, 19A, 19F/B/C,
14, 15B/C, 3, TF/A, 4, 6A, 6B, 8, 9V/A/N/L, 18C/B, 23A, 23F).

Figura 21. Distribucié de serotips d’acord amb el diagnostic microbioldgic realitzat per PCR en
temps real.
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Es van observar diferéncies en la proporcié de serotips inclosos en les vacunes PCV7,
PCV10 i PCV13 en els pacients identificats per cultiu respecte aquells identificats per

PCR en temps real.

Els episodis de MPI causats per serotips inclosos en la PCV7 es van identificar només
en un 10.5% dels pacients identificats per cultiu versus 5.3% dels pacients identificats
per PCR en temps real (p=0.12). Entre els casos identificats per cultiu i causats per
serotips inclosos en la PCV7 (n=9; 10.5%) només un nen (11%) havia rebut tres dosis
de la vacuna PCV7 i entre els casos identificats per PCR i causats per serotips
inclosos en la PCV7 (n=9; 5.3%) tres nens (33%) havien rebut 1, 2 o 3 dosis de PCV7.
La proporci6 dels serotips inclosos a la PCV10 va arribar fins al 52.3% en els pacients
identificats per cultiu versus 31.6% dels pacients detectats només per PCR en temps
real (p<0.002). Els serotips inclosos a la PCV13 es van detectar en el 87.2% dels
pacients diagnosticats per PCR en temps real (p<0.000). En la figura 22 es mostra la
potencial cobertura de les tres vacunes conjugades d’acord amb el diagnostic per

cultiu o només per PCR en temps real.

100% -
0,

90% - 87,2%
80% -

0, .
70% 60,2%
60% - 52,3%
50% -
40% - 31,6%
30% -
20% - 10,5% 5 39
10% - 3%

1R | |

PCV7 PCV10 PCV13
H Cultiu PCR

Figura 22. Cobertura de les diferents vacunes conjugades.
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5.1.3 Diferéncies en la distribucié de serotips d’acord amb l'edat i la

técnica microbiologica utilitzada per al diagnostic

En general, els pacients identificats per cultiu eren significativament més petits que els
identificats només per PCR en temps real (mitjana d’edat 25.9 + 15 versus 33.4 + 14.1

mesos).

Del total de pacients estudiats, 93 (36.2%) eren menors de 2 anys, dels quals 46
(49.5%; 38.7-60.2 IC 95%) es van identificar per cultiu i 47 (50.5%, 39.8-61.2 IC 95%)
només per PCR en temps real. En el grup de pacients identificats per cultiu, el principal
serotip detectat era el serotip 19A (16 pacients, 34.8%) mentre que en aquells pacients

diagnosticats per PCR en temps real, era el serotip 3 (14 pacients, 29.8%).

Entre els pacients majors de 2 anys (n=164) i menors de 5 anys, 40 es van identificar
per cultiu (24.4%, 15.5-31.3 IC 95%) i 124 (75.6%, 68.7-82.5 IC 95%) només per PCR
en temps real. El serotip 1 era el principal serotip en els pacients detectats per cultiu
(20 pacients, 50%) i per PCR en temps real (32 pacients, 25.8%). El segon serotip més
prevalent era el serotip 19A entre els pacients identificats per cultiu (6 pacients, 15%) i

el serotip 3 entre els pacients identificats per PCR en temps real (17 pacients, 13.7%).

5.1.4 Diferéncies en la distribucié dels serotips en pacients amb
pneumonia d’acord amb la técnica microbiologica utilitzada pel

diagnostic

Respecte als episodis de pneumonia, es van observar diferéncies estadisticament
significatives (p<0.001) en la distribucié de serotips de les mostres. Vint-i-tres de 57
episodis (68.4%) identificats per cultiu, estaven causats pels serotips 1 (40.3%) i 19A
(28%). En aquest grup, el serotip 3 es va detectar només en 5 pacients (8.7%). No
obstant, en els 162 episodis identificats només per PCR, el segon serotip més
prevalent causant de MPI era el serotip 3 (19.1%, 31 pacients). El serotip 1 i el serotip
19A es van detectar en 34 (20.9%) i 14 (9.2%) episodis, respectivament. A destacar,
63 (38.9%) pacients estaven infectats amb altres serotips diferents dels 24 serotips
testats amb la PCR en temps real (1, 5, 19A, 19F/B/C, 14, 15B/C, 3, 7F/A, 4, 6A, 6B, 8,
9V/A/IN/L, 18C/B, 23A, 23F).
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5.1.5 Diferéncies en la distribucio de serotips d’acord amb la terapia
antibiotica prévia i la técnica microbiologica utilitzada pel
diagnostic

Del total de pacients estudiats, 83 (32.3%) havien rebut tractament antibiotic previ. En
aquest grup de pacients, només 13 (15.3%) van mostrar resultats positius en el cultiu
microbioldgic mentre que en 172 (66.9%) pacients sense terapia antibidtica prévia el
cultiu va ser positiu en 72 (41.9%) dells. Aquesta diferéncia és estadisticament
significativa (p<0.000). En dos pacients, la informacio sobre la terapia antibiotica prévia

no estava disponible.

Es van detectar diferéncies significatives (p=0.02) en la distribucié de serotips en els
pacients exposats a terapia antibidtica prévia d’acord amb la técnica microbiologica
utilitzada per al diagnostic (Taula 26). Del total de pacients que havien rebut terapia
antibiotica préevia i diagnosticats per cultiu (n=13), el principal serotip detectat era el
serotip 19A (6 mostres, 46.2%) seguit dels serotips 1 i 5 (2 mostres, 15.4% per cada
serotip). No obstant, entre el total de pacients exposats a terapia antibidtica prévia i
diagnosticats per PCR en temps real (n=70), el ranquing de serotips detectats era el
serotip 1 (14 mostres, 20.0%), el serotip 3 (12 mostres, 17.1%) i el serotip 19A (7
mostes, 10%) (p=0.02).

En el grup de pacients no exposats a terapia antibidtica prévia amb cultiu positiu (n=72
pacients), el serotip 1 era el més frequent (21 mostres, 29.2%) seguit del serotip 19A
(16 mostres, 22.2%) i el serotip 7F (7 mostres, 9.7%). Pel contrari, en els 100 episodis
dels pacients sense exposicid prévia a antibiotics i diagnosticats només per PCR en
temps real, els principals serotips detectats eren el serotip 1 (20 mostres, 20%), seguit
del serotip 3 (19 mostres, 19%) i el serotip 19A (9 mostres, 9%) (p=0.02).
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Pacients exposats a terapia Pacients no exposats a terapia
antibiotica préevia antibiotica préevia
n (%) n (%)
Pacients Pacients Pacients Pacients
Serotips diagnosticats per  diagnosticats per diagnosticats per diagnosticats per
cultiu PCR cultiu PCR
1 2 (15.4) 14 (20) 21 (29.2) 20 (20)
19A 6 (46.2) 7 (10) 16 (22.2) 9(9)
5 2 (15.4) 1(1.4) 3(4.2) 0 (0.0)
3 0 (0.0) 12 (17.1) 6 (8.3) 19 (19)
T7F 1(7.6) 5(7.1) 7(9.7) 5(5)
14 0 (0.0) 2(2.9) 3(4.2) 5(5)
6A 0 (0.0) 1(1.4) 2(2.8) 1(1)
19F 0 (0.0) 0 (0.0) 3(4.2) 0 (0.0)
23F 0 (0.0) 0(0.0) 2(2.8) 0 (0.0)
9V 0 (0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 2 (2)
15C 0 (0.0) 0(0.0) 1(1.4) 0 (0.0)
18C 0 (0.0) 0 (0.0) 1(1.4) 0 (0.0)
. :r';';?:’s 2 (15.4) 28 (40) 7 (9.45) 39 (39)
Total 13 (100) 70 (100) 72 (100) 100 (100)

a Altres serotips: Correspon a la resta de serotips no detectats per PCR en temps real (1, 5, 19A,
19F/B/C, 14, 15B/C, 3, 7TF/A, 4, 6A, 6B, 8, 9V/A/N/L, 18C/B, 23A, 23F).

Taula 26. Distribucié de serotips d’acord a I'exposicioé prévia a terapia antibiotica i la técnica
microbiologica utilitzada per al diagnostic dels pacients estudiats.
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5.2 Estudi 2:

5.2.1 Soques control

RESULTATS

D’acord amb el procediment explicat en l'apartat 4.2.4.1 sobre la preparacié de les

soques control a partir de les dilucions decimals de les suspensions de cadascuna de

les soques inoculades en sang humana procedent d’individus voluntaris, a la taula 27

es mostra el resultat de la PCR en temps real dels gens especifics per a detectar el

serotip de les mostres de sang inoculades en paper de filtre (DBS) i de la sang en

fresc de les diferents dilucions 1:10.

(A) Dried-blood spot (DBS)

Dilucié

A
B
C

Dilucié

A

B
C

Concentracié en sang
UFC/ml

100000

10000

1000

Concentracié en sang

UFC/ml
100000
10000
1000

(B) Sang en fresc

Dilucié

A
B
C

Dilucié

A
B
C

Concentracié en sang
UFC/ml

100000

10000

1000

Concentracié en sang
UFC/ml

100000

10000

1000

POS
POS
POS

6B

POS
POS
POS

POS
POS
POS

6B

POS
POS
POS

POS
POS
POS

POS
POS
Ct>40

POS
POS
POS

8

POS
POS
POS

19A
POS
POS
POS

9N

POS
POS
POS

19A
POS
POS
POS

9N

POS
POS
POS

19F

POS
POS
POS

18C

POS
POS
POS

19F

POS
POS
POS

18C

POS
POS
POS

Serotip
14
POS
POS
POS

Serotip

23A
POS
POS
POS

Serotip
14
POS
POS
POS

Serotip
23A
POS
POS
POS

3 7F
POS POS
POS POS
POS POS
23F
POS
POS
POS
3 7F
POS POS
POS POS
Ct>40 POS
23F
POS
POS
POS

4 6A

POS POS
POS POS
POS Ct>40

4 6A

POS POS
POS POS
POS POS

Taula 27. Resultat de la PCR en temps real dels gens especifics per a detectar el serotip de les
mostres (A) de sang inoculades en paper de filtre (DBS) i de la sang (B) en fresc de les

dilucions 1:10. Nota: POS, Positiu; Ct>40; Detecci6 en un Ct superior a 40.
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A la taula 28 es mostra la sensibilitat de la PCR en temps real dels gens de la
pneumolisina (ply), el gen capsular wzg i els gens especifics per a detectar el serotip
de les mostres de sang inoculades en paper de filtre (DBS) i de la sang en fresc de les
dilucions seriades de les 15 soques control.

Dilucions seriades detectades
(CFU equivalents / reaccié PCR)

Sang en fresc  Dried Blood Spot

Gen ply 1.10'-1.10° 1.10"-1.10°
Gen wzg 1.10'-1.10° 1.10'-1.10°
Serotip 1 1.10'-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 5 1.10'-1.10° 1.10'-1.10°
Serotip 19A 1.10'-1.10° 1.10'-1.10°
Serotip 19F/B/C 1.10"-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 14 1.10'-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 3 1.10°-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 7F/A 1.10'-1.10° 1.10'-1.10°
Serotip 4 1.10'-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 6A 1.10'-1.10° 1.10%1.10°
Serotip 6B 1.10"-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 8 1.10'-1.10° 1.10%1.10°
Serotip 9N 1.10"-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 18C 1.10'-1.10° 1.10'-1.10°
Serotip 23A 1.10'-1.10° 1.10"-1.10°
Serotip 23F 1.10'-1.10° 1.10'-1.10°

10 UFC equivalent / reacciéo PCR = 1000 UFC equivalent / ml de sang

Taula 28. Sensibilitat de la PCR en temps real dels gens de la pneumolisina (ply), el gen
capsular wzg i els gens especifics per a detectar el serotip de les mostres de sang inoculades
en paper de filtre (DBS) i de la sang en fresc de les dilucions seriades de les 15 soques control.

5.2.2 Distribuciéo de serotips en una poblacié de pacients pediatrics

atesos en un hospital de Sierra Leone.

En referéncia als 25 pacients (11 nenes, 14 nens) pediatrics de Sierra Leone amb
sospita de MPI atesos a I'hospital St. John of God, la mitjana d’edat era de 25.7 mesos
(rang de 15 dies a 96 mesos) i tots ells tenien un sospita de MPI (febre sense focus o

pneumonia). Setze dels 25 pacients estaven infectats amb malaria.

Del total de mostres estudiades, un 60% van mostrar un resultat positiu en la PCR en
temps real dels gens de la pneumolisina (ply) i wzg, per tant, es van considerar casos

confirmats de MPI.
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Les mostres amb un resultat positiu pels gens de la ply i el wzg es van serotipar
mitjangant la PCR multiplex a temps real. En 6 de les 15 mostres positives es va
detectar un serotip inclos a la vacuna PCV13: 3, 7FA, 19A, 6A, 6B, 9VANL. Les 9
mostres restants amb un resultat positiu pels gens de la ply i el wzg no es van poder

serotipar mitjancant la PCR en temps real (Figura 23).

H Serotip 3

M Serotip 7FA

M Serotip 19A

H Serotip 6A

M Serotip 6B

i Serotip 9VANL

i Altres Serotips

Figura 23. Resultat del serotipat de les 15 mostres de sang seca positives per S. pneumoniae.
Altres serotips: Correspon a la resta de serotips no detectats per PCR en temps real (1, 5, 19A,
19F/B/C, 14, 15B/C, 3, 7TF/A, 4, 6A, 6B, 8, 9V/A/N/L, 18C/B, 23A, 23F).
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5.3 Estudi 3

5.3.1 Prevalenca de psrP en es aillats clinics de pacients amb MPI i de

portadors sans

D’un total de 358 soques invasives disponibles a la nostra col-leccié durant el periode
d’estudi, 6 soques no van ser viables i es van excloure de I'estudi. Per tant, es van
estudiar un total de 352 soques invasives i 89 soques aillades de portadors sans (total

de 441 soques).

A la taula 29 es mostra la prevalenga de psrP en les soques de pneumococ d’acord

amb el diagnostic clinic, el serotip i el tipus clonal estudiat.

Es va detectar el psrP en 231 (52.4%) de les soques de pneumococ estudiades. No es
van observar diferéncies significatives en comparar la prevalenca de psrP en les
soques de portadors (43 de 89 soques; 48.3%) amb les soques invasives (188 de 352
soques; 53.4%) (p=0.4). No obstant, es va observar una forta tendéncia quan es va
comparar la prevalenca de psrP en les soques aillades de pacients amb pneumonia
(125 de 209 soques; 59.8%) amb els portadors sans (p=0.067). La prevalenca més
baixa de psrP es va trobar en les soques aillades de nens amb bacteriémia (29 de 76
soques; 38.2%).

Del total de pacients amb pneumonia, es va detectar psrP en 62 de 104 (59.6%)
soques causants de pneumonia no complicada (versus soques colonitzants; p=0.1) i
en 63 de 105 (60%) de les soques aillades de pacients amb empiema parapneumonic
(versus soques colonitzants; P=0.19). Aquest fet, d’acord amb el paper del psrP com a
adhesina de les cél-lules pulmonars, psrP és més freqlent en les soques aillades de
pacients amb pneumonia que en soques aillades de portadors sans, tot i que no de
manera estadisticament significativa, s’observa una major prevalenga en les soques
aillades de pacients amb pneumonia que en aquelles causants de bacteriémia
(p=0.001). Es va observar una distribucié de psrP depenent de I'edat en les mostres
cliniques de pacients amb MPI. Es va detectar psrP en 76 de 175 (46.1%) de les
soques aillades en nens amb MPI menors de 24 mesos, mentre que en nens més

grans, aquesta ratio era significativament superior: 112 de 187 (59.9%) (p=0.001).
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Serotip Tipus clonal
Grup estudi i N soques Principal N soques Principal ST N soques
diagnostic positives serotip positives positives
clinic psrPIN total psrPIN total psrPIN total
soques (%) soques (%) soques (%)
Pacients MPI 188/352 1 84/104 (80.8) CC306 82/82 (100)
(53.4) ST304 1/18 (5.5)
Pneumonia 125/209 19A 15/36(41.7) CC320 2/9 (22.2)
(59.8) ST2013 2/7 (28.5)
ST1201 5/5 (100)
5 15/20 (75) CC289 15/20 (75)
T7F 2/13 (15.3) ST191 2/12 (16.6)
Altres® 9/36 (25)
Bacteriémia 29/76 (3.2) 19A 12/20 (60) ST1201 7/7 (100)
ST320 0/4 (0)
7F 0/9 (0) ST191 0/9 (0)
14 0/5 (0) CC156 0/2 (0)
19F 3/5 (60) cc177 2/2 (100)
Altres® 14/37 (37.8)
Meningitis 25/49 (51) 19A 5/8 (62.5) CC199 2/2 (100)
CC230 0/2 (100)
19F 4/5 (80) cc177 2/2 (100)
6A 2/4 (50) ST1692 1/2 (50)
7F 1/3 (33.3) ST191 1/3 (33.3)
Altres® 13/29 (44.8)
Altres 9/18 (50) 19A 2/4 (50) CC230 0/1 (0)
sindromes ST320 0/1 (0)
clinics® 1 2/2 (100) CC306 2/2 (100)
19F 1/2 (50) ST2948 1/1 (100)
23F 0/2 (0) ST109 0/1 (0)
Altres® 4/8 (50)
Portadors 43/89 (48.3) 19A 6/9 (66.6) CC199 2/2 (100)
sans CC202 1/2 (50)
6A 6/9 (66.6) CCo7 1/1 (100)
ST1143 1/1 (100)
19F 5/7 (71.4) Ccc177 2/2 (100)
15B 4/6 (66.7) ST101 1/2 (50)
23B 1/6 (16.7) ST2372 0/1 (0)
6B 2/5 (40) ST386 1/1 (100)
9V 1/5 (20) CC156 0/1 (0)
Altres' 18/42 (42.8)

a Altres serotips en pneumonia: S14 (n=9); S3 (n=6); S24F/B (n=6);, S6A (n=3);, S6B (n=3); S9V (n=3); i
S10A, S15B, S18C, S2, S38, i S4 (n=1 de cada).

b Altres serotips en bacteriemia: S1 (n=4); S3 (n=4); S5 (n=4); 23B (n=3); S38 (n=3); S6A (n=3); S10A
(n=2); S15B (n=2); S23F (n=2); S34 (n=2); i S12F, S18C, S21, S22F, S24F, S27, S35B, i S4 (n=1 de
cada).

¢ Altres serotips en meningitis: S15C, S18C, S22, S23B, S23F, S3, S5, S6BS, i 24F (n=2 de cada) i S1,
S10A, S12F, S13, S14, S15A, S16, S16F, S27, S31, i S9N (n=1 de cada).

d Altres sindromes clinics: artritis (n=11), apendicitis (n=>5), pericarditis (n=1), i peritonitis (n =1).

e Altres serotips en altres sindromes clinics: S14, S28, S35B, S38, S4, S5, S6A, i S7F (n=1 de cada).

f Altres serotips en portadors sans: S21 (n=4); S23F (n= 4); S10A (n=3); S15A (n= 3); S23A (n= 3); S3
(n=3); S1 (n=2); S15C (n=2); S24 (n= 2); S29 (n= 2); S35B (n =2); S37 (n=2); i S10, S11, S16, S17, S28,
S31, 838, S37, 7F, i 9N (n=1 de cada).

Taula 29. Prevalenga de psrP en soques de pneumococ aillades en pacients amb MPI i en
portadors sans.
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Especificament, la prevalenca de psrP en els aillats de pneumonia de nens menors de
24 mesos era del 49.3% (36 de 73 soques) i en soques de nens més gran sera del
65.4% (89 de 136 soques) (p=0.02). A més a més, en soques aillades de pacients més
grans, aquesta prevalenga de psrP del 65.4% era significativament superior que en les
soques aillades de pacients amb MPI perd amb una altra manifestacioé clinica diferent
de la pneumonia (56 de 116; 48.3%; p=0.006) i que en les soques de portadors (33 de
65; 56.8%; p=0.04).

5.3.2 Prevalencga de psrP d’acord amb el serotip.

Un total de 37 serotips diferents es van detectar entre les soques aillades de pacients
amb MPI i 29 entre els portadors sans. Es van observar diferéncies significatives en la
prevalenca de psrP d’acord amb el serotip de les soques (p<0.0001). La figura 24
mostra la distribucié de psrP d’acord amb el serotip (es mostren els serotips detectats
en més de 5 soques). En alguns serotips epidémics, es va detectar psrP en un
percentatge molt elevat, com el serotip 1 (91 de 113 soques; 80.5%) i el serotip 5 (22
de 27 soques; 81.5%). Pel contrari, en altres serotips es va detectar psrP en un
percentatge molt baix, com el serotip 3 (2 de 15 soques; 13.3%), el serotip 7F (4 de 27
soques; 14.8%) i el serotip 14 (1 de 16 soques; 6.3%). La prevalenca de psrP en el
serotip 19A, un serotip emergent en I'area geografica on es van recollir les mostres

incloses en l'estudi, era del 51.9% (40 de 77 soques).
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Figura 24. Prevalenga de psrP d’acord amb el serotip en grups de més de cinc aillats.
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Cal destacar, que la prevalenca de psrP en els serotips inclosos a la vacuna PCV7 (26
de 70 soques; 37.1%) era significativament menor que en els serotips no vacunals
(205 de 371 soques; 55.3%) (p=0.006). Pel contrari, en el context de les noves
vacunes conjugades PCV10 i PCV13, la diferéncia entre els serotips vacunals i no
vacunals va canviar. Per exemple, en la vacuna PCV10, un percentatge elevat de psrP
es va detectar en els tipus vacunals 143 de 237 (60.3%) respecte els serotips no
inclosos a la vacuna, 88 de 204 (43.1%) (P<0.0001). En el cas de la vacuna PCV13,
es va detectar psrP en 195 de 349 (55.9%) de les soques dels serotips inclosos a la
PCV13ien 36 de 92 (39.1%) del serotips no inclosos (p=0.004).

5.3.3 Prevalenca de psrP d’acord amb la sensibilitat antibiotica de les

soques

Es va estudiar la sensibilitat antibidtica de 432 soques del total de 441 soques
estudiades (98%). En general, es va observar una correlacio positiva en la prevalenga
de psrP i la sensibilitat antibidtica. La prevalengca de psrP en les soques sensibles a
penicil-lina en nens amb MPI era del 64.5% (171 de 265 soques) mentre que era
només del 15.2 % (12 de 79 soques) en les soques no sensibles (p<0.0001). El mateix
patré s’observa per la cefotaxima, tetraciclina i eritromicina (Taula 30). psrP era absent
en gairebé totes les soques amb elevada resisténcia a penicil-lina o cefotaxima, es va
detectar psrP només en 2 (10%) de 20 soques amb una CMI de penicil-lina superior o
igual a 2ug/ml i en cap de les 6 soques amb una CMI de cefotaxima superior o igual a
2ug/ml. No es van observar diferéncies significatives en la prevalenga de psrP d’acord

amb les sensibilitats antibiotiques de les soques aillades de portadors nasofaringis.

5.3.4 Prevalencga de psrP d’acord amb el tipus clonal

Es va realitzar I'estudi clonal del 84% de les soques incloses a I'estudi (372 de 441
soques). Es va detectar un total de 94 ST diferents que es van agrupar en 17
complexes clonals i 52 SLVs. La prevalenga general de psrP a la col-leccié era del
54.8% (204 de 372).

Es va observar una diferéncia significativa en la prevalenga de psrP d’acord amb el
tipus clonal (p<0.0001). La preséncia o abséencia de psrP estava estretament
relacionada amb un genotip en concret i no amb el serotip. La figura 25 mostra la
frequéncia relativa de psrP entre els genotips detectats en més de 5 soques. En
general, es va detectar psrP en les 89 soques (100%) corresponents al CC306 (totes

les soques expressaven un serotip 1) i pel contrari, era absent en el 18 de 19 soques
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(5.3%) del serotip 1 pertanyents al ST304. De forma similar, totes les 15 soques
pertanyents al ST1201 i totes les soques del CC199 (totes expressant el serotip 19A)
eren positives per psrP. Pel contrari, el 100% de les 9 soques serotip 19A pertanyents
al clon multiresistent ST320 i el 87% de les 23 soques pertanyents al complex clonal
multiresitent CC320 (16 soques de serotip 19A i 7 del serogrup 24) eren negatives per
psrP. Altres clons amb una elevada prevalenca de psrP eren el CC177 (7 de 7 soques)
i el CC289 (21 de 26 soques).

Grup d’estudi, antibiotic i n soques positives psrP/n P
CwMmI total soques (%)

MPI

Penicil-lina

CMI<0.06 pg/ml 171/265 (64.5) <0.000
CMI=0.12 pg/ml 12/79 (15.2)

Cefotaxima

CMI=<0.5 pg/ml 180/307 (58.6) <0.000
CMI=1 pg/ml 3/31 (9.7)

CMI=2 pg/ml 0/6 (0)

Eritromicina

CMI=0.25 ug/ml 162/267 (60.7) <0.000
CMI=0.5 pg/mi 0/0

CMI=1 ug/ml 21/77 (27.3)

Tetraciclina

CMI<2 ug/ml 160/262 (61.1) <0.000
CMI=4 ug/ml 1/1

CMI=8 pg/ml 21/78 (26.9)

Portadors sans

Penicil-lina 33/61 (54.1)

CMI=<0.06 ug/ml 9/27 (33.3) 0.10
CMI=0.12 ug/ml

Cefotaxima

CMI=<0.5 pg/ml 38/76 (50) 0.49
CMI=1 pg/ml 3/10 (30)

CMI=2 pg/ml 1/2 (50)

Eritromicina

CMI<0.25 pg/ml 30/62 (48.4) 1
CMI=0.5 pg/ml 0/0

CMIz1 pg/ml 12/26 (46.2)

Tetraciclina

CMI<2 ug/ml 34/65 (52.3) 0.22
CMI=4 pg/ml 0/0

CMI=8 pg/ml 8/23 (34.8)

Taula 30. Prevalenga de psrP d’acord amb la resisténcia antibidtica (punts de tall meningis) en
les soques aillades amb pacients amb MPI i en portadors sans.
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Figura 25. Prevalenca de psrP d’acord amb el tipus clonal en grups de més de cinc aillats.
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5.4 Resultats addicionals

Del total de 461 soques de pneumococ aillades en pacients amb MPI disponibles a la
nostra col-leccié durant el periode d’estudi, tres no es van poder recuperar i es van
excloure de l'estudi. Per tant, es van incloure un total de 458 soques invasives i 89

soques aillades de portadors nasofaringis sans (total de 547 soques).

Les sindromes cliniques van ser: 257 pneumonies (111 d'ells amb empiema), 114
bacteriémies, 68 meningitis, 13 artritis, 4 apendicitis,1 peritonitis i 1 pericarditis. Els
serotips més freqlients detectats entre les soques aillades de pacients amb MPI eren
els serotips 1 (n=134),19A (n=84), 7F (n=35), 5 (n=34) i 14 (n=19). Entre els portadors,
els serotips més freqients detectats van ser el serotip 19A (n=9),
6A (n=9), 19F (n=7), 15B (n=6) i 23B (n=6).

Entre les soques aillades de pacients amb MPI, la prevalenca del serotips inclosos a
les vacunes comercialitzades PCV7, PCV10 i PCV13 era del 14.2% (65 soques),
58.3% (267 soques) i 83.6% (383 soques), respectivament. La prevalenga dels
serotips inclosos en aquestes tres vacunes entre les soques aillades de portadors
sans era del 23.6% (21 soques), 27% (24 soques) i 50.6% (45 soques).

Respecte a les propietats clonals els clons més frequients detectat entre les soques
invasives eren ST306 (n=107), ST191 (n=31), ST1223 (n=25), ST304 (n=22), ST276
(n=17). En els portadors es va detectar una gran varietat de clons (56 clons diferents
en 89 soques), el més freqlent el ST2372 (n=5), ST97 (n=4), ST42 (n=3), ST180
(n=3), ST838 (n=3) i ST2690 (n=3).

L’'estudi de sensibilitat antibiotica es va realitzar en 543 de 547 soques amb 134
(24.5%) soques que presentaven sensibilitat disminuida a penicil-lina (CMI=012). El
percentatge de soques amb sensibilitat disminuida a penicil-lina era del 23.4% (107 de
454 soques) entre les soques invasives i del 30.3% (27 de 89 soques) entre els

portadors sans.

5.4.1 Prevalencga general de pcpA, psrP i pilus-1.

La prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 en les 547 soques de la col-leccié estudiada era
del 92.7%, 51.2% i 15%, respectivament, sense diferéncies significatives entre les
soques invasives i les soques dels portadors sans: per pcpA 92.8% versus 92.1%;
p=0.8, per psrP 51.7% versus 48.3%; p=0.5 i pel pilus-1 14.4% versus 18%; p=0.3,

respectivament. Donada I'elevada prevalenga de pcpA, la cobertura potencial de com
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a minim una proteina en una vacuna proteica multivalent incloent aquests tres
candidats seria: 96.5% entre les soques invasives (442 de 458 soques) i 94.4% entre
els portadors (84 de 89 soques). La figura 26 mostra la prevalenca de cada proteina
per separat i en combinaci® en almenys una de les combinacions especifiques
(PcpA/Psrp/Pilus-1, PcpA/PsrP, PcpA/Pilus-1 i PsrP/Pilus-1). En particular, a la figura
27 es mostra que el 96% de les soques aillades de pacients amb MPI contenien dues
de les tres proteines, i en el cas de les soques aillades de portadors, el 92%. De la
mateixa manera, el 6% de totes les soques contenien les tres proteines (el 4% i 8% de
les soques invasives i de portadors, respectivament). Aixi, la majoria del pacients
vacunats amb una vacuna composta d’aquets tres antigens tindria anticossos per

almenys dues de les tres proteines.
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i A/PsrP PcpA/Pilu | PsrP/Pil .
CpA/Psr cpA/Pilu | PsrP/Pilus .
JPilus-1 PcpA/PsrP o1 1 PcpA PsrP Pilus-1
= MPI 96,5 95,4 94,8 67,5 92,8 51,7 14,4
Portadors 94,4 94,4 93,3 56,5 92,1 48,3 18

*Entre les combinacions, els aillament amb almenys una de les tres proteines

Figura 26. Prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1.
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(A) MPI

M PsrP/PcpA/Pilus-1  m PcpA/PsrP m PsrP/Pilus-1  m PcpA/Pilus-1

72%

6%
18%

(B) Portadors

M PsrP/PcpA/Pilus-1  mPcpA/PsrP m PsrP/Pilus-1  m PcpA/Pilus-1

61%

9%
22%

Figura 27. Prevalenga de pcpA, psrP i pilus-1 de les soques que contenen les tres proteines i
dues de les possibles combinacions de proteines incloent PcpA/PsrP, PsrP/Pilus-1, PcpA/Pilus-
1 entre les soques aillades de pacients amb MPI (A) i en els portadors sans (B).

5.4.2 Prevalenga de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb la sindrome clinica i
la sensibilitat antibiotica.

La prevalenga de PcpA entre totes les soques era massa elevada per poder establir
qualsevol tipus de correlaci6 amb alguna condici6 clinica. Pel contrari, la prevalenca
de psrP era significativament superior en pacients amb pneumonia no complicada
(58.2%; p<0.001) o empiema (59.5%; p<0.001) que en nens amb bacterieémia (40.4%).
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Mentre que la prevalenga del pilus-1 era superior en pacients amb bacteriémia que en

pacients amb pneumonia complicada (22.8% versus 11.7%; p=0.03) (Figura 28).
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20 I I
0
PcpA PsrP Pilus-1
B Pneumonia no complicada
(n=146) 93,8 58,2 9,6
B Empiema (n=111) 94,6 59,5 11,7
I Bacteriemia/sepsia (n=114) 87,7 40,4 22,8
H Meningitis (n=68) 94,1 47,1 13,2
H Altres (n=9) 100 42,1 21,1

Figura 28. Prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb el sindrome clinic entre les soques
aillades de pacients amb MPI.

Agent antimicrobia PcpA PsrP Pilus-1
(o1 ]| n soques % % de Jo] % de Jo] % de p
positius positius positius
Penicil-lina
<0.06 409 75.3 90.2 <.000 62.6 <.000 8.8 <.000
>0.12 134 24.7 100 17.9 34.3
Cefotaxima
<05 482 88.8 91.7 0.01 56.4 <.000 9.3 <.000
=1 61 11.2 100 131 60.7
Eritromicina
<0.25 415 76.4 90.6 0.001 58.3 <.000 10.8 <.000
20.5 128 23.6 99.2 29.7 28.9
Tetraciclina*
<2 409 75.9 91.4 0.07 58.9 <.000 11.2 0.001
24 130 24 1 96.2 28.5 27.7
Cloramfenicol**
<4 515 95.2 92.8 0.4 50.7 0.02 15.7 0.09
28 26 4.8 88.5 73.1 3.8

L’estudi no va ser viable en quatre* i sis** soques

Taula 31. Prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb la sensibilitat antibiotica.
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També es van observar diferéncies estadisticament significatives en la prevalenca de
psrP i pilus-1 en funcié de I'agent antimicrobia testat (Taula 31). En general, psrP era
significativament més freqlient soques sensibles a penicil-lina, cefotaxima, eritromicina
i tetraciclina mentre que el pilus-1, i en certa manera pcpA, es va detectar amb més

freqliencia a les soques no-sensibles als agents antimicrobians testats.

5.4.3 Prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb el serotip i el clon.

La prevalenca d’aquestes tres proteines estava fortament associades a especifics
serotips i clons. La taula 32 mostra les diferéncies significatives en la prevalenga de
pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb el serotip. pcpA era molt prevalent en gairebé totes
els serotips, en excepcio del serotip 3. pcpA només es va detectar en 7 de 21 soques
(33.3%) versus en 500 de 526 (95.1%) soques corresponents a un serotip diferent del
3 (P<0.001). Per a determinats serotips la prevalenca de psrP era superior pero es va
produir en abséncia de pilus-1 i viceversa. Per exemple, la prevalenga de psrP entre
les 136 soques testades del serotip 1 era del 80.1% (109 soques) perd no es va
detectar pilus-1 en cap soca del serotip 1. Aquesta observacié també es va detectar en
el serotip 5 on es va detectar psrP en el 88.2% de les 34 soques perd no es va
detectar pilus-1. Pel contrari, la prevalenca de psrP en els serotips 14 i 6B era
significativament menor que el pilus-1, 5.3% versus 84.2%, entre les soques del
serotip 14 (n=19) i 35.7% versus 57.1% entre les soques del serotip 6B (n=14). Altres
serotips on no es va detectar pilus-1 eren el serotip 7F (cap de les 36 soques) i el
serotip 3 (cap de les 21 soques). La prevalenca de psrP era molt baixa en aquests

serotips (11.1% pel serotip 7F i 9.5% pel serotip 3).

Una altra observacié és que psrP era significativament més freqient en aquells
serotips amb elevat potencial invasiu que en aquells amb un baix potencial invasiu;
58.7% versus 39.1%; p<0.001. La prevalengca de pcpA era també més elevada en
aquells serotips amb elevat potencial invasiu 95.6% versus 87.5%; p=0.01. La
distribucié de pilus-1 era similar en els serotips amb elevat i baix potencial invasiu,
16.1% versus 13.6%; p=0.4). Considerant només les soques sensibles a penicil-lina, la
prevalenca de psrP entre el serotips amb elevat i baix potencial invasiu era diferent,
72.3% versus 44.9%; p<0.001. La distribucié de pcpA entre les soques sensibles era
també superior en les serotips invasius respecte els no invasius (94.3% versus 81.9%;
p=0.01). La prevalenca de pilus-1 era superior en les soques sensibles a penicil-lina

expressant serotips amb baix potencial invasiu (13.4% versus 6.4%; p=0.02).
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Serotip n soques PcpA % positius PsrP % positius Pilus % positius
positius PcpA positius PsrP positius Pilus

1 136 132 97 1 109 80,1 0 0,0

7F 36 36 100,0 4 11,1 0 0,0

6A 22 21 95,5 11 50,0 4 18,2

22 2 2 100,0 1 50,0 0 0,0

6C 1 1 100,0 0 0,0 0 0,0

100,0

100,0

47 1 1 100,0 0 0,0 1 100,0

17 1 1 100,0 0 0,0 0 0,0

100,0

8 1 1 100,0 0 0,0 0 0,0

Taula 32. Prevalenca de pcpA, psrp i pilus1 d’acord amb la distribucié de serotips.
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La figura 29 mostra la prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb els serotips
inclosos a les vacunes comercialitzades PCV7, PCV10 i PCV13. Es va detectar amb
més freqliéncia psrP entre els serotips inclosos a PCV7 respecte als serotips no
inclosos (50% versus 8.5%; p<0.01). Pel contrari, es va detectar PsrP en el 53.8% de
les soques amb serotips no inclosos a PCV7 i en el 37.2% de les soques amb serotips

inclosos (p=0.005).

W PCV7 (n=86) mPCV10(n=292) = PCV13 (n=428)

93,0% 945% g 19

59,9%
54,2%
50,0%
37,2%
14,7% 17,1%
PcpA PsrP Pilus-1

Figura 29. Prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb els serotips inclosos a les actuals
vacunes conjugades PCV7, PCV10 i PCV13.

També es van observar diferéncies significatives en la prevalenca d’aquestes tres
proteines d’acord amb el tipus clonal expressant el mateix serotip (Taula 33). Es va
detectar psrP en gairebé totes les soques ST306 (106 de 109 soques; 97.2%) mentre
que gairebé en cap de les soques ST304 (1 de 22 soques; 4.5%). No es va detectar
pilus-1 en cap d’aquests tipus clonals. EI mateix fenomen es va observar amb el clon
sensible a penicil-lina ST1201: totes les soques amb aquest ST (n=19) presentaven
psrP perd cap pilus-1. |, tot el contrari, en el ST320, totes les soques (n=16)
presentaven pilus-1 perd cap psrP. Incloent pcpA, amb la seva elevada prevalenca en
tota la col-leccié estudiada, es van observar diferéncies significatives d’acord amb el
tipus clonar en soques expressant el mateix serotip. Per exemple, entre les soques de
serotip 3, es va detectar pcpA en el 100% de les soques amb ST260, ST1220, ST1377
o0 ST2590 (6 soques) mentre que només en el 6.6% de les soques amb ST180 (1 de

15 soques).
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191
1223
304
1201
276
320
180
156
2013
2372
97
289
63
4677
2100
1167
838
230
202
199
113
42
1262
433
416
386
90
81
30
2690
1684
1143
310
280
224
193
101
72

n soques

109
32
25
22
19
18
16
15
13
13
12
11
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% positius
PcpA
98,2
100,0
92,0
100,0
94,7
100,0
100,0

6,7
100,0
100,0
100,0
100,0
50,0
100,0
100,0
100,0
16,7
100,0
100,0
83,3
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
75,0
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100,0
100,0
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0,0
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100,0
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3
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1
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% positius
PsrP
97,2

9,4
84,0
45
100,0
16,7
0,0
6,7
0,0
15,4
16,7
18,2
100,0
28,6
0,0
16,7
100,0
0,0
0,0
33,3
100,0
100,0
80,0
100,0
25,0
100,0
25,0
0,0
100,0
100,0
33,3
0,0
100,0
0,0
100,0
0,0
100,0
66,7
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Pilus
positius
0

O O O oo
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% positius
Pilus
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0
0,0
100,0
0,0
8,3
9,1
0,0
0,0
0,0
0,0
83,3
100,0
0,0
83,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
25,0
50,0
100,0
0,0
0,0
0,0
0,0
33,3
100,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Altres ST detectats en dues soques: ST62, ST109, ST162, ST177, ST338, ST393, ST439, ST447, ST558,
ST989, ST1011, ST1220, ST1377, ST1624, ST1692, ST2611, ST2948, ST4310, ST4828, ST5223,

ST5740

En una soca: ST9, ST66, ST88, ST94, ST110, ST124, ST143, ST176, ST179, ST205, ST217, ST228,
ST245, ST260,ST274, ST311, ST315, ST327, ST343, ST392, ST404, ST425, ST446, ST450, ST460,
ST494, ST557, ST614, ST876, ST994, ST1012, ST1064, ST1264, ST1475, ST1504, ST1577, ST1589,
ST1611, ST1664, ST1844, ST1848, ST2319, ST2333, ST2376, ST2377, ST2467, ST2557, ST2590,
ST2592, ST2594, ST2595, ST2618, ST2946, ST2947, ST2949, ST3254, ST3259, ST3436, ST3437,
ST3438, ST3490, ST3609, ST3787, ST4306, ST4676, ST4796, ST4826, ST4832, ST4834, ST5224,
ST5741, ST5825, ST5829, ST6006, ST6040, ST6394, ST6518, ST6519.

Taula 33. Prevalenca de pcpA, psrP i pilus-1 d’acord amb el tipus clonal.
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5.5 ANNEX DE RESULTATS

En el transcurs d’aquesta Tesi doctoral, la doctoranda ha participat en diferents
projectes d’investigacié estretament relacionats amb els tres articles publicats en que

es basa aquest treball i que també han donat lloc a la publicacié d’articles.

De Sevilla MF, Garcia JJ, Esteva C, Moraga F, Hernandez S, Selva L, Coll F, Ciruela P, Planes AM,
Codina G, Salleras L, Jordan |, Dominguez A, Mufoz-Almagro C. Clinical Presentation of Invasive

Pneumococcal Disease in Spain in the Era of Heptavalent Conjugate Vaccine Pediatr Infect Dis J 2011
o Veure article a I'annex 5

Dominguez A, Ciruela P, Garcia JJ, Moraga F, F de Sevilla M, Selva L, Coll F, Mufioz-Almagro C, Planes
AM, Codina G, Jordan |, Esteva C, Hernandez S, Soldevila N, Cardefiosa N, Batalla J, Salleras L.
Effectiveness of 7-valent pneumococcal conjugate vaccine in the prevention of invasive pneumococcal
disease in children aged 7 to 59 months. A matched case-control study. Vaccine 2011; 29(48): 9020-5.

o Veure article a 'annex 6

Esteva C, Selva L, de Sevilla MF, Garcia-Garcia JJ, Pallarés R, Mufioz-Almagro C. Streptococcus
pneumoniae serotype 1 causing invasive disease among children in Barcelona over a 20-year period
(1989-2008). Clin Microbiol Infect 2011; 17(9): 1441-4.

o Veure article a 'annex 7

Mufioz-Almagro C, Ciruela P, Esteva C, Marco F, Navarro M, Bartolome R, Sauca G, Gallés C, Morta M,
Ballester F, Raga X, Selva L; Catalan study group of invasive pneumococcal disease. Serotypes and
clones causing invasive pneumococcal disease before the use of new conjugate vaccines in Catalonia,
Spain. J Infect 2011; 63(2):151-62.

o Veure article a 'annex 8

Mufioz-Almagro C, Gala S, Selva L, Jordan |, Tarrago D, Pallarés R. DNA Bacterial Load in Children with
Pneumococcal Pneumonia and Empyema. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2011; 30(3):327-35.

o Veure article a 'annex 9

Mufioz-Almagro C, Selva L, Pallarés R. Influence of pneumococcal Vaccine on the Incidence of
Empyema. Current Opinion in Pulmonary Medicine 2010; 16(4): 394-398.

o Veure article a 'annex 10

Mufioz-Almagro C, Selva L, Fernandez de Sevilla M, Esteva C, Hernandez-Bou S, Morales B. Canvis en

I'epidemiologia molecular del neumococ en el nostre medi Pediatria Catalana. 2010

o Veure article a I'annex 11
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pneumoniae in positive blood cultures by real-time polymerase chain reaction. Diagnostic Microbiology
and Infectious Disease 2010; 66(2):204-6.

o Veure article a 'annex 12

Mufioz-Almagro C, Esteva C, de Sevilla MF, Selva L, Gené A, Pallarés R. Emergence of invasive
pneumococcal disease caused by multidrug-resistant serotype 19A among children in Barcelona. Journal
of Infection 2009; 59(2):75-82.

o Veure article a 'annex 13
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DISCUSSIO

En aquesta tesi doctoral s’ha demostrat la utilitat de les técniques moleculars en el
diagnostic i caracteritzacié del pneumococ, amb especial referéncia, als paisos en vies
de desenvolupament mitjangant I'is d’un sistema econdmic i senzill per al transport de

mostres bioldgiques a temperatura ambient.

També s’ha demostrat que per considerar qualsevol antigen del pneumococ com a
candidat d’una nova generacié de vacunes proteiques, és necessari coneixer quina és
la prevalenca d’aquests determinats a la poblacid en els diferents clons i serotips de
Streptococcus pneumoniae; ja que s’ha relacionat la preséncia d’aquestes proteines

amb el tipus clonal de les soques que expressen el mateix serotip.

Tot i que el cultiu bacteria convencional segueix sent el métode de referéncia per a
I'aillament d’agents infecciosos, a partir d’'una varietat de mostres, en els darrers anys,
la deteccié de 'ADN de S. pneumoniae mitjangant la PCR s’ha aplicat amb éxit en la
identificacié del pneumococ (Resti et al. 2009; Le Monnier et al. 2006; Azzari et al.
2010). Un valor afegit que presenta la PCR, respecte altres métodes convencionals, és
que pot amplificar ’ADN del pneumococ en una fase inicial de la malaltia o bé en
aquells pacients que han estat préviament tractats i la carrega bacteriana és massa
baixa per ser detectada per cultiu. La técnica de PCR ha mostrat ser d’especial utilitat
en els pacients pediatrics, degut a la dificultat d’obtenir un volum adequat de mostra.
En el primer estudi, de la present tesi doctoral, es mostra que la proporcié de malaltia
pneumococcica invasiva diagnosticada només per PCR en temps real (cultiu negatiu)
era més del doble que la diagnosticada per cultiu. Com altres autors, hem constatat
increment en la sensibilitat era especialment elevat en el pacient que havia rebut

tractament antibiotic previ (Resti et al. 2009; Le Monnier et al. 2009).

L’increment del diagnostic microbiologic mitjangant I'is de la PCR és necessari, no

només per a una millor atencié al pacient, siné també per la vigilancia epidemioldgica
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de la malaltia pneumocodccica i I'avaluacié de I'impacte de les vacunes. Degut a que la
vigilancia de la MPI esdevé cara, requereix una infraestructura de laboratori
determinada, que sovint no esta disponible en els laboratoris dels paisos en vies de
desenvolupament. Per tant, sbn necessaris nous métodes més rapids, sensibles i
econdomics que permetin fer estudis a escala local. Els resultats del treball presentat
com a segon estudi d’aquesta tesi doctoral, mostren com la conservacié de mostres
bioldogiques en paper de filtre (dried-spot o DS) és un sistema molt Gtil per implantar
estudis de vigilancia epidemiologica, de la malaltia pneumococcica invasiva en paisos
on és dificil 'accés als sistemes tradicionals de serotipat. El serotipat molecular del
pneumococ realitzat en les mostres de DS ens permet conéixer els serotips circulants i
poder realitzar estudis de vigilancia epidemioldgica ja que les freqliéncies dels serotips
varien en funcié de I'area geografica. Amb aquest sistema, es poden fer estudis per
coneéixer quins sén els serotips causants de malaltia a Barcelona o bé en una altra
geografica, en aquest cas, Sierra Leone, i poder avaluar I'impacte de les vacunes

actuals.

La immunitzacié amb la vacuna antipneumocodccica conjugada heptavalent (PCV7) ha
produit canvis en les manifestacions cliniques de la malaltia i en la distribucié dels
principals serotips causants de MPI (Singleton et al. 2007; Mufioz-Almagro et al. 2008;
Lehmann et al. 2010). L’Gs de les técniques moleculars confirmen el recanvi de
serotips. Aquests canvis s’observen en els resultats del primer estudi on els nens
majors de 2 anys d'edat era el grup principal amb MPI tant per cultiu com per PCR.
Aquest fet també va ser detectat en estudis anteriors del nostre grup quan el cultiu
bacteria va ser I'Unic criteri microbioldgic per a la definici6 de MPI (Mufioz-Almagro et
al. 2008) i també es confirma en aquest estudi, en el grup de pacients diagnosticats
només per PCR. Una explicaci6 a aquest fet podria ser l'aparicié de serotips no
vacunals com el serotip 1, que es detecta, principalment, en nens més grans, aixi com
els bons resultats de la PCV7 contra els serotips detectats principalment en nens

menors de dos anys.

En relacio a la distribucié dels serotips dels pacients identificats per cultiu, els resultats
presentats en aquest treball sén similar a estudis realitzats per altres autors (Byington
et al. 2010; Weatherholtz et al. 2010; Picazo et al. 2011a). El serotip més freqiient en
els pacients identificats per cultiu és el serotip 1, aquest serotip també s’ha identificat
en altres regions d’Espanya (Picazo et al. 2011) i Portugal com al serotip més frequent.
Un estudi recent publicat pel nostre grup (Esteva et al. 2011), sobre el serotip 1
mostrava com la freqiiéncia del serotip 1 va augmentar de 1.2 episodis/100.000 nens
durant el periode 1999-2003 a 4.4 episodis/100.000 nens durant el periode 2004-2008.
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Marimon et al. (Marimon et al. 2009), en un estudi realitzat en pacients pediatrics al
Pais Basc, van reportar un augment en el nombre de casos de MPI causats pel serotip
1 després de la introduccié de PCV7. El serotip 1 é€s un dels serotips més prevalents
dels serotips invasius de S. pneumoniae i no és frequent aillar-lo en portadors
asimptomatics, fins i tot en les arees geografiques on és un dels principals serotips
causants de malaltia. No obstant aixo, a Portugal, Nunes et al. (Nunes et al. 2008) van
reportar una aparicié del serotip 1 entre els individus portadors sans portuguesos
després de 2003.

Després del serotip 1, en aquest estudi es mostra que els serotips més freqlients
detectats per cultiu van ser els serotips 19A i 7F. Diversos autors (Singleton et al.
2007; Kaplan et al. 2010; Mufioz-Almagro et al. 2009) han observat que el serotip 19A
és un serotip comu causant d’infeccions invasives per pneumococ en nens i que
moltes soques del serotip 19A, s’han associat a resisténcia a multiples farmacs (Moore
et al. 2009; Reinert et al. 2005; Picazo et al. 2011). A Estats Units, Philisvili et al.
(Philisvili et al. 2010) va reportar un increment de la incidéncia de MPI causada pel
serotip 19A, fet que també es va observar en alguns paisos europeus com Alemanya i
també a la nostra area geografica (Mufioz-Almagro et al. 2009). En un altre estudi
realitzat pel nostre grup (Mufioz-Almagro et al. 2009) sobre I'emergéncia de la MPI
causada pel serotip 19A concloia que comparant el periode prevacunal amb el periode
posterior a la introduccié de la vacuna s’havia produit un augment de la taxa de MPI
causada pel serotip 19A que estava relacionada amb I'emergéncia de clons
internacionals multiresistens com el ST320 i ST276. Els mateixos resultats també es
van observar a la comunitat de Madrid (Picazo et al. 2011b) en un estudi recent
realitzat en pacients pediatrics atesos en 22 hospitals durant el periode 2007-2009. Els
resultats de I'estudi de Picazo et al. (Picazo et al. 2011b) mostraven que el serotip 19A
era el més prevalent en les formes no-respiratories de MPI (meningitis i bacteriémia) i
que el 83% de les soques aillades corresponien als ST320 i ST276, resistents a
penicil-lina oral i eritromicina. En referéncia al serotip 7F, un estudi de vigilancia
epidemiologica realitzat a Alemanya (Imohl et al. 2010) mostrava que des de I'any
1992 el serotip 7F era estadisticament més frequent en el grup d’edat de nens menors
de 4 mesos que entre els individus d’altres grups d’edat. A Utah, el serotip 7F es va
reportar (Byington et al. 2010) com un dels quatre serotips més frequents associats a
empiema pneumonic en nens. A més, el serotip 7F s’ha associat a infeccio

pneumococcica greu o mortal en nens (Ruckinger et al. 2009)

Els serotips prevalents en els pacients identificats per cultiu també eren freqlients en

els pacients només detectats per PCR a temps real, perd es van trobar serotips
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addicionals identificats només per PCR en temps real que no es trobaven
freqientment en els episodis identificats per cultiu. En aquest estudi hem observat que
en l'ordre de classificacié dels serotips en pacients amb cultiu negatiu, el serotip 3 era
el segon serotip més frequient. Les dades sobre el serotip 3 sén heterogenies a la
literatura. El serotip 3 s'ha associat a malaltia invasiva en nens i adults (Hausdorff et al.
2000) i a majors taxes de mortalitat en comparacié amb altres serotips (Ruckinger et
al. 2009). A Espanya, un estudi realitzat per Obando et al. (Obando et al. 2008)
mostrava que el serotip 3 era un dels serotips més prevalents que causaven empiema
parapneumonic en pacients pediatrics i aquest serotip es va associar amb
complicacions més significatives que altres casos de empiema parapneumonic causats
per altres serotips. Bender et al. (Bender et al. 2010) en un estudi realitzat amb
pacients pediatrics a Utah, va reportar un increment de la incidéncia de la sindrome
hemolitic-urémica associada a S. pneumoniae relacionat amb el serotip 3. Igual que en
altres estudis previs (Obando et al. 2008) i en el present estudi s’ha observat que el
serotip 3 es detecta principalment per méetodes moleculars i €s menys freqlient en els
pacients identificats per cultiu. Segons aquestes dades, la PCR multiple a temps real
té el potencial per revelar una diferent distribucié dels serotips circulants a la poblacio
en comparacio amb el cultiu. Un estudi recent (Ogami et al. 2010) que comparava la
microbiologia convencional amb els métodes moleculars per a la deteccié diferéncies
en portadors sans i nens malalts va mostrar que la PCR a temps real era superior al
cultiu bacteria a I'hora d’identificar un major nombre de serotips de pneumococ en
ambdos grups de pacients, en el grup de pacients sans portadors del pneumococ a la

nasofaringe i els nens amb malaltia respiratoria.

Els resultats d'aquest primer treball presentat poden ser diferents dels obtinguts en
altres zones geografiques, amb un Us diferent de la vacuna PCV7 o amb una politica
diferent en I's dels antibidtics. Aquest estudi es va realitzar en una poblacié amb una
introducci6é de la vacuna PCV7 intermédia (al voltant del 50%), amb un Us intermig
d'antibidtics previs (32% dels nens van ser exposats als antibidtics) i només es van
incloure pacients hospitalitzats. A més, la preséncia d'un clon especific, com ara el
ST306 del serotip 1 a la nostra comunitat pot estar relacionat amb I'alta prevalenga de
pneumonia i la malaltia observada en els nens sans grans, mentre que en altres
comunitats amb altres clons predominant (per exemple, serotips vacunals

multiresistents) el retrat de la malaltia pot ser diferent.

No obstant, aquest primer estudi presenta diverses limitacions. La PCR muiltiple a
temps real (Tarrago et al. 2008) utilitzada no distingia entre certs serotips com 6A/6C i

19F/B/C, tot i que detectava tots els serotips inclosos en les tres vacunes conjugades.
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D'altra banda, una proporcié dels serotip 6A s’esperaria que poguessin ser realment

serotips 6C i que alguns corresponents al serotip 6B podrien ser 6D.

En segon lloc, es va trobar que el 44% dels pneumococs dels pacients diagnosticats
per PCR a temps real corresponien a altres serotips diferents dels detectats per la
PCR multiple utilitzada. Aixo podria explicar-se pel fet que el nombre de serotips que
es detecten amb aquest assaig utilitzant la PCR a temps real en aquesta tesi doctoral,
queda limitat a 24 de 93 serotips existents. Una altra explicacié a aquest fet seria que
aquests suposats pneumococs podrien ser altres espécies estretament relacionades
amb S. pneumoniae perd que no es tractessin de S. pneumoniae propiament. Des de
fa uns anys, s’ha descrit a la literatura noves especies com Streptococcus
pseudopneumoniae (Arbique et al. 2004; Keith et al. 2006) i els estreptococs
estretament relacionats (Simdes et al. 2010). En el nostre laboratori i com a cribatge
realitzem PCR a temps real del gen de la pneumolisina i un segon gen capsular (wzg)
abans de fer I'estudi del serotip capsular. Per tant, la deteccié d’'un gen de viruléncia
del pneumococ i la deteccidé addicional d’'un gen capsular en una mostra esteéril d’'un
pacient amb simptomes clinics d’infeccid6 bacteriana, pot tenir un valor clinic
significatiu. Tot i que es disposa de poques dades, s’ha pogut comprovar (Simdes et
al. 2010) que aquests estreptococs estretament relacionats sén essencials en els
estudis de la colonitzacid6 pneumocodccica pel fet que habiten en el mateix ninxol i
poden ser altament resistents als antibidtics. No obstant, és necessari conéixer el

paper clinic d’aquests estreptococs estretament relacionats.

En referéncia al resultats del segon estudi presentat en aquesta tesi doctoral, s’ha
pogut demostrar que la combinacié de les técniques moleculars aplicades en les
mostres de DS esdevé una innovacié tecnoldgica molt interessant en els paisos en
desenvolupament, ja que es tracta d'un métode valid que permetria millorar
significativament la vigilancia de la MPI en aquests paisos, oferint informacié precisa
sobre I'evolucié de la MPI davant les diferents estratégies de vacunacié. Cal destacar
que no existeix informacié disponible sobre I'epidemiologia de la MPI a Sierra Leone.
Els resultats d’aquest estudi preliminar mostren que respecte als 25 pacients de Sierra
Leone amb sospita de MPI, un 60% van ser confirmats com a episodis de MPI. En
relacio a la distribucié dels serotips causants de MPI, es va observar que el 40% dels
serotips detectats eren serotips inclosos a la PCV-13. Per tant, d’acord amb aquests
resultats, la introduccié de la vacuna PCV-13 tindria un impacte en I'epidemiologia
local de la MPI. Dos estudis realitzats en dos paisos oposats del continent Africa van
demostrar la utilitat de la vacuna conjugada 9-valent en la prevenci6é de la meningitis i

la pneumonia bacteriémica (Cutts et al. 2005; Klugman et al. 2003). Per tant, és
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probable que aquestes vacunes siguin eficaces en altres regions i si és possible
introduir vacunes que incloguin més serotips (PCV13), 'impacte de les vacunes seria
maijor. Els serotips de S. pneumoniae en els 15 pacients identificats com a episodis de
MPI eren: 3, 6A, 6B, 7F/A, 9/V/IA/N/L, 19A (1 de cada) i en nou casos no es va poder
determinar el serotip. Alguns d’aquests serotips han estat implicats en malaltia invasiva
en altres paisos. En aquest estudi, no es van detectar ni el serotip 1 ni el serotip 5, que
han estat reportats com a serotips freqiients en malaltia invasiva a I'Africa Occidental
(Holliman et al. 2007; Adegbola et al. 2006). Segurament, aquest fet es deu al reduit
nombre de mostres serotipades. EI nombre de mostres de sang recollides per a
I'estudi, és la principal limitacio, tot i aixi, es tracta d'un estudi preliminar amb mostres
reals de pacients amb sospita de MPI que ha permés observar que I's de DS és un
métode util i facil de recollir mostres pel diagnodstic i vigilancia epidemiologica de la

malaltia.

L’estudi que es presenta com a tercer objectiu d’aquesta tesi doctoral és el primer
treball extensiu on s’ha analitzat la prevalenca de psrP en soques de pneumococ
aillades de pacients amb MPI i aillades en portadors nasofaringis sans. Els resultats
d’aquest estudi s’avenen amb les dades publicades sobre la funcié d’aquest nou factor
de viruléncia i aporta informacié sobre la distribucié d’aquesta proteina entre els
diferents clons i serotips del pneumococ. L'augment de la freqliéncia de psrP en les
mostres cliniques dels pacients amb pneumodnia en comparacié amb la freqiiéncia en
les soques de portadors sans o de nens amb bacteriémia s’avé amb altres dades
publicades que mostren que PsrP és una adhesina de les cél-lules pulmonars i que no
juga un paper durant la colonitzacié de la nasofaringe (Sanchez et al. 2010) o en la
disseminacié en el torrent sanguini en un model de sepsis intraperitoneal (Rose et al.
2008).

Quan es va estratificar la incidéncia de psrP en nens amb pneumonia en funcié de
'edat, es va trobar que el 65.4% de les soques de pneumococ que causaven malaltia
en nens majors de 2 anys portaven aquest gen de viruléncia. Aquesta taxa era
significativament inferior en les soques que causaven malaltia en nens més petits. Una
possible explicacié a aquest fet podria ser la distribucié de serotips que expressen
psrP. Es va observar una predominanca de psrP en els serotips no inclosos a la
vacuna PCV7. Per tant, la diferéncia en I'edat s’ explicaria pel fet que la nasofaringe
dels nens es colonitza per primera vegada amb aquests serotips i després, quan sén
més grans, aquests serotips sén reemplacgats per serotips no vacunals. Estudis
realitzats per Melegaro et al. (Hussain et al. 2005) donen suport a aquesta explicacio.

No obstant, en el nostre estudi, no seria una explicacié valida perqué els serotips
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inclosos a PCV7 no es van trobar predominantment ni en nens més petits ni en nens
més grans (36 de 189 [19%] en nens menors de 2 anys versus 34 de 252 [13.5%] en
nens = 2 anys; p=0.1). Per tant, encara es desconeixen les raons que explicarien
perqué les soques que expressen psrP produeixen MPI en nens més grans que els
que no ho fan. Es important destacar el fet que psrP es va detectar predominantment
en els serotips no inclosos a PCV7 i suggereix que la seva inclusid seria ampliar
'actual cobertura de la vacuna. No obstant aixd, no seria tant per a les vacunes
PCV10 i PCV13 ja que inclouen els serotips 1 i 19A, on en aquests soques psrP es va

detectar amb una elevada freqliéncia.

També es va demostrar la preséncia de psrP en determinats tipus clonals mentre que
en altres no es va detectar. Per exemple, totes les soques del serotip 1 corresponents
al clon CC306 van ser positives per psrP, mentre que només 1 de 18 soques amb
ST304 va ser positiva. EI ST306, juntament amb el ST304, ST228 i altres, pertany al
llinatge A del serotip 1, que és el principal llinatge detectat al Nord d’América i a
Europa (Brueggemann et al. 2003). D’acord amb alguns estudis epidemiologics sobre
el ST306, aquest clon s’ha relacionat amb diversos brots de MPI (Henriques-Normark
et al. 2001) i 'emergéncia en I'aparicié de la pleuropneumonia en I'era de la vacuna
(Obando et al. 2008), mentre que no s’ha observat relacié6 amb el ST304. L’elevada
prevalenca de PsrP, una adhesina del pneumococ encarregada de la seva unio a les

cél-lules de pulmd, en les soques ST306 es podria associar a aquest fet.

Aquests resultats mostren que la PsrP sola només podria oferir proteccié contra el
60% de les soques causants de pneumonia. Per tant, aquestes troballes, indiquen que,
en el millor dels casos, PsrP podria ser un component d’'una formulacié d’una vacuna
multivalent. Seria necessari la inclusi6 d’'una segona o tercera proteina que oferis
proteccid contra la bacteriémia i que la seva cobertura ajudés a cobrir el 40% de les

soques invasives que no expressen PsrP.

No esta clar perqué psrP es troba en unes soques i no en unes altres, no obstant,
aquest fet suggereix que hi ha altres factors de viruléncia que compensen aquesta
abséncia de PsrP en algunes soques. En aquesta tesi doctoral, i com a resultats
addicionals, es presenten els resultats d’'un treball realitzat pel nostre grup (dades
enviades per a la seva publicacid) amb I'objectiu de determinar la distribuci6 i la
variabilitat del tipus clonal de tres potencials candidats a una vacuna proteica: PsrP i a
més a més, Pilus-1 i la proteina d’unié a colina PcpA. Pilus-1 és un factor reconegut en
la virulencia de S. pneumoniae. PsrP intervé en I'adhesié del pneumococ a les

cél-lules (Barocchi et al. 2006) i PcpA és una proteina d’'uni6 a colina que també juga
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un paper en I'adhesi6é del pneumococ i la formacié de biofilm (Sanchez-Beato et al.
1998; Glover, 2008). Tant per Pilus-1 com per Psrp, hi ha estudis publicats sobre la
seva incidéncia en mostres cliniques, mentre que per PcpA no existeix informacio
sobre la seva prevalenca. En el nostre estudi, PcpA era present en gairebé tots els
serotips estudiats en excepcié del serotip 3 i per tant, demostra la seva importancia en

la biologia del pneumococ i suporta la seva inclusié en una vacuna proteica.

Sorprenentment, PcpA només era present en 7 de 21 serotips 3 estudiats. El serotip 3
del pneumococ és diferent dels altres serotips, produeix una sintesi excessiva de
polisacarid capsular, fet que es pot observar, com a colonies mucoses d’aparenca
caracteristica quan es cultiva en plaques d’agar sang. Aixi com nombrosos estudis
indiquen que el polisacarid capsular inhibeix 'adhesio bacteriana, i el serotip 3 esta
associat a pneumonia necrotitzant, 'abséncia d’aquesta adhesina i el diferent perfil
clinic suggereixen que les soques de serotip 3 podrien tenir una patogénia diferent a
altres soques d’altres serotips, a més que es necessitaria una formulacié diferent d’'una

possible vacuna proteica per oferir proteccié contra el serotip 3.

Es coneix que hi ha diferéncies en la viruléncia entre soques d’'un mateix serotip, degut
a la contribucié de factors independents del serotip associats al tipus clonal (Harvey et
al. 2011). La variabilitat en la prevalenca de psrP, pilus i pcpA d’acord amb el tipus
clonal en soques que expressen un mateix serotip confirma que la preséncia d’aquests

factors és una propietat clonal.

L’elevat cost del procés de conjugacié d’aquestes vacunes fa que només un nombre
limitat de serotips es puguin incloure en aquestes formulacions. De manera que, son
necessaries estratégies diferents de vacunaci6 a partir d’antigens del pneumococ per
al desenvolupament de futures vacunes proteiques. El principal avantatge d’aquestes
proteines seria que la proteccié no seria especifica de serotip i que incloent pocs
candidats oferirien una major cobertura amb un baix cost de fabricaci6. Les vacunes
proteiques no necessitarien refrigeracid i es podrien administrar per via oral o
intranasal. Per aquestes raons, cal realitzar estudis per determinar si una nova
generacié de vacunes multivalents proteiques contra el pneumococ és factible i

desitjable.
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6.1 Estudi1

1.1.

1.2.

1.3.

La PCR en temps real permet un increment significatiu de la MPI pediatrica. En
aquesta série de casos, un 66% van ser diagnosticats només per PCR en
temps real. La PCR en temps real ha demostrat ser molt util per als estudis de
vigilancia epidemiologica de la MPI i és un bon complement per als métodes de
diagnostic i caracteritzacié del pneumococ basats en el cultiu.

Els tres serotips més freqlients en el grup de pacients identificats per cultiu sén
els serotips 1, 19A i 7F; mentre que en el grup de pacients identificats només
per PCR en temps real, son els serotips 1, 3 i 19A.

S’observen diferéncies significatives en la distribucié de serotips d’acord amb
les manifestacions cliniques i caracteristiques epidemioldgiques en pacients
amb cultiu positiu, respecte aquells diagnosticats només per PCR en temps
real. El serotip 3 és un serotip infravalorat per cultiu i presenta una elevada

prevalenga en la MPI pediatrica.

6.2 Estudi 2

2.1.

La técnica desenvolupada per al serotipat de mostra directa, conservada a
temperatura ambient i en suport paper de filtre, és un métode util i alternatiu per
a recollida, conservacié a temperatura ambient i transport de mostres. La
técnica del dried-spot permet de forma reproduible el transport de mostres per

al diagnostic i caracteritzacié de Streptococcus pneumoniae mitjangcant I'is de
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la PCR en temps real. S6n necessaris estudis addicionals que incloguin

I'avaluacio de la sensibilitat d’aquest métode en comparacié amb el cultiu.

2.2. Un 60% dels 25 pacients estudiats, atesos a I'Hospital St. John of God en
Sierra Leone, es confirmen com a casos de MPIL. Un 40% d’aquests casos
corresponen a serotips inclosos a la vacuna PCV13 (serotip 3, 7FA, 19A, 6A,
6B, 9VANL).

6.3 Estudi 3

3.1.  La prevalenga de psrP és elevada a la col-leccié estudiada (52.4%). S’observa
una prevalenca significativament més elevada (65.4%) en les soques aillades
de nens grans amb pneumonia. La prevalenga de PsrP en aillats causants de
bacteriémia és baixa.

3.2. S’observa una elevada variabilitat en la prevalengca de PsrP d’acord amb la

sensibilitat antibidtica i al tipus clonal de S. pneumoniae. Aquestes dades
recolzen I'is potencial de psrP com a un antigen de proteccié en el disseny
d'una nova generaci®é de vacunes proteiques. No obstant, es necessiten
components addicionals per oferir major proteccié contra les soques amb

sensibilitat disminuida a antimicrobians i les associades a bacteriémia oculta.
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