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Prélogo

El impacto de las enfermedades infecciosas sobre la salud del ser humano a lo
largo de la historia ha sido enorme, generando miles de millones de muertes, una
gran morbilidad y condicionando algunos de los procesos historicos que sin duda
han conformado el momento actual.

Importantes avances socio-sanitarios como la introduccion de los
antimicrobianos, las campanas de vacunacion o las mejoras higiénico-alimentarias,
parecen haber reducido el peso relativo de las infecciones respecto a las
enfermedades tumorales o las cardiovasculares, sobre todo en las sociedades
occidentales. Sin embargo, las enfermedades infecciosas siguen siendo una
amenaza sanitaria de primer orden, la pandemia por SARS-CoV-2 esta siendo un
duro recordatorio de ello. De hecho, todo ser humano sufre alguna infeccién a lo
largo de su vida; infecciones como la tuberculosis, el SIDA, la malaria, entre otras
muchas, generan grandes epidemias a nivel mundial; el aumento de la resistencia a
antimicrobianos dificulta el tratamiento de infecciones que hasta hace poco se
curaban con facilidad; y la aparicion de variantes de microrganismos conocidos
hace que algunas infecciones prevenibles por vacunaciéon puedan reemerger. La
lucha contra las enfermedades infecciosas debe pasar de forma ineludible por la
accion decidida, coordinada y enérgica en diferentes frentes con los objetivos de
mejorar el uso de terapias personalizadas, potenciar el diagnoéstico precoz y de
precision, controlar su diseminacion y, en general, reducir la carga de la
infeccion. La implementacion de medidas es imprescindible; pero, para que esta
sea eficaz y rentable, debe ser guiada por el conocimiento previo del problema, un
conocimiento lo mas actualizado, real y completo posible; debe ser guiada por una
vigilancia de calidad.

Las enfermedades infecciosas tienen la importante peculiaridad de que son
producidas por seres que tienen la capacidad de reproducirse, transmitirse, mutar y
adquirir genes externos de virulencia o de resistencia a antimicrobianos; es decir,
son capaces de evolucionar y de hacerlo a gran velocidad. Este hecho condiciona
su vigilancia, obligando a que lleve ineludiblemente aparejada una caracterizacion
microbioldgica de los agentes etiologicos de la infeccion. Mas alla del conocimiento
de la especie patdgena, la determinacion del clon o linaje especifico, de los genes
de virulencia o resistencia que porta, de su capacidad de diseminacién y de
produccion de brotes, o de su capacidad de escapar a la accion de las vacunas son
imprescindibles en la vigilancia de las enfermedades infecciosas.

Una de las principales actividades del Centro Nacional de Microbiologia (CNM)
se fundamenta en dar soporte al Sistema Nacional de Salud en el control y
prevencion de las enfermedades infecciosas, incluyendo la detecciéon precoz de
infecciones emergentes o infrecuentes, de nuevas variantes problematicas de
agentes infecciosos mas comunes, y la caracterizacion de brotes. Todo ello forma
parte de la vigilancia microbiolégica, que en el CNM se estructura en torno a los
Programas de Vigilancia que abordan la mayoria de los principales
microorganismos patégenos para el ser humano.

Prélogo
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Alineados con las recomendaciones del European Center for Disease Control
and Prevention, el CNM tiene entre sus prioridades la integraciéon de las nuevas
tecnologias, como la secuenciacion de genomas completos, en sus Programas de
Vigilancia. Ejemplos recientes de su aplicacion en el estudio de listeriosis,
COVID-19 o infecciones por bacterias multi-resistentes marcan el camino de una
vigilancia de nueva generacion que permita realizar intervenciones de medicina de
precision para el control de las enfermedades infecciosas.

Este libro recoge en pequenas “capsulas” de unas pocas paginas la informacion
condensada de los Programas de Vigilancia Microbiol6gica del CNM en los ultimos
anos. Su lectura permite visualizar de forma integrada las peculiaridades
microbioldgicas que caracterizan a los principales patégenos infecciosos del pais,
asi como conocer las amenazas sanitarias que mas nos preocupan. Es una iniciativa
que tendra su continuidad en préximas ediciones, con periodicidad anual, lo que
permitira el seguimiento de las tendencias evolutivas.

Se trata de un libro de un innegable interés en el campo de la microbiologia de
las enfermedades infecciosas, que necesariamente debe complementarse con la
vision epidemiologica, y que pone también de relevancia el papel del CNM y de sus
Programas de Vigilancia Microbiol6gica en el desarrollo de Planes Nacionales
contra determinados problemas sanitarios infecciosos que se estan desarrollando en
la actualidad. La vigilancia de las enfermedades infecciosas es clave para su control,
y el abordaje multidisciplinar promovido en dichos Planes Nacionales es necesario.

En ese contexto, la generacion e interpretacion de datos microbiolégicos de
calidad basados en las nuevas tecnologias son sencillamente imprescindibles.

Jesus Oteo Iglesias
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Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva

Informe elaborado por R. Abad, C. Navarro, E. Martin, C. Garcia-Amil y
J.A. Vazquez.

Unidad de Neisseria, Listeria y Bordetella. Laboratorio de Referencia e
Investigacion en Enfermedades Bacterianas Inmunoprevenibles. Centro
Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

La Enfermedad Meningococica Invasiva (EMI) tiene como agente etiologico a
Neisseria meningitidis, también conocida como meningococo. Es una enfermedad
de baja prevalencia, que se presenta en forma de casos aislados, brotes y
epidemias, pero que estd asociada con una elevada mortalidad (ain con un
tratamiento efectivo la mortalidad se sitia en torno al 10%, y hasta un 20% de los
supervivientes van a presentar secuelas severas tales como pérdida de audicion,
retraso cognitivo, retraso motor, amputaciones severas y cicatrices que van a
precisar de cirugia estética). Es una enfermedad que sigue hoy dia produciendo
una gran ansiedad en la sociedad en general, asi como especificamente entre los
profesionales de la salud. En la Unién Europea, el European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) reflej6 en 2018 (ultimo afno para el que hay datos
accesibles) 3233 casos confirmados, lo que supone una tasa de 0,62 casos por cada
100000 habitantes. Ese mismo ano Espana registré una tasa ligeramente superior de
0,82. En Europa se ha venido observando una tendencia a la baja en el nimero de
casos desde el ano 2000, aunque desde el ano 2015 esa tendencia se ha
estabilizado, incluso ha aumentado ligeramente en los ultimos 4 afios
disponibles. Una figura muy similar se observa también en Espana.

Una de las principales caracteristicas del meningococo es la presencia de una
capsula de polisacarido que ha permitido su clasificaciéon en 12 serogrupos, de los
que los mas relevantes son el A, B, C, W, Y y X. El polisacarido capsular ha
constituido la base para el desarrollo de vacunas (excepto en el caso del serogrupo
B en el que las vacunas son de naturaleza proteica).

La EMI ha sido objeto de gran interés en Salud Publica por su dinamica
impredecible, con aparicion de ondas epidémicas de duracién variable que en
Espana han resultado en 5 ondas epidémicas desde que existen registros
epidemiolégicos. La primera se produjo en los anos 40 del siglo XX, con una tasa
maxima de 5 casos por 100000 habitantes; la segunda en los afios 60 con una tasa
similar; la tercera entre 1970 y 1974 con una tasa de 10; seguida de una cuarta entre
los anos 1979 y 1985 (la mas importante cuantitativamente) en la que se alcanz6 una
tasa maxima de 13,2 en 1981; la quinta y ultima se produjo entre los afios 1996 y
2000, con la tasa maxima de 5,8 casos por cada 100000 habitantes en 1997.

Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Los datos de laboratorio son una parte fundamental para una correcta
vigilancia de las enfermedades infecciosas. En el caso concreto de la EMI, los datos
generados por la vigilancia de laboratorio son esenciales en vertientes diferentes:

* En una enfermedad grave como la EMI, en muchas ocasiones se instaura
un tratamiento antibidtico antes de la toma de muestra, lo que favorece
que el cultivo pueda ser negativo. El Laboratorio de Referencia de
Meningococos (LRM) ofrece desde el afio 2004 un protocolo de diagndstico
de PCR en tiempo real (RT-PCR) que permite informar si el agente
patégeno es un meningococo, un neumococo, un haemophilus o una
listeria en ausencia de crecimiento bacteriano. En el caso de tratarse de un
meningococo se caracteriza, mediante otro protocolo de RT-PCR, el
serogrupo asociado.

* La informacion de la distribucion de serogrupos geogriafica vy
temporalmente es basica en la toma de decisiones en intervenciones con
vacunas.

* La informacion sobre el perfil correspondiente al genosubtipo fue en su
momento una herramienta util para el estudio de brotes y dinamica de
poblaciones de meningococo, y actualmente es basica como parte de las
recomendaciones de utilizacion de vacunas proteicas frente a serogrupo B.

* La llegada de nuevas metodologias moleculares de caracterizacion,
fundamentalmente el Multilocus Sequence Typing (MLST) cuya utilizacion
es recomendada por el ECDC, se ha mostrado basica en la prevenciéon y
control de la enfermedad. Esta metodologia se ha venido utilizando por
parte del LRM desde su aparicion a principios de este siglo.

* En el momento actual, la vigilancia microbiol6gica de la EMI se realiza, por
recomendacion expresa del ECDC a través de la Secuenciacion del Genoma
Completo. Esto permite la inclusion de nuevos genes/proteinas en la
caracterizaciéon, muchas veces asociado al desarrollo de nuevas vacunas. El
LRM realiza esta vigilancia molecular desde 2017, incorporada ya en la
caracterizacion de los aislados y comparte esa informacion con el ECDC a
través de los protocolos establecidos.

* Por ultimo, la vigilancia de la evolucion de la susceptibilidad de los
aislados de meningococo a los diferentes antibiéticos utilizados tanto en el
tratamiento como en la profilaxis de contactos forma parte de los objetivos
de este programa desde su comienzo.

Asi pues, de forma genérica, el proposito de este programa es llevar a cabo
una vigilancia continuada de las cepas de N. meningitidis circulantes en Espafa, en
un contexto europeo, que nos permita tener un conocimiento detallado de sus
caracteristicas y evolucion, proporcionando esta informacién microbiolégica tanto
al Sistema Nacional de Vigilancia como al European Center for Diseases Control
(ECDC) a través de su programa de vigilancia de EMI. Adicionalmente, el programa
ofrece una herramienta de diagnodstico/caracterizacion de muestras clinicas para su
utilizacién por el Sistema Nacional de Salud (SNS).

Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva
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DISENO DEL PROGRAMA

El programa estid dirigido tanto al diagndstico y caracterizacion de
N. meningitidis en muestras clinicas como al estudio de cepas de meningococo
procedentes de pacientes con EMI, y de otras patologias, y esta abierto a la
participacion de todos los laboratorios de microbiologia clinica y de salud publica
del SNS, con el objetivo de tener una muestra lo mas representativa posible de la
poblacién de cepas circulantes.

A nivel metodolégico, actualmente el programa incluye, para cada tipo de
muestra recibida:

¢  Muestras clinicas:

° Determinacion de la presencia de N. meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae vy Listeria monocytogenes
mediante un protocolo de RT-PCR.

o En los casos positivos para N. meningitidis se procede a la
determinacién del serogrupo mediante protocolo de amplificacion de
genes capsulares por un protocolo de RT-PCR.

o En los casos positivos se procede a la determinacion del genosubtipo
mediante amplificacion y secuenciacion las regiones variables VR1 y
VR2 de la porina PorA de meningococo.

* Cepas de meningococo

° Determinaciéon del serogrupo/genogrupo en las cepas previamente
aisladas en hospitales del SNS.

o Determinacion del genosubtipo mediante amplificacion y secuenciacion
de las regiones variables de la porina PorA.

o Caracterizacion molecular mediante Secuenciacion del Genoma
Completo, de la que se extrae la informaciéon de complejo clonal al que
la cepa pertenece, asi como el alelo de proteinas incluidas en las
vacunas actualmente disponibles. Esta informaciéon se realiza por
peticion expresa, y las secuencias completas serin depositadas en un
repositorio del ECDC en los proximos meses, cuando esté disponible el
procedimiento.

o Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) mediante
Etest frente a 6 antimicrobianos (rifampicina, ciprofloxacino, penicilina,
ampicilina, cefotaxima y ceftriaxona).

o Caracterizacion molecular de mecanismos de resistencia antimicrobiana
mediante secuenciacion del genoma completo.

Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva
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RESULTADOS Y DISCUSION

El LRM comenzé6 su actividad a finales de los afios 70, respondiendo a una
demanda del SNS debido a la mayor onda epidémica de EMI desde que se tienen
datos. El laboratorio iniciaba en aquel momento la caracterizacion fenotipica de los
aislados mediante perfiles de proteinas, y aunque la presencia del serotipo
2 parecia mas abundante, los datos son dificilmente comparables con la serie
historica posterior por la utilizacion de metodologia e incluso nomenclaturas
diferentes. Ya en los anos 90 se establecié un programa mas asentado, en el que se
buscé la representatividad de los datos generados.

Representatividad de la muestra recibida en el Programa

Si se analiza un periodo que va desde el ano 2000 al 2010, se observa que el
LRM recibié un 67% de los casos confirmados y declarados a RENAVE. Si hacemos
ese mismo analisis desde 2015 a 2019, la representatividad se sitia en torno al
72%.

Si se analiza el origen de las muestras, puede observarse como estas proceden
de todas las CC.AA., incluyendo también las dos ciudades auténomas, por lo que la
muestra tiene una aceptable representatividad geografica.

Distribucién de serogrupos

En la Figura 1 puede verse cual ha sido la evolucion de los serogrupos desde
el ano 1978 hasta 2019. Si bien el serogrupo B ha sido mayoritario en casi todos los
momentos de la serie histérica deben resenarse varios momentos criticos en la
misma:

* Desaparicion del Serogrupo A al principio de los anos 80 como ha
sucedido en otros paises europeos.

* Aumento de casos asociados al serogrupo C, que lleg6é a ser mayoritario en
1996 y 1997, y que condujo a intervenir, primero con vacuna de
polisacarido purificado A+C, y posteriormente en el ano 2000 con vacuna
conjugada frente a serogrupo C que quedé incluida en los calendarios de
las CC.AA.

* Aumento significativo del serogrupo W, acompanado en menor medida de
un incremento del serogrupo Y a partir del ano 2015 que condujo a la
introduccion de vacuna tetravalente conjugada ACWY en las CC.AA. como
dosis de refuerzo en pre-adolescentes.

Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva
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Figura 1. Evolucién de los serogrupos de Neisseria meningitidis en Espaiia desde 1978 hasta 2019.
Distribucion Anual de Serogrupos en Espana (%) (1978 — 2019)
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En todos los casos se ha constatado la eficacia de la informacién generada
desde el LRM para la deteccion precoz de este tipo de eventos con implicaciones en
Salud Publica.

Distribucién de serosubtipos/genosubtipos

Si bien la metodologia ha cambiado a lo largo de la serie historica
(inicialmente con anticuerpos monoclonales (serosubtipos) y posteriormente con
secuenciacion de dos regiones variables de PorA (genosubtipo)), la terminologia es
extrapolable y los resultados comparables. Se han producido cambios en el perfil
de serosubtipos/genosubtipos en la serie historica: Mientras que a principios de los
anos 90 las cepas P1.19, 15 (VR1: 19, VR2: 15) representaban casi un 50% de los
casos de serogrupo B, el perfil correspondiente a VR1: 22 y VR2: 14, asi como el
22, 9 aumentan a principios de este siglo, mientras que ha ido disminuyendo
significativamente el 19, 15. En el momento actual, las cepas 22,14 suponen un 30%
de las de serogrupo B y las 229 un 13% mientras que las 19,15 sélo suponen un
7%. Las cepas de serogrupo C eran mayoritariamente No subtipables (78%) hasta
mediados de los afios 90, aunque las 5, 2 alcanzaron mas del 60% en la segunda
mitad de los 90, y son las mayoritarias en el serogrupo C desde entonces. Este
perfil de genosubtipo, 5,2, ha sido también el mayoritario en la onda epidémica
asociada a serogrupo W entre las cepas de este serogrupo.

Distribucién de Complejos Clonales (CCs)

De igual forma, se han producido cambios significativos en la distribucién de
los CCs, con el cc41/44 y el cc32 como los mayoritarios al principio de los estudios
en los anos 90, pero con un progresivo incremento en el cc213 y cc269 y un
descenso de los primeros, de forma que actualmente un 35% de las cepas de
serogrupo B son del cc213, y s6lo un 5% pertenecen al cc41/44. El ccll ha sido el
mayoritario tanto para las cepas de serogrupo C como para las de serogrupo W.

Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva
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Susceptibilidad frente a antimicrobianos

Durante los ultimos afios las cepas con una CMI a penicilina por encima de
0,25 mg/l (Resistentes para EUCAST), suponen en torno a un 10%. Soélo
anecdoticamente aparecen cepas resistentes a rifampicina, mientras que la
resistencia a ciprofloxacino se limita a muy pocos aislamientos cada afio (uno, dos
o ninguno). Las cepas siguen siendo susceptibles a ceftriaxona y cefotaxima,
aunque las CMIs se van acercando paulatinamente a los puntos de corte para la
resistencia, lo que obliga a mantener una estrecha vigilancia.

Adicionalmente el LRM ha participado activamente en el desarrollo y
aplicacion de métodos y algoritmos para prediccion de coberturas vacunales con
preparados proteicos, en estudio y resolucion de brotes, en la encuesta nacional de
seroprevalencia del Ministerio de Sanidad y en la organizada especificamente por la
Generalitat de Cataluna, y analiza los antigenos vacunales de forma rutinaria
informando de ello cuando se le solicita.

CONCLUSIONES

* En un contexto como el resenado en este informe, y ante la presencia de
diferentes vacunas disponibles, los datos de caracterizacion de las cepas de
meningococo, la aplicacion de técnicas moleculares de diagnoéstico que
permiten su caracterizacion en ausencia de cultivo, la vigilancia de la
susceptibilidad a los antimicrobianos, y la determinacién de la proteccion
y/o respuesta inmune conferida por vacunacién, que constituyen la base
de la actividad del programa de vigilancia microbiol6gica de EMI, han
mostrado su utilidad en la toma de decisiones en Salud Publica.

* La vigilancia de laboratorio ha permitido visualizar la dindmica continua de
las cepas de N. meningitidis, y como un sistema basado en la actividad de
caracterizacion en tiempo real permite predecir cambios con una mayor
antelaciéon, lo que redunda en una mayor eficacia de las medidas
potenciales que puedan tomarse.

* La metodologia actual para la caracterizacion de los aislados, basada en la
Secuenciacion del Genoma Completo permite seleccionar aquellos genes/
antigenos que se quieran anadir en los esquemas y da una informacion
intercambiable con otros laboratorios para poder hacer un adecuado
seguimiento de las cepas circulantes.

* La dinamica y evolucion de las cepas circulantes requiere de un
seguimiento altamente sofisticado que so6lo se alcanza con la utilizacion
rutinaria de las ultimas metodologias de caracterizacion molecular.

Programa de Enfermedad Meningocécica Invasiva
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Programa de Listeriosis

Informe elaborado por R. Abad, C. Garcia-Amil, C. Navarro, E. Martin, y
J.A. Vazquez.

Unidad de Neisseria, Listeria y Bordetella. Laboratorio de Referencia e
Investigacion en Enfermedades Bacterianas Inmunoprevenibles. Centro
Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

La listeriosis es una enfermedad de transmision alimentaria que puede afectar
tanto al hombre como a numerosas especies animales, cuyo agente etiologico, en el
caso de la listeriosis humana, es la bacteria Listeria monocytogenes. En general, se
trata de una enfermedad que afecta principalmente a personas con un sistema
inmunitario débil o alterado, siendo los principales grupos de riesgo mujeres
embarazadas, recién nacidos, personas mayores y personas inmunodeprimidas.

Clinicamente, la listeriosis puede presentarse como listeriosis gastrointestinal
no invasiva o como listeriosis invasiva. La listeriosis gastrointestinal generalmente
se presenta en individuos inmunocompetentes tras la ingestion de grandes
cantidades de la bacteria, en este caso el periodo de incubaciéon es corto
(24-48 horas) y los sintomas son los tipicos de una gastroenteritis (diarrea, fiebre,
cefalea) con una duraciéon de entre 3-4 dias. Sin embargo, la presentacién mas
frecuente de esta enfermedad va a ser en su forma invasiva que es la que aparece
en los grupos de riesgo, en este caso el periodo de incubacién es muy variable (de
3 a 70 dias) siendo el periodo medio de incubacion de 3 semanas, y las
manifestaciones clinicas mas frecuentes son meningitis, sepsis, meningoencefalitis o
romboencefalitis, y en el caso de las embarazadas, aunque la infeccién suele ser
asintomatica, puede tener grandes repercusiones para el feto como pueden ser
aborto, muerte al nacer o parto prematuro de un neonato infectado.

Aunque la listeriosis es una enfermedad relativamente poco frecuente, con una
tasa de incidencia de 0,47 casos por 100.000 habitantes (2.549 casos confirmados)
en Europa y de 1.06 (432 casos confirmados) en Espafia, segin los ultimos
informes publicados por el European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) (1) y la Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (RENAVE) (2), es
también la enfermedad de transmision alimentaria con mayor porcentaje de
hospitalizaciones (97%) y mortalidad (15.6%) (1).
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Actualmente, L. monocytogenes es considerado uno de los patégenos
emergentes mas importantes dentro de las enfermedades de transmision
alimentaria. Por un lado, se trata de un microorganismo ampliamente distribuido en
la naturaleza, con unas caracteristicas especificas que le permiten seguir creciendo
y multiplicarse en condiciones adversas, lo que dificulta su control en la industria
alimentaria pudiendo llegar a suponer un grave problema. Y, por otro lado, los
cambios en los habitos alimenticios de la poblacién, que realiza un mayor consumo
de alimentos ya preparados, asi como el incremento del nimero de personas
consideradas de alto riesgo, debido al envejecimiento de la poblacion y al aumento
de la expectativa de vida de los pacientes inmunodeprimidos, ha hecho que en las
ultimas décadas L. monocytogenes se haya convertido en un importante problema
de salud publica.

La dificultad a la hora de relacionar diferentes casos clinicos entre si
(generalmente solo se ven afectados grupos especificos de la poblacién) y
vincularlos con una misma fuente de contaminacion (largo periodo de incubacién),
ha puesto el foco en los programas de vigilancia microbiolégica que resultan claves
en el control de la enfermedad permitiendo no solo el estudio y caracterizacion de
brotes sino también detectando e identificando estos brotes de manera temprana.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Los datos de laboratorio son una parte fundamental para una correcta
vigilancia de las enfermedades infecciosas, contribuyendo de manera importante a
la hora de tomar decisiones en cuanto a la implementacion de unas correctas
medidas de control y prevencion. En el caso concreto de la listeriosis, como ya se
ha comentado previamente, esta vigilancia microbiolégica cobra especial relevancia
a la hora de llevar a cabo la identificacion y caracterizacion de brotes, permitiendo
ademas dar respuesta a las diferentes alertas o consultas realizadas tanto a nivel
nacional como internacional.

De manera genérica, los objetivos del programa son:

*  Proporcionar informacién microbiol6gica al Sistema Nacional de Vigilancia
y al ECDC.

* Desarrollar y aplicar herramientas que permitan el diagnéstico molecular
en ausencia de cultivo.

* Llevar a cabo la caracterizacion molecular de aislamientos clinicos, asi
como de aislamientos alimentarios y ambientales en el contexto de la
investigacion de un brote, a nivel de serovariedad, MLST y cgMLST.

* Identificacion, estudio y caracterizacion de brotes.

e Mantenimiento de una base de datos a nivel nacional con informacion
genomica de todos los aislamientos recibidos.

Programa de Listeriosis
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DISENO DEL PROGRAMA

El programa esta dirigido tanto al diagndstico molecular de listeriosis en
muestras clinicas como al estudio y caracterizacion de aislados clinicos de
L. monocytogenes, y esta abierto a la participacion de todos los laboratorios de
microbiologia clinica y de salud publica del Sistema Nacional de Salud, con el
objetivo de tener una muestra lo mas representativa posible de la poblacién de
cepas clinicas que permita detectar la aparicion de brotes e identificar potenciales
fuentes de contaminacién de una manera temprana.

A nivel metodologico, actualmente el programa incluye:

* Determinacion de la presencia de L. monocytogenes en muestras clinicas
mediante PCR tiempo real basada en la utilizaciéon de sondas.

e Caracterizacion molecular de todos los aislados recibidos a nivel de
serogrupo/serovariedad (5-plexPCR in silico), MLST (7 genes) y cgMLST
(1701 genes).

* Identificacion, estudio y caracterizaciéon de brotes, mediante secuenciacion
del genoma completo y analisis de diferencias siguiendo el esquema
cgMLST de Ruppitsch.

RESULTADOS Y DISCUSION

El laboratorio comenzé a trabajar en el estudio y la caracterizacion de
L. monocytogenes a principios de los anos 90. Esta caracterizacion incluia
inicialmente el serotipado, método de tipado fenotipico basado en la variabilidad
de los antigenos somaticos (O) y flagelares (H) de L. momnocytogenes, y la
electroforesis en campo pulsado (PFGE) para el estudio de brotes. Aunque hasta el
momento se han descrito 13 serotipos o serovariedades diferentes, solo 4 de ellas
(1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b) son responsables de la mayoria (mas del 98%) de los casos
clinicos de listeriosis en humanos. A partir de 2013 el laboratorio incorporé un
método de tipado molecular alternativo al serotipado, basado en la presencia de
genes especificos en cada una de estas serovariedades, mediante una PCR multiple
que permite clasificar las cepas de L. monocytogenes en 5 grupos (Ila, IIb, IIc, IVb y
L) (3). La distribuciéon anual de los serotipos-grupos encontrados entre los aislados
humanos recibidos en el laboratorio desde el ano 2000 (n=2337) se muestra en la
Figura 1, siendo el 4b-IVb el mas prevalente (56,8%, n=1328) seguido del 1/2a-Ila
(22,3%, n=522), datos que coinciden con lo detectado a nivel europeo donde el
serogrupo IVb es también el mas notificado (4) y el que se asocia con la mayoria
de los brotes declarados.
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Figura 1. Distribucién de los aislados clinicos de Listeria monocytogenes recibidos en el CNM por serotipo-grupo y
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Desde que en el ano 2014 la listeriosis comenzara a notificarse como
enfermedad de declaracion obligatoria (EDO) (hasta entonces los casos de
listeriosis eran notificados de manera voluntaria a la RENAVE a través del Sistema
de Informacién Microbiolégica (SIM)), la representatividad del programa ha ido
variando en funcién del afio y las CCAA (Tabla 1). En 2019 el CNM recibi6 el 87,3%
(n=441) de los 505 casos notificados por la RENAVE al ECDC través de TESSY (7he
European Surveillance System) (4), sin embargo, este porcentaje es bastante
superior a lo recibido en anos anteriores (Tabla 1), probablemente como
consecuencia del brote declarado en Andalucia en 2019 que motivo el envio de un
mayor nimero de aislados para estudiar su potencial relacion con el mismo. A nivel
de CCAA, todas ellas estain en mayor o menor medida representadas en el
programa (Tabla 1), con la excepcion de las Ciudades Auténomas de Ceuta y
Melilla de las que no se dispone de ningun aislado.

Uno de los principales objetivos del programa es la identificacion y el estudio
de brotes, para ello, la caracterizaciéon de los aislados a nivel de serotipo-grupo,
aunque puede resultar util como paso preliminar en el estudio de brotes permitien-
do hacer una primera clasificacion de los aislados, no es suficiente, y es necesario
aplicar otros métodos de tipado con mayor poder de discriminacién. Uno de los
mas utilizados ha sido la electroforesis en campo pulsado (PFGE), sin embargo, las
dificultades que ofrece a la hora de comparar e intercambiar resultados entre dife-
rentes laboratorios limitan mucho su utilizacién, lo que ha llevado a la busqueda
de métodos alternativos que permitan una mejor y mas amplia vigilancia. En este
sentido, el laboratorio desarroll6 un esquema de tipado basado en la secuenciacion
de 7 genes constitutivos (MLST) para la caracterizacion de L. monocytogenes (6) que
permite clasificar las cepas en secuencia tipos (ST), los cuales se van a agrupar en
diferentes complejos clonales (CC).
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Este esquema de tipado se empez6 a incluir progresivamente en el programa desde
el ano 2012 y actualmente se aplica a todos los aislados recibidos. Entre los
935 aislados analizados entre 2012-2020 se han identificado 60 STs diferentes
agrupados en 43 CCs, siendo el CC388 y el CC1 los mayoritarios (n=242 (25,9%) y
n=217 (23,2%), respectivamente), ambos asociados con el serotipo-grupo
IVb. Atendiendo a su distribucion anual, mientras que la mayoria (92,6%) de
aislados del CC388 se corresponden con aislados del afio 2019 relacionados con el
brote de Andalucia, el CC1 es el CC mas prevalente desde el afio 2016 suponiendo
entre el 20 y el 40% de los casos anualmente. Los CC8, CC87 y CC9 son los CC mas
prevalentes entre las cepas de serotipo-grupo Ila, IIb y Ilc, respectivamente.

Desde el 2016, con el objetivo de mejorar la vigilancia de la listeriosis, y
siguiendo las recomendaciones del ECDC, se implementé un nuevo sistema de
vigilancia microbiolégica basado en la secuenciacion de genomas completos (7). De
tal manera que actualmente todos los aislados recibidos de L. momnocytogenes,
procedentes del Sistema Nacional de Salud, son secuenciados a nivel de genoma
completo. A partir de esta informacién gendémica se realiza un analisis
individualizado de cada uno de los aislados incluyendo su caracterizacion a nivel
de genogrupo, ST y CC (MLST, 7 genes) y cluster tipo (CT) (cgMLST, 1701 genes). Y
se realiza también un analisis comparativo con todos los genomas disponibles en la
base de datos del laboratorio con el objetivo de identificar aislados genémicamente
relacionados que se agrupen en un mismo clister. Este analisis comparativo ha
permitido la identificacion de 41 clasters entre 2016 y 2020, de los cuales solo
5 habian sido dados de alta como brote: Cluster IIb/ST-87_1 (brote 1063/16_Pais
Vasco), cluster IVb/ST-6_3 (brote 1007/18_Comunidad de Madrid), claster IVb/
ST-1_15 (brote 1107/18_Castilla 1la Mancha), claster IVb/ST-1_1 (brote
1119/18_C. de Madrid) y claster IVb/ST-388_1 (brote 1075/19_Andalucia).

El programa incluye también el analisis de aislamientos alimentarios y
ambientales de L. monocytogenes en el contexto de la investigacion de brotes, en
este sentido de los 113 aislados alimentarios/ambientales analizados desde 2016 la
secuenciacion genémica ha permitido relacionar 66 de ellos con 255 casos clinicos
en 8 de los clusters identificados. Entre estos 8 clusters se encuentran: el claster
IVb/ST-388_1 que se corresponde con el extenso brote de listeriosis declarado en
Andalucia en el verano de 2019 y que incluye 41 aislamientos alimentarios de
origen carnico, 2 de superficie y 224 de casos clinicos; el claster IIb/ST-87_5 que se
corresponde con una de las otras dos alertas alimentarias declaradas en Andalucia
simultineamente al primer brote y que incluye 9 aislados alimentarios de origen
carnico y 4 aislados clinicos; el clister IVb/ST-1_16 que relaciona genémicamente
8 aislados clinicos con la alerta alimentaria Ref. 2019/179; el claster IVb/ST-1_12
que agrupa 8 casos clinicos con un aislado alimentario de origen carnico obtenido
en el ambito doméstico, el cluster IIb/ST-3_1 que agrupa 4 aislados clinicos con
1 alimentario obtenido de un control rutinario; el claster IIa/ST-155_5 con
2 aislados clinicos y 2 alimentarios relacionados también con la alerta alimentaria
Ref. 2019/179; el claster IVb/ST-217_1 que relaciona un caso clinico con 5 aislados
alimentarios obtenidos de diferentes lotes de queso de una misma fabrica; y el
cluster I1Ib/ST-224_1 que incluye 4 aislados clinicos y 3 alimentarios de origen
carnico.
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Esta informacion, ademas de ser transmitida tanto a la RENAVE como a los
Servicios de Salud Publica de las diferentes CCAA, es compartida a nivel europeo a
través del Sistema de Vigilancia Europeo (TESSy) del ECDC con el objetivo de
poder relacionar aislados de diferentes paises. Esto ha permitido la identificacion
de 29 clusters inter-paises con implicacion de aislados espanoles, de los cuales
7 estan actualmente en investigacion.

CONCLUSIONES

* La dificultad a la hora de rastrear potenciales fuentes de contaminacion y
vincular los casos de listeriosis, debido a su largo periodo de incubacién y
grupos de riesgo especificos, pone de manifiesto la necesidad de realizar
una vigilancia microbiolégica que permita vincular los casos clinicos y
estudiar las cadenas de transmision en base a las caracteristicas de los
aislados de L. monocytogenes.

* La mayoria de los casos de listeriosis en Espaia, al igual que lo que ocurre
a nivel europeo, son producidos por cepas de serotipo-grupo IVb
pertenecientes al CC1.

* Con el objetivo de mejorar la vigilancia de esta enfermedad emergente en
los ultimos anos se ha llevado a cabo la implementaciéon de un sistema de
vigilancia basado en la secuenciacion de genomas completos.

* La utilizaciéon de la secuenciacion genémica ha permitido detectar un
mayor numero de clisters/brotes no solo a nivel local/nacional (41 entre
2016 y 2020) y establecer su vinculacion con potenciales fuentes de
contaminacién (con alimentos de origen cirnico en 6 cluster, de origen
lacteo en 1 y crusticeos en otro), sino también a nivel europeo
(actualmente 7 en investigacion).

* Para explotar el potencial de la secuenciacién genémica como herramienta
de vigilancia es necesario aplicarla de manera rutinaria, en tiempo real y
sobre el mayor numero de aislados disponibles. En este sentido seria
importante mantener la representatividad del programa al menos en el 87%
alcanzado en 2019.

* Otro aspecto que resultaria de gran utilidad a la hora de estudiar brotes y
cadenas de transmision seria poder contar con una base de datos genoémica
de aislados alimentarios/ambientales con la que poder cruzar los datos de
los casos clinicos

Programa de Listeriosis

19



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

BIBLIOGRAFIA BASICA

1. EFSA and ECDC (European Food Safety Authority and European Centre for
Disease Prevention and Control), 2019. The European Union One Health
2018 Zoonoses Report. EFSAJournal 2019;17(12):5926, 276 pp.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2019.5926.

2. Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto de Salud Carlos III. Informe
epidemiologico de listeriosis. Casos notificados a la RENAVE en los afios
2015-2018.
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaBRENAV
E/EnfermedadesTransmisibles/Documents/resultados%20vigilancia/Inform
e_listeriosis-RENAVE_28082019.pdf

3. Doumith M, Jacquet C, Gerner-Smidt P, Graves LM, Loncarevic S, Mathisen
T, Morvan A, Salcedo C, Torpdahl M, Vazquez JA, Martin P. Multicenter
validation of a multiplex PCR assay for differentiating the major Listeria
monocytogenes serovars 1/2a, 1/2b, 1/2c, and 4b: toward an international
standard. J Food Prot. 2005;68(12):2648-50.
doi: 10.4315/0362-028x-68.12.2648.

4. European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC). Surveillance
Atlas of Infectious Diseases. Stockholm, Sweden: ECDC; 2019.
Available from: http://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx.

5. Centro Nacional de Epidemiologia. CIBER Epidemiologia y Salud Publica
(CIBERESP). Instituto de Salud Carlos III. Resultados de la Vigilancia
Epidemiol6gica de las enfermedades transmisibles. Informe anual
2014. Madrid, 2016.

6. Salcedo C, Arreaza L, Alcala B, de la Fuente L, Vizquez JA. Development of
a multilocus sequence typing method for analysis of Listeria
monocytogenes clones. J Clin Microbiol. 2003;41(2):757-62.
doi: 10.1128/JCM.41.2.757-762.2003.

7. Van Walle I, Bjorkman JT, Cormican M, Dallman T, Mossong J, Moura A,
Pietzka A, Ruppitsch W, Takkinen J; European Listeria Wgs Typing
Group. Retrospective validation of whole genome sequencing-enhanced
surveillance  of listeriosis in  Europe, 2010 to 2015. Euro
Surveill. 2018;23(33):1700798.
doi: 10.2807/1560-7917.ES.2018.23.33.1700798.

Programa de Listeriosis | 20



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

Programa de Infeccion Gonocécica.
Sensibilidad Antimicrobiana, 1991-2020

Informe elaborado por R. Abad, E. Martin, C. Garcia-Amil, C. Navarro y
J.A. Vazquez.

Unidad de Neisseria, Listeria y Bordetella. Laboratorio de Referencia e
Investigacion en Enfermedades Bacterianas Inmunoprevenibles. Centro
Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

La infeccion gonocoécica (IG), cuyo agente etiologico es la bacteria Neisseria
gonorrhoeae, es la segunda infeccion de transmision sexual (ITS) de etiologia
bacteriana mas prevalente a nivel mundial. Segin la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) se estima que cada afo se producen en el mundo 87 millones de
nuevos casos de IG en poblacion entre 15-49 anos de edad (1). En Europa, segun el
ultimo informe del ECDC, en 2018 se notificaron un total de 100.673 casos de 1G
(tasa de notificacion: 26,4 casos por 100.000 habitantes), lo que supone un
incremento del 22% con respecto al ano anterior (2), incremento que se viene
observando de una manera continuada en los ultimos 10 anos. Esta tendencia
ascendente se observa también en Espafia desde el afio 2001, y de una manera mas
pronunciada desde 2013. En 2019 se declararon en Espafia un total de 12.359 casos
de IG (tasa de incidencia: 28,88 casos por 100.000 habitantes) (3).

Actualmente, la IG constituye un importante problema de Salud Publica, no
solo por su magnitud y el progresivo incremento de su incidencia, sino
fundamentalmente debido al riesgo creciente de IG intratable, poniendo de
manifiesto la necesidad de medidas de control inmediatas, tal y como ha sido
reflejado por la OMS en el Plan de accion mundial para controlar la propagacion
y el impacto de la resistencia de N. gonorrboeae a los antimicrobianos integrado en
su programa de vigilancia de las ITS (4).

Tras la llegada de los primeros antibidticos a principios del siglo XX,
N. gonorrboeae ha ido desarrollando resistencias a todos aquellos que se han ido
utilizando para combatirla: penicilinas, sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas,
macroélidos, e incluso cefalosporinas de ultima generacion (5), lo que ha llevado a
la aparicion y dispersion de cepas multirresistentes a nivel mundial. Esto, sumado a
la ausencia de nuevos antibidticos activos frente a este microorganismo, hace
pensar en la IG intratable como en una realidad cercana, enfatizando la necesidad
de llevar a cabo programas de vigilancia microbiolégica que nos permitan detectar
de manera precoz la aparicion de estas resistencias, contribuyendo asi a la
actualizacion de las guias clinicas de tratamiento y evitando la propagacion de estas
cepas multirresistentes.

Programa de Infeccion Gonocécica. Sensibilidad Antimicrobiona, 1991-2020

21



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Los datos de laboratorio son una parte fundamental para una correcta
vigilancia de las enfermedades infecciosas, contribuyendo de manera importante a
la toma de decisiones en cuanto a la implementaciéon de unas correctas medidas de
control y prevencion. En el caso de la IG, esta vigilancia microbiolégica cobra una
especial relevancia en el aspecto de la resistencia antimicrobiana dada la elevada
capacidad de N. gonorrbhoeae para desarrollar resistencias.

De una manera genérica, el proposito de este programa es llevar a cabo una
vigilancia continuada de las cepas de N. gonorrboeae circulantes en Espana, en un
contexto europeo, que nos permita tener un conocimiento detallado de sus
caracteristicas y evolucion, proporcionando esta informacién microbiolégica tanto
al Sistema Nacional de Vigilancia como al European Center for Diseases Control
(ECDCQ) a través del European Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme
(Euro-GASP).

DISENO DEL PROGRAMA

El programa esta dirigido al estudio de aislados de N. gonorrboeae procedentes
de sujetos con cualquier tipo de IG, y esta abierto a la participacion de todos los
laboratorios de microbiologia clinica y de salud publica del Sistema Nacional de
Salud, con el objetivo de tener una muestra lo mas representativa posible de la
poblacion de cepas circulantes.

A nivel metodolégico, actualmente el programa incluye:

* Determinacion de la serovariedad mediante co-aglutinacion con
anticuerpos monoclonales especificos.

* Genotipado mediante NG-MAST (Neisseria gonorrboeae - MultiAntigen
Sequence Typing).

* Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante
Etest frente a 8 antimicrobianos (Penicilina, Tetraciclina, Ciprofloxacino,
Cefixima, Ceftriaxona, Espectinomicina, Gentamicina y Azitromicina).

e Caracterizacion molecular de mecanismos de resistencia antimicrobiana
mediante secuenciacion del genoma completo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El CNM lleva realizando la vigilancia microbiol6gica de la IG desde principios
de los afnos 90. Teniendo en cuenta el nimero de casos notificados (probables mas
confirmados) por la RENAVE (3), en 2019 el CNM recibi6é el 7,7% (n=947) de los
12.359 casos notificados, porcentaje similar a lo recibido en los ultimos 7 anos
(Tabla 1). Para conocer la cobertura real del programa (porcentaje de aislados de
N. gonorrboeae recibidos a través del programa de vigilancia microbiologica del
total de aislados realizados) seria necesario conocer, por un lado, el nimero de
casos confirmados vy, por otro, cuantos de esos casos confirmados lo han sido por
aislamiento de la bacteria. En el caso de la IG, actualmente las técnicas de
diagnostico mas utilizadas son las técnicas de deteccion de acidos nucleicos
(TAANs) que no requieren el aislamiento de la bacteria. Segin el dltimo informe
disponible del Sistema de Informacion Microbiologica (SIM) que si recoge
informacion sobre el tipo de diagnoéstico, de los 3.905 casos notificados a través del
SIM en 2017 solo el 27,2% (n=1.063) fueron diagnosticados por aislamiento (6). Por
lo tanto, asumiendo que todos los casos notificados en 2019 por la RENAVE son
casos confirmados y que aproximadamente solo el 30% lo han sido por aislamiento
(n=3.708), los 947 aislados recibidos en el CNM podrian suponer el 25,5% del total
de aislamientos realizados.

En cuanto a la representatividad, ésta varia en funciéon de las CCAA
(Tabla 2). Teniendo en cuenta la totalidad de los casos notificados por la RENAVE
(3) en los ultimos 4 afios (2016-2019), Navarra, Asturias y Galicia serian las CCAA
mejor representadas (el programa recibe mas del 60% de los casos de IG
notificados en estas CCAA), seguidas de Castilla la Mancha, Castilla y Le6n, Madrid
e Islas Canarias (se reciben entre el 10-40% de los casos notificados por estas
CCAA); menos representadas estarian Cataluna, C. Valenciana, Extremadura y
Andalucia (<10%). Del resto de CCAA (Aragon, Islas Baleares, Cantabria, Murcia,
Pais Vasco, La Rioja, Ceuta y Melilla) no se dispone de ningun aislamiento por lo
que no estarian representadas.

En el ano 2019 se recibieron a través del programa un total de 947 aislados de
N. gonorrboeae procedentes de 11 CCAA (Tabla 2), de los cuales el 86% (n=814)
eran casos de IG en hombres y el 14% en mujeres. Aunque la mayoria de los
aislados recibidos fueron obtenidos de muestras genitales (n=880, 92,9%), un 4,2%
(n=40) y un 1,3% (n=12) de los aislados procedian de muestras anorrectales y
faringeas, respectivamente (Tabla 1).

El presente informe se centra solo en los resultados obtenidos de la vigilancia
de la sensibilidad antimicrobiana en N. gonorrboeae entre 1991 y 2020.
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Tabla 1. Caracteristicas de los aislados de Neisseria gonorrhoeae recibidos en el CNN, 1991-2020.

N° Casos Aislados recibidos CNM
Notificados Total Sexo Aislamiento
RENAVE (3) N (%)® Hombre Mujer  Desconocido  Genital Faringeo Anorrectal Otros Desconocido
N (%) N (%) N N (%) N (%) N (%) N (%) N
1991 NDP 266 (--) ND ND ND 169 (97,1) 0 2 (1,1 3 (1,7 92
1992 ND 211 () ND ND ND 152 (99,3) 0 1(0,7) 0 58
1993 ND 101 (-) ND ND ND 75 (74,3 11,3 0 0 25
1994 ND 54 (=) ND ND ND 35 (97,2) 0 0 12,8 18
1995 4.599 67 (1,5) ND ND ND 28 (90,3 1(3,2) 26,5 0 36
1996 3.951 72 (1,8) 27 (79,4 7 (20,6) 38 49 (87,5 31,9 3(1,9 1(0,6) 16
1997 2.352 56 (2,4) 13 (72,2) 5(27,8) 38 19 (76,0) 0 4 (16,0) 2 (8,0 31
1998 2.169 38(1,8) 26(86,7) 4(13,3) 8 2787, 13,2 1(3,2) 26,5 7
1999 1.469 87 (5,9 41 (82,0) 9 (18,0 37 40 (81,6) 4 (4,6) 3 (6,1 2 (4,1 38
2000 1.045 78 (7,5  58(78,4) 16 (21,6) 4 77987  1(1,3) 0 0 0
2001 805 90 (11,2) 79 91,9 7 8,1 4 81 (95,3) 0 0 44,7 5
2002 833 153 (18,4) 90 (88,2) 12 (11,8 51 94(93,1)  1(1,0) 1(1,0 5 (4,9) 52
2003 1.069 106 (9,9)  78(78,8) 21(21,2) 7 98 (98,00 1 (1,00 101,00 0 6
2004 980 210 (20,4) 107 (89,2) 13 (10,8) 90 10391,2) 32,7 5 (4,4) 2(1,8) 97
2005 1.155 160 (13,9) 136 (86,1) 22 (13,9) 2 145 (92,9 31,9 3 (1,9 5(3,2) 4
2006 1.423 214 (15,0) 186 (88,2) 25 (11,8) 3 189 (93,6) 21,0 21,00 9G449 12
2007 1.698 388 (22,9) 342 (90,0) 38 (10,0) 8 356 (95,2) 1(0,3) 4(1,00  13(3,5 14
2008 1.897 349 (18,4) 301 (87,5 43 (12,5) 5 318 (94,0 30,9 5(1,5 123,60 11
2009 1.954 499 (25,5) 435(87,7) 61(12,3) 3 397 (83,4) 22(46) 52(10,9 5@, 23
2010 2.306 525 (22,8) 479 (91,2) 46 (8,8 0 362 (86,2) 14(3,3) 43(10,2) 1(0,2) 105
2011 2.640 319 (12,1) 290 (90,9) 29 (9,1 0 286 (89,7) 1(03)  27(85 5(1,6) 0
2012 3.044 219 (7,2) 190 (87,2) 28 (12,8) 1 211 (96,3) 0 3 (1,4 5(2,3) 0
2013 3.315 290 (8,7) 252(86,9) 38 (13,1) 0 281 (96,9) 0 7 (2,4 20,7 0
2014 4.562 405 (8,9) 361 (89,1) 44 (10,9) 0 388(958) 5(1,2) 51,2 7Q,D 0
2015 5.170 443 (8,6) 384 (86,7) 59 (13,3) 0 421 (9500 51,1 1329 40,9 0
2016 6.353 483 (7,6) 424(87,8) 59 (12,2) 0 449 (93,00 132,70 1429 7049 0
2017 8.753 539 (6,2) 469 (87,00 70 (13,0) 0 499(92,6) 1732 203G,  3(0,6) 0
2018 11.070 790 (7,1) 695 (88,00 95 (12,0) 0 717 (90,8) 24(3,00 41(52) 8(1,0 0
2019 12.359 947 (7,7) 814 (86,0) 132 (13,9 1 880 (92,9 12(1,3) 40 (4,2 15 (1,6) 0
2020 ND 373 (=)  301(80,7) 72(19,3) 0 312(83,6) 2054 33388 8D 0

a) Proporcién de aislados recibidos en el CNM del total de casos notificados (probables + confirmados) a la RENAVE (3).

b) ND: Informacién No Disponible.
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Tabla 2. Aislados de Neisseria gonorrhoeae recibidos vs casos de IG notificados por CCAA, 2016-2019.

2016 2017 2018 2019

RENAVE CNM N (%) RENAVE CNM N (%) RENAVE CNM N (%) RENAVE CNM N (%)

Andalucia 724 57 (7,9 741 50 (6,7) 889 102 (11,5) 1259 94 (7,5
Aragén 80 0 103 32,9 136 0 261 0
Asturias 73 71(97,3) 64 39 (60,9) - 84 - 77
Baleares 292 0 485 0 486 0 424 0
Canarias 182 1 (0,5 225 0 260 17 (6,5) 450 54 (12,0)

Cantabria 27 0 64 0 48 0 - 0

Castilla la Mancha 52 9(17,3) 87 13 (14,9 152 37 (24,3) 212 67 (31,6)
Castilla y Leon 87 14 (16,1) 80 20 (25,0) 107 18 (16,8) 129 30 (23,3)
Cataluia 2.154 32 (1,5 3.614 29 (0,8) 4.601 49 (1, 5.727 69 (1,2)
C. Valenciana 633 29 (4,6) 762 24 (3,1) 936 24 (2,6) 1.415 43 (3,0)
Extremadura 45 6 (13,3) 35 12,9 61 2(3,3) 55 2(3,0)
Galicia 148 55 (37,2) 178 67 (37,6) 213 137 (64,3) - 125
Madrid 1.515 153 (10,1) 1.853 192 (10,4) 2.618 197 (7,5) 1.357 271 (20,0)
Murcia 30 0 36 0 58 0 121 0
Navarra 61 56 (91,8) 108 100 (92,6) 146 123 (84,2) 165 115 (69,7)

Pais Vasco 219 0 290 0 316 0 739 0

La Rioja 28 0 25 0 37 0 42 0
Ceuta 0 0 3 0 3 0 2 0
Melilla 0 0 0 0 1 0

RENAVE: Numero de casos de IG notificados por la RENAVE (3).

CNM: Nuamero de aislados de N. gonorrhoeae recibidos en el CNM (N) y proporcion de aislados recibidos del total de casos notificados (%).

La evolucion de la resistencia a penicilina, tetraciclina, cefixima, ceftriaxona,
ciprofloxacino y azitromicina, siguiendo los actuales criterios del EUCAST (7), se
muestra en la Figura 1.

Figura 1. Porcentaje de aislados resistentes* de Neisseria gonorrhoeae por antibiético y afio, 1991-2020.
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*Segun criterios actuales del EUCAST (4).
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Para el resto de antibidticos incluidos en el estudio (espectinomicina y
gentamicina) apenas se encontraron resistencias: 3 aislados en el caso de la
espectinomicina y 1 para gentamicina.

En general, aunque los datos de resistencia a penicilina y tetraciclina muestran
una gran variabilidad en el tiempo, en el caso de la penicilina se puede observar
una tendencia descendente desde el ano 2013, pasando de un 47% de aislados
resistentes (n=126, de 268 aislados analizados) a un 11% (n=85, de 774 aislados
analizados) en 2019. Mientras que, en el caso de la tetraciclina, esa tendencia
descendente que también se observa desde 2013 alcanza su punto mas bajo en
2017, pasando de un 89,6% de aislados resistentes (n=240, de 268 aislados
analizados) en 2013 a un 11,4% (n=54, de 538 aislados analizados) en 2017,
produciéndose en estos ultimos afios un cambio de tendencia y alcanzandose un
29,3% de aislados resistentes (n=227, de 774 aislados analizados) en 2019.

En el caso del ciprofloxacino, la resistencia aumenta rapidamente entre los
anos 2002 y 2007, pasando de 9,7% aislados resistentes (n=12, de 124 aislados
analizados) en 2002 a 65,3% (n=220, de 337 aislados analizados) en 2007,
manteniéndose en estos niveles hasta 2015, cuando empieza a observarse un
descenso paulatino que actualmente (2019) se encuentra en un 53% (n=410, de
774 aislados analizados).

A lo largo del periodo de tiempo analizado (1991-2020) se han detectado
8 aislados con resistencia a ceftriaxona, 5 de ellos aislados en 2013 en la
Comunidad Valenciana (n=3), Asturias (n=1) y Castilla y Le6n (n=1), y 3 aislados en
Madrid en 2018. Todos ellos mostraron también resistencia a penicilina, tetraciclina,
cefixima y ciprofloxacino, siendo uno de los aislados valencianos extremadamente
resistente al presentar también resistencia a azitromicina (Tabla 3).

Tabla 3. Aislados con resistencia a ceftriaxona (CMI > 0,125 mg/L), 1991-2020.

Ao CCAA ST (NG-MAST) Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) (mg/L)

Ceftriaxona Cefixima Azitromicina Penicilina Tetraciclina Ciprofloxacina

2013  Asturias ST-1407 0,25 (R) 0,25 (R) 0,5 (S) 4 (R) 32 (R) 32 (R)
2013 Cy Leén ST-4706 05® 025® 1® 4 (R 32 (R) 32 (R)
2013 Valencia ST-1407 0,25 (R) 0,5 ® 0,5 (S 2 (R) 32 (R) 32 (R)
2013  Valencia ST-1407 025®  0,5(R) 0,5 (S) 4 ® >32 (R 32 (R)
2013 Valencia ST-8921 025®  0,5®R) 2 (R) 4 (R) >32 (R) 32 (R)
2018  Madrid ST-16942 0,19® 0,19®  0,38(S) 1,5 ®) 1,5 ®) 8 (R)

2018  Madrid ST-16942 0,19® 0,25 (R) 0,5 (S) 2R 2 (R) >32 (R
2018  Madrid ST-3435 0,5 (R) 1,5 (R) 0,25 (S) 1,5 (R) 1,5 (R) >32 (R)

R: Resistente; S: Sensible (Actuales criterios EUCAST (4))
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En 2010 se incluy6 en el programa de vigilancia el estudio de sensibilidad a
cefixima y azitromicina. En el caso de la cefixima, aunque en 2010 se identificé un
14,8% de aislados resistentes (n=12, de 81 aislados analizados) estos valores han
ido disminuyendo situiandose en 2019 en un 2,8% (n=22, de 774 aislados
analizados). Resulta especialmente preocupante el aumento del porcentaje de
aislados con una CMI > 1mg/L (EUCAST ECOFF) para azitromicina observado en
los dltimos anos, situandose en 2019 en un 87% (n=67, de 774 aislados
analizados), detectandose entre 2017 y 2020 4 aislados con “alto nivel de resistencia
a azitromicina” (CMI > 256 mg/L) en Asturias (2017), Navarra (2018 y 2020) y
Madrid (2019) (Tabla 4).

Tabla 4. Aislados con dlto nivel de resistencia a azitromicina (CMI > 256 mg/L), 1991-2020.

Ao CCAA ST (NG-MAST) Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) (mg/L)

Ceftriaxona  Cefixima  Azitromicina Penicilina Tetraciclina Ciprofloxacina

2017 Asturias  ST-16418 0,023 (S) <0,016(S) 256 (R) >32 (R) 32 (R) 2(R)
2018 Navarra  ST-3935 0,023 (S) 0,023 (S) 256 (R) 0,25 (D) 1D 0,5 (R)
2019 Madrid  ST-12304  <0,016 (S) <0,016(S) >256 (R) 0,38 (D 2 (R) 0,012 (S)
2020 Navarra  ST-3935 <0,016 (S) 0,016 (S)  >256 (R) 0,38 (D) 1) 0,008 (S)

R: Resistente; I: Sensible, cuando se incrementa la exposicion; S: Sensible (Actuales criterios EUCAST (4))

ND: Informacién No Disponible.

CONCLUSIONES

* Aunque la cobertura del programa ha sido muy variable en el tiempo,
desde el afio 2012 se reciben aislados de N. gonorrboeae de entre el 6,2% y
el 8,9% del total de casos de IG notificados por la RENAVE.

* A nivel de CCAA, la representatividad es muy variable, siendo en los
dltimos afos Navarra, Asturias y Galicia las CCAA con mayor
representatividad; a través del programa se reciben aislamientos de mas del
60% de los casos de IG notificados en estas CCAA.

* Seria necesario disponer de los datos de confirmaciéon microbiolégica (del
total de casos notificados cuantos han sido confirmados) asi como del
método diagnostico utilizado (del total de casos confirmados cuantos lo
han sido por aislamiento) para poder evaluar y mejorar la cobertura y
representatividad del programa. Esto es especialmente importante para
poder detectar la aparicion de nuevas resistencias de manera temprana.

* En 2019 se observa una disminucion de la resistencia a las cefalosporinas
de amplio espectro, cefixima y ceftriaxona, actualmente la ultima opcion
de tratamiento empirico de primera linea de la IG. La resistencia a cefixima
pas6 de un 7,8% en 2018 a un 2,8% en 2019, y no se detecté ningun
aislado con resistencia a ceftriaxona en comparacion con los 3 detectados
en 2018.
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* En el caso de la azitromicina, en 2018 se produjo un incremento
significativo en el nimero de aislados por encima del ECOFF (8,6%) que se
mantiene en 2019 (8,7%). Este aumento, sumado a la deteccion de aislados
con altos niveles de resistencia a azitromicina, resulta especialmente
preocupante, ya que actualmente el tratamiento de eleccion recomendado
para la IG es la combinacién de azitromicina y ceftriaxona como terapia
dual.

* En el control de la IG, la monitorizacién continua y exhaustiva de la
resistencia antimicrobiana resulta clave para poder ajustar las guias de
tratamiento y evitar la propagacion de estas resistencias.
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Programa de Streptococcus pneumoniae

Informe elaborado por M. Domenech, J. Sempere, M. Llamosi, M.D. Vicioso,
I. del Rio, B. Lopez-Ruiz, F. Gonzalez-Camacho, A Fenoll, J. Yuste*.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Enfermedades Bacterianas
Prevenibles por Vacunacién. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de
Salud Carlos III.

*CIBER de Enfermedades Respiratorias. CIBERES.

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas del tracto respiratorio inferior se asocian a
elevadas tasas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, siendo Streptococcus
pneumoniae (neumococo), la principal bacteria responsable de estas
patologias. Neumococo es la principal causa de neumonia bacteriana adquirida en
la comunidad, otitis media aguda y meningitis no epidémica, afectando
principalmente a la poblacion pediatrica menor de 5 anos y a los adultos por
encima de los 60 anos de edad. La prevencion de la enfermedad neumocécica
invasiva (ENI) es uno de los mayores desafios en salud publica ya que la incidencia
de la enfermedad es muy elevada a pesar de que existan vacunas y al uso de
antibidticos. Actualmente hay descritos hasta 101 serotipos diferentes basados en la
composicion del polisacarido capsular, lo que dificulta por un lado Ila
caracterizacion de los aislados clinicos y por otro, el control de la enfermedad
mediante las actuales vacunas basadas en el polisacarido capsular. Esto se debe a
que tras el uso sistematico de las actuales vacunas, suelen aumentar los casos
producidos por serotipos no-vacunales lo que se conoce como fenémeno de
reemplazo de serotipos. Es por ello, que la vigilancia epidemiol6gica de esta
enfermedad es necesaria y de gran utilidad en Salud Publica para poder identificar
cuales son los serotipos mas prevalentes que circulan en Espana y asi establecer la
posible cobertura tedrica que podrian ofrecer las actuales y futuras vacunas frente a
Nneumococo.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La ENI suele estar asociada a elevadas tasas de incidencia y hospitalizacion en
la poblacién pediatrica y adulta. Esto supone un elevado gasto sanitario, lo que
justifica que el Ministerio de Sanidad recomiende la vacunacién frente a neumococo
en el calendario vacunal pediiatrico y de adultos. La elevada variabilidad de este
microorganismo, con mas de 100 serotipos descritos, y la limitaciéon en cuanto al
numero maximo de serotipos potencialmente prevenibles por vacunacién por las
actuales vacunas, justifica que la vigilancia epidemiolégica de este microorganismo
sea considerada de gran relevancia en Salud Publica para conocer el posible impac-
to de las actuales y futuras vacunas.
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Por todo lo anterior, los principales objetivos de este programa se describen a
continuacion:

* Determinar la situacion epidemiolégica de la enfermedad neumocédcica
invasiva en Espana.

* Analizar el impacto de los actuales programas de vacunacién pediatrica y
del adulto frente a neumococo en la incidencia de enfermedad producida
por serotipos vacunales.

* Identificar de forma precoz el aumento de casos de ENI producida por
serotipos no vacunales, asi como la aparicion de casos producidas por
aislados clinicos de serotipos incluidos en las actuales vacunas, que
puedan estar asociados a fallo vacunal.

* Caracterizar la resistencia antibitica en las cepas circulantes de
neumococo y analizar el impacto de la vacunacién en el control de la
resistencia antibiética.

DISENO DEL PROGRAMA

La confirmacién de neumococo de todas las muestras recibidas procedentes de
los diferentes hospitales es fundamental para poder establecer un criterio correcto
de identificacion de S. pneumoniae. Esto se hace mediante diferentes técnicas
microbiolégicas entre las que se incluye la sensibilidad a optoquina, la reaccion de
Quellung vy la lisis en desoxicolato sédico.

La determinacion del serotipo se realiza mediante la técnica de inmunoblot y
también mediante PCR-secuenciacion de genes capsulares.

Por ultimo, se caracteriza la sensibilidad antibi6tica para conocer el nivel de
resistencia antimicrobiana de los aislados clinicos de neumococo que circulan por
Espafia con el fin de identificar posibles serotipos emergentes asociados a
resistencia antibiodtica.

Durante el periodo 2009-2019 se han caracterizado 25.443 aislados clinicos
invasivos de neumococo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evolucién de la ENI en poblacién pedidtrica y adulta

En ninos menores de 2 anos, la incidencia por serotipos incluidos en la vacuna
conjugada 13-valente (PCV13) disminuyeron de 54,23 casos por 100.000 habitantes
en el periodo pre-PCV13 (ano 2009) a 7,33 casos en el ultimo periodo 2018-2019
(IRR: 0,19; IC 95%: 0,16-0,23) demostrando una reduccion del 89% de los casos de
ENI comparando 2009 vs 2019 (Figura 1). La incidencia por serotipos no-PCV13
aument6 de 13,10 casos en 2009 a 20,76 casos en 2018-2019 (IRR: 1,84; IC 95%:
1,50-2,24) (Figura 1).
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En nifios de 2-5 anos de edad, la incidencia por serotipos PCV13 disminuy6 de
11,06 casos en 2009 a 1,82 en 2018-2019 (IRR: 0,15; IC 95%: 0,12-020) lo que
supone una reduccion del 87% de los casos de ENI comparando 2009 y 2019. La
incidencia por serotipos no-PCV13 fue menos pronunciada en este grupo de edad
con una incidencia de 1,46 en 2009 y 3,2 en el ultimo periodo 2018-2019 (IRR:
2,29; IC 95%: 1,52-3,46) (Figura 1). En general, estos resultados confirman que la
introduccion de la vacuna PCV13 en poblacion pediatrica, redujo de forma
progresiva, la incidencia de ENI en nifios, aunque también se aprecia un cierto
aumento de casos por serotipos no-PCV13 sobre todo en los altimos afos.

Figura 1. Tendencias de ENI en Espafia en poblacién pedidtrica y adulta durante el periodo 2009-2019. Las lineas
verticales indican los afios en los que se introdujo la vacuna PCV13 en mercado privado (afio 2010) y en el
calendario vacunal pedidtrico (afio 2016). Los datos muestran las tasas de incidencia para la poblacién de 0-2 afios
(A), 2-<5 aiios (B), 18-64 aiios (C) y el grupo de 65 afios y de mayor edad (D). PCV13 representa los casos de ENI
debido a serotipos incluidos en la vacuna conjugada 13-valente (linea rosa con puntos). NON-PCV13 representa los
casos de ENI no incluidos en la vacuna conjugada 13-valente (linea azul discontinua de cuadrados). El total de
serotipos representa todos los casos de ENI en ese grupo de poblacién (linea morada con triéngulos). Add-PPV23
representa los casos de ENI de serotipos incluidos en la vacuna polisacaridica 23-valente, pero no en la PCV13
(linea naranja discontinua con rombos). NON-VAC representa todos los casos de ENI debido a serotipos que no
estdn incluidos en ninguna de las vacunas (linea verde con triéngulos). PPV23 representa los casos de ENI de
serotipos incluidos en la vacuna polisacaridica 23-valente (linea azul con cuadrados).
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Extraidos de: De Miguel et al. Clin Infect Dis. 2020:ciaa1483. doi: 10.1093/cid/ciaal483.
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En adultos, la carga de enfermedad por todos los serotipos permanecid
constante para el grupo de edad de 18-64 afios y fue moderadamente alta para los
adultos de 65 afios y de mayor edad cuando se compara el periodo 2009 con el
2018-2019 (Figura 1). Los casos por serotipos PCV13 disminuyeron hasta un 74% en
los adultos de 18-64 afos (IRR: 0,37; IC 95%: 0,34-0,42) y un 58% en adultos
> 65 afnos (IRR: 0,47; IC 95%: 0,42-0,52) comparando 2009 vs el periodo 2018-19
(Figura 1). En adultos, la introduccion de la vacuna PCV13 en el afio 2010 y luego
en 2016 en calendario vacunal, fue una estrategia eficaz para reducir la enfermedad
del adulto en todas las edades, confirmando un importante efecto de inmunidad
indirecta.

La incidencia por serotipos incluidos en la vacuna polisacaridica 23-valente
(PPV23), disminuy6 hasta el ano 2014 (periodo intermedio), principalmente debido
al efecto de inmunidad indirecta por la vacunacion pediatrica. Sin embargo, en los
dltimos afnos, se observa un aumento progresivo de casos alcanzando una
incidencia similar en 2019 a la del ano 2009 por estos serotipos, a pesar del uso de
esta vacuna PPV23 en poblacion adulta (Figura 1). La incidencia por serotipos
adicionales de la vacuna PPV23 (aquellos incluidos en PPV23, pero no en PCV13),
muestran un aumento progresivo que se ha acentuado en los ultimos anos.

La ENI por serotipos no-vacunales en poblacion adulta muestra una tendencia
estable en poblacion de 18-64 afios de edad y un cierto aumento en poblacién > 65
anos, cuando se compara el periodo pre-vacunal (2009) con la situaciéon del
2018-2019 (IRR: 1,56; IC 95%: 1,35-1,80) (Figura 1).

Distribucién de serotipos en poblacién pedidtrica y adulta

En poblacion pediatrica, el 80% de los casos fueron causados por serotipos
PCV13 en el periodo pre-vacunal (ano 2009), disminuyendo de 491 casos en 2009
hasta 65 casos en 2019, lo que demuestra la gran contribucién de la vacuna PCV13
para controlar la carga de enfermedad en ninos. Entre los serotipos no-PCV13, el
serotipo 24F fue el mas frecuente en todos los periodos analizados, observandose
un aumento por serotipo 8 en los ultimos anos.

En adultos de 18-64 afios de edad, los casos de ENI por serotipos PCV13
disminuyeron desde el 68% (822 casos) en 2009 al 24% (200 casos) en 2019
confirmando el efecto de inmunidad indirecta por la vacunacién pediatrica, siendo
el serotipo 3 el principal serotipo dentro de los incluidos en la vacuna PCV13. Es
destacable el aumento de casos por serotipos adicionales de la PPV23, sobre todo
gracias al incremento del serotipo 8 (5,9% en 2009 vs 30% en 2019), seguido por
los serotipos 12F, 9N y 22F. Los casos por serotipos no-vacunales, permanecen
constantes en este grupo de edad.

En adultos de 65 anos y mayor edad, los casos de ENI por serotipos PCV13
disminuyeron del 66% (742 casos) en 2009 al 25% (313 casos) en 2019, demostran-
dose efecto de inmunidad indirecta gracias a la vacunacion pediatrica. Los serotipos
3 y 19A fueron los dos mas frecuentes dentro de los serotipos PCV13 en todos
los periodos analizados, observando, ademas, un aumento de casos por serotipos
adicionales de la vacuna PPV23 (principalmente el serotipo 8). El aumento de casos
por serotipo 8 es preocupante, con un incremento del 3% (73 casos) en 2009 al
19% (232 casos) en 2019.
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Otros serotipos que han aumentado en los dltimos anos son el 22F (5,3%, 66 casos)
y el 12F (4,6%, 57 casos). En general, los casos de ENI por serotipos 3 y 8 se
asociaron a un 32% de los casos de ENI en este grupo de edad. Los serotipos no-
vacunales, también aumentaron del 17% en 2009 al 30% en 2019, siendo los
serotipos 15A (4%), 6C (3,8%), y 16F (3,4%) entre los mas frecuentes en 2019.

Aumento de aislados clinicos no-PCV13 asociados a resistencia antibiética

En los ultimos anos se aprecia un aumento de casos de ENI por aislados
clinicos que no estan incluidos en la vacuna PCV13 y que muestran resistencia a los
antibioticos B-lactamicos. Entre estos serotipos destacan el 24F, que suele asociarse
a pacientes pediatricos, y el 11°, del que hemos descrito hasta 3 genotipos
diferentes (ST62, ST838 y ST6521), los dos ultimos relacionados con altos niveles
de resistencia a amoxicilina y cefotaxima. De los 3 genotipos, el ST6521 mostr6é una
elevada capacidad para evadir la inmunidad del complemento y la fagocitosis y
para formar biofilms lo que podria favorecer su aumento en infecciones crénicas
respiratorias como las neumonias recurrentes que son caracteristicas en pacientes
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

CONCLUSIONES

* El uso de la vacuna PCV13 ha logrado reducir los casos de ENI por
serotipos vacunales no solo en poblacion pediatrica vacunada sino también
en poblacion adulta gracias al fendomeno de inmunidad indirecta.

* En los ultimos anos se aprecia un aumento moderado de casos en
poblacion pediatrica por serotipos no incluidos en la vacuna PCV13,
siendo el serotipo 24F el mas frecuente en la actualidad.

* En poblacion adulta sigue existiendo una elevada carga de enfermedad por
serotipos incluidos en la vacuna PCV13, observandose un aumento muy
marcado por serotipos especificos de la vacuna PPV23 de los que destacan
el 8 y el 22F.

* Existe un aumento de casos por cepas resistentes a antibidticos producido
por serotipos no incluidos en la vacuna conjugada y con elevado potencial
de patogenicidad al evadir de forma eficiente el sistema inmune.

* Desde la perspectiva de Salud Publica, es fundamental continuar con la
labor de vigilancia epidemiolégica de la ENI para poder evaluar la posible
eficacia de las actuales y futuras vacunas antineumococicas.
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Programa de enfermedad invasiva por
Streptococcus pyogenes

Informe elaborado por P. Villalon.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Taxonomia Bacteriana vy
Tuberculosis. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

Streptococcus pyogenes o estreptococo del grupo A (SGA) es una bacteria que
causa una gran variedad de cuadros clinicos, desde infecciones superficiales como
faringitis e impétigo, hasta infecciones invasivas graves como celulitis, neumonia,
artritis, fascitis necrotizante, bacteriemia y sepsis, entre otras. La produccion de
exotoxinas que actian como superantigenos provoca los cuadros clinicos de
escarlatina, fascitis necrotizante y sindrome del shock téxico estreptocécico (SSTS),
este ultimo con una tasa de mortalidad frecuentemente superior al 40%. El SGA
también produce secuelas inmunologicas, las mas habituales son la
glomerulonefritis aguda postestreptococica y la fiebre reumatica aguda que puede
evolucionar a enfermedad cardiaca reumatica.

La incidencia de la enfermedad invasiva por el SGA varia en funcién de las
condiciones socioecon6micas, siendo mas baja en los paises mas desarrollados
(2,5/100.0000 habitantes). A escala global, el SGA es la novena causa de mortalidad
infecciosa y el conjunto de las enfermedades graves causadas por esta bacteria son
responsables al menos de 517.000 muertes/ano.

La clasificacion microbiolégica del SGA se basa en la tipificacion del gen emm
que codifica la proteina M de superficie, considerada un factor de virulencia
principal. La vigilancia microbiolégica de los aislados invasivos se realiza en el
Centro Nacional de Microbiologia desde 1994 aunque la enfermedad invasiva por el
SGA no sea de declaracion obligatoria en Espana.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Justificacion: la tipificacion microbiologica de los aislados de S. pyogenes es
necesaria para conocer las caracteristicas de la poblacion bacteriana que causa
enfermedad invasiva en Espana, su evolucion en el tiempo y también para detectar
precozmente cualquier cambio que pueda tener repercusion en la Salud Publica.
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Objetivos:
* Conocer los principales emm tipos (serotipos) circulantes.
* Determinar el perfil de genes de exotoxinas de las cepas circulantes.

* Conocer la susceptibilidad a antibi6ticos utilizados para el tratamiento y
control de la infeccion.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos del estudio:

* Casos humanos de infeccion invasiva con aislamiento del SGA. Se incluyen
también los cuadros clinicos mediados por toxinas y producidos por
secuelas inmunoloégicas.

* Casos humanos de infecciéon asociados a brotes con aislamiento del
SGA. Las cepas a estudiar se seleccionaran previamente con criterios
clinicos y epidemiol6gicos.

Participantes: los laboratorios de microbiologia hospitalaria de la red publica
y privada, y los laboratorios de salud publica de las CCAA.

Formulario especifico: se cumplimenta en su totalidad y sin imprecisiones. Se
aportan ademas todos los datos clinicos y epidemiolégicos importantes para
documentar los casos (cuadro clinico, puerta de entrada de la infeccién, factores
predisponentes, shock toxico, exitus, etc).

Tipos de muestra y condiciones de envio: aislados de S. pyogenes causantes
de enfermedad invasiva. Se requiere cultivo crecido vy ausente de
contaminaciéon. Las condiciones de envio deben cumplir las normas de
bioseguridad y cada placa/tubo debe estar correctamente sellada. Las muestras
deben ser enviadas a temperatura ambiente.

Ensayos de tipificacion y metodologia: la tipificacion basica del SGA incluye
emm tipo, perfil de genes de exotoxinas y antibiograma.

* emm tipo: secuenciacion e identificacion con la base de datos del CDC.

* Genes de exotoxinas speA, speB, speC, speF, speG, speH, speJ, smeZ y ssa:
PCR multiplex.

* Sensibilidad a antimicrobianos:
° Penicilina, tetraciclina, eritromicina y clindamicina: E-test.

> Fenotipo de resistencia a macrolidos: test de doble disco de eritromicina
y clindamicina. En aislados resistentes a eritromicina.

o Estudio de genes de resistencia a tetraciclina y macrdlidos (tet, msr, mef,
erm): PCR. En estudios previamente concertados.

* Grupo de Lancefield: aglutinacion con latex. En los casos que sea necesario.

* MLST: secuenciacion de siete loci (https://pubmlst.org/). En casos
epidemiol6gicamente justificados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El programa de vigilancia de la infeccion invasiva por S. pyogenes ha ido
creciendo y adaptindose a los cambios metodolégicos experimentados en los
laboratorios de microbiologia. En el periodo 1994-2020 (26 afios) se analizaron
2620 aislados invasivos.

Figura 1. Distribucién anual (1994-2020) de las cepas invasivas de S. pyogenes
estudiadas por el programa de vigilancia del CNM.
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Este informe muestra el andlisis de 1983 aislados del periodo 2007-2020
(14 afos), ya que es desde el 2007 cuando se observa una consolidacion en el n°
de cepas recibidas. El 59,1% de los aislados del 2020 son anteriores al 14 de marzo,
desde entonces se ha registrado un descenso importante en el n° de muestras
recibidas que esperamos se normalice con la resolucion de la pandemia de
COVID-19.

La participacion por CCAA fue desigual; las mas representadas fueron Pais
Vasco y Madrid, mientras que Asturias y Cantabria no tuvieron representacion. Las
edades extremas fueron las mas representadas, el 22,3% de los casos tenian
0-4 afios y el 19,0% eran mayores de 75 afos. La mayoria de los aislados de
S. pyogenes se obtuvieron de sangre (n=976, 49,2%), y el cuadro clinico mas
frecuente fue la sepsis (571, 28,8%). La puerta de entrada de la infeccién mas
comun fue cutanea (512, 25,8%), seguida de respiratoria (453, 22,8%), aunque fue
desconocida en el 51,3% de los casos.

Se detectaron 60 emm tipos en total. La tabla 1 muestra los datos mas
relevantes de los 12 emm tipos mas frecuentes (= 35 aislados). Se indican las
asociaciones estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los emm tipos y la edad
de los casos y la puerta de entrada de la infeccion.
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Tabla 1. Caracteristicas de los 12 emm tipos principales detectados en infecciones invasivas por S. pyogenes,

Espana, 2007-2020
emm tipo Cepas “ Edad ? (afos) Puerta entrada ? Infeccion Exotoxinas ¢
n % Tipo % Genes %
1 474 2 0-4 R iratori A-G-]-Z 69,8
emm 7 3,9 espiratoria Sep 28.9 -J- 9,
Neu 15,8
210 10,6 0-14 Respiratori A-G- 8
emm3 s espiratoria Esc 35.7 ssa 73,
Sep 27,1
4 161 8,1 0-14 R iratori C-Z-
emm , espiratoria Esc 30,4 ssa 73,9
Sep 21,7
6 10 4 -14 R iratori C-G-H 6,1
emm 7 5 5 espiratoria Sep 271 50,
Esc 14,0
11 6 2 > Cuta C-G-H 8
emm 3 3, 75 utanea Sep 349 77,
Cel 31,7
emm12 115 5,8 0-4 No detectada G-H 47,8
Sep 29,6
Neu 13,9
emm22 36 1,8 15-39 Respiratoria A-G-ssa 44,4
Sep 25,0
Cel 22,2
emm?28 97 49 No detectada Cutdnea Cc-G-J 62,9
Sep 35,1
Cel 19,6
emm75 83 4,2 No detectada No detectada C-G 62,7
Sep 229
Cel 133
emm77 81 41 > 65 Cutinea Sep 28,4 C 61,7
IHQ 19,8
emm87 90 4,5 No detectada No detectada C-G-J-Z-ssa 333
Sep 26,7
Esc 25,6
8 221 11,1 > Cuta Cc-G 65,6
emm89 s 75 utanea Sep 344 5,
Cel 25,8

Tabla adaptada de Villalon et al [4]. Cel, celulitis; Esc, escarlatina; IHQ, infeccion herida quirirgica; Neu, neumonia; Sep, sepsis.

“n, namero de cepas; %, porcentaje del total de cepas (V = 1983); b Se muestran sélo las asociaciones estadisticamente significativas (p < 0,05);
¢Se indican los tipos de infeccion y perfiles de genes de exotoxinas mas frecuentes para cada emm tipo.

La mayor limitaciéon del programa de vigilancia tiene su origen en que la
enfermedad invasiva por el SGA no es de notificacion obligatoria en Espana vy, por
tanto, la participacion es voluntaria. Esto genera un sesgo en el origen geografico y
edad de la muestra; con un reparto geogriafico heterogéneo y una
sobrerrepresentacion de los casos infantiles de 0-4 anos. La gran fortaleza del
programa, sin embargo, radica en la informacion microbiolégica que aporta; los
datos que ofrece son esenciales para conocer la situaciéon de esta enfermedad en
Espana y para detectar posibles cambios en su evolucion.

La distribucion de los principales emm tipos detectados en Espana fue si-
milar a la observada en otros paises de nivel socioeconémico equiparable. La
vacuna 30-valente frente a S. pyogenes (en fase de ensayo clinico) cubriria
al menos el 95% de los aislados del periodo 2007-2020 (Figura 2). emml
fue el emm tipo mas frecuente y se asocié con infecciones graves como neu-
monia, fascitis necrotizante y SSTS. emm3, emm4 y emm87 presentaron aso-
ciacion con escarlatina; emm28 con fiebre puerperal y emm6 con mastoiditis.
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emmll, emm77 y emm89 presentaron una marcada asociacion con celulitis y otras
infecciones cutaneas. emm89 era excepcional hasta el 2007, desde entonces
aumenté bruscamente su prevalencia y actualmente es la segunda causa de
infeccion invasiva por el SGA.

Figura 2. Cobertura de la vacuna 30-valente en Espafia, 2007-2020. El diagrama de barras muestra el n° de
aislados de los 18 emm tipos mas frecuentes (> 10 aislados). El diagrama lineal muestra el porcentaje acumulado
de los emm tipos representados. Los asteriscos marcan los emm tipos no incluidos en la vacuna.
Adaptado de Villalén et al. [4]

500 - - 100
7
450 4 L 90
400 - L 80
350 - L 70
®
300 - L 60 g
v o
[=] c
B 250 - - 50 3
b c
w —N
5 200 + L 40 §
2
150 L 30
100 L 20
50 - L 10
0 [ L o

= o M < N O 0~~~ AN g NN
(7] - N0~ ™~ =H N

gk
18

81

29
90*
Otros

emm tipos

Se detectaron > 100 perfiles genéticos de exotoxinas. Sin embargo, cada emm
tipo se asoci6é con determinados perfiles (tabla 1), constituyendo estos ultimos un
complemento importante en la tipificacion de los aislados. El gen ssa fue el mas
prevalente en los casos de escarlatina, sobre todo producidos por emm3, emm4 y
emm87. Los aislados de emm1 portadores de speA, spe] y smeZ se asociaron con los
casos mas graves de neumonia, fascitis necrotizante y SSTS aunque desconocemos
el papel que ejercieron las exotoxinas en la gravedad de estos cuadros clinicos.

Todos los aislados fueron sensibles a penicilina. La resistencia a tetraciclina fue
la mas comun (237, 12,0%), seguida de la resistencia a eritromicina (175, 8,8%) y
clindamicina (83, 4,2%). En los periodos 2007-2011, 2012-2016 y 2017-2020 las
tasas de resistencia a tetraciclina fueron 17,6, 7,5 y 10,7% respectivamente; mientras
que las tasas de resistencia a eritromicina fueron 13,0, 5,5 y 8,0%; y las de
clindamicina 6,9, 2,6 y 2,9%. La resistencia s6lo a eritromicina se agrupéo
mayoritariamente en determinados clones de emm4, emml2 y emm?28; mientras
que la resistencia combinada a eritromicina y tetraciclina se concentr6é en emmll y
emm77. En general, las tasas de resistencia decrecieron a lo largo del periodo
estudiado, aunque se detect6 un repunte en los ultimos anos. Es necesario
continuar la actividad de vigilancia para un mejor conocimiento de las tendencias
en la evolucion de la resistencia.
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CONCLUSIONES

emml y emm89 son actualmente las dos causas principales de enfermedad
invasiva por el SGA en Espafia. emm1 portador de los genes de virulencia
speA, spe] y smeZ se asocia con algunos de los cuadros clinicos mas graves.

emml, emm3, emm4 y emmO6 se asocian mayoritariamente con infecciones
de origen respiratorio en la poblacion pediatrica.

emmll, emm77 y emm89 se asocian preferentemente con infecciones de
origen cutaneo en la poblacién > 75 anos.

Los aislados invasivos del SGA son fundamentalmente sensibles a los
antibioticos analizados. Las tasas de resistencia a tetraciclina, eritromicina y
clindamicina disminuyeron durante el periodo estudiado. La resistencia
aislada a eritromicina se agrupa en emm4, emm12 y emm28. La resistencia
combinada a eritromicina y tetraciclina se concentra en emmll y emm77.

La administracion de la vacuna 30-valente en Espana cubriria la gran
mayoria de los aislados invasivos del SGA.

La vigilancia continua de la enfermedad invasiva por el SGA es necesaria
para detectar de forma temprana cualquier cambio que se pueda producir
en la poblacion bacteriana circulante, asi como para tomar a tiempo las
medidas de prevencion y control oportunas.
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Programa de Haemophilus influenzae
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INTRODUCCION

Haemopbilus influenzae (Hi) es wuna bacteria patégena (cocobacilo
gramnegativo) que causa enfermedad invasiva (meningitis y sepsis) e infecciones
de las mucosas, sobre todo del tracto respiratorio. Las cepas de Hi se dividen en
capsuladas o no capsuladas (no tipificables) en funcién de la produccién o no de
una capsula polisacarida. Las cepas capsuladas se pueden clasificar en serotipos (a,
b, ¢, d, e, f), y clasicamente se han asociado a infecciones invasivas; mientras que
las no capsuladas se han relacionado con infecciones menos graves que afectan
principalmente a las vias respiratorias.

H. influenzae serotipo b (Hib) ha sido el principal patégeno de esta especie y
causa frecuente de enfermedad invasiva, manteniéndose como la causa mas comun
de meningitis bacteriana en ninos de dos meses a cinco anos en aquellos paises
donde no existen programas de vacunaciéon adecuados.

Desde la década de 1980 se dispone de una vacuna eficaz y segura frente a
Hib, y la mayoria de los Estados miembros de la UE, incluida Espana, la han
incluido en sus programas de inmunizacion con una excelente cobertura. La
vacunacion contra Hib ha reducido drasticamente la tasa de enfermedad invasiva
por Hib en nifios pequenos.

La vacunacion frente a Hib ha generado un escenario diferente y cambiante en
el perfil de la infeccion por esta especie caracterizado por el descenso en la
incidencia de enfermedad invasiva por Hib en nifios, la aparicion progresiva de
cepas capsuladas patogenas de otros serotipos (sobre todo el f y el e, pero muy
recientemente también el a), y aumento de la patologia invasiva en adultos debido,
en su mayor parte, a cepas no capsuladas.

Ademas, la creciente prevalencia de fenotipos resistentes a los antibioticos
reportados en este patdogeno limita la eleccion de un tratamiento antibidtico
adecuado. Los estudios de vigilancia de antibi6ticos son necesarios para determinar
las tendencias en los patrones de susceptibilidad nacionales, regionales y locales y
para orientar eficazmente la terapia antimicrobiana empirica.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Aunque el éxito de la vacunacién contra Hib es evidente, y mantener una alta
cobertura de vacunacion en nifios es esencial para garantizar la proteccion de todos
los grupos de edad, la vigilancia de los casos de enfermedad invasiva por Hib es
también clave para detectar los posibles fallos vacunales, asi como nucleos de
poblacion susceptibles no correctamente inmunizados. La caracterizacion molecular
de las cepas implicadas en estos casos es clave para dirigir las medidas hacia su
control.

El creciente reconocimiento de Hi no capsulado como un patégeno invasivo
importante justifica la vigilancia continua y la caracterizaciéon genética de las cepas
implicadas para evaluar su diversidad genética, la presencia de brotes y la
adquisicion de determinantes de resistencia. Ademas, la emergencia de otros
serotipos (e, f, a) requiere de una continua monitorizacion de las tendencias
evolutivas de las infecciones que producen para prevenir una posible
diseminacion. En este sentido, y alineado con las prioridades del ECDC que
considera la vigilancia de este microorganismo de gran relevancia en Salud Publica,
el Programa de Vigilancia de H. influenzae del Centro Nacional de Microbiologia
(PVHi-CNM) aporta informacion microbiolégica y molecular a la vigilancia de la
enfermedad por Hi que permite la deteccion de cambios en la epidemiologia,
dirigir precozmente las intervenciones preventivas a implementar y optimizar los
tratamientos antibidticos empiricos.

Por todo lo anterior, los principales objetivos de este programa son los que se
describen a continuacion:

* Conocer y vigilar los serotipos y clones de Hi circulantes causantes de
enfermedad invasiva.

* Conocer y vigilar el aumento creciente de la morbilidad y mortalidad de la
enfermedad invasiva y no invasiva en nifios y adultos por Hi no capsulado.

* Conocer y vigilar la susceptibilidad a los antibioticos utilizados para el
tratamiento y control de la infeccion; asi como determinar los principales
mecanismos de resistencia a los antibioticos utilizados para tratar la
enfermedad invasiva y respiratoria.

* Conocer y vigilar los casos de fallo vacunal de la vacuna contra Hib.

* Conocer y vigilar la posible emergencia de otros serotipos capsulares no
incluidos en la vacuna conjugada anti-Hib.

* Cooperar con el CNE-ISCIII, las CCAA y el ECDC para la mejora de la
cobertura y del conocimiento de la enfermedad causada por Hi de
declaracion no obligatoria.
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DISENO DEL PROGRAMA

El PVHi-CNM esta dirigido al estudio y caracterizacion de cepas de Hi
procedentes de infecciones invasivas, y de otro tipo de infecciones, y esta abierto a
la participacion de todos los laboratorios de microbiologia clinica y de salud
publica del SNS, con el objetivo de tener una muestra lo mas representativa posible
de la poblacion de cepas circulantes.

El PVHi-CNM trabaja con cepas bacterianas procedentes de humanos; la
inclusion de cepas bacterianas en el PVRA-CNM debe cumplir unas minimas
recomendaciones generales para garantizar su calidad, representatividad e
intercomparabilidad.

A nivel metodolégico, actualmente el programa incluye las siguientes
determinaciones:

* Métodos fenotipicos y genotipicos para la identificacién bacteriana.
* Determinacion del serotipo por métodos fenotipicos y genotipicos.

* Determinacion de sensibilidad a antibi6ticos mediante criterios EUCAST y
lectura interpretada del antibiograma.

* Caracterizacion genotipica de los mecanismos emergentes de resistencia,
incluyendo resistencia a betalactimicos y otras familias de antibidticos,
mediante PCR vy secuenciacion de genes especificos y mediante
secuenciacion de genomas completos.

* Estudio de la estructura poblacional de cepas causantes de enfermedad
invasiva, asi como caracterizacion de brotes, mediante secuenciacion
genomica masiva [estudios de SNPs, Multilocus Sequence-Typing (MLST), y
core genome MLST (cgMLST)]

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los anos 2014-2020, el PVHi-CNM estudié un total de 2385 cepas de
Haemophbilus spp. implicadas en infecciones de humanos; la media de cepas por
ano en el intervalo 2014-2019 fue de 371,7, mientras que en el 2020 se produjo una
reduccion significativa del nimero de cepas recibidas (155) debido al impacto de la
COVID-19. Los aislamientos procedieron de 132 hospitales distribuidos entre
46 provincias y las dos ciudades autébnomas espafolas.

El 49,1% (1172) de las cepas se aislaron de muestras de sangre (1002), LCR
(102) u otros liquidos estériles o biopsias de 6rganos internos (68); el 28,1% (670)
procedian de muestras respiratorias, el 13,4% (320) de exudados conjuntivales u
otras muestras oculares, el 2,3% (56) de exudados de heridas y muestras cutianeas,
el 2,3% (54) de muestras urogenitales, y el 4,7% (113) de otras localizaciones.
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La mayor parte de ellas correspondieron a la especie H. influenzae (2118;
88,8%), que se clasificaron, segun serotipos, en 1937 (91,4%) cepas no capsuladas,
73 (3,4%) del serotipo f, 47 (2,2%) del serotipo b, 36 (1,7%) del serotipo e, 21 (1%)
del serotipo a, 3 (0,14%) del serotipo ¢ y una (0,05%) del serotipo d. El resto de
aislamientos pertenecieron a otras especies, principalmente Haemophilus
parainfluenzae (267; 11,2%).

El 100% de las cepas de Hib estudiadas produjeron infecciones invasivas,
representando el 4% (47/1172) del total de las cepas de Hi implicadas en
enfermedad invasiva que se estudiaron durante 2014-2020. La edad media de los
pacientes infectados por Hib fue de 38,1 anos, pero presenté6 una distribucion
bimodal con un 40,4% de casos en nifilos menores de 4 afos y un 38,3% en
pacientes mayores de 65 anos.

Considerando las cepas de Hi implicadas en infecciones invasivas, las
tendencias evolutivas por serotipos mostraron un aumento del serotipo a del 0,7%
en 2015 (respecto al total de cepas invasivas de ese ano) al 3,5% en 2019 (P=0,009),
y un descenso del serotipo e del 4,6% en 2015 al 1,7% en 2019 (P=0,03). El serotipo
f se mantuvo durante el periodo de estudio como el mas prevalente dentro de las
cepas capsuladas, con un 5,9% entre los dos primeros afios (2015-2016) y un 6,3%
en los tres ultimos (2017-2019). Cabe destacar la importancia de las cepas no
capsuladas en infecciones invasivas, un 85,6% de las cepas recibidas por producir
este tipo de infecciones fueron no capsuladas, lo que corresponde a una media de
162 casos anuales.

En el analisis de la edad de los pacientes con patologia invasiva por Hi en el
periodo 2015 a 2019, observamos que las cepas no capsuladas se detectan
principalmente en pacientes mayores de 65 afos seguido de niflos menores de
4 anos. El mayor namero de casos debidos al serotipo b se presenta en nifios
menores de cuatro afios, seguido de pacientes mayores de 65 afnos. No se han
observado casos de serotipo a en pacientes mayores de 65 afios. Los serotipos e y
causan patologia sobre todo en pacientes mayores de 65 afos.
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Figura 1. Distribucién de casos de patologia invasiva debida a Haemophilus inflvenzae
no capsulado y capsulado segun las edades de los pacientes (2015-2019).
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Los estudios realizados por secuenciacion de genomas completos en todas las
cepas de H. influenzae capsuladas y en una seleccion de cepas no capsuladas,
todas ellas procedentes de pacientes con patologias invasivas y aisladas en el ano
2019, nos muestran la estructura poblacional que se refleja en la Figura 2. Cuando
analizamos la variabilidad de la poblacién aplicando un indice de diversidad simple
(SDI) (Gasteimer P et al), observamos que las cepas no capsuladas presentan una
mayor variabilidad en comparaciéon con las cepas capsuladas (SDI: 88,6 % en cepas
no capsuladas frente a SDI: 34,14% en cepas capsuladas). La distribucion de STs
segun serotipos nos muestra que los STs mas frecuentes fueron STG en cepas de
serotipo b, ST124 en cepas de serotipo f y ST18 en cepas del serotipo e (Figura 2).
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Figura 2. Minimum spanning tree que representa la estructura poblacional de 85 cepas de Haemophilus influenzae
responsables de patologia invasiva en el afio 2019. El esquema de cgMLST utilizado contiene 1026 genes y ha sido
disefiado utilizando la totalidad de genomas completos de Haemophilus influenzae disponibles el NCBI. Los circulos
rojos indican el tipo de capsula, las cepas que no estédn englobadas en ningun circulo son no capsuladas.
Los colores representan el ST.
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En cuanto a la resistencia antibioticos, la disminucion de sensibilidad
combinada a amoxiclina/acido clavulanico y cefuroxima (CMI>2 mg/L en ambos
casos) aumentd en cepas invasivas de Hi del 2,6% en 2015 al 4,8% en 2019; este
perfil fenotipico es un buen indicador de la resistencia a antibiéticos B-lactamicos
por modificacion de la PBP3. La resistencia a ciprofloxacino también se increment6
desde el 0,6% en 2015 al 2,2% en 2019. En ambos casos, todas las cepas resistentes
fueron no capsuladas. Cabe destacar la aparicion de cepas con resistencia a
cefotaxima (n=7; CMIs = 0,25-0,5 mg/L) por su posible repercusion clinica en la
eficacia de tratamientos empiricos.

CONCLUSIONES

* La mayoria de los casos de enfermedad invasiva estudiados se deben a
HiNT
* La mayor parte de los casos se producen en pacientes adultos (> 65 anos).

* El serotipo b parece afectar a poblacion infantil en una proporciéon similar
a adultos mayores de 65 afios.

* El serotipo a aparece como un serotipo emergente en la patologia invasiva.

* Las cepas de HiNT asociadas a patologia invasiva presentan una mayor
diversidad genética que las cepas capsuladas.
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INTRODUCCION

La resistencia a antibiéticos (RA) es una amenaza de primer orden para los
enfermos, la comunidad y la salud publica que puede limitar de manera importante
las alternativas terapéuticas en las infecciones por bacterias con resistencia a
multiples antibi6ticos. Se trata de un problema de salud dinamico y rapidamente
evolutivo que ha experimentado un progresivo aumento hasta convertirse en una
emergencia sanitaria segun todas las instituciones internacionales tales como la
Comision Europea, el G7, el G20, el ECDC, la OMS y el CDC, entre otras. Su mayor
impacto, tanto clinico como epidemiolégico, se produce por aquellas bacterias
resistentes frente a la practica totalidad de los antibi6ticos disponibles, con escasas
y casi nunca Optimas alternativas terapéuticas. Preocupa especialmente la rapida
propagacion de bacterias gram-negativas con resistencia combinada a multiples
familias de antibi6ticos, entre las que destacan aquellas resistentes a antibi6ticos
carbapenémicos. En general, las infecciones producidas por estas bacterias multi-
resistentes generan ingresos mas prolongados, complicaciones mas frecuentes,
incluyendo la evolucion fatal, y un coste econémico mayor que las infecciones
producidas por bacterias sensibles.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Las bacterias resistentes a antibidticos constituyen una de las mayores
amenazas para la salud publica. Estudios recientes han estimado el impac-
to de las principales bacterias multirresistentes en Europa en alrededor de
33.000 muertes al ano, generando un gasto sanitario adicional de unos
1.500 millones de euros. El impacto de la RA no solo es directo, limitan-
do la eficacia del tratamiento de las enfermedades infecciosas, si no tam-
bién indirecto comprometiendo la realizacion de procedimientos avanzados
de la medicina moderna, como son los trasplantes de O6rganos, la quimio-
terapia o las grandes cirugias, inviables sin una eficaz cobertura antibidtica.
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El conocimiento detallado y actualizado de las tendencias evolutivas de la
prevalencia de la resistencia, de la apariciéon de nuevos mecanismos de resistencia y
de la dispersion de los ya existentes, de la distribuciéon de los clones de alto riesgo
circulantes, y de la existencia de brotes intra- o interhospitalarios es imprescindible
para la implementaciéon precoz de medidas que ayuden a su control.

Alineado con las principales instituciones internacionales, el Instituto de Salud
Carlos III (ISCIII) considera la RA una de sus prioridades. El Programa de
Vigilancia Microbiol6gica de la Resistencia a Antibioticos del Centro Nacional de
Microbiologia (PVRA-CNM) es un programa financiado por el ISCIII, y desarrollado
por el Laboratorio de Referencia e Investigacion en Resistencia a Antibiéticos del
CNM (LRA), que esta al servicio del SNS y en conexiéon con los programas y
proyectos europeos impulsados al respecto por el ECDC. La vigilancia de la RA solo
se puede entender desde un abordaje multidisciplinar en el que la caracterizacion
microbiolégica es imprescindible, y especialmente sensible, dada la complejidad
técnica e interpretativa que conlleva. Por todo lo anterior, los principales objetivos
del PVRA-CNM son:

* La deteccion precoz y la caracterizacion molecular de nuevos mecanismos
de resistencia y de modificaciones en las tendencias de los ya conocidos.

* El conocimiento de los clones de alto riesgo multirresistentes circulantes
en Espana.

* FEl estudio y caracterizacion precoz de brotes producidos por bacterias
multirresistentes.

* Fl seguimiento de las tendencias evolutivas de la prevalencia de RA en
infecciones invasivas, en linea con la red europea de vigilancia de la
resistencia a antibiéticos EARS-Net del ECDC cuya subred nacional se
coordina desde el LRA.

* Los dos primeros objetivos se realizan integrados tanto en la Red de
Laboratorios para la Vigilancia de Microorganismos Resistentes (RedLabRA)
coordinada desde el LRA, como en el programa del ECDC European
Antimicrobial Resistance Genes Surveillance Network (EURGen-Net).

Este documento presenta los resultados mas relevantes obtenidos por el PVRA-
CNM sobre las tendencias evolutivas de los principales problemas de
multiresistencia en Espana en los ultimos afios.

DISENO DEL PROGRAMA

El PVRA-CNM tiene un disefio abierto a la participacion de todos los
laboratorios de microbiologia clinica y de salud publica del SNS. Los sujetos de
estudio son aquellos pacientes infectados y/o colonizados por las bacterias
multirresistentes con un mayor impacto clinico y epidemiolégico. Las prioridades
de vigilancia pueden variar, por lo que son revisadas cada afio de acuerdo a su
evolucion. En la actualidad, y alineado con las recomendaciones de la OMS, el
PVRA-CNM prioriza los problemas de multirresistencia relacionados con la
resistencia a antibidticos carbapenémicos en bacilos gram-negativos como
enterobacterias, Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp., y la resistencia a
glucopéptidos y linezolide en enterococos.
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El PVRA-CNM trabaja con cepas bacterianas procedentes de humanos con
sospecha de portar mecanismos de resistencia. La inclusiéon de cepas bacterianas en
el PVRA-CNM debe cumplir unas minimas recomendaciones generales para
garantizar su calidad, representatividad e intercomparabilidad. A nivel
metodolégico, actualmente el programa incluye las siguientes determinaciones:

* Caracterizacion fenotipica de la sensibilidad a antibidticos segun criterios
EUCAST.

* Caracterizacion fenotipica y genotipica (PCR individuales, PCR multiples y
secuenciacion de genomas completos) de los mecanismos de resistencia.

* Determinacion de la estructura poblacional, de los clones de alto riesgo
circulantes y estudio de brotes mediante secuenciacion de genomas
completos (MLST, cgMLST vy filogenia mediante SNPs)

* Ademas, el LRA coordina la red EARS-Net a nivel nacional filtrando,
validando y enviando al ECDC datos de sensibilidad a antibidticos de
aislamientos invasivos de Escherichia coli, Staphylococus aureus,
Streptococus  pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa,
A. baumannii, Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium procedentes
de alrededor de 40 hospitales (con ligeras variaciones en el nimero desde
su inicio en 2001)

RESULTADOS Y DISCUSION
Cepas estudiadas y principales mecanismos de resistencia detectados

Entre los anos 2015-2020, el PVRA-CNM estudio un total de 17921 aislamientos
con problemas de multirresistencia, estos aislamientos procedieron de
123 hospitales distribuidos entre las 50 provincias y las dos ciudades autébnomas
espanolas.

La mayor parte de ellos correspondieron a especies de Enterobacterales
(12778; 71,3%) distribuidas de la siguiente forma: Klebsiella pneumoniae (86506;
48,3%), Escherichia coli (1792; 10%), Enterobacter spp. (1452; 8,1%), Klebsiella
oxytoca (484; 2,7%), Citrobacter spp. (251; 1,4%), y otros (143; 0,8). Otros géneros
bacterianos estudiados incluyen Pseudomonas spp. (1935; 10,8%), Acinetobacter
spp. (1165; 6,5%) y Enterococcus spp. (1129; 6,3%).

Produccion de carbapenemasas en Enterobacterales. Un total de 8676 (67,9%)
producian carbapenemasas distribuidas en los siguientes tipos: 6663 (76,8%) fueron
OXA-48, 1162 (13,4%) VIM-1, 607 (7%) KPC, 278 (3,2%) NDM vy 35 (0,4%) IMP; 69
(0,8%) aislados produjeron mas de una carbapenemasa.

Resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter spp. multirresistente. Durante el
periodo de estudio, un total de 1064 Acinetobacter spp. (91,3% de los aislamientos
recibidos) fueron resistentes a antibiéticos carbapenémicos por la produccion de
carbapenemasas de clase D: 882 (82,9%) produjeron OXA-23, 117 (11%) OXA-24, y
60 (5,6%) OXA-58; en 9 (0,8%) cepas se detect6 la hiperproduccion de la enzima
cromosomica OXA-51 y en 4 (0,3%) la produccion de doble carbapenemasa.
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Resistencia a antibioticos carbapenémicos mediada por carbapenemasas en
Pseudomonas spp.multirresistente: Un total de 975 (50,4% de los aislamientos
recibidos) Pseudomonas spp. fueron resistentes a antibioticos carbapenémicos por
la producciéon de carbapenemasas: 863 (88,5%) produjeron VIM, 118 (12,1%) IMP,
15 (1,5%) KPC-2, 2 GES-5 (0,2%), 1 NDM-1 (0,1%); 24 cepas producian mas de dos
carbapenemasas. Entre las carbapenemasas de tipo VIM predominaron las de tipo
VIM-2 (84,5%). Cabe destacar la caracterizacion de la nueva carbapenemasa VIM-69,
con importantes implicaciones en el diagnostico por PCR (necesidad de diseno de
iniciadores especificos)

Resistencia a vancomicina y linezolid en enterococos. En el periodo de estudio
se caracterizaron un total 414 cepas resistentes a glucopéptidos portadoras de los
genes adquiridos vanA (410, 99%, en E. faecium) o vanB (247, 81,8%, en
E. faecium). La aparicion de los genes transferibles optrA y poxtA de resistencia a
linezolid es una amenaza creciente que requiere vigilancia, en total se han
estudiado 123 cepas resistentes a linezolid de los cuales el 56,7% tenia el gen
optrA, el 44,3% la mutacion G2576T en la subunidad 23S del ARNr, y el 6,2% el gen
poxtA; el 7,2% de las cepas tenian mas de un mecanismo de resistencia a
linezolide. El gen optrA fue mas frecuente en E. faecalis (83,6%) que en E. faecium
(11,1%).

Clones de alto riesgo circulantes en Espafia

El éxito biologico de determinados mecanismos de resistencia se asocia a la
existencia de clones especialmente implicados en su diseminaciéon, son los
denominados clones de alto riesgo cuya vigilancia es trascendente. A continuacion
se detallan los principales hallazgos detectados por el PVRA-CM en los ultimos
afos:

K. pneumoniae multi-resistente productora de carbapenemasas. Los principales
clones de alto riesgo (identificados como secuenciotipo (ST)/tipo de
carbapenemasa) responsables de su diseminacién son en la actualidad, y por este
orden, el ST307/OXA-48, el ST11/OXA-48, el ST15/0XA-48, el ST512/KPC vy el
ST147/0OXA-48. La Figura 1 representa un analisis de la estructura poblacional
mediante cgMLST de cepas representativas de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas implicadas en brotes o infeccion invasiva de los dos dltimos afios.
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Figura 1. Minimun spanning tree que representa la estructura poblacional 131 cepas de K. pneumoniae
productoras de carbapenemasas representativas de brotes e infecciones invasivas en 2019-2020.
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Imagen obtenida aplicando un esquema de cgMLST de 2358 genes.
Los colores representan el tipo de carbapenemasa y las lineas punteadas muestran los clones de alto riesgo.

P_aeruginosa multirresistente productora de carbapenemasa . Mas del 80% de
las cepas estudiadas en el PVRA-CNM pertenecieron a los clones de alto riesgo
ST175, ST244, ST815 y ST155; siendo el ST175 y ST244 los predominantes. Todos
estos clones se detectaron portando diferentes tipos de carbapenemasas.

A. baumanni multirresistente productor de OXA-23 . Actualmente, Ia
dispersion de A. baumanni multi-resistente en Espana se debe mayoritariamente al
clon de alto riesgo ST218/OXA-23 y a su single locus variant ST208/OXA-23.

E. faecalis resistente a linezolid portador del gen optrA. Su dispersion se ha

detectado principalmente asociada a los ST585 y ST480 productores de infecciones
de orina adquiridas en la comunidad.

E. faecium resistente a vancomicina portador del gen vanA . Los resultados
obtenidos por el PVRA-CNM muestran la implicacion de diferentes STs como el
ST17, el ST18, el ST80, el ST598 y el ST17, siendo el ST17 el predominante.
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Figura 2. Minimun spanning tree que representa la estructura poblacional de 65 cepas de P. aeruginosa

productoras de carbapenemasas representativas de las recibidas en el PVRA en los ultimos afios.
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Imagen obtenida aplicando un esquema de cgMLST de 3121 genes.
Los colores representan el tipo de carbapenemasa y las lineas punteadas muestran los clones de alto riesgo.

Principales tendencias evolutivas detectadas por el PVRA-CNM

2001-2019. El PVRA-CNM (EARS-Net) detect6 durante estos anos
variaciones significativas en la tendencia de la prevalencia de resistencia
que supusieron modificaciones en el tratamiento empirico de las
infecciones bacterianas. Caben destacar, como ejemplo, los incrementos de
las resistencias a cefalosporinas de 3* generacion (del 1,6% en 2001 al
14,2% en 2019), a fluorquinolonas (del 16% en 2001 al 32% en 2019), y a
amoxicilina/clavulanico (del 9,3% en 2003 al 29,2% en 2019) en
aislamientos invasivos de Escherichia coli.

2004-2005. Diseminacién en la comunidad e interhospitalaria del clon de
alto riesgo ST131 de E. coli productor de la betalactamasa de espectro
extendido CTX-M-15.

2010-2012. Apariciéon en Espana, y rapida diseminacion, de K. pneumoniae
productora de OXA-48, al principio asociada a los clones de alto riesgo
ST11/0OXA-48 y ST405/STOXA-48. Posteriormente ST405 disminuyé su
prevalencia y emergieron otros como, principalmente, ST307, ST15, y
ST147.

2010-2013. Primer caso importado en Espana de E. coli productor de la
carbapenemasa NDM. Desde 2010 hasta 2013 se caracterizaron casos
esporadicos de NDM-1, todos importados del sudeste asiatico. En 2013 se
detectdé por primera vez transmision nacional en un brote producido por
K. pneumoniae ST437/NDM-7.
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*  2014-2019. Expansion interregional de K. pneumoniae productora de KPC
asociada al ST512 (principalmente por la mitad sur de Espana), y de
K. pneumoniae productora de NDM asociada a ST437, ST147 y ST11
(principalmente por la mitad norte de Espana).

* 2018-2019. Dispersion interregional de E. faecalis linezolid-resistente con
OptrA.

Caracterizacién de brotes por bacterias multirresistentes

Durante el periodo comprendido entre enero de 2017 y diciembre de 2020, se
caracterizaron 91 brotes producidos por las especies de bacterias multirresistentes
previamente mencionadas. En total comprendieron un total de 596 aislados con un
rango de 2 a 40 aislados por brote. Estos brotes se detectaron en 55 hospitales de
28 provincias. Un total de 50 (54,9%) brotes fueron producidos por
enterobacterales productores de carbapenemasas, de los cuales 44 fueron por
K. pneumoniae (13 por ST307/0XA-48 o KPC; 11 por ST11/0XA-48, KPC o NDM; y
5 por ST512/KPC-3). En 36 (39,6%) brotes, las bacterias causantes fueron bacilos
gram-negativos no fermentadores productores de carbapenemasas: 23 por
A. baumannii (19 fueron por ST218/0XA-23), 12 por P. aeruginosa, y uno por
P. mosselli. Por ultimo, se detectaron 5 (7,9%) brotes por E. faecium portador del
gen vanA.

CONCLUSIONES

* La vigilancia microbiolégica de la resistencia a antibiéticos, tanto fenotipica
de la prevalencia de resistencia que permita dirigir adecuadamente el
tratamiento empirico de las infecciones bacterianas, como gendmica a
través de la caracterizacion y trazabilidad de los mecanismos de resistencia
emergentes y de los clones de alto riesgo que facilitan su diseminacion, es
imprescindible para dirigir las medidas encaminadas a su control. En este
sentido, los datos obtenidos por el PVRA-CNM han dado soporte al SNS, a
la vez que han servido como base para el desarrollo de diferentes
iniciativas en las que el LRA participa activamente, como son, entre otras:
el Plan Nacional de Resistencia a Antibidticos, la Red de Laboratorios para
la Vigilancia de los Microorganismos Resistentes (RedLabRA), el Plan de
prevencion y control frente a la infeccion por enterobacterias productoras
de carbapenemasas de la Comunidad Autébnoma de Madrid, el Plan para la
creacion de un Sistema Nacional de Vigilancia de las Infecciones
relacionadas con la Asistencia Sanitaria, el Global Antimicrobial Resistance
Research and Development Hub.

* La vigilancia de laboratorio ha permitido hacer un seguimiento continuo de
la dinamica evolutiva de las cepas multi-resistentes, mecanismos de
resistencia y clones circulantes, lo que redunda en el establecimiento de
alertas precoces y en una mayor eficacia de las medidas a implementar.
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La optimizacion de dicho seguimiento solo se consigue con la
incorporacion a la vigilancia de las ultimas técnicas gendmicas, como la
secuenciacion de genomas completos. El wuso rutinario de estas
metodologias permite alinearse con el marco estratégico para la
integracion del tipado molecular en la vigilancia de enfermedades
infecciosas desarrollado por el ECDC en Europa; el LRA colabora
activamente con el ECDC en este sentido a través del proyecto
EurGenCCRE (Genomic based surveillance of carbapenem resistant and/or
colistin-resistant Enterobacteriaceae at the EU level)
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Programa de infecciones producidas por los estafilococos

Informe elaborado por Federico Roman.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Resistencias a Antibidticos e
Infecciones relacionadas con la Asistencia Sanitaria. Centro Nacional de
Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

Entre las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria (IRAS), las
producidas por los estafilococos ocupan un papel preponderante, siendo los
microorganismos mas frecuentes en bacteriemias e infecciones quirtirgicas en 2018
y 2019 en Espana (1). Son microorganismos que se encuentran habitualmente en la
piel de las personas y en las superficies y objetos que entran en contacto con la
piel. Las especies mas comunes son Staphylococcus aureus y los estafilococos
coagulasa negativos (ECN).

Pese a que no siempre son dafiinos, pueden ingresar en el torrente sanguineo
y causar infecciones graves, las cuales pueden llevar a la septicemia o a la
muerte. Entre las enfermedades que produce este importante grupo de patégenos
se encuentran las mediadas por toxinas (intoxicacion alimentaria, sindrome del
shock téxico, sindrome de la piel escaldada), enfermedades pidgenas (impétigo,
foliculitis, forunculos, antrax, infecciones de heridas) y otras enfermedades
sistémicas.

Las especies que se asocian con mayor frecuencia a enfermedad en el ser
humano son: S. aureus (el miembro mas virulento y mejor conocido del género)
Staphylococus epidermidis, Staphylococus baemolyticus, Staphylococus lugdunensis
y Staphylococcus saprophyticus. Los factores de virulencia incluyen componentes
estructurales que facilitan la adherencia a los tejidos del hospedador y evitan la
fagocitosis, y una variedad de toxinas y enzimas hidroliticas.

Ademas, la gran capacidad de S. aureus de adaptarse al huésped y de adquirir
mecanismos de resistencia a los nuevos antimicrobianos, obligan a realizar una
vigilancia continuada de la resistencia, o disminuciéon de sensibilidad, a los
diferentes antimicrobianos, incluyendo a los de mas reciente introducciéon como el
linezolid, el tedizolid (oxazolidinonas) y la daptomicina.

El principal marcador de resistencia a antibiéticos en S. aureus, asi establecido
por el protocolo europeo de vigilancia de las IRAS y uso de antimicrobianos (2), es
la resistencia a la meticilina (SARM). El porcentaje de SARM en Espana fue de
31,0% en 2018 y 31,8% en 2019 (1).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La confirmaciéon y caracterizacion molecular de las cepas de estafilococos
implicadas en cuadros clinicos es necesaria para conocer su epidemiologia
molecular, los determinantes de resistencia y virulencia, y el estudio de brotes, asi
como sus tendencias evolutivas. Este conocimiento es la base de cualquier
desarrollo precoz de medidas para el control de las infecciones producidas por
estas bacterias.

Entre los principales objetivos de este programa se encuentran:

* El seguimiento permanente de la evolucion de los patrones que circulan en
Espana, definidos por distintos marcadores: perfil de ADN en electroforesis
en campo pulsado, spa-tipo, secuenciotipo (ST).

* La caracterizacion de casos individuales y brotes.

* Control de las cepas multirresistentes, dedicando especial atencién a las
cepas resistentes a la meticilina, las oxadolidinonas (linezolid, tedizolid), la
daptomicina, los lipoglucopéptidos (entre ellos, la dalbavancina), asi como
las que presentan sensibilidad disminuida a los glucopéptidos.

* Deteccion precoz de casos y brotes de infecciones por SARM adquiridas en
la comunidad, y su comparaciéon con las infecciones relacionadas con
asistencia sanitaria.

* Proporcionar al Sistema de Vigilancia datos de laboratorio con los que se
puedan elaborar indicadores epidemiol6gicos fiables en todo el territorio.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Pacientes con sospecha clinica de alguna de las
enfermedades producidas por los estafilococos: las mediadas por toxinas
[intoxicacion alimentaria, sindrome del shock toxico (TSST), sindrome de la piel
escaldada (ETA, ETB)], enfermedades pidgenas (impétigo, foliculitis, forinculos,
antrax, infecciones de heridas) y otras enfermedades sistémicas.

Participantes: Abierto. Es necesario haber declarado el caso a la RENAVE.

Muestras, condiciones de envio y analisis de laboratorio: Se estudian
Unicamente cepas aisladas en cultivo puro. Tras una confirmacion previa de la
especie, las cepas se caracterizan mediante la secuencia de los genes que codifican
el 16S ARNr, sau, rpoB, tuf (Tabla 1). En las cepas de S. aureus se estudia la
presencia de genes codificantes de toxinas como la leucocidina de Panton Valentine
(PVL), la del sindrome del shock toxico (TSST), y las toxinas exfoliativas (ETA, ETB,
ETD). Tanto en S. aureus como en los ECN se analizan los genes de resistencia a
meticilina mecA y mecC, asi como los mecanismos moleculares que generan
resistencia a las oxazolidinonas (3) y daptomicina. En el caso que se sospeche
resistencia a los glucopéptidos se estudia la sensibilidad y se estudia busca la
presencia del gen vanA.
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El estudio de brotes y de la epidemiologia molecular se realiza mediante
electroforesis en campo pulsado (PFGE). Para el estudio y seguimiento de clones
circulantes de S. aureus se caracterizan los spa-tipos generados al secuenciar el gen
que codifica la proteina A, los tipos de cassette cromosomico estafilococico
(8CCmec), y el secuenciotipo (ST) mediante multilocus sequence typing (MLST

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio y seguimiento de las cepas aisladas de estafilococos, tanto de los
S. aureus sensibles como de los resistentes a meticilina, asi como de los ECN, se
lleva a cabo desde hace mas de 20 anos en el CNM (4). Mostramos una tabla
(Tabla 1) de los dltimos anos (2018-2020), comparando las cepas enviadas al CNM
para su caracterizacion microbiolégica con los datos comunicados a la RENAVE.

Durante los anos 2018-2020 se han remitido un total de 1843 cepas de
estafilococos para su caracterizacion microbiologica en el CNM, 73,7 (%) S. aureus
y 26,3 (%) SCN. El 49,3% correspondian a infecciones adquiridas en el hospital
(52,9% S. aureus 'y 47,1% SCN) y el 50,7% a infecciones comunitarias.

Se observa una preocupacion creciente por la caracterizacion de los ECN
aislados en el hospital (Tabla 1). Entre estos, destacamos a los S. epidermidis, en
los que mostramos los mecanismos mas habituales de resistencia al linezolie:
prevalece la mutacion G2576T en el dominio V del ARNr. La disminuciéon de las
cepas con gen cfr positivo en los dos ultimos anos, dado que se trata de un gen
portado por un plasmido, podria indicar una disminucién de su transmisién entre
cepas. También estudiamos cepas de S. aureus y S. hominis resistentes al linezolid,
en menor niumero que los S. epidermidis (datos no mostrados en la Tabla 1).

La distribucion de los spa-tipos entre las cepas de S. aureus intrahospitalarias
nos muestra una gran variabilidad; los mas prevalentes en el periodo 2018-2019
fueron: t002, t008, t012, t019, t021, t067, t084, t223. No se observaron diferencias
significativas entre ambos anos excepto en el t008 que descendi6 del 3,1% en 2018
al 0,6% en 2019.

En cuanto a la distribucion de los spa-tipos en las cepas de S. aureus
comunitarias, aunque también se detecta una gran variabilidad, existe una mayor
preponderancia de algunos clones especificos respecto a las cepas
intrahospitalarias. En 2018 cabe destacar el t008 (11,5%), t019 (4,4%), t1451 (4,1%),
t021 (3,7%), el t067 (3,0%), t148 (3,0%) y el t097 (2,6%); mientras que en 2019 los
principales spa-tipos fueron t008 (10,8%), t148 (6,6%), t002 (4,7%), t067 (3,9%), y
t166 (2,8%).

El gen mecA se ha detectado en la totalidad de S. aureus resistentes a
meticilina estudiados, no detectindose en gen mecC en el periodo de tiempo
reportado.

En el estudio de las toxinas, llevado a cabo en el CNM (Tabla 2), observamos
un incremento en el 2020 de las cepas SASM intrahospitalarias productoras de PVL,
y también la tendencia de aumento progresivo de las cepas comunitarias, tanto
SASM como SARM, productoras de TSST.
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Entre los brotes que se han estudiado en 2018-2020 destacan: uno de
toxiinfeccion alimentaria en Galicia producido por S. aureus; otro en UCI de un
hospital de Canarias causado por S. aureus spa-tipo t067; otro de S. aureus en
Asturias, también en una UCI; y uno de S. epidermidis con un gran numero de
cepas analizadas, resistentes al linezolid, con mutacion G2576T, en una UCI de un
hospital madrileno, ya en el periodo inicial de la pandemia de coronavirus.

Asimismo, el Programa de Vigilancia colabor6é en un estudio de portadores de
S. aureus de nifios menores de 14 afos (estudio COSACO) (5), con miembros de la
Sociedad Espanola de Pediatria; caracterizando 572 aislados de todo el pais, en los
que se encontraron que el 3,5% eran SARM, de los cuales el spa-tipo mas
abundante fue el t002, asociados con el SCCmec IVc. En los SASM los mas
prevalentes fueron: t012 (7,6%), t021 (4,5%), t375 (4,2), t002 (2,5%). Los SARM
fueron todos PVL negativos, uno ETA y ETB positivo y 6 cepas portaban
TSST. Entre los SASM fueron positivos: el 0,7% (PVL), 33% (TSST), 4,2% ETA), 1,5%
(ETB), 0.7% (ETA+ETB), y 2% (ETD).

Tabla 1. Datos de prevalencia de RENAVE y cepas estudiadas en el CNM.

Microorganismo 2018 2019 2020

RENAVE* CNM** RENAVE CNM* CNM*

N° aislados/% N° aislados/% N° aislados/% N° aislados/% N° aislados/%
S. aureus 991 457 955 525 377

Origen de la infeccion

Desconocido 1
Intrahospitalario 435 171 410 179 130
Comunitario 555 286 545 346 247
SASM (Intrahospitalario) 280/64,4 100/58,5 264/64,4 96/53,6 90/69,2
SARM (Intrahospitalario) 126/29,0 71/41,5 123/30,0 83/46,4 40/30,8
S. epidermidis 358 69 366 102 269
Origen de la infeccion
Intrahospitalario 243 64 236 89 248
Comunitario 115 5 130 13 21
Intrabospitalario (R al linezolid)
Cfr positivo 10/15,6 1/1,1 4/1,6
Mutacioén G2576T 36/56,3 63/70,8 221/89,1
¢fr positivo y mutacién G2576T 2/2,9 0/0,0 3/1,1
Comumnitario (R al linezolid)
¢fr positivo 0/0,0 0/0,0 0/0,0
Mutacioén G2576T 2/40,0 7/53,8 15/71,4
¢fr positivo y mutacién G2576T 0/0,0 0/0,0 0/0,0
S. baemolyticus 31 4 54 3 4
Origen de la infeccion
Intrahospitalario 22 2 46 2 2
Comunitario 9 2 8 1 2
S. hominis 24 5 23 10 4
Origen de la infeccion
Intrahospitalario 11 3 12 9 3
Comunitario 13 2 11
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Microorganismo 2018 2019 2020

RENAVE* CNM** RENAVE CNM* CNM*

N° aislados/% N° aislados/% N° aislados/% N° aislados/% N° aislados/%

Otros ECN 164 7 100 6 1
Origen de la infeccion

Intrahospitalario 75 2 45 4 0
Comunitario 89 5 55

*Datos comunicados a RENAVE (Nacional) facilitados por Virginia Arroyo Nebreda y Pilar Gallego Berciano (Centro Nacional de Epidemiologia)

“Numero total de remitidas y estudiadas en el CNM.

Tabla 2. Distribucién de las toxinas detectadas en las cepas de S. aureus en el CNM.

Toxinas 2018 2019 2020

Comunitarias Intrahospitalarias Comunitarias Intrahospitalarias Comunitarias Intrahospitalarias

< 3 < 3 < 3 < 3 ° 3 <

T B 3 T : 3 3 - - 3

< < < < « < « < < < < <

° e ° e ° e ° ° ° ° ° °

z 4 z 4 Z 4 Z z z 4 z 4

> & 3 2 5 B 3 2 > & 3 2

< < < < < < < < < < < <

7] 7] 7] %) %) %) %) %) 7] 7] 7] %)
PVL 10/3,7  72/26,7 3/0,7 22/4,9 3/0,8 74/20,4 1/0,2 26/5,0 4/1,7 53/22,4 4/1,1 10/2,6
TSST 32/11,9 2/0,7 31/6.9 2/0,4 46/12,7 8/2,2 22/4,2 5/1,0 32/13,5 13/55 17/4,5 2/0,5
ETA 1/0,4 0 0 0 7/1,9 2/0,6 4/0,8 1/0,2 10/4,2 3/1,3 1/0,3 0
ETB 1/0,4 0 0 0 0 1/0,3 0 0 0 0 0 0
ETA+ETB 5/1,9 0 0 0 2/0,6 1/0,3 0 0 0 0 0 0
ETD 1/0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Impacto de la pandemia de COVID-19 en la vigilancia epidemiolégica de los
estafilococos

En los datos facilitados por el Centro Nacional de Epidemiologia (1) se observa
que en los afios 2018 y 2019 la procedencia de S. aureus aislados en los hospitales
segun servicios hospitalarios es 1° Quirurgica, 2° Médica, 3° Mixta, 4° Cuidados
Intensivos (UCI); la misma situacion se repite en el caso de los S. epidermidis.

En 2000 se detect6 un aumento en el nimero de cepas de S. epidermidis
procedentes de UCIs (Tabla 1), probablemente justificado por un mayor namero de
ingresos en estas unidades. En muchos de estos casos se detectd resistencia a
linezolid, se caracterizaron un total de 145 cepas con estas caracteristicas. En el
octavo estudio multicéntrico nacional de prevalencia de los estafilococos, realizado
en 2014, ya se observaba esta tendencia, resistencia a linezolid en S. epidermidis de
UCIs del 20,9% (6). Los ECN ejercen un importante papel como introductores y
transmisores de resistencias a los S. aureus.
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CONCLUSIONES

* El aumento de las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria en las
altimas décadas, entre ellas las producidas por estafilococos, condujo a la
necesidad de desarrollar este programa de vigilancia.

* En el caso de los estafilococos, en los tres Gltimos anos se ha mantenido la
adherencia al programa; aunque existe un cierto desequilibrio, en algunos
casos, entre la participacion en el estudio de prevalencia y el envio de
cepas al CNM.

* Se not6é un incremento en la solicitud y deteccion de cepas resistentes al
linezolid, estudiando su mecanismo de resistencia, en el que prevalecio la
mutacion G2576T.

* Se ha observado un aumento de infecciones comunitarias por SASM del
spa-tipo t223 productoras de TSST. Entre las cepas SARM comunitarias
productoras de PVL juegan un papel preponderante las cepas del spa-tipo
t008.

* Entre los ECN, prevalecieron las cepas de S. epidermidis resistentes al
linezolid.

* Las medidas del control epidemiolégico de la COVID-19, entre ellas, el
simple pero eficaz lavado de manos, parecen haber disminuido el nimero
de S. aureus, y puesto mas en evidencia el papel de los estafilococos
coagulasa negativos, incrementindose las cepas de S. epidermidis
resistentes al linezolid con mutacion G2576T en las UCIs.
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Programa de infecciones entéricas bacterianas transmitidas
por agua y alimentos

Informe elaborado por S. Herrera Le6n, M.T. Llorente Rodriguez y L. Herrera
Leén en nombre de: M.T. Gutiérrez Catela, J. Beltran Feliu, V. Martin Merino,
R. Ramiro Jiménez, Elena Mateos de las Moreras y A. Molina Marin.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Enfermedades Transmitidas por
Agua y Alimentos. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos
I1I1.

INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son un conjunto de
enfermedades producidas por la ingestion de un alimento, incluido el agua, que
puede estar contaminado por diversos agentes, como bacterias, virus, parasitos o
quimicos. Las manifestaciones clinicas de estas enfermedades son generalmente de
tipo gastrointestinal y cursan con calambres o dolor abdominal, diarrea (a veces
con sangrado), vomitos y/o fiebre. La vigilancia de estas enfermedades es vital para
poder establecer las medidas adecuadas de control y prevencion y poder
anticiparse a la aparicion de brotes, minimizando el dafo producido en la
poblacion.

En Espana, los casos y brotes ocurridos se notifican al Centro Nacional de
Epidemiologia (CNE) a través de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica
(RENAVE). Las Comunidades Auténomas (CCAA) notifican a la RENAVE los casos/
brotes ocurridos en su territorio y esta informacion es remitida al Centro Europeo
para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC). El programa de Vigilancia
de infecciones entéricas transmitidas por agua y alimentos del Centro Nacional de
Microbiologia (CNM) se centra en las infecciones bacterianas y nace de la necesidad
de vigilar tanto las zoonosis como los agentes zoondsicos desde el punto de vista
microbiol6gico (ej. resistencia antimicrobiana, deteccion de clones virulentos, etc)
como epidemiolégico ej. (deteccion e investigacion de brotes, generacion de
informaciébn que permita la evaluacion de las fuentes vy tendencias
pertinentes). Esta funcion viene respaldada por el Real Decreto 1940/2004 del
27 de septiembre sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoondticos asi
como por la Orden APA/1808/2007 del 13 de junio en la que se nombra al CNM
como Laboratorio Nacional de Referencia para los casos de zoonosis en el hombre.
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Con la informacién remitida el ECDC, conjuntamente con la Agencia Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA), publica dos informes anuales: i) informe de
tendencias y fuentes de agentes zoondsicos y brotes de transmision alimentaria en
el que se constata que las zoonosis mas frecuentes en nuestro entorno son
producidas por Campylobacter spp, seguida de Salmonella spp, Escherichia coli
verotoxigénico y Yersinia spp; ii) informe sobre la resistencia antimicrobiana en
bacterias zoonésicas e indicadoras de personas, animales y alimentos donde se
recopilan y analizan los datos de todos los Estados Miembros. El objetivo es
mantener un seguimiento continuo de la situacion epidemioldgica de cada
enfermedad para valorar la eficacia de las medidas preventivas puestas en
marcha. En relacion a este ultimo informe, el CNM contribuye aportando los datos
de resistencia en Salmonella y Campylobacter spp.

Ademas de estas zoonosis, y con el fin de dar respuesta al requerimiento del
Real Decreto 1940/2004 del 27 de septiembre, el CNM lleva a cabo la vigilancia
microbiol6gica de las infecciones por Shigella spp. y Vibrio spp.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La vigilancia de las enfermedades bacterianas transmitidas por alimentos
requiere de datos microbiolégicos que apoyen a los sistemas epidemiol6gicos en la
evaluacion de las fuentes de infeccion, tendencias, investigacion y deteccion
temprana de brotes y en el seguimiento en la apariciéon y persistencia de las
resistencias a antimicrobianos. Para ello, los objetivos especificos de este programa
son:

* Proporcionar informacién microbiolégica al Sistema Nacional de Vigilancia
y Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC).

* Identificar y caracterizar las cepas que causan enfermedad (casos
esporadicos o brotes) en la poblacion, asi como su evolucion en el
tiempo.

* Llevar a cabo estudios de epidemiologia molecular para la investigacion y
deteccion temprana de brotes y clones emergentes.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos del estudio: pacientes con infeccion entérica causada por cualquiera
de los microorganismos incluidos en el programa. En el caso de brotes se admitiran
aislados procedentes de alimentos o animales que puedan ser considerados fuente
de infeccion.

Participantes: cualquier laboratorio de microbiologia hospitalaria de la red
publica y los laboratorios de salud publica de las CCAA. Los laboratorios privados
realizaran los estudios de referencia a través de la cartera de servicios (precio
publico) del CNM.
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Muestras, condiciones de envio y andlisis de laboratorio.

Se reciben aislados previamente caracterizados como Salmonella spp, Shigella
spp, Yersinia spp, Escherichia coli de cualquiera de los grupos causantes de
diarreas (enteropatégeno, enteroagregativo, enterotoxigénico, enteroagregativo o
enterohemorragico/verotoxigénico), Campylobacter spp o Vibrio spp. En el caso de
E. coli se recomienda el envio de heces o placa de coprocultivo primario. Las
condiciones de envio deben cumplir las normas de bioseguridad y no es necesario
el envio refrigerado.

Los analisis que se realizan en el laboratorio son los siguientes:

* Aislamiento de E. coli productor de diarrea a partir de muestra clinica
(heces) o placa de coprocultivo primario.

* Confirmacion/identificacion de la especie se realiza por métodos
fenotipicos y/o moleculares. En el caso de aislados de Salmonella spp,
Shigella spp, Yersinia spp, Vibrio spp y E. coli productores de diarrea se
determina el serogrupo/serotipo por medios fenotipicos y/o moleculares.

* Fagotipificacion de E. coli O157:H7. En el caso de Salmonella tnicamente
se caracterizan por medio de esta técnica aislados de los serotipos
Enteritidis, Typhimurium, Hadar, Virchow y Typhi y siempre que se hayan
remitido en el curso de una investigacion de brote alimentario.

* Determinacion de patrones de resistencia a antimicrobianos.

* Genotipificacion mediante PCR y/o secuenciacion de genomas completos
en el estudio de brotes/casos o en situaciones de especial interés para la
Salud Publica: estudio de factores de virulencia de Shigella spp, E. coli
diarreagénicos y Vibrio cholerae; estudio de relaciones filogenéticas,
estudio de determinantes de resistencia a antimicrobianos y sus entornos
genéticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El CNM lleva realizando la vigilancia de estas enfermedades desde comienzos
de los anos 80. En este informe se analizan los resultados del periodo
2013-2020. Con el fin de facilitar el analisis y debido a la gran heterogeneidad en la
vigilancia de cada una de las enfermedades incluidas en el programa, éstas se
analizan por separado indicando para cada uno de ellas los resultados mas
relevantes. Para el analisis no se han tenido en cuenta las muestras procedentes de
alimentos/animales/medio ambiente o aquellas en las que no se recuperd el
microorganismo esperado.

El analisis sobre las resistencias antimicrobianas en Salmonella spp. y
Campylobacter spp. no se presenta en este informe ya que el CNM es la fuente
principal de informacién para el Sistema de Vigilancia Europeo (TESSy) por lo que
los datos se analizan de manera exhaustiva en los informes anuales ..
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Salmonelosis

durante el periodo 2013-2020 se recibieron 24.038 aislados, aunque en el
analisis descriptivo se incluyen 23.686 ya que en el caso de que el mismo paciente
tuviera mas de uno uUnicamente se ha considerado aquel con fecha de toma mas
temprana.

El programa de vigilancia cuenta con una buena representacion geografica ya
que en el periodo estudiado se recibieron aislados de 17 Comunidades Auténomas,
asi como de Ceuta y Melilla. Sin embargo, tal y como se muestra en la Tabla 1
existen regiones cuyo envio es anecdotico (Cantabria, Ceuta, La Rioja o Melilla).

Tabla 1. Aislados enviados al CNM en el periodo 2013-2021.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
Andalucia 133 189 279 390 308 241 153 126 1.819
Aragén 176 162 163 101 81 76 57 39 855
Asturias 159 284 253 681 249 80 49 83 1.838
Cantabria 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Castilla La Mancha 153 111 126 155 199 241 139 47 1.171
Castilla y Le6n 280 262 353 430 330 291 230 97 2.273
Cataluiia 205 161 224 167 134 177 249 88 1.405
Ceuta 0 0 24 16 0 0 28 0 68
Comunidad Valenciana 535 565 661 430 431 479 529 244 3.874
Extremadura 27 31 20 28 22 6 12 0 146
Galicia 102 61 73 191 159 93 57 14 750
La Rioja 0 17 0 25 2 6 3 4 57
Islas Baleares 171 191 278 292 238 209 205 102 1.686
Islas Canarias 158 224 56 80 2 12 129 15 676
Madrid 765 641 876 990 720 552 455 292 5.291
Melilla 0 0 0 5 0 0 0 1 6
Murcia 20 3 29 53 27 42 12 11 197
Navarra 50 50 67 52 45 46 61 42 413
Pais Vasco 173 169 140 95 122 145 173 108 1.125
Total CNM 3.107 3.121 3.622 4.181 3.069 2.696 2.542 1.313 23.651
Total declarados « 4.762 7.342 9.134 10.212 9.810 8.940 8.348 4.553 63.101
Total (%) « 6524 42,51 39,65 4094 3128 30,16 30,45 28,83 37,48

« Casos confirmados notificados a la RENAVE. ., Porcentaje de casos confirmados enviados al CNM.

No existieron diferencias en la afectaciéon de hombres y mujeres con una razén
hombre-mujer de 1,06. Los grupos de edad mas afectados correspondieron a los
intervalos 0-4 anos (27,73%), seguido de 5-14 (21,79%) y >65 anos (17,23%). De los
23.686 aislados recibidos, el 94,31% procedian de heces, el 3,12% de sangre, el
1,51% de orina y el resto de diversas localizaciones.
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Si comparamos nuestros datos con las tendencias y los serotipos mas
frecuentemente identificados en Europa, vemos que, aunque existe una correlacion
en los serotipos mas frecuentes, existe una inversion en la frecuencia de los dos
serotipos mas comunmente identificados siendo Typhimurium y su variante
monofasica, el serotipo mas comun en Espafa (43,02%) seguido de Enteritidis
(30,74%). Le siguen en orden de frecuencia: Infantis (1,91%), Rissen (1,52%),
Newport (1,51%) y Mikawasima (1,50%).

En los casos de S. Enteritidis existe una clara estacionalidad produciéndose un
aumento en los meses de verano (coincidiendo con mayor nimero de brotes)
mientras que en los casos por S. Typhimurium no parece existir estacionalidad o
ésta es menos marcada.

Tal y como sucede en el resto de Europa, los casos de fiebres tifoideas
(producidas por S. Typhi) y fiebres paratifoideas (S. Paratyphi A, S. Paratyphi B
sensu stricto y S. Paratyphi C) son anecdéticos y se asociaron a menudo con viajes
principalmente a India y Pakistan.

El analisis de series temporales permite no solo colaborar en la evaluacién de
los programas de control y prevencion de la salmonelosis sino también la deteccion
o investigacion de brotes o clones emergentes. En este periodo, el CNM dio
respuesta a mas de 70 urgent inquiries emitidas por diferentes estados miembros
en la red de vigilancia del ECDC, alert6 y colabor6 con diversas CCAA en el estudio
de incrementos inusuales de serotipos poco frecuentes y particip6 en la
investigacion de 201 brotes (65,2% causados por S. Enteritidis).

Desde el afio 2020 se secuencia el genoma completo de aquellos aislados
enviados en el contexto de investigacion de brotes. Estas secuencias se encuentran
en un repositorio comun y permiten tanto la comparacion con aquellas secuencias
obtenidas en el transcurso de la investigacion (ya sea de origen animal, alimentario
o humano) como la inclusion de secuencias de otros brotes o eventos,
contemporaneos o pasados, ya sean de ambito nacional o internacional.

Infecciones gastrointestinales producidas por Escherichia coli

Aunque los sistemas de vigilancia del ECDC y la RENAVE unicamente recogen
los casos producidos por el grupo ECVI/ECEH, el CNM lleva a cabo el aislamiento
y caracterizacion de todos los grupos productores de diarrea. El brote de infeccion
por ECVT O104:H4 que tuvo lugar en Alemania en mayo de 2011 contribuy6 a
aumentar el conocimiento y la preocupacion acerca de las infecciones
gastrointestinales por E. coli en Espana y, como consecuencia, los indices de
deteccion de las infecciones por este microorganismo aumentaron
significativamente en nuestro pais. Asi, en el periodo de estudio (2013-2020) se han
recibido en el CNM 4.002 heces, coprocultivos primarios y/o aislados para el
estudio de este grupo de microorganismos. En 1.455 muestras (45,2%) se identifico
alguno de los principales grupos causantes de diarrea (Tabla 2).

Programa de infecciones entéricas bacterianas transmitidas por agua y alimenfos

67



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

Tabla 2. Nomero de muestras de cada uno de los grupos de E. coli productores de diarrea y no productores de
diarrea (ECND) en el periodo estudiado.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
ECVT 28 50 86 51 60 64 152 93 584
ECEP 2 9 53 111 38 48 51 36 348
ECET 4 2 14 29 14 19 15 5 102
ECEA 4 3 52 98 57 64 48 4 330
ECEI 1 0 4 9 7 3 15 8 47
ECND 174 89 52 655 195 205 267 126 1763
Total 213 153 261 953 371 403 548 272 3174

ECVT: E. coli verotoxigénico; ECEP: E. coli enteropatégeno; ECET: E. coli enterotoxigénico, ECEA: E. coli enteroagregativo; ECEI: E. coli
enteroinvasivo. » Tendencia distorsionada por la presencia de un proyecto de investigacion.

Durante este periodo se recibieron muestras de 16 Comunidades Auténomas,
asi como de Ceuta y Melilla. Sin embargo, no existi6 una buena representatividad
nacional ya que solo Castilla La Mancha, Castilla Le6n, Madrid y en los ultimos anos
Navarra y Pais Vasco mantuvieron el nimero de envios constante.

Si nos centramos en el tnico grupo de declaracioén obligatoria, el grupo ECVT/
ECEH, en el periodo de tiempo analizado, el CNM recibi6 muestras clinicas/aislados
del 73% de los casos declarados en la RENAVE (Tabla 3). No existieron diferencias
en la afectacion de hombres y mujeres con una razén hombre-mujer de 0,99. La
manifestacion clinica mas frecuente fue diarrea seguida de diarrea sanguinolenta vy,
por ultimo, sindrome urémico hemolitico. En ambas fuentes de datos el grupo de
edad mas afectado correspondio al intervalo 0-4 anos (43,7%). La discrepancia entre
los datos del laboratorio y los datos de la RENAVE en el resto de grupos etarios
puede deberse a la identificacion del serotipo O157:H7. Por sus caracteristicas
fenotipicas este serotipo se puede aislar/identificar sin necesidad de emplear
métodos moleculares por lo que no suele requerir el envio a laboratorios de
referencia.

Tabla 3. Aislados ECVT/ECEH identificados por aiio durante el periodo 2013-2020.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
ECVT 28 50 86 51 60 64 152 93 584
Total declarados . 6 39 46 84 93 126 271 135 800
Total (%) « 466 1282 1869 60,71 645 50,8 56,1 689 73

»Casos confirmados notificados a la RENAVE. ., Porcentaje de casos confirmados enviados al CNM.

La distribucion por serotipos difirié ano a ano siendo los mas frecuentes
0157:H7, O128:H2, 091:H14 y O26:H11. En cuanto al perfil de verotoxinas tipo 1y
tipo 2 las variantes mas comunes fueron vtxla y vtx2b. Cuando ambas estaban
presentes en la misma cepa la combinacién mas frecuente fue vtxla/vtx2c y vtxlc/
vtx2b. Actualmente la subtipificacion de verotoxinas no se realiza de manera
rutinaria en los laboratorios de microbiologia clinica. Sin embargo, diversos
estudios®* sugieren la posibilidad de llevar a cabo diferentes estrategias en el
manejo de los casos en funcién de datos epidemiologicos (edad y clinica) y perfil
de verotoxinas.
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Desde el anno 2020 el CNM secuencia el genoma completo de todos los aislados
ECVT/ECEH.

Campilobacteriosis

Durante el periodo 2013-2020 se recibieron un total de 2.458 aislados
procedentes de 10 CCAA. No existe una buena representacion nacional ya que
mayoritariamente se enviaron de Castilla La Mancha, Castilla y Le6n, Galicia y
Madrid y tampoco existe una buena cobertura poblacional teniendo en cuenta que
tan solo se recibieron aislados del 2,13% de los casos declarados. El 96,87%
procedian de heces seguido de sangre completa (1,67%); biopsias de colon, rectales
o intestinales (0,24%); abscesos, cepillado anal, exudado vaginal, ascitis, liquido
biliar, liquido sinovial y orina (0,28%). El nimero de afectados en hombres fue mas
elevado que en mujeres con una con una razén hombre-mujer de 1,37. El grupo de
edad mas afectado, tanto para hombres como para mujeres, correspondié a los
menores de 5 anos de edad. La afectacion descendié paulatinamente con el
aumento de la edad, siendo mas baja en los grupos de 35-44 y 45-54 anos de edad.

La especie mas frecuente fue C. jejuni (83,56%) seguida de C. coli (15,7%)
(Tabla 4) lo que supone un reflejo de la situaciéon europea donde ambas especies se
identificaron en el mismo periodo de tiempo en un 80-83% y un 10-12%
respectivamente. En el periodo 2013-2020 se investigaron unicamente tres
brotes. El resto de aislados se recibieron en el contexto de infecciones esporadicas.

Tabla 4. Especies de Campylobacter identificadas por aiio durante el periodo 2013-2020.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total %
C. jejuni 322 264 277 297 322 312 241 21 2056 83,6
C. coli 58 71 63 39 54 47 49 4 385 15,7
C. fetus 1 2 2 1 0 0 0 0 6 0,2
C. upsaliensis 1 0 0 0 1 0 0 0 2 0,2
C. ureolyticus 0 0 1 0 1 0 0 0 2 0,1
C. lari 0 0 0 1 0 2 0 0 3 0,1
C. lanieae 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0,0
Total CNM 382 337 343 338 378 361 291 25 2.455 100,0
Total declarados ., 7.282 11.415 13.347 15.555 19.777 19.132 19.153 9.739 115.400
Total (%) 5,25 2,95 2,57 2,17 1,91 1,89 1,51 0,26 2,13

»Casos confirmados notificados a la RENAVE. . Porcentaje de casos confirmados enviados al CNM.

Shigelosis

En el periodo 2013-2020 se recibieron un total de 605 aislados procedentes de
las 17 CCAA. El 73,8 de los envios procedian de Madrid (28,36 %), Navarra (17,25),
Pais Vasco (9,62%), Castilla y Leon (69%) y Castilla La Mancha (7,13%). Si
comparamos nuestros datos con los recogidos en TESSy en el mismo periodo de
tiempo, el CNM recibio el 27,39% de los casos confirmados (Tabla 5). En este caso
no se comparan con los datos de la RENAVE ya que esta recoge casos probables y
confirmados. El 96,86 % fueron obtenidos a partir de heces, el 1,16% de orina y el
0,83% de sangre. El 1,15 % procedian de biopsia de colon, liquido biliar, exudado
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vaginal y lavado nasal. El nimero de casos en hombres fue mas elevado que en
mujeres con una con una razoéon hombre/mujer de 1,89. La mayor afectaciéon entre
los hombres se alcanzaron en el grupo de 25 a 44 anos, seguido del grupo de 0 a
4 anos. En las mujeres, el grupo mas afectado correspondié al de 25 a 44 afios
seguido del grupo de 45 a 64 afios y menores de 5 afios (Figura 3).

Tabla 5. Aislados enviados al CNM en el periodo 2013-2021.

Especie 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020  Total %
S. sonnei 35 38 49 38 20 70 46 10 306 50,58
S. flexneri 30 22 25 29 35 29 58 21 249 41,16
S. boydii 6 2 2 3 11 5 1 34 5,62
8. dysenteriae 3 0 1 2 0 8 1,32
Shigella spp. 0 2 0 2 1 0 3 0 8 1,32
Total CNM 72 68 77 72 59 111 114 32 605 100
Total declarados ! 142 230 293 180 325 455 512 72 2209
Total CNM (%) > 50,7 29,57 26,28 40 18,15 24,40 2227 44,44 27,39

wCasos confirmados notificados a TESSy. « Porcentaje de casos confirmados enviados al CNM.

Las especies mas frecuente fueron S. somnmnei (50,58%) y S. flexneri

(41,16%). Dentro de la especie S. flexneri el serotipo mas abundante fue el II
(48,39%). Estos datos correlacionan con los datos declarados en Europa donde
estas dos especies son predominantes, asi como en la tendencia ascendente en el
numero de casos producidos por S. sonnei entre los hombres que mantienen
relaciones sexuales con hombres y en la aparicion de cepas multirresistentes
». Todos los casos en los que se disponia de informaciéon acerca del lugar de
infeccién de S. dysenteriae se asociaron a viajes a Sudamérica o Africa.

Figura 3. Distribucién de los casos de shigelosis segun grupos de edad.
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Yersiniosis

En el periodo analizado se han recibido 864 aislados procedentes de 14 CCAA
siendo las mads activas Navarra (24,54%), Madrid (21,06%), Comunidad Valenciana
(18,52%), Cataluiia (10,76%) y Castilla y Le6n (10,30%). Si comparamos nuestros
datos con los recogidos en la RENAVE en el mismo periodo de tiempo, el CNM
recibi6 el 24,94% de los casos confirmados. El 98,39% fueron obtenidos a partir de
heces. En cuanto a la distribuciéon por sexos, la razén hombre-mujer fue de 1,18. La
media de edad de los casos fue de 21,04 anos con un rango de 0 a 114 afos. El
grupo de edad mas afectado correspondi6é a los menores de 5 anos descendiendo
el nimero de casos paulatinamente con la edad.
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La especie mas frecuente fue Yersinia enterocolitica (94,10%) (Tabla 6). Las
cepas patogenas mas frecuentemente aisladas en humanos pertenecen a los
serotipos 0O:3, O:5, O0:8 y 0:9. Ademas, las combinaciones O: 3/biotipo 4, O: 5 /
biotipos 2 y 3, O: 8 / biotoipo 1B y O: 9 / biotipo 2 se aislan con mayor frecuencia
en todo el mundo a partir de muestras humanas. En nuestra serie el serotipo mas
comun fue el 0O:3 (70,83%) siendo O:3 /biotipo 4 la combinacién mas abundante
(98,95%). Es importante senalar que en el 27,17% de los aislados de
Y. enterocolitica se identificé el biotipo 1A. Aunque el papel patégeno de este
biotipo es controvertido ya que no poseen el plasmido de virulencia u otros
factores de virulencia como la enterotoxina termoestable, cada vez existen mas
evidencias clinicas, epidemiolégicas y microbiologicas (presencia de factores de
virulencia alternativos) que indican que al menos algunas cepas de este biotipo si
serian causantes de cuadros leves de gastroenteritis en humanos.

Tabla 6. Aislados enviados al CNM en el periodo 2013-2021.

Especie 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total %

Y. enterocolitica 63 62 100 91 122 132 151 92 813 94,1
Y. frederiksenii 1 1 6 3 1 7 4 6 29 3,36
Y. bercovieri 1 1 4 1 0 0 0 0 7 0,81
Y. intermedia 0 0 0 0 0 0 1 2 3 0,35
Y. kristensenii 0 1 1 1 0 0 0 0 3 0,35
Y. pseudotuberculosis 1 0 1 1 0 0 0 0 3 0,35
Yersinia spp 0 1 0 1 2 0 2 0 6 0,69
Total CNM 66 65 112 97 123 139 156 100 864

Total declarados ! 243 435 478 436 636 564 644 420

Total CNM (%) > 27,16 14,94 23,43 22,25 19,34 24,64 2422 2380

« Casos confirmados notificados a TESSy. . Porcentaje de casos confirmados enviados al CNM.

Vibriosis

Debido a un cambio en el sistema informatico solo se analizan los datos de
mitad de 2014 a 2020. En dicho periodo de tiempo se recibieron 104 aislados
procedentes de 16 CCAA con un aumento significativo en el afio 2019 (32,69% del
total). El 53,61% se aislaron en heces, el 23,71% de sangre, el 10,31% de exudado
de oido y el 7,22% de exudado de herida. Cabe destacar que el caso de disponer de
informacion sobre el vehiculo de infeccion el 82% de los casos en los que se
detect6 Vibrio spp en exudado de oido o de herida existia una relacion directa con
bano en agua dulce o salada. En estos casos las especies identificadas fueron
V. cholerae (76,47%) y V. alginolyticus (23,53%).

En cuanto a la distribucion por sexos, no existen diferencias en la afectacion
de hombres y mujeres siendo la razén hombre-mujer de 1,04. La media de edad de
los casos fue de 54,43 anos con un rango de 0 a 98 anos. El grupo de edad mas
afectado correspondié a los mayores de 65 afos. Existe una tendencia en el
numero de casos segun aumenta la edad.
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En el caso de V. parabaemolyticus el 66,67% eran portadoras del gen que
codifica la hemolisina termoestable, directamente relacionada con virulencia. El
90,28% de los aislados de V. cholerae fueron no toxigénicos. En el caso de la
vigilancia nacional y europea unicamente se declaran los casos de coélera
producidos por las cepas toxigénicas de V. cholerae. En nuestra serie temporal se
declararon a la RENAVE 8 casos. De ellos, 7 fueron confirmados en el CNM. Cinco
habian viajado a India o Republica Dominicana y uno no tenia antecedentes de
viaje. En este caso, la media de edad de los afectados fue de 41 afios con un rango
de 33 a 62. La razén hombre-mujer fue de 0,17.

Las especies identificadas Y el namero de casos por ano se resumen en la
Tabla 7.

Tabla 7. Aislados enviados al CNM en el periodo 2014-2021.

Especie 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total %

V. cholerae 6 9 11 8 9 20 10 73 70,19
V. parabaemolyticus 0 2 4 1 1 9 0 17 16,35
V. alginolyticus 0 0 0 0 2 5 0 6,73
V. fluvialis 1 0 1 0 0 0 3 5 4,81
V. furnissii 1 0 0 0 0 0 0 1 0,96
V. mimicus 0 0 1 0 0 0 0 1 0,96
Total 8 11 17 9 12 34 13 104 100

LIMITACIONES

* El envio de muestras al programa de vigilancia se realiza de manera
voluntaria por lo que no es homogéneo para las distintas enfermedades.

* Para la interpretacion de los grupos de edad mas afectados hay que tener
en cuenta que en este tipo de infecciones existe un sesgo de gravedad. Los
ninos y ancianos son los que de forma mas frecuente acuden a los centros
sanitarios.

CONCLUSIONES

* El programa de vigilancia microbiolégica cumple con los objetivos
propuestos.

* La participacion en el programa de vigilancia se ha mantenido a lo largo
de los anos si bien existe una gran diferencia entre Comunidades
Autoénomas.

* La representatividad es buena en el caso de salmonelosis, infecciones
gastrointestinales producidas por E. coli y vibriosis; aceptable para
shigelosis y yersiniosis y baja para campilobacteriosis por lo que deberia
hacer un esfuerzo para impulsar este ultimo.
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Programa de Legionelosis

Informe elaborado por B. Bellido y C. Pelaz.

Unidad de Legionella. Laboratorio de Referencia e Investigacion en Infecciones
Bacterianas Transmitidas por Agua y Alimentos. Centro Nacional de
Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

La legionelosis es la infeccion de origen ambiental causada por bacterias del
género Legionella, que se encuentran presentes de forma ubicua en ecosistemas
acuaticos, tanto naturales como artificiales (sistemas de distribucion de agua
sanitaria, torres de refrigeracion, etc.). En estos ultimos, el estancamiento de agua a
una temperatura entre 20°C y 45°C, la acumulacion de materia organica y la
presencia de biofilms favorecen su multiplicacion. Si la instalacion permite la
formacion de aerosoles, las bacterias son diseminadas y pueden ser inhaladas por
personas susceptibles, causando enfermedad de forma oportunista. Los factores de
riesgo mas relevantes son la edad avanzada, la presencia de otras patologias, como
enfermedades respiratorias cronicas o diabetes, los tratamientos inmunosupresores
y el tabaquismo. Cabe destacar que esta enfermedad afecta en mayor proporcion a
hombres que a mujeres (Figura 1). La legionelosis se puede presentar en forma de
neumonia que puede llegar a ser grave, en cuyo caso puede tener un desenlace
fatal. Espana es uno de los paises europeos que notifica las tasas de incidencia mas
elevadas, siendo de 3,18 casos/100.000 habitantes en 2018 (Figura 1).

Figura 1. Vigilancia de Legionelosis. 2012-2018. Tasas de incidencia (casos por 100.000 h.)
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Fuente: Red de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE)
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La letalidad de esta enfermedad puede ser elevada (5,9% en Espana en 2018),
principalmente en el ambito hospitalario o si existe demora en la instauracion del
tratamiento antibiético adecuado. Por otro lado, es frecuente que la enfermedad se
presente en forma de brotes. La legionelosis, ademas, tiene unas repercusiones
economicas considerables, principalmente en el sector turistico. Por todo ello, esta
enfermedad tiene una gran relevancia en el ambito de la Salud Publica.

Desde 1996, la legionelosis es una enfermedad de declaracion obligatoria en
Espana. Tanto los casos aislados/esporadicos como los brotes deben ser notificados
a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (RENAVE) coordinada por el Centro
Nacional de Epidemiologia (CNE). Ademas, la Red Europea de Vigilancia de la
Enfermedad del Legionario (ELDSNet), que esta coordinada por el ECDC y en la
cual participan el Centro Nacional de Microbiologia (CNM) y el CNE, lleva a cabo
una vigilancia a tiempo real de los casos asociados a viajes, con el objetivo de
detectar agrupaciones de casos (clusters) de viajeros de distintos paises, y prevenir
la aparicion de nuevos casos.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Los resultados microbiolégicos de los aislados de Legionella en pacientes son
necesarios para la vigilancia de la enfermedad a nivel nacional y europeo. Ademas,
a la hora de identificar las fuentes de infeccion en la investigacion de brotes/casos,
el analisis conjunto de los resultados microbiol6gicos humanos y ambientales es
imprescindibles. Por otro lado, la capacidad de supervivencia y replicaciéon de
Legionella en el interior de protozoos confiere a estas bacterias de una gran
resistencia a condiciones adversas (tratamientos térmicos, biocidas, etc.) por lo que
su persistencia en las instalaciones colonizadas es muy elevada. Por todo ello, los
objetivos de este programa son:

* Proporcionar informacién microbiolégica al Sistema Nacional de Vigilancia
y al European Center for Diseases Control (ECDC).

* Conocer las cepas de Legionella que estan causando enfermedad (casos
esporadicos o brotes) en la poblacion y su evolucion en el tiempo.

e Identificar las fuentes de infeccion de los casos/brotes.

* Conocer la persistencia en instalaciones de cepas de Legionella asociadas
previamente a casos.

* Determinar si existen diferencias entre las cepas de Legionella que
colonizan edificios en funcién de si estan o no asociadas a casos.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio:

* Casos humanos de infeccion respiratoria asociada a Legionella e ingresados
en centros hospitalarios.
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* En el caso de investigaciones de casos/brotes, se incluyen los aislados
ambientales relacionados procedentes de los laboratorios de Salud Publica
de las Comunidades Auténomas (CC.AA.), con el objetivo de detectar las
posibles fuentes de infeccion, asi como para realizar la vigilancia ambiental
de las mismas.

* Aislados ambientales, procedentes de aguas u otras muestras ambientales
recogidas en cumplimiento de los planes de prevenciéon organizados por
las CCAA, o en cumplimiento de la legislacion vigente.

Participantes: Los laboratorios de microbiologia clinica del Sistema Nacional
de Salud, fundamentalmente de la red publica, y los laboratorios de Salud Publica
de las CCAA.

Muestras:

* Muestras clinicas (respiratorias) para aislamiento, identificacion vy
caracterizacion de Legionella.

* Aislados de origen humano para identificacion y caracterizacion de
Legionella.

* Aislados de origen ambiental para identificacion y caracterizacion de
Legionella.

Hasta 2018 inclusive, también se analizaban muestras ambientales (aguas y
otras muestras) para el aislamiento y caracterizacion de Legionella.

Técnicas:

* Aislamiento de la bacteria a partir de muestras clinicas (muestras
respiratorias).

* Identificacion vy tipificacion fenotipica de cultivos (humanos y ambientales):

o Identificacion o confirmacién mediante la determinacién de especie y
serogrupo de Legionella con métodos seroldgicos y/o moleculares
(secuenciacion del gen mip o del gen del 16S-RNA).

o Tipificacion de L. pneumophila SG1 mediante inmunofluorescencia con
el panel de Anticuerpos Monoclonales de Dresden (AcMc).

* Genotipificacion de cultivos humanos y/o ambientales de L. pneumophila
en el estudio de brotes/casos o en situaciones de especial interés para la
Salud Publica: secuenciacion (SBT de 7 genes con el esquema del grupo de
expertos europeos ESGLI -anteriormente EWGLI-), y en caso necesario
PFGE (Pulsed Field Gel Electropboresis).

* Genotipificacion aplicada directamente en extractos de ADN de muestras
clinicas cuando no se consigue un aislado, mediante secuenciacion (Nested-
PCR SBT de 7 genes basado en el esquema de SBT).

Hasta 2018 inclusive, también se llevaba a cabo el aislamiento y recuento de
Legionella a partir de muestras ambientales (aguas y otras muestras), siguiendo un
protocolo basado en las normas de ensayo UNE ISO 11731: 2007 y UNE-EN ISO
11731-2: 2008.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Desde comienzo de los anos 80, en el CNM se realizan ensayos de aislamiento
de Legionella en muestras clinicas y ambientales, asi como ensayos de
identificacion vy tipificacion fenotipica y molecular de aislados de esta bacteria. En
este informe se analizan los resultados de estos ensayos desde que se implemento
el Programa de Vigilancia de Legionelosis en 2012 hasta el afo 2020, para las
muestras de origen humano (Tabla 1) y de origen ambiental (Tabla 2) recibidas en
el CNM.

En este periodo, se recibieron un total de 300 aislados humanos vy
812 muestras clinicas, de las cuales 779 se cultivaron, obteniéndose 179 aislados
que pudieron ser identificados y caracterizados. Las muestras clinicas de las que no
se consiguié un aislado fueron procesadas por el método de ensayo Nested-PCR
SBT, obteniéndose un total de 136 resultados interpretables (5-7 genes
secuenciados). El 39% de las muestras clinicas recibidas tuvieron un resultado
epidemiologico qtil, asi como el 55% del total de muestras de origen humano.

Tabla 1. Muestras de origen humano recibidas por el Programa de Vigilancia de Legionelosis en el CNM
(2012-2020).

MUESTRAS DE ORIGEN HUMANO

Ano 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
N° Muestras 66 73 77 168 314 99 115 137 63 1.112
Aislados recibidos 30 39 42 37 16 37 28 47 24 300
M. clinica 36 34 35 131 298 62 87 90 39 812

Cultivos realizados 36 34 35 124 294 60 82 79 35 779
Aislados obtenidos 15 10 10 33 32 19 24 21 15 179
% m. clinicas con cultivo positivo 42 29 29 25 11 31 28 23 38 22
M. clinicas con Nested-PCR SBT interpretable 18 12 8 22 29 5 17 21 4 136
% m. clinicas con Nested-PCR SBT interpretable 50 35 23 17 10 8 20 23 10 17

% m. clinicas con resultados epidemiolégicos utiles 92 65 51 42 20 39 47 47 49 39

Durante los 9 anos analizados, se recibieron 7.883 muestras de origen
ambiental, 7.498 de ellas eran aislados. Se recibieron también 385 muestras de agua
que se procesaron por cultivo, obteniéndose un total de 104 aislados.

Tabla 2. Muestras de origen ambiental recibidas por el Programa de Vigilancia de Legionelosis en el CNM

(2012-2020)
MUESTRAS DE ORIGEN AMBIENTAL

Ano 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
N° Muestras 1.087 1177 1146 1138 815 671 658 893 298 7.883
Aislados recibidos 1.021 1.096 1.054 1.016 801 661 658 893 298 7.498
Aguas 66 81 92 122 14 10 - - - 385

Aislados obtenidos 15 11 6 64 2 6 - - - 104

% muestras con cultivo positivo 23 14 7 52 14 60 - - - 27

Programa de Legionelosis

77



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

En el citado periodo, se identificaron 474 aislados de origen humano de
Legionella (Tabla 3). El 99% de estos aislados se identificaron como
L. pneumophbila, siendo el serogrupo 1 el mas frecuente (93%). Los 440 aislados de
L. penumophila SG1 se tipificaron con los AcMc del panel de Dresden. Un total de
367 (83%) se clasificaron como aislados pertenecientes al subgrupo mayor Pontiac
(MAB 3/1 +), siendo los subgrupos menores Philadelphia y Knoxville los mas
frecuentes. El 17% de los aislados de L. preumophila SG1 tuvieron una reaccion
negativa al AcMc MADb 3/1, siendo el subgrupo menor Olda OLDA el mas
frecuente. El secuenciotipo (ST) segun el esquema SBT fue determinado en todos
los aislados (467) de origen humano de L. pneumopbhila. Los secuenciotipos mas
frecuentes fueron el ST1, ST23, ST20 y ST42. Los 31 aislados de origen humano del
ST899 (ST muy poco frecuente en Espafia) estaban relacionados con un brote de
gran envergadura (mas de 400 casos) que tuvo lugar a finales del afo 2015 en
Manzanares (Castilla-La Mancha).

Tabla 3. Resultados de ensayos en aislados de origen humano del Programa de Vigilancia de Legionelosis

(2012-2020)
RESULTADOS DE AISLADOS DE LEGIONELLA DE ORIGEN HUMANO
Especie y serogrupo N° %  Subgrupo de L. prneumophila N° % Secuenciotipo (ST) de N° %
(SG) SG1* L. pneumopbila
L. pneumopbhila 467 99 Pontiac (MADb 3/1 +) 367 83 ST1 63 13
SG1 440 93 Knoxville 94 21 ST23 47 10
SGs 2-16 27 57 Philadelphia 105 24 ST899 31 6,6
SG3 2 04 Benidorm 53 12 ST20 28 6,0
SG4 3 06 France/Allentown 58 13 ST42 23 4,9
SG5 4 08 S.Me.no realizado 57 13 ST181 20 4,3
SG6 7 1,5 MAb3/1- 73 17 ST37 18 3,9
SG7 3 006 Olda 46 10 ST448 13 2,8
SGS8 3 06 OLDA 40 9,1 ST48 11 24
SG9 1 0,2 Oxford 4 09 ST1581 10 2,1
SG10 2 04 Heysham 2 0,5 STs nuevos 23 49
Otros SGs 0 0,0 Camperdown 0 0,0 STsincompletos 2 04
N.T./R.C. 2 04 Bellingham 9 2,0 Otros STs 178 38
Otras especies 7 15 S. Me. no realizado 18 4,1 Total 467 100
Total 474 100 Total 440 100

*Tipificaciéon con AcMc del Panel de Dresden.

N°: Nimero de muestras; N.T.= no tipable; R.C. = reacciones cruzadas entre distintos SGs; AcMc = anticuerpos monoclonales; S.Me. = subgrupo
menor

En el periodo entre 2012 y 2020, se identificaron 7.286 aislados de origen
ambiental de Legionella (Tabla 4). El 92% de estos aislados se identificaron como
L. pneumophila, siendo el serogrupo 1 el mas frecuente (68%). Los 4.986 aislados
de L. penumophila SG1 se tipificaron con AcMc. Unicamente el 28% de ellos
pertenecen al subgrupo mayor Pontiac (MAB 3/1 +).
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Tabla 4. Resultados de ensayos en aislados de origen ambiental del Programa de Vigilancia de Legionelosis

(2012-2020)
RESULTADOS DE AISLADOS DE LEGIONELLA DE ORIGEN AMBIENTAL

Especie y serogrupo N° %  Subgrupo de L. pneumophila N° % Secuenciotipo (ST) Ne° %

(SG) SG1* de L. pneumopbhila

L. pneumophila 6.732 92 Pontiac (MAb 3/1 +) 1.407 28 ST1 114 27

SG1 4.986 68 Knoxville 297 6,0 ST23 44 11
SGs 2-16 1.746 24 Philadelphia 234 4,7 ST42 41 10

SG2 4 0,1 Benidorm 301 6,0 ST181 18 4
SG3 264 3,6 France/Allentown 242 49 ST62 15 4
SG4 89 1,2 S. Me. no realizado 333 6,7 ST20 13 3
SG5 33 0,5 MADb 3/1 - 3.524 71 ST37 12 3
SG6 285 39 Olda 2,593 52 ST146 12 3
SG8 300 4,1 OLDA 1.975 40 STs nuevos 12 3
SG9 33 05 Oxford 407 8,2 STs incompletos 3 1
SG10 163 2,2 Heysham 57 1,1 Otros STs 133 32
SG12 39 0,5 Camperdown 154 3,1 Total 417 100
SG13 3 0,0 Bellingham 299 6,0
SG14 16 0,2 S. Me. no realizado 632 13
Otros SGs 0 0,0 No tipable/No determinado 55 1,1
N.T./R.C. 517 7,1 Total 4986 100

Otras especies 554 7,6

Total 7286 100

*Tipificaciéon con AcMc del Panel de Dresden

N°: Namero de muestras; N.T.= no tipable; R.C. = reacciones cruzadas entre distintos SGs; AcMc = anticuerpos monoclonales; S.Me. = subgrupo
menor

El 71% de los aislados de origen ambiental de L. pneumophila
SG1 reaccionaron negativamente al AcMc MAb 3/1, siendo el subgrupo menor Olda
OLDA el mas frecuente (40%). En 417 (6,2%) aislados ambientales de
L. pneumophila se determiné el secuenciotipo, ya que estaban relacionados con
casos esporadicos/brotes o con alguna situacion de especial interés para la Salud
Publica. Los secuenciotipos mas frecuentes fueron el ST1, ST23 y ST42.

Cabe destacar la diferencia significativa que existe entre los aislados de origen
humano y los de origen ambiental en cuanto a la reaccién con el AcMc MAB 3/1,
siendo ésta positiva en la mayoria (83%) de los aislados humanos y sin embargo
negativa en la mayor parte (71%) de los aislados ambientales. Este hecho pone de
manifiesto claramente que el AcMc MAB 3/1 reconoce un epitopo asociado con
virulencia.

Por otro lado, resaltar que durante el periodo de tiempo analizado se ha
participado en la investigacion de al menos 51 brotes (11 hospitalarios, 2 en
residencias/centros de 3* edad, 11 relacionados con hoteles/balnearios/
alojamientos y 27 de ambito comunitario), analizaindose mas de 2.000 muestras y
encontrandose resultados coincidentes entre muestras humanas y ambientales en el
42% de ellos. Los brotes mas relevantes por su magnitud y/o repercusion fueron los
de Moéstoles-2012, Calpe-2012, Sabadell-2014, Manzanares-2015 y Palmanova-2017.
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CONCLUSIONES

* Cabe resaltar la necesidad de contar con muestras de origen humano, ya
que los métodos disponibles permiten una identificacion y caracterizacion
precisa del agente etiol6gico, incluyendo la genotipificacion. El ensayo
Nested-PCR SBT rinde unos resultados tutiles epidemiolégicamente para un
17% de las muestras clinicas recibidas en las que no se logra obtener un
aislado de Legionella.

* Se pone de manifiesto la diferencia en la patogenicidad entre cepas de
L. pneumophbila SG1 MAB 3/1 positivas y negativas, lo que podria ser clave
en la evaluacion del riesgo de las instalaciones.

* En el contexto de la investigacion de brotes, los analisis realizados son
fundamentales para la confirmacién microbiolégica de las posibles fuentes
de infeccion, para lo cual es imprescindible contar con muestras de los
pacientes.
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Programa de infecciones causadas por especies toxigénicas
del género Corynebacterium

Informe elaborado por L. Herrera-Leon*!, S. Herrera Leon'.
!Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

*CIBER de Epidemiologia y Salud Publica. CIBERESP.

INTRODUCCION

La difteria es una enfermedad potencialmente letal que esta causada por cepas
toxigénicas del patégeno humano Corynebacterium diphtheriae y con menos
frecuencia por cepas toxigénicas de los patégenos zoonoéticos Corynebacterium
ulcerans o Corynebacterium pseudotuberculosis. Recientemente, se han
identificados dos especies nuevas: Corynebacterium belfantii (se corresponde con
la biovariedad Belfanti de la especie C. diphtheriae) y Corynebacterium rouxii. El
principal factor patégeno del género Corynebacterium es su capacidad de producir
una exotoxina causante de las manifestaciones locales y de los efectos téxicos
sistémicos.

En Espana, la difteria es una enfermedad de Declaracion Obligatoria (EDO)
muy poco frecuente gracias a la elevada cobertura de vacunacion (Figura 1).

Figura 1. Casos de difteria y coberturas de vacunacién con toxoide diftérico, Espaiia 1965-2020.
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Fuentes: Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE).
Centro Nacional de Epidemiologia, ISCIll. Coberturas de vacunacién: Ministerio de Sanidad
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El objetivo final de la vigilancia de la difteria es detectar, investigar, caracterizar
y controlar todos los casos aislados y los brotes de difteria asi como identificar
agrupaciones de individuos susceptibles frente a esta enfremedad. Desde el CNM,
se ofrece la posibilidad a los laboratorios del Sistema Nacional de Salud, de realizar
el estudio de toxigenicidad de los aislados pertecenientes a las especies
potencialmente toxigenicas ya que en los protocolos de vigilancia de la RENAVE se
define como caso confirmado aquel que satisface los criterios clinicos y de
laboratorio siendo los criterios de laboratorio el “aislamiento en una muestra clinica
de C. dipbtberiae, C. ulcerans o C. pseudotuberculosis productores de toxina”.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

A pesar de ser una enfermedad infrecuente es necesario mantener la vigilancia
de la enfermedad para la deteccion temprana de posibles casos o brotes, asi como
incrementar el conocimiento cientifico de estas infecciones en relaciéon con factores
de riesgo, emergencia y dispersion de nuevos clusters, mecanismos de resistencia y
factores de virulencia.

El estudio de expresion de la toxina requiere una metodologia dificil de
implementar en los laboratorios por la dificultad de adquisicion de los reactivos
necesarios para llevarlo a cabo. En el afio 2017 el ECDC public6é un informe en el
que alertaba de la escasa capacidad diagnostica para este tipo de aislados y la
importancia de mantener los laboratorios de referencia para este tipo de ensayos.

Por todo ello, los objetivos de este programa son:

* Proporcionar al Sistema de Vigilancia datos de laboratorio con los que
poder los diferentes indicadores epidemiol6gicos.

* Proporcionar a los hospitales y laboratorios de salud publica la
caracterizacion microbiolégica de casos individuales especialmente en la
realizacion del test Elek para el estudio de toxigenicidad.

* Dar respuesta a la Red de Vigilancia de Difteria del ECDC.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Paciente con sospecha de difteria respiratoria, cutinea o
de otras localizaciones (lesion en conjuntiva o mucosas).

Participantes: Abierto a los hospitales y laboratorios de salud publica. En el
estudio de casos y contactos, se analizaran también las cepas procedentes de otros
origenes, sospechosos de ser la fuente de infeccion (por ejemplo, muestras de
animales o alimentos involucrados). La informacién proporcionada en el
cuestionario de envio debe ser cumplimentada de forma completa y veraz.

Muestras, condiciones de envio y analisis de laboratorio: Recogida de una
muestra clinica en cuanto se sospeche difteria, incluso en los casos en los que ya se
haya iniciado el tratamiento antibiético, aunque preferiblemente se deben recoger
antes.
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Se recogeran muestras (con dos hisopos, que pueden ser de dacron o de
alginato calcico, para cada localizaciéon) de la nariz, de la garganta y de las
membranas si las hubiere (se debe coger la muestra de debajo de la membrana
donde se suele concentrar la bacteria). En la difteria cutinea se recogeran también
muestras de las lesiones. Asimismo, se recogeran muestras de exudado nasal y de
garganta de todos los contactos estrechos expuestos a un caso sospechoso de
difteria. El aislamiento de C. diphtheriae toxigénico en los contactos puede ayudar
a confirmar el diagnoéstico cuando el cultivo del paciente sea negativo. Las muestras
deben ser enviadas rapidamente al laboratorio para cultivo en un medio apropiado
(Amies gel, Cary Blair, Stuart o similar) a temperatura ambiente.

Mediante una PCR a tiempo Real se lleva a cabo de manera simultanea la
identificacion a nivel de especie y la presencia del gen tox. Para confirmar la
expresion del gen fox y la capacidad toxigénica en las cepas identificadas como
C. dipbtberiae, C. ulcerans o C. pseudotuberculosis, se realiza el método de
referencia Elek, ya que existen cepas portadoras del gen incapaces de expresar la
toxina. Hasta el ano 2019, las cepas con resultado positivo para el gen tox se
enviaban para su caracterizacion mediante el test Elek al laboratorio “WHO
Collaborating Centre for Diphtheria and Streptococcal Infections at Public Health
England” en Londres. Desde el afio 2020 el test Elek se realiza en el propio
laboratorio del CNM.

La tipificacion molecular se realizaba mediante MLST (Multi Locus Sequence
Typing). Desde el afio 2019 se realiza la secuenciacion del genoma completo con
fines de vigilancia y se ha llevado a cabo la secuenciacion de todas las cepas
aisladas e identificadas en el CNM desde el ano 2014.

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestras recibidas.

El diagnostico de la difteria lleva en servicio en el CNM desde el afio 2007. En
este informe se incluye el analisis de los resultados obtenidos desde el ano
2014 hasta el ano 2020. Entre 2014 y 2020 se han recibido en el Laboratorio de
Difteria del CNM 305 muestras clinicas o aislados no duplicados, para su
identificacién, confirmacién, estudio de toxigenicidad y/o caracterizacion
molecular. Los aislados proceden de muestras respiratorias (frotis nasofaringeo,
aspirados, esputos), muestras cutaneas y/o sangre de pacientes con sospecha
clinica de difteria, de estudios de contactos o de pacientes sin criterio clinico de
difteria.
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Identificacién de especies potencialmente toxigénicas.

De las 305 muestras clinicas o aislados recibidos, en 56 (18,3%) se identifico
algunas de las especies potencialmente toxigénicas del género Corynebacterium
(C. dipbtheriae, C. belfantii, C. ulcerans o C. rouxii). De estos 56, diez
corresponden a portadores asintomaticos identificados en el estudio de contactos
del caso de difteria respiratoria notificado en Cataluna en 2015, por lo que se han
excluido del estudio descriptivo al tratarse de la misma cepa que el caso. Los
46 aislados o muestras clinicas restantes procedian de 13 CCAA: Andalucia (4),
Aragon (2), Valenciana (3), Canarias (3), Castilla La Mancha (4), Castilla y Le6n (1),
Cataluna (7), Galicia (2), Baleares (1), Madrid (8), Murcia (1), Navarra (3) y Pais
Vasco (7). El nuimero de determinaciones positivas varia segun los afios: 4 (2014),
5 (2015), 5 (2016), 11 (2017), 9 (2018), 5 (2019), y 7 (2020) siendo la media anual
de 7,8 aislados.

Veintiséis (56,5%) aislados fueron identificados como C. diphtheriae
(13 pertenecian a la biovariedad mitis, 11 a la biovariedad gravis y en 2 no se pudo
determinar la biovariedad al no poderse obtener un cultivo positivo), 14 (30,4%)
como C. belfantii, 5 (10,9%) como C. ulcerans, y uno (2,2%) como C. rouxii.

Estudio de toxigenicidad y caracteristicas de los aislados toxigénicos.

Sobre los 56 aislados totales: el estudio de toxigenicidad (PCR + Elek)
identifico 36 aislados como no-toxigénicos, uno de ellos identificado como NTTB
(non-toxigenic tox gene-bearing), y 18 aislados como toxigénicos (incluyendo los
10 aislados de portadores asintomaticos identificados en el estudio de contacto del
caso de difteria respiratoria 2015). En otras dos muestras se detect6 el gen tox
mediante PCR, pero no se consiguié cultivar el agente ya que procedian de
pacientes que habian recibido tratamiento antibiético antes de la recogida, por lo
que no se pudo confirmar la capacidad de expresion de la toxina. A pesar de este
resultado la clinica sugestiva de difteria respiratoria llevd a que un paciente se
clasificara como caso confirmado de difteria y otro como caso probable.

Excluyendo a los 10 contactos del caso de difteria respiratoria, el rango de
edad de los pacientes varié de 1 a 89 afos y el 60,8% (28/46) eran hombres. Segin
la toxigenicidad de la cepa, los pacientes con aislados de difteria no-toxigénica
fueron en general mayores que los pacientes con aislados toxigénicos. El 11,1%
(4/36) de los pacientes con cepas no toxigénicas tenian menos de 15 afios frente al
20,0% (2/10) de los pacientes con cepas toxigénicas. La razon hombre/mujer fue
1,25 (20/16) para los aislados no-toxigénicos y 4 (8/2) para los toxigénicos.

Unicamente los casos toxigénicos se deben notificar a la RENAVE. En la tabla
1 se detallan las caracteristicas de los casos declarados a la RENAVE y confirmados
en el Laboratorio de Difteria excluyendo los aislados de los contactos asintomaticos
del caso de 2015.
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Tabla 1. Caracteristicas de los aislados toxigénicos notificados a la RENAVE.

Especie Aifo CCAA Edad Sexo Muestra Clinica Biovariedad Gen tox Producciéon ST*

(PCR) de toxina

(ELEK)
C. dipbtberiae 2014  Castilla la 12 Hombre Cutanea Ulcera de Mitis Positivo  Positivo 389
Mancha pie
2015 Cataluna 7 Hombre Membrana Difteria Mitis Positivo Positivo 377
faringea respiratoria
2016 Cataluna 20 Hombre Cutanea Mitis Positivo Positivo 484
2018 C. Valenciana 53 Hombre Cutinea Membrana NA Positivo NA 297
faringea,
miocarditis
2019 C Madrid 40 Hombre Cutdnea Herida Mitis Positivo Positivo 458
necrotizante
en pierna
2019 Cataluna 34 Hombre Cutanea Mitis Positivo Positivo 377
2020  C. Madrid 71 Mujer Membrana Membrana NA Positivo NA NA
faringea faringea
C. ulcerans 2014 Andalucia 62 Hombre Cutinea NA Positivo Positivo 325
2016 Cataluna 85 Mujer Cutanea Ulceras NA Positivo  Positivo 337
crénicas
vasculares
2019  C. Madrid 60 Hombre Hisopo Odinofagia, NA Positivo  Positivo 514
faringeo lesiones
faringeas

* Secuenciotipo

Como factores de riesgo se indica viaje paises con elevada incidencia de
difteria y contactos con animales domésticos (gatos y perros).

Tipificacién molecular.

La tipificacion mediante MLST mostr6 ocho secuenciotipos (STs) diferentes
(Tabla 1). En uno de los aislados no pudo determinarse el ST al no poder obtenerse
un cultivo positivo y no disponer de cantidad de ADN suficiente para realizar el
estudio. Unicamente dos aislados mostraban el mismo ST (ST377). Uno de estos
dos aislados fue identificado en el caso de difteria respiratoria de Cataluna de
2015 y el otro procedia también de Cataluna de un caso de difteria cutanea. El
analisis posterior mediante cgMLST mostré una gran diferencia entre todos los
aislados sin que se observe ningun agrupamiento, descartando una posible relacion
entre los dos aislados que compartian el mismo ST.

La informacién disponible es limitada debido al bajo nimero de muestras
recibidas y caracterizadas; por el momento resulta dificil estimar cual es la
transmision real de las cepas de Corynebacterium potencialmente toxigénicos en
nuestro pais.
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Figura 2. Minimum spanning free basado en el andlisis mediante cgMLST de 1441 loci de las cepas identificadas
como C. diphtheriae tomando como referencia la cepa tipo NCTC 13129.
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CONCLUSIONES

* La mayoria de las cepas identificadas son no-toxigénicas. La proporcion de
cepas toxigénicas es mas alta entre C. ulcerans que entre C. diptheriae
(75% vs 17%). Se ha identificado una cepa de C. diphteriae NTTB (non-
toxigenic tox gene-bearing) en un joven con clinica respiratoria bien
vacunado procedente de Reino Unido. El caso se notific6 como caso
descartado. Este caso pone de manifiesto la necesidad de realizar el test
Elek ya que mediante las técnicas moleculares se hubiera informado y
notificado como caso confirmado.

* La infeccion por C. diphtheriae se presenta con clinica respiratoria y/o
cutinea. La infeccion por C. ulcerans generalmente tiene presentacion
cutanea, aunque también puede cursar con sintomas respiratorios.

* En nuestro pais no existen clones circulantes, sino que se tratan en su
mayoria de casos importados de paises con elevada incidencia de difteria.

* Es necesario mantener la capacidad diagndstica y aumentar la sospecha
clinica.
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Programa de resistencias en el complejo tuberculoso
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad transmisible causada por bacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis. Puede afectar a cualquier 6rgano, siendo la
forma pulmonar la mas frecuente. Fue declarada emergencia mundial por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en la 44 Asamblea Mundial de la Salud
(1). En Espana, la TB es una enfermedad de declaracion obligatoria. Las
autoridades de salud publica de las Comunidades Auténomas (CCAA) notifican de
forma individualizada los casos sospechosos, probables y confirmados al Centro
Nacional de Epidemiologia (CNE), a través de la RENAVE y envian la informacién
de la encuesta epidemiologica de declaracion del caso con una periodicidad
semanal. Adicionalmente, una vez al ano, se completa la informacién de las
variables contenidas en la encuesta epidemioldgica. Ante la deteccion de un caso
bacilifero multirresistente que requiera medidas especiales de seguimiento, la
deteccion de un brote o si el patréon de difusion de la enfermedad requiere medidas
de coordinacion, el Servicio de Vigilancia de la CA lo comunica al Centro de
Coordinacion de Alertas y Emergencias (CCAES) y al CNE. El CCAES valora junto
con las CCAA afectadas las medidas a tomar vy, si es necesario, se notifica al Sistema
de Alerta y Respuesta Ripida de Union Europea y a la OMS de acuerdo con el
Reglamento Sanitario Internacional (2).

La TB-MDR' y XDR? representa una de las mayores amenazas para los planes
de prevencion y control de la TB. El sistema de vigilancia basado en la realizacion
rutinaria de pruebas de susceptibilidad a todos los pacientes con diagnodstico de
TB, es la mejor manera de alcanzar un sistema de vigilancia sistemdtico y continuo
tal y como recomienda la OMS. De esta forma, se suministra informacién sobre las
caracteristicas de la farmacorresistencia en los diferentes grupos de pacientes y, por
consiguiente, se reconocen con exactitud las tendencias en el transcurso del
tiempo, asi como la evolucion de la incidencia; ademas, permite identificar grupos
de alto riesgo y ambitos donde se produce la transmision e identificar brotes (3). La
epidemiologia molecular facilita la identificacion de cadenas de transmision y la
rapida identificacion de clones emergentes, permitiendo el desarrollo e instauracién
de estrategias de prevencion y control 6ptimas. Por todo ello, para llevar a cabo
una vigilancia adecuada es necesaria la colaboracién entre los diferentes agentes
implicados y la integracion de la informacion microbiolégica y epidemiolédgica.
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Los laboratorios de microbiologia desempenan un papel clave suministrando
resultados que constituyen una fuente de informacién de excelente sensibilidad y
valor predictivo positivo, imprescindible para cumplir eficazmente los objetivos de

un sistema de vigilancia.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La aparicion de la resistencia a los farmacos antituberculosos, y en particular la
TB-MDR/XDR, se ha convertido en un problema de salud publica y en un obstaculo
al control eficaz de la TB en el mundo. La vigilancia de la resistencia resulta
indispensable para abordar el problema mediante el manejo adecuado de los
pacientes y la adopcion de estrategias para prevenir la aparicion y diseminacion de
la TB resistente. La encuesta epidemiolégica recogida en el protocolo de la RENAVE
recoge los resultados de las pruebas de susceptibilidad (2). Estos datos también son
requeridos anualmente por el ECDC y la OMS para monitorizar y analizar la
situacion de la TB a nivel europeo y mundial. La OMS aconseja que los resultados
de las pruebas de susceptibilidad a la rifampicina se deben documentar como
minimo en el 75% de los casos nuevos de TB pulmonar (3). Por otro lado, los
estudios moleculares indican que los nuevos casos de TB-MDR/XDR se deben a la
transmision de estas cepas mas que a mecanismos de adquisicion de resistencia
frente a los farmacos de primera linea, por lo que resulta imprescindible la
utilizacion de herramientas moleculares con un elevado poder de discriminacion
que aseguren la rapida identificacion de clones circulantes y que permitan su
trazabilidad. El ECDC utiliza la plataforma EpiPulse para la vigilancia de la
tuberculosis utilizando para ello la secuenciacion del genoma completo.

Por todo ello, los objetivos del programa son:

* Apoyar al Sistema Nacional de Salud realizando las técnicas fenotipicas y
moleculares necesarias para la caracterizacion de las cepas resistentes.

* Identificacion a nivel de especie los aislados pertenecientes al complejo
tuberculoso.

* Estudios de epidemiologia molecular para la deteccion temprana de brotes
y clones emergentes, diferenciacion entre recaidas/reinfecciones o
descartar posibles contaminaciones cruzadas.

* Proporcionar al Sistema de Vigilancia datos de laboratorio con los que
poder elaborar los diferentes indicadores epidemiol6gicos descritos en el
Plan de Control y Prevencion de la TB.

! TB-MDR: Tuberculosis multirresistente: resistente al menos a rifampicina e isoniazida

2 TB-XDR: TB extremadamente resistente: MDR mas resistencia a fluoroquinolona vy, al menos, a uno de los
restantes farmacos del grupo A (levofloxacino/moxifloxacino, bedaquilina y linezolid).
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DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: pacientes con infeccion tuberculosa sometidos a
tratamiento antituberculoso.

Participantes: abierto a los laboratorios de microbiologia de la red de
hospitales publicos del Sistema Nacional de Salud y los laboratorios de Salud
Publica de las Comunidades Auténomas.

Muestras, condiciones de envio y analisis de laboratorio: se reciben
aislados  previamente caracterizados como  Mycobacterium  tuberculosis
complex. Las condiciones de envio deben cumplir con las medidas de bioseguridad
y no es necesario el envio refrigerado.

El estudio fenotipico de las resistencias se realiza mediante el método de las
proporciones en Lowenstein-Jensen para el estudio de la sensibilidad frente a
isoniacida (INH), rifampicina (RIF), estreptomicina (SM), etambutol (EMB),
kanamicina, cicloserina, capreomicina, y ethionamida y utilizando el sistema
BACTEC 960 (sistema de lectura automatica utilizando medio liquido MGIT) para la
pirazinamida (PZ), amikacina, moxifloxacino, levofloxacino, linezolid, clofazimina,
bedaquilina y delamanida siguiendo las indicaciones de la OMS (4). El estudio
molecular de las mutaciones asociadas a la resistencia se realiza mediante PCR y
secuenciacion mientras que para los estudios de tipificacion molecular se emplea la
técnica de MIRU y mas recientemente la secuenciacion del genoma completo
(WGS).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo 2014-2020 se recibieron 4.541 aislados. En aquellos casos
en el que un mismo paciente tuviera mas de un aislamiento positivo, inicamente se
ha considerado aquel con fecha de toma mas temprana por lo que el anilisis
descriptivo incluye 4.241 aislados. Debido a un cambio en el sistema informatico,
solo se recogen los aislados recibidos en el Laboratorio de Micobacterias a partir de
julio de 2014.

Se han recibido aislados de 16 Comunidades Auténomas y Ceuta. El 47,49%
proceden de la Comunidad de Madrid, seguido por Castilla y Le6én (14,85%),
Comunidad Valenciana (7,10%), Cantabria (6,25%), Navarra (4,98%), Pais Vasco
(3,77%), Andalucia (2,33%) y Canarias (1,20%). El resto de CCAA tiene una
representacion menor al 1% siendo Asturias la tinica Comunidad que no ha enviado
ningun aislado. Los datos del 2020 deben tomarse con cautela debido a la situacion
sanitaria provocada por el virus SARS-Cov2. En la siguiente tabla se muestran los
aislados enviados al CNM en relacion a los casos notificados a la RENAVE
(Tabla 1).
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Tabla 1. Aislados enviados al CNM en relacién al nomero de casos notificados por cada Comunidad Auténoma a la
RENAVE (datos cedidos por Rosa Cano del Centro Nacional de Epidemiologia

RENAVE/CNM 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

ANDALUCIA 723/5 679/17 711/17 669/16 718/24 682/15 552/5 4.734/99
ARAGON 171/0 145/0 171/9 136/5 113/6 134/8 -/8 870%/36
ASTURIAS 169 127 135 113 107 113 123 887
ISLAS BALEARES 133/9 105/1 110/2 133/4 119/6 76/3 -/7 676%/32
CANARIAS 130/3 161/13 127/5 129/10 164/9 136/6 108/5 955/51
CANTABRIA 66/26 59/40 67/42 60/42 79/48 49/29 /38 380/265
CASTILLA LA MANCHA 168/33 134/58 168/81 139/56 149/56 124/47 -/29 882%/360
CASTILLA Y LEON 280/46 244/81 252/92 217/93 213/104 203/126 -/88 1.409*/630
CATALUNA 1133/0 1082/1 1002/0 996/1 996/0 1080/0 -/0 6.289%/2
VALENCIA 456/25 435/55 484/62 454/61 374/34 467/30 337/34 3.007/301
EXTREMADURA 65/0 66/4 71/7 58/11 73/4 56/9 20/5 409/40
GALICIA 558/3 589/2 565/0 525/0 528/2 518/0 392/0 3.675/7
MADRID 641/150 668/328 693/354 605/328 581/309 584/342 277/203 4.049/2.014
MURCIA 132/7 148/3 115/1 122/6 133/3 138/0 125/0 913/20
NAVARRA 67/23 50/38 42/33 42/35 54/40 32/24 32/18 319/211
PAIS VASCO 322/21 256/24 275/38 227/19 217/22 198/20 15/16 1.510/160
LA RIOJA 32/0 27/1 34/3 30/3 28/0 29/0 22/0 202/7
CEUTA 32/1 19/1 33/2 11/0 13/0 18/2 1/0 127/6
MELILLA 38/0 26/0 19/0 18/0 12/0 13/0 9/0 135/0
Total 5.316/352 5.020/667 5.074/748 4.684/690 4.671/667 4.650/661 2.013/456 31.428/4.241
Total (%) 6,62 13,17 14,74 14,73 14,28 14,21 22,65* 13,49

*Datos provisionales a la espera de la notificacion por parte de la Comunidad Auténoma.

Caracteristicas de los casos

El mayor nimero de los casos se produjo en hombres (2.633 casos, 62,08% del
total), con una razén hombre/mujer de 1,6. La mediana de edad fue de 49 afios
(RIC: 33-65) en hombres y 43 (RIC: 31-63) en mujeres. La distribuciéon de casos por
edad y sexo se muestra en la Figura 1. Durante el periodo 2014-2020 se estudiaron
160 aislados de menores de 15 anos.

Figura 1. Numero de casos por grupo de edad y sexo.
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De los 4.241 aislados recibidos, el 83,02% procedian de muestras respiratorias,
el 5,61% de muestras ganglionares y el 0,75% de muestras meningeas. El resto de
los aislados (10,61%) procedian de diversas localizaciones. Los casos con
localizacion meningea se han mantenido estables en el periodo 2014-2020.

El 95,07% de los casos eran nuevos (sin tratamiento previo anti-TB). El 4,27%
lo habian recibido anteriormente, y en el 0,66% de los casos no se disponia de esa
informacion. De los 4.241 aislados estudiados se informé del pais de origen en
2.902. El 19,36% (821) procedia de un pais distinto de Espafia. Las personas nacidas
en Marruecos (179) y Rumania (177) representaron el grupo mas numeroso. En
este periodo de estudio no se ha observado un incremento en el nimero de casos
importados. Como factores de riesgo en el 5,7% se indica inmunosupresion, en el
1,59% SIDA, en el 1,38% alcoholismo y en el 91,33% no se especifica ningan
factor. Dada la tasa de co-infeccion VIH-TB recogida en los indicadores del Plan
para la prevencion y control de la TB, pensamos que esta variable no se estaria
cumplimentando correctamente posiblemente por desconocimiento de la persona
que solicita el estudio.

Caracteristicas de los aislados

El 94,27% (3.999) fueron identificados como M. tuberculosis, el 2,95% (125)
como Mycobacterium bovis, el 1,81% (82) como M. bovis-BCG, el 0,54% (23) como
Mycobacterium africanum y el 0,42% (18) como Mycobacterium caprae. La
instilacion con BCG se utiliza para conseguir la estimulaciéon de la inmunidad
celular. El 72,73% (56) de los aislados identificados como M. bovis-BCG procedian
de orina, el 13% (10) de localizacion pulmonar, el 9,09% (7) de abscesos y el resto
procedian de diversas localizaciones (solo uno procedia de sangre completa). Tanto
como M. caprae estain consideradas como zoonosis. En Espana, los casos de TB
debido a M. bovis o M. caprae representan una baja proporcion y suelen asociarse
a exposicion ocupacional (ambito veterinario y ganadero) o a casos procedentes de
paises endémicos para la TB bovina. M. bovis es resistente a PZ por lo que es
importante la diferenciacion de ambas especies. De los 143 casos identificados
como M. bovis/M. caprae, se conocia el pais de origen en 115. De los casos
procedentes de otros paises (36), la mayoria procedian de Marruecos (18,88%;
27). Los casos de TB humana producidos por M. africanum estan principalmente
localizados en Africa Occidental donde causan hasta la mitad de los casos de TB
pulmonar. Unicamente se conoce el pais de origen en 9 de los 23 casos
identificados como M. africanum. De ellos seis eran de origen extranjero: dos
procedian de Mali, dos de Guinea Ecuatorial, uno de Marruecos y uno de Portugal.

Estudio de susceptibilidad

Se realiz6 el estudio de susceptibilidad a 4.026 aislados (Tabla 2). El 80,38%
fueron sensibles a los farmacos antituberculosos. Un total de 233 aislados
presentaban monorresistencia a PZ. De estos 233, 122 fueron identificados como
M. bovis, y 77 como M. bovis-BCG. El porcentaje de TB-MDR y pre-XDR® global fue
de un 3,55% y 0,72% respectivamente, aunque, tal y como era de esperar, se
observa un mayor porcentaje en el grupo de tratados previamente.
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Los casos importados presentaban mayor porcentaje de TB-MDR y TB-pre-XDR
(7,51% y 2,44%) frente a los casos autdctonos (1,40% y 0,41%). Atendiendo a la
nueva definiciéon propuesta por la OMS, no se identificé ningin aislado XDR en el

periodo de estudio (5).

Tabla 2. Resistencia a farmacos de primera y segunda linea. FQ: fluoroquinolonas; AMG: aminoglucosidos;
Polirresistencia: cualquier combinacién de mas de una resistencia excluida MDR; pre-XDR: MDR més resistente a FQ.

Nunca tratados Previamente tratados Desconocido Total

Numero % Numero % Numero % Numero %
Total aislados recibidos 4.032 181 28 4.241
Total antibiogramas realizados 3.833 95,06 170 93,92 23 82,14 4.026 94,93
Resistencia solo a isoniacida 114 2,97 5 2,94 0 0,00 119 2,96
Resistencia solo a rifampicina 11 0,29 0 0,00 0 0,00 11 0,27
Resistencia solo a etambutol 1 0,03 0 0,00 0 0,00 1 0,02
Resistencia solo a estreptomicina 71 1,85 2 1,18 0 0,00 73 1,81
Resistencia solo a pirazinamida 227 5,92 4 2,35 2 8,70 233 5,79
Total monoresistencia 424 11,06 11 6,47 2 8,70 437 10,85
MDR 18 0,47 4 2,35 0 0,00 22 0,55
MDR + primera/segunda linea 80 2,09 13 7,65 1 0,00 94 2,33
MDR + primera/segunda linea + AMG 22 0,57 5 2,94 0 0,00 27 0,67
Total MDR 120 3,13 22 12,94 1 4,35 143 3,55
Pre-XDR 21 0,55 7 4,12 1 4,35 29 0,72
XDR 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Total polirresistencia 168 4,39 11 6,47 2 8,70 181 4,50
Sensibles 3.100 80,88 119 70,00 17 73,91 3.236 80,38

En el periodo de estudio se han notificado a la RENAVE 432 casos con TB
resistente a INH, RIF o MDR. Esta cifra indica una infra-notificacion de las
resistencias a nivel nacional lo cual repercute en la calidad de los datos enviados a
nivel europeo (ECDC) y a nivel mundial (OMS).

El 98,40% de los aislados presentaba alguna mutacién en la region deter-
minante de resistencia a rifampicina (gen 7poB), siendo las mayoritarias la
mutaciéon Ser450Leu (67,38%), Asp435Val (13,37%) e His445Tyr (6,42%). Entre
los aislados resistentes a isoniacida, en el 63,35% se detecté la substitucion
Ser315Thr en el gen katG asociada a un alto nivel de resistencia, mientras
que, el 34,21% tenia alguna mutacion en la zona promotora del operon ma-
bA-inhA asociada a bajo nivel de resistencia. El 84,86% de los aislados resis-
tentes a pirazinamida presentaba alguna mutacién en el gen pncA o en su
promotor sin que se observe una mutacion predominante a excepcion de la
mutacion His57Asp encontrada en 199 de los 350 aislados (mutacion caracteristi-
ca en M. bovis y M. bovis-BCG). Se han identificado 64 mutaciones diferentes
a lo largo de todo el gen. Si dos aislados presentan la misma mutacién se
realiza el estudio de tipificacion para descartar que puedan estar relacionados.

3 Pre-XDR:TB pre-extremadamente resistente: MDR mads resistencia a cualquier fluoroquinolona (levofloxacino/
moxifloxacino)
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El 56,70% de los aislados resistentes a etambutol presentaban alguna substitucién
del codén 306 en el gen embB siendo la mas frecuente Met306Val (30,93%). Entre
los aislados resistentes a estreptomicina, el 34,32% presentaban alguna mutacion
el gen rpsL en las posiciones asociadas a resistencia: Lys43 (26,40%) vy
Lys88 (7,92%). Solo el 22,52% presentaba alguna mutacién asociada a resistencia a
estreptomicina en el gen 7rs. En 8 de estos aislados se identific6 la mutacion
al401G responsable también de resistencia a amikacina, capreomicina y
kanamicina.

CONCLUSIONES

* Aunque es dificil realizar una estimaciéon precisa debido al caracter
voluntario del envio de los aislados resistentes, parece que el porcentaje de
TB-Resistente se mantiene estable para el periodo estudiando. La
resistencia adquirida es mayor a la resistencia primaria y los casos
importados presentan mayor porcentaje de TB-MDR y preXDR.

* La vigilancia de la resistencia no debe basarse exclusivamente en métodos
moleculares dado el porcentaje de aislados para los que no se detectan
mutaciones asociadas a resistencia por lo que deben mantenerse los
métodos fenotipicos de estudio de susceptibilidad.

* Es necesario promover una mayor participacion de las CCAA que mejorara
la representacion geografica y una mejora de la notificacion de las
resistencias a la RENAVE.
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Programa de micobacterias no tuberculosas

Informe elaborado por M. S. Jiménez, L. Herrera-Leon*.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Micobacterias. Centro Nacional de
Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

*Red Europea de Laboratorios de Referencia de Tuberculosis (ERLN-TB). Red
Nacional de Laboratorios de Tuberculosis. CIBER de Epidemiologia y Salud
Publica.

INTRODUCCION

Las micobacterias no tuberculosas (MNT), antes llamadas micobacterias
atipicas, comprenden un amplio grupo de especies que cada vez van adquiriendo
mas importancia clinica. Este grupo incluye todas las especies del género
Mycobacterium excepto aquellas pertenecientes al complejo tuberculoso y las
especies productoras de lepra. Las enfermedades que causan son muy diversas y
pueden afectar a diferentes localizaciones, pero todas ellas se engloban en el
término micobacteriosis.

Las MNT son bacterias ubicuas que se encuentran en el medio ambiente siendo
éste su reservorio y la fuente de infeccion.

El nimero de casos causado por estas micobacterias, mostré un aumento muy
importante con la aparicion del VIH. En la udltima década el aumento se debe
principalmente al uso de técnicas quirdrgicas mas agresivas que favorecen la
infeccion por bacterias oportunistas, la utilizacion de farmacos inmunosupresores, y
a la mayor supervivencia de los pacientes con inmunodeficiencias. El desarrollo de
nuevos medios de cultivo ha mejorado la capacidad de aislamiento de este grupo
bacteriano siendo otro de los factores que ha influido en el incremento en el
numero de casos detectados. Este incremento ha supuesto que en algunos
laboratorios de microbiologia el nimero de aislamiento de cepas de MNT haya
superado al de M. tuberculosis complex. El impacto de las infecciones por MNT se
agudiza por tratarse de bacterias altamente resistentes a los antibi6ticos, para cuyo
tratamiento especifico personalizado se requiere la identificacion de la especie y un
estudio de sensibilidad [1,2].
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Taxonomicamente, las MNT forman un grupo de especial complejidad por el
gran numero de especies y por la diversidad biolégica entre ellas, que se traduce
en una elevada heterogeneidad intraespecifica tanto fenotipica como
genotipica. Este hecho hace que por economia, rentabilidad y organizaciéon el
Centro Europeo de Control de Enfermedades (ECDC) recomiende la centralizacion
de las labores de identificacion y estudios de sensibilidad en laboratorios con un
alto grado de especializacion y que dispongan de las medidas de bioseguridad
adecuadas para el manejo de estas cepas.

Las micobacteriosis no son una enfermedad de declaracién obligatoria a la Red
Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (RENAVE), por lo que se desconoce el
numero de aislamientos y qué especies son las mayoritariamente implicadas en los
casos de enfermedad. Los datos obtenidos por el Programa de Vigilancia del CNM,
llevado a cabo en el Laboratorio de Micobacterias, que recibe cepas de la mayoria
de las Comunidades Auténomas (CCAA) son de utilidad para conocer el impacto
que estas cepas tienen en Salud Publica, la prevalencia de las diferentes especies,
las tendencias evolutivas temporales y geograficas, y por ultimo detectar posibles
especies emergentes; siempre teniendo en cuenta el caracter voluntario del envio
de muestras al CNM.

El objetivo principal es la caracterizacion microbiolégica de este grupo de
micobacterias, mediante la identificacion de la especie, el estudio de sensibilidad
frente a los farmacos adecuados al tratamiento segin la especie aislada y la
confirmacion de brotes epidemiolégicos, incluyendo, siempre que es posible la
fuente ambiental de la infeccion.

Objetivos adicionales serian proporcionar al Sistema de Vigilancia datos de
laboratorio para poder elaborar indicadores epidemiolégicos, conocimiento de la
dispersion de especies ya descritas, seguimiento continuo de la evolucion del
patron de las especies identificadas como indicador de especies emergentes, y la
descripcion de nuevas especies.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: casos humanos de infeccion producida por MNT, y las
cepas aisladas de fuentes ambientales con sospecha de ser el origen de la infeccion.

Participantes: todos los laboratorios de microbiologia que realicen
aislamientos de MNT de la red de publica de todas las CCAA. Los laboratorios de
caracter privado participaran en el envio de cepas a través de la cartera de
servicios.

Tipo de muestra y condiciones de envio: se debera cumplimentar en su
totalidad el formulario especifico que se encuentra en GIPI para el envio de cepas
no tuberculosas.
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Las muestras que se procesaran son cepas humanas y las cepas ambientales
siempre que éstas pudieran estar asociadas a un brote, identificadas previamente
como no tuberculosas, teniendo en cuenta que las condiciones del envio cumplan
las normas de bioseguridad. No es necesario el envio refrigerado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La descripcion de nuevas especies pertenecientes al grupo de las MNT se ha
incrementado por las mejoras en las técnicas de identificacion vy
cultivo. Actualmente existen 248 especies de MNT reconocidas y 24 subespecies
[3]. En los ultimos anos se ha observado un incremento tanto en el nimero de
cepas identificadas como MNT frente al complejo tuberculoso, como en el nimero
de especies y subespecies diferentes identificadas en el Laboratorio (Tabla 1).

Tabla 1. Evolucién del numero de hospitales, nimero de cepas y nimero de especies, subespecies y tipos en el
periodo de tiempo de vigencia del Programa de Vigilancia de cepas MNT.

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

N° de hospitales 93 93 87 88 76 77 76 78 81 79 83 81 76
% de cepas MNT 37,1 41,3 450 468 56,1 589 741 60,8 602 653 655 772 698
N° de especies, subespecies y 52 44 43 43 70 61 61 63 69 73 80 85 68
tipos

Los datos del 2014 y 2020 deben tomarse con precaucion debido a un cambio
en el sistema informatico en el laboratorio que impidi6 la correcta extraccion de los
datos y debido a la situacion sanitaria que se produjo como consecuencia de la
pandemia por el virus SARS-Cov2 respectivamente.

Se recibieron cepas de diferentes hospitales de Ceuta y Melilla y de todas las
Comunidades Autéonomas (CCAA) excepto de Asturias, aunque la representaciéon no
es homogénea (Tabla 2).

Tabla 2. Ndmero de hospitales de las diferentes CCAA que han enviado cepas de MNT al laboratorio de

Micobacterias.
CCAA N° de hospitales CCAA N° de hospitales
Andalucia 12 Galicia 7
Aragén 3 Madrid 21
Baleares 2 Murcia 4
Canarias 4 Navarra 2
Cantabria 1 Pais Vasco 6
Cataluiia 2 Rioja 2
Castilla Leon 13 C. Valenciana 7
Castilla 1a Mancha 11 Ceuta 1
Extremadura 5 Melilla 1
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Figura 1. Evolucién a lo largo de los afios de los complejos y de las especies con
mayor nimero de aislamientos expresado en tanto por ciento.
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Se observa que el nimero de cepas del complejo Mycobacterium avium (MAC)
ha aumentado a lo largo de los ultimos anos (Figura 1), al igual que ocurre con
Mycobacterium abscessus. Por el contrario, se observa una disminucion de
aislamientos de Mycobacterium fortuitum complex, y los casos causados por
Mycobacterium lentiflavum se han mantenido estables con pequefas oscilaciones
(Figura 1).

Se identificaron 153 cepas como Mycobacterium simiae, de las que 64 (41,8%)
se aislaron en Canarias y 29 (19%) en un hospital de una anica provincia de Castilla
la Mancha. Es muy probable que sean las variaciones regionales de las condiciones
ambientales las que favorezcan diferencias en las poblaciones de MNT
predominantes en los reservorios a los que los pacientes susceptibles estin
expuestos, explicando asi la gran incidencia de esta especie en la Comunidad
Auténoma de Canarias. La alta incidencia de cepas de esta especie en un hospital
en concreto que se mantiene durante todo el periodo de estudio, puede estar mas
relacionado con un reservorio ambiental en el propio hospital, o en la localidad
donde se ubica.

De las 106 cepas identificadas como Mycobacterium marinum, el 89% de las
cepas se aislaron de lesiones cutaneas, el 5% de lesiones Oseas, el 4% de muestras
ganglionares y solo el 1% de muestras de origen respiratorio, siempre en pacientes
que tenian acuarios en su domicilio o profesiones relacionadas con el medio
acuatico, personal de piscinas, pescaderos, etc. Dato que confirma lo que ocurre en
otros lugares del mundo.

Las 68 cepas aisladas de ambiente hospitalario (agua de grifos, tanto de los
laboratorios como de otras dependencias, agua de duchas, instrumental quirdrgico,
broncofibroscopios, etc.) pertenecieron a 18 especies diferentes, no se detectaron
diferencias significativas a lo largo del periodo de estudio. Se identificaron 8 casos
de infeccion por Mycobacterium chimaera aislado de valvulas cardiacas tras su
implantacion (3).
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Se han confirmado y caracterizado 35 brotes epidémicos mediante la aplicacion
de marcadores epidemiol6gicos moleculares. Diecinueve fueron ocasionados por
cepas identificadas como MAC, afectando a varios pacientes (rango: 3-6), no
pudiéndose determinar la fuente ambiental en ninguno de los casos. La especie que
originé el segundo mayor namero de brotes fue M. fortuitum, estando implicada en
8 brotes, todos ellos de ambito hospitalario (4), y mayoritariamente relacionados
con clinicas de cirugia estética; en uno de ellos la fuente de infeccion era el liquido
que se inyectaba a los pacientes para realizar la liposuccion. M. simiae estuvo
implicado en un brote afectando a 7 pacientes de un mismo hospital de Canarias,
donde no se pudo determinar el origen del mismo. Se caracterizé un brote, de gran
importancia clinica, causado por M. chelonae que afecto a 4 pacientes que habian
sido sometidos a cirugia ocular para la implantacion de una lente, aislandose la
misma cepa de un instrumento utilizado en la cirugia. Por ultimo, cabe destacar
otro brote causado por M. xenopi en pacientes con intervenciones quirurgicas de
muy diverso tipo, la fuente de la infeccion en este caso fue el liquido desinfectante
que se utilizaba para la limpieza de las heridas quirirgicas. Cabe destacar un brote
por M. chimaera que afecté a 4 pacientes produciendo una infeccion diseminada
tras cirugia cardiaca, la misma cepa fue también aislada de las valvulas cardiacas
que se les habian implantado recientemente y, en uno de estos casos, del agua del
circuito del equipo de normo-hipotermia utilizado en la cirugia.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta que el objetivo principal de la vigilancia y en concreto
para este programa de MNT, es la monitorizacion de tendencias a lo largo del
tiempo podemos concluir:

1. No se encuentran diferencias importantes en el nimero de cepas recibidas,
ni en el nimero de hospitales que enviaron cepas para su caracterizacion
al Laboratorio de Referencia de Micobacterias. Si que se observa una
tendencia ascendente en el nimero de especies distintas identificadas,
debido a la importancia que estas bacterias estan adquiriendo en patologia
humana y a la utilizaciéon en los laboratorios hospitalarios de métodos
comerciales que identifican las especies mas frecuentes, enviando al
laboratorio de Referencia solo aquellas cepas que no consiguen identificar.

2. Las especies mas frecuentemente aisladas fueron las del complejo
M. avium, y M. lentiflavum entre las de crecimiento lento. Entre las
especies de crecimiento rapido las mas frecuentes han sido M. chelonae,
M. abscessus y las del grupo M. fortuitum, manteniéndose las mismas a lo
largo de los 13 afios recogidos en este resumen.
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3. Las especies del complejo MAC se convierten en las MNT mas
frecuentemente asociada a infeccion y/o afectacion
pulmonar. M. lentiflavum ademas de infecciones pulmonares, provoca
afectacion linfatica en ninos de corta edad. Las micobacteriosis que
producen M. marinum son mayoritariamente lesiones cutaneas
relacionadas con el medio acuatico. Entre las cepas de crecimiento rapido
destaca M. fortuitum, que se ha asociado a brotes de infecciéon nosocomial
por contaminacion de material hospitalario y que puede causar afectacion
pulmonar con diferencias patogénicas entre ellas. M. abscessus es una
micobacteria emergente en los casos de afectacion pulmonar, siendo la
especie mas frecuentemente aislada de muestras respiratorias en pacientes
con fibrosis quistica, en cuyo caso el tratamiento se complica enormemente
por sus elevadas tasas de resistencia.

4. Se observa un incremento en los casos producidos por MAC y por
M. abscessus

5. No se observan diferencias en la distribucion geografica de las especies
excepto para M. simiae.

6. Las cepas aisladas de muestras ambientales, siempre del ambito
hospitalario, no se agruparon en especies concretas, la identificacion dio
como resultado una gran variedad de especies, a excepcion de
M. chimaera siempre relacionada con instrumental utilizado en cardiologia.
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INTRODUCCION

Desde el siglo XVI, se conoce que se han producido pandemias de gripe a
intervalos entre 10 y 50 afios con variable gravedad e impacto. La pandemia mas
reciente en 2009 se caracterizo con una alta transmisibilidad y rapida difusion, con
una transmision sostenida inter-humana en el mundo. Sin embargo el impacto
sobre la mortalidad de la poblacién, produciendo entre 200.000 y 600.00 muertes
atribuibles al virus A(HINDpdm09 fue menor que la descrita en pandemias
anteriores’.

La gripe estacional o las epidemias anuales de gripe constituyen un importante
problema de salud publica a nivel mundial y estan asociadas a una alta tasa de
hospitalizaciones y mortalidad. El periodo de incubacion oscila entre 1 y 4 dias. Se
caracteriza por un inicio subito de fiebre, tos, dolores musculares, articulares, de
cabeza y garganta, malestar y secrecion nasal. Estos sintomas suelen desaparecer en
el plazo de una semana. En personas de alto riesgo, la gripe puede ser una
enfermedad grave e incluso mortal. Segin la OMS, las epidemias anuales de gripe
pueden afectar hasta el 15% de la poblacién y causan entre 3 a 5 millones de casos
graves con una mortalidad entre 290.000-650.000 muertes al afio?.

En los paises industrializados la mayoria de las muertes relacionadas con la
gripe se producen en mayores de 65 afnos. También presentan un mayor riesgo de
enfermedad grave mujeres embarazadas, menores de 5 afios, y pacientes con
enfermedades cronicas o inmunodepresion. Los profesionales sanitarios corren
gran riesgo de infectarse y a su vez de transmitirlos, sobre todo a personas
vulnerables. Las epidemias pueden causar gran absentismo laboral y escolar con
pérdidas de productividad. La medida de control mas eficaz frente a la gripe es la
inmunizacion anual de ciertos grupos de poblacion de alto riesgo de padecer
complicaciones asociadas a gripe. Las vacunas trivalentes y tetravalentes, contienen
subunidades de los dos subtipos de gripe A y desde la temporada 2013-14 los dos
virus gripales tipo B. En los adultos sanos, la vacunacion antigripal es protectora,
incluso cuando los virus circulantes no coinciden exactamente con los virus
vacunales. En los ancianos la vacunacion puede ser menos eficaz para prevenir la
enfermedad, aunque reduce la gravedad y las complicaciones/mortalidad asociada.
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LOS VIRUS DE LA GRIPE

Se clasifican en cuatro tipos diferentes, A, B, C y D. Los causantes de las
epidemias estacionales son los virus gripales de tipo A y B. Su genoma esta
formado por 8 segmentos en el caso de la gripe A y B. Estos segmentos son
moléculas de ARN de cadena sencilla y polaridad negativa y cada uno de ellos
codifica una de las diferentes proteinas virales.

En los virus de la gripe se identifican dos de los tres mecanismos de
variabilidad genética descritos en los virus ARN. Por una parte, la capacidad de
introducir mutaciones (delecciones, inserciones y cambios nucleotidicos) y por otra,
la reorganizacion o intercambio de genes dado que su genoma es segmentado. La
variabilidad genética y antigénica configura particulas virales con mayor eficiencia
biologica. Estos virus circulan en una poblaciéon susceptible y su estudio se basa en
la comparacién de sus caracteristicas genéticas y antigénicas con aquellas de los
virus de referencia. Estos virus estan en constante evolucion, y para ello utilizan
diferentes mecanismos, por un lado, la falta de capacidad de correcciéon de errores
de la polimerasa viral, que ocasiona un gran nuimero de mutaciones puntuales
(deriva antigénica), y un segundo mecanismo de intercambio genético o
recombinacion genética, (salto antigénico). Estos dos mecanismos son la base de la
evolucion genética que les confiere una gran capacidad para adaptarse a nuevos
hospedadores y llegar a adquirir capacidades pandémicas.

Los virus de la gripe A se dividen en subtipos en funcion de las combinaciones
de dos proteinas de su superficie: la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA). Los subtipos actualmente circulantes en el ser humano son el A(HIN1) y el
A(H3N2). El A(HIN1) también se conoce como A(HIN1)pdmO09, pues fue el
causante de la pandemia de 2009. Todas las pandemias conocidas han sido
causadas por virus gripales de tipo A. Los virus de tipo B se diversifican en dos
linajes diferentes B/Yamagata y B/Victoria.

VIGILANCIA MICROBIOLOGICA DE LA INFECCION PRODUCIDA POR EL
VIRUS DE LA GRIPE

El sistema mundial de Vigilancia y Respuesta de Gripe (GISRS) se fund6 en
1952 por la OMS y esta coordinado por el Programa Global de Influenza de la OMS
(GIP). Se basa en la colaboracion efectiva entre los Centros Nacionales de Gripe
(NICs), designados por los Ministerios de Sanidad de los paises miembros, y los
Centros Colaboradores de la OMS (WHO-CC) que reciben virus desde los NICs para
un seguimiento continuo y global de los virus gripales circulantes y actualizar la
composicion de las vacunas dos veces al afio. El GISRS incluye a 144 NICs ubicados
en 123 paises que tienen como mision aislar y caracterizar los virus gripales en su
area geografica. Los NICs son instituciones nacionales autorizadas y designadas por
los correspondientes Ministerios de Sanidad, y reconocidas por la OMS para
participar bajo los términos de referencia definidos por la OMS. Los NICs tienen
otras obligaciones ante las autoridades nacionales de sus paises.
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En Espana, la vigilancia de gripe se recoge en la Guia de Procedimientos para
la vigilancia de la gripe en Espaiia que es un desarrollo del Protocolo de vigilancia
de gripe consensuado por la Ponencia de Vigilancia Epidemiol6gica (9 de abril de
2013) y aprobado por la Comision de Salud Publica y el Consejo Interterritorial del
Sistema Nacional de Salud, 19 junio y 23 julio de 2013°. La Unidad de Gripe y Virus
Respiratorios del CNM es uno de los NICs de la OMS en Espaifia desde mayo de
1968 y coordina la Red de Laboratorios Regionales especializados en Gripe (ReLEG)
como parte del Sistema de Vigilancia de Gripe en Espana (SVGE) que toma los
datos de los Sistemas centinela de vigilancia de gripe (ScVGE), el Sistema de
Enfermedades de Declaracion Obligatoria (EDOs), Vigilancia de casos graves
hospitalizados confirmados de gripe (CGHCG), Notificacion de brotes de gripe y
Mortalidad relacionada con gripe.

Sistemas centinela de vigilancia de gripe (ScVGE): La temporada de vigilancia
de gripe se inicia en la semana 40 coincidiendo con el otofno y en este periodo se
restablece la vigilancia integral de la enfermedad, epidemioldgica y virolégica, a
través del SVGE. La informacion de vigilancia se recoge semanalmente hasta la
semana 20 del afo siguiente. En los periodos estivales se mantiene una vigilancia
virologica, vigilancia inter-temporada, semana 21 a 39. La poblacion vigilada es la
suma de las poblaciones cubiertas por los médicos centinela y es el denominador
para el calculo de la incidencia semanal®. Para la vigilancia virolégica de la gripe,
los médicos centinela recogen muestras de los pacientes que respondan a la
definicion de caso de gripe y las envian al laboratorio que haya sido designado en
cada CCAA. Los laboratorios ReLEG deberan tener capacidad de una buena eficacia
diagnostica de virus de la gripe A y B, capacidad para subtipar los virus de la gripe
A (H1/H3/H5), enviar a la unidad de Gripe y Virus Respiratorios del CNM virus
aislados, muestras respiratorias y/o extractos de acidos nucleicos representativos de
los virus circulantes, con el fin de que puedan ser caracterizados antigénica y
genéticamente, y que posteriormente puedan ser enviados al WHO-CC europeo
(Londres, en nuestro caso).

Redes Intenacionales:

1. Red “European Influenza Surveillance Network (EISN)” coordinada por
el ECDC’.

Paises de la Union Europea y Estados asociados EU/EEA. Obijetivo:
proporcionar informacion epidemiolégica y viroldgica util para la vigilancia
de gripe estacional o pandémica en Europa.

2. Red “Global Influenza Surveillance Network (GISN)”, de la OMS

Redes Nacionales:

SVGE y coordinador de la Red de Laboratorios Espafioles de Gripe (ReLEG).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La Unidad de Gripe y Virus Respiratorios del CNM realiza la caracterizacion
genética y antigénica de las cepas de virus gripales o directamente desde las
muestras clinicas, enviadas por los laboratorios del SVGE con objeto de identificar
la concordancia entre los virus de la gripe circulantes y los incluidos en la vacuna
antigripal de la temporada. El CNM realiza también estudios de susceptibilidad a
antivirales en un nimero representativo de virus circulantes.

Los objetivos concretos del programa son:

1.

10.

11.

12.

Describir la actividad gripal estacional o pandémica por tipos/subtipos/
linajes de virus.

Detectar el comienzo de la epidemia gripal.

Caracterizar virus gripales de cada temporada y la aparicion de nuevos
subtipos de gripe A.

Determinar la susceptibilidad de las cepas circulantes a los antivirales.

Aislar virus para la composicion de la vacuna antigripal de la siguiente
temporada.

Determinar el grado de semejanza entre las cepas de gripe con las cepas
vacunales.

Contribuir al conocimiento de los factores relacionados con las epidemias
de gripe.

Participar en el intercambio de informacién de vigilancia de gripe a nivel
nacional y europeo.

Guiar a las autoridades locales y nacionales en la formulacion de las
medidas de prevencion y de control de la gripe, incluidas las
recomendaciones de vacunacion antigripal.

Proporcionar datos de la efectividad vacunal en las epidemias estacionales
o pandémicas.

Contribuir a los planes nacionales de preparacion y respuesta frente a una
pandemia.

Cumplimiento de las funciones como Centro Nacional de Gripe de la OMS
y Laboratorio Nacional de Referencia de Gripe del Sistema de Vigilancia de
la Gripe en Espana (SVGE).
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DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Caso con cuadro gripal clinico que acuda a la Red de
Médicos Centinela y se haya declarado como caso de gripe por el SVGE.

Participantes: programa cerrado a los laboratorios participantes de la ReLEG.
Tipo de muestra y condiciones de envio:

* Aislado viral en células MDCK/MDCK-siat 1 (exudado nasofaringeo y
lavado nasofaringeo).

* exudado nasal, exudado faringeo y nasofaringeo, aspirado o lavado
nasofaringeo.

Las muestras respiratorias se recogen en medio de transporte de virus y se
envian refrigeradas (4°C) de manera inmediata al laboratorio. Las muestras deben
de ser transportadas en envases con tres niveles de contenciéon recomendados por
la OMS y adecuadamente rotuladas. Las muestras clinicas y los cultivos de virus
gripales son categoria B (UN3373).

Técnicas a aplicar para el estudio en la unidad de Gripe y Virus
Respiratorios del Centro Nacional de Microbiologia (CNM), Centro Nacional de
Gripe de OMS:

* Deteccion multiple de gripe A, B y C por amplificaciéon en tiempo real
(ENAC-ISO 15189).

* Deteccion multiple de subtipos H1, H3, H5, H7 y H9 por amplificacién en
tiempo real (ENAC-ISO 15189).

* Secuenciacion masiva de genomas completos de Gripe A, By C.

Amplificacion y secuenciacion de los segmentos que codifica la HA y la NA
viral.

Aislamiento viral en cultivo celular en células MDCK-siatl y MDCK.

Inhibicién de la Hemaglutinacion en aislamientos virales y en muestras de
suero.

* Neutralizacion de virus gripales.

* Caracterizacion fenotipica de los virus resistentes mediante MUNANA

Actividades a realizar en la Unidad de Gripe y Virus Respiratorios del
Centro Nacional de Microbiologia (CNM), Centro Nacional de Gripe de OMS:

1. Ofrecer un catalogo actualizado de métodos validados para la deteccion y
la caracterizacion genémica y fenotipica de los virus gripales.

2. Caracterizar genéticamente los virus circulantes de cada temporada
mediante el analisis de secuencias de nucledtidos de los segmentos
genomicos virales y la posterior comparacion con las secuencias obtenidas
de virus prototipo sean vacunales o no.

3. Analizar antigénicamente los virus circulantes de cada temporada para
comparar su similitud antigénica con las cepas vacunales correspondientes
a esa temporada epidémica
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4. Determinar la susceptibilidad de los virus circulantes a diferentes firmacos
antivirales, especialmente en virus procedentes de pacientes en tratamiento
con dichos farmacos.

5. Ofrecer un servicio de investigacion de los virus gripales considerados no
circulantes, particularmente gripe A que no puedan ser subtipados, con el
objeto de conocer la posible infeccion de un subtipo procedente de
hospedadores diferentes al ser humano.

6. Seleccionar los virus gripales representativos de cada temporada a nivel
nacional o virus que posean alguna caracteristica de especial interés, para
su envio al WHO-CC en Londres.

7. Desarrollar y mantener una coleccion de materiales de referencia y
establecer los contactos necesarios para poder tener acceso a dichos
materiales.

8. Ofrecer y facilitar el acceso de los materiales de referencia a laboratorios y
organizaciones relevantes que los requieran para alcanzar sus objetivos de
diagnéstico y vigilancia.

9. Proporcionar informacion virolégica a las autoridades sanitarias regionales,
nacionales y supranacionales responsables de la vigilancia de gripe. El
CNM con el CNE elabora los informes semanales de la circulaciéon de los
virus gripales en Espana.

10. Proporcionar apoyo técnico al desarrollo de las politicas sanitarias

11. Proporcionar asesoria cientifica, formacién y apoyo técnico a los
laboratorios ReLEG.

12. Participar en redes nacionales e internacionales de laboratorios para la
vigilancia de gripe.

13. Ofrecer las capacidades de laboratorio a las iniciativas nacionales e
internacionales de vigilancia, control, preparacion y respuesta de gripe. Fl
CNM dispone de instalaciones de riesgo biologico de nivel 3 en caso de ser
necesario.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desde 1972, se han ido creando las diferentes fuentes de datos utilizadas en la
vigilancia de la enfermedad que son esenciales en el Programa de Vigilancia. El
ScVGE ofrece informacion sobre los casos leves de gripe en la comunidad, que
acuden a las consultas de atencion primaria. La informacién no centinela procede
de otras fuentes como son los hospitales, laboratorios, centros institucionales, y
ayuda a la caracterizacion de forma mas completa de la circulacion en el territorio
sujeto a vigilancia. La coordinacion del ScVGE se lleva a cabo de manera
coordinada entre CNE y el CNM. Esta integrado en la Red EISN, coordinada por
ECDC. La informacién se almacena en la pagina web del ISCIII® y se recoge los
informes semanales y los documentos de inicio y cierre de temporada desde
2003-04’.
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En la Unidad de Gripe y Virus Respiratorios del CNM, se han recibido virus
gripales y muestras clinicas positivas, tal y como se muestra en la Tabla 1/Figura 1,
incluyendo las 10 ultimas temporadas gripales indicadas. Ha existido un aumento
del nimero de virus y muestras clinicas recibidas y analizadas desde la siguiente
temporada a la pandemia de gripe A hasta la ultima temporada en la que se ha
mantenido el sistema especificado en este capitulo, 2019-20. La temporada
2020-21 no puede ser contabilizada por el escaso nimero de muestras estudiadas.

Tabla 1 y Figura 1. Muestras recibidas en el Programa de Vigilancia de la gripe desde el 1 de septiembre de
2010 hasta 31 de agosto de 2021. Se destaca la distorsién asociada a la pandemia por SARS-CoV-2
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La disminucién del nimero de virus y muestras respiratorias estudiadas en la
temporada 2019-20 se debi6é a la instauracion de la pandemia de SARS-CoV-2 en
Espana. Durante la temporada 2020-21 se recibieron solamente 38 muestras ya que
no circulé gripe. Los sistemas para la deteccion y vigilancia de la gripe fueron
desmantelados y, a dia de hoy diciembre de 2021, no se han recuperado. En la
Tabla 2 se muestran los datos por CCAA en las 10 ultimas temporadas de gripe
incluidas en este capitulo. Navarra, Castilla La Mancha y Pais Vasco han enviado el
mayor nimero de muestras. Cataluna no ha mandado ningin virus ni muestra
clinica ya que el trabajo se realiza en el NIC-Barcelona al igual que en Castilla y
Le6n, NIC-Valladolid. Estos dos NICs estan coordinados por el NIC-Madrid en el
CNM.

Tabla 2. Ndmero de muestras estudiadas por CCAA recibidas en el Programa de vigilancia de Gripe

2010-11 | 2011-12 | 2012-13 | 2013-14 | 2014-15 | 2015-16 | 2016-17 | 2017-18 | 2018-19 | 2019-20 | Total
ANDALUCIA 2 pil 0 19 H n 7 H 15 42 19
ARAGON 16 E. 41 32 il 38 145 prx 135 179 815
ASTURIAS 3 H 0 3 1 6 19 7 Fil 14 119
CANTABRIA n n n 0 L] 2 57 7 42 49 sl
CASTILLA LA MANCHA 119 133 125 3m 45 359 ] n9 312 53 359
CASTILLA Y LEON 18 0 0 o 0 0 0 o 0 1 19
CEUTA 106 1n 15 37 17 60 41 64 50 5 496
COMUNIDAD VALENCIANA 0 0 0 o ] 1 0 o 0 o 3
EXTREMADURA 53 g 5l im 124 13 96 13 162 55 5l
GALICIA 33 130 38 44 = 43 a2 m 103 45 538
ISLAS BALEARES 5 a0 L] 63 58 69 a3 60 al 40 Mo
ISLAS CANARIAS a2 3 27 24 mn 44 H 37 0 39 327
LA RIOJA 55 4 in 1n 4 56 76 149 26 453
MADRID 0 16 7 4 32 32 Fii) 62 34 1 263
MELILLA am 47 56 4 69 71 a8 a2 62 76 5
MURCIA 26 m 2 s 17 3 3 14 73 16 242
NAVARRA 1 167 152 im 153 576 385 46 341 rata] X738
PAIS VASCO 45 41 90 i 190 265 206 3 35 a0 1632
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DESCRIPCION DE LA ULTIMA TEMPORADA VIGILADA EN CONDICIONES
NO PANDEMICAS

Corresponde a la temporada 2019-2020 (semana 40/2019 hasta la semana
20/2020). Se integraron 16 redes de vigilancia centinela de gripe de cada CCAA,
exceptuando Aragén, Galicia y Murcia, un total de 20 laboratorios de microbiologia
y unidades administrativas e institutos de Salud Publica de todas las CCAA. Se
inici6 en septiembre de 2019 y se utilizé la informacion derivada de la epidemia
gripal del invierno de 2019 en el hemisferio sur, que constituy6 el punto de partida
para la vigilancia de gripe al inicio de la temporada 2019-20 en el hemisferio
norte. Ante la declaracion de la pandemia de SARS-CoV-2, se siguieron las
recomendaciones de la OMS que instaban a mantener la vigilancia nacional e
internacional de la gripe en la temporada 2019-20 a partir de febrero y marzo de
2020, para caracterizar la circulacion de los virus gripales y su difusion e impacto
entre la poblacion. Obviamente, la pandemia de SARS-CoV-2 distorsion6 los datos
ya que los sistemas fueron desmantelados en todas las CCAAs.

El estudio de la temporada 2019-20 estuvo precedido por una vigilancia
virol6gica durante el periodo de inter-temporada 2019, notificindose un total de
49 detecciones no centinela, 96% virus de la gripe A y 4% virus B. Las primeras
detecciones centinela de gripe de la temporada 2019-20 se identificaron en las
semanas 41 y 44/2019, procedentes de Madrid, Andalucia y Ceuta. Se notificaron
un total de 9.430 detecciones de virus de la gripe. El 72% fueron virus de la gripe A
[entre los subtipados (45%), 89% A(HIN1)pdmO09 y 11% A(H3N2)] y el 28% virus de
la gripe B. De las 2.579 detecciones centinela, el 57,5% fueron virus de la gripe A,
el 42,4% virus tipo B y el 0,1% virus C. De los virus de la gripe A subtipados (93%),
el 84% fueron A(HINDpdmO09 y 16% A(H3N2). La circulacion dominante en la
temporada fue A(HIN1)pdmO09/B. De las 6.851 detecciones procedentes de fuentes
no centinela, el 78% fueron virus tipo A, el 93% fueron A(HIND)pdmO09 y el 22%
tipo B.

Figura 2. Tasa de incidencia de gripe y nimero de detecciones virales. Temporada 2019-20.
Sistemas centinela. Fuente: ISCIII. Sistema centinela de Vigilancia de Gripe en Espaiia
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Basandose en estudios genéticos realizados en la unidad de Gripe y Virus
Respiratorios del CNM se caracterizaron 343 virus de la gripe A(HIN1), 323 de ellos
del grupo 6B.1A5A representado por A/Norway/3433/2018, 11 del grupo 6B.1A5B
representado por A/Switzerland/3330/2017, y 9 del grupo 6B.1A7 representado por
A/Slovenia/1489/2019. Ademas, se caracterizaron 58 virus A(H3N2), 16 de ellos del
grupo 3C.2al1b+T131K representado por A/SouthAustralia/34/2019, 18 del grupo
3C.2alb+T135K-A representado por A/LaRioja/2202/2018, 2 del grupo
3C.2a1b+T135K-B representado por A/HongKong/2675/2019 y 22 del grupo 3C.3a
representado por la cepa vacunal A/Kansas/14/2017. En relacién a los virus de la
gripe B, se caracterizaron 85 virus, 84 de ellos del linaje Victoria, 82 del grupo
1A(A3)B representado por B/Washington/02/2019, caracterizado por una triple
delecion en el gen de la hemaglutinina, y 2 del grupo 1A(A2), representado por el
virus vacunal B/Colorado/06/2017.

Figura 3. Distribucién de las caracterizaciones genéticas realizadas en el CNM. Temporada 2019-20.
Sistemas centinela. Fuente: ISCIII. Sistema centinela de Vigilancia de Gripe en Espaiia
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CONCLUSIONES

1. La vigilancia de la gripe en Espana se ha servido de diversos sistemas y
fuentes de informacién que permitian ofrecer una vision amplia del
comportamiento de la enfermedad y de los virus gripales circulantes, tanto
en el conjunto del Estado como en cada CCAA.

2. La emergencia de COVID-19 durante febrero/marzo de 2020 produjo una
distorsion de estos los sistemas de vigilancia, tanto en las redes de
vigilancia centinela en atencion primaria como en la vigilancia en el ambito
hospitalario, afectando su funcionamiento en todas las CCAA. Esta
distorsion continué en la temporada 2020-21 y en la actual 2021-22; lo que
obliga a replantear y adaptar todo el Sistema de Vigilancia a nivel global.
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3. Siguiendo las recomendaciones del ECDC y OMS se propone establecer
nuevos sistemas de vigilancia centinela en el ambito de la atencion
primaria y hospitalaria, basindonos en la experiencia conseguida en el
marco del SVGE. El objetivo es vigilar gripe y COVID-19 conjuntamente
iniciandose en la actual temporada 2021-2022, y que permanezcan en el
tiempo como sistemas de vigilancia de infeccion respiratoria aguda (IRA)
leve y grave, con los que se podra vigilar los virus gripales, el SARS-
CoV-2 y cualquier otro virus respiratorio.

4. La transicion entre los sistemas de vigilancia y la implantaciéon de los
nuevos para la vigilancia de la IRA se plantea en medio de la pandemia de
COVID-19, con la presion que ello supone tanto para los sistemas
asistenciales en atencién primaria, los hospitalarios, el personal implicado
en la vigilancia epidemiolégica y virologica en las CCAA.

5. En la actualidad, la vigilancia IRA debe convivir con la vigilancia universal
de COVID-19 que se viene realizando desde el inicio de la pandemia,
basada en la busqueda exhaustiva de todos los casos, para garantizar su
aislamiento, su control y el seguimiento de sus contactos.
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Programa de SARS-CoV-2
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INTRODUCCION

A finales del 2019 se detect6 la aparicion de un nuevo coronavirus que causa
la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) [1]. La biologia del virus SARS-
CoV-2, al igual que el resto de los virus, lleva implicita cambios constantes en su
genoma a través de mutaciones, por lo que la apariciéon de variantes es un hecho
esperado. La adaptacion evolutiva y la diversificacion de SARS-CoV-2 se ha ido
observando a nivel global a lo largo de la pandemia [2]. La mayoria de las
mutaciones que surgen no proporcionan una ventaja selectiva al virus, ni tampoco
cambios fenotipicos que impliquen alteraciones en el comportamiento o patrén de
infeccion. Sin embargo, algunas mutaciones o combinaciones de mutaciones
pueden proporcionar al virus una ventaja selectiva, como una mayor
transmisibilidad a través de un aumento en la uniéon del receptor o mejoras en la
estabilidad de la proteina. Del mismo modo, existe preocupacion acerca de la
aparicion de una variante que escape al efecto de los anticuerpos neutralizantes
generados tras una infeccion previa o tras la vacunacion, lo que podria condicionar
casos de reinfeccion o pérdida de la eficacia vacunal.

VIGILANCIA MICROBIOLOGICA DE LA INFECCION PRODUCIDA POR EL
SARS-COV-2.

Desde el punto de vista de la vigilancia consideramos variantes de
preocupacion para la salud publica (VOC, por sus siglas en inglés, Variant of
Concern) [3] aquellas que pueden tener un impacto significativo en la situacion
epidemioldgica de nuestro pais y para las que existen evidencias de un posible
incremento en la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad y/o el escape a la
respuesta inmune. Consideramos variantes de interés (VOI, por sus siglas en inglés,
Variant of Interest) [3] aquellas que, con una probabilidad menor, podrian también
tener un impacto en la situacion epidemiolégica en Espana o para las que existen
indicios de un incremento en la transmisibilidad, la gravedad y/o el escape a la
respuesta con un grado menor de certeza.
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El Comité Técnico Coordinador de la Red Nacional de Laboratorios de
Secuenciacion de SARS-CoV-2 revisa periddicamente la clasificacion de una variante
como VOC o VOI para nuestro pais. No obstante, a través de la implementacion de
la secuenciacion de muestras aleatorias se busca hacer una vigilancia integral tanto
de las variantes conocidas como de la aparicion de nuevas variantes que puedan
representar un aumento del riesgo.

El documento de “Estrategia de integracion de la secuenciacion en la vigilancia
de SARS CoV-2”, aprobado por la Ponencia de Alertas y por la Comisiéon de Salud
Publica, plantea la necesidad de incluir como parte de la vigilancia de la COVID-19,
los datos generados mediante secuenciacion genémica de SARS-CoV-2 para la
deteccion e identificacion de variantes virales en Espana.

Para cumplir este objetivo la Red Nacional de Laboratorios de Secuenciacion
Gendémica (RELECOV) cubre las necesidades de generacion de secuencias de los
virus y de conocimiento genémico mediante su analisis. El Centro Nacional de
Microbiologia (CNM-ISCIII) coordina dicha red.

PATOGENOS INVOLUCRADOS

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) es el nombre
que se le dio al nuevo coronavirus detectado por primera vez en Wuhan, China, en
2019 [1] .

El SARS-CoV-2 pertenece a la Familia Coronaviridae al Género Betacoronavirus.
Su genoma es una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva con un
tamafio de 27 a 32 Kb. Son virus grandes de 80-160 nm, envueltos y
pleomorficos. Presenta un 96% de homologia con un B-coronavirus descrito en
murciélagos [4], ademas de tener un 80% de homologia con el SARS-CoV-1 de
2003 y un 55% con el MERS-CoV [4,5].

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Deteccion y caracterizacion de los virus SARS-CoV-2 circulantes en la poblacion
general, tratando de identificar de manera rapida y eficaz los casos positivos y sus
contactos, los brotes o las cadenas de personas infectadas asociadas a casos
positivos en donde se haya podido determinar nuevas variantes o nuevos linajes,
incluyendo aquellas infecciones humanas que se sospechen producidas por un
virus de origen animal.

Se incluye la vigilancia de la aparicion de variantes resistentes a
antivirales. Cumplimiento de las funciones como Laboratorio Nacional de
Referencia para Virus Respiratorios y Gripe dentro de la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiologica.
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Objetivos concretos de este programa son:

* Deteccion de virus SARS-CoV-2 circulantes en la poblacion general
humana.

* Caracterizacion de los virus SARS-CoV-2 mediante Secuenciacion genémica
para la vigilancia de las variantes, aparicion de nuevas variantes y
aparicion de nuevos linajes y sublinajes.

* Definicién de las mutaciones especificas, la variabilidad y la epidemiologia
molecular del virus

* Caracterizacion antigénica de SARS-CoV-2. Aislamiento de virus en nivel de
contencion BSL3. Neutralizacion con virus completo y con
pseudovirus. Estudio fenotipico de proteina de la espicula.

* Vigilancia de la aparicién de variantes resistentes a antivirales.

* Cumplimiento de las funciones como Laboratorio Nacional de Referencia
de Virus Respiratorios y Gripe.

REDES INTERNACIONALES:

* Red “WHO COVID-19 Reference Laboratory Network” ECDC.
* Red “Joint ECDC/WHO Europe Laboratory Network

* Proyecto Europeo HERA-Incubator Grant/2021/PHF/23776-Enbancing
Whole Genome Sequencing (WGS) and/or Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) national infrastructures and capacities to
respond to the Covid-19 pandemic in Spain.

REDES NACIONALES:

* Coordinador: Red Nacional de Laboratorios para la integracion de la
Secuenciacion genémica en la vigilancia de COVID (RELECOV).

DISENO DEL PROGRAMA:

Abierto durante los afios 2020-2021 y 2022

Sujetos de estudio: Cualquier caso compatible con la definiciéon de caso de
COVID para su diagnoéstico y posterior caracterizacion genotipica y fenotipica del
virus. Pacientes positivos procedentes de cualquier hospital tanto publico como
privado

Participantes: Cualquier hospital publico o privado del pais. Se debe rellenar
en su totalidad y sin imprecisiones un Formulario especifico para la realizacion de
la secuenciacién genémica y la caracterizacién antigénica.

TIPO DE MUESTRA Y CONDICIONES DE ENVIO

Para el diagnoéstico y secuenciacion gendémica: muestras tomadas del tracto
respiratorio superior: exudado nasal, exudado faringeo, exudado nasofaringeo,
aspirado o lavado nasofaringeo.
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Para el aislamiento de virus: muestras respiratorias recogidas en medio de
transporte de virus (MTV) y deben ser enviadas de manera inmediata al laboratorio
de referencia, refrigeradas (4°C) sin congelacion siguiendo todos los protocolos
vigentes de transporte de muestras infecciosas de SARS-CoV-2.

Muestras para estudios concretos de excrecion de virus: heces, placenta y
muestras obstétricas

Estudios serologicos: Suero

Las condiciones de envio deben de cumplir las normas de bioseguridad. Las
muestras deben de ser transportadas en envases con tres niveles de contencion
recomendados por la OMS y adecuadamente rotuladas. El transporte ha de
realizarse con empresas que cumplan con la normativa recomendada por la OMS y
posean el Certificado correspondiente expedido por una entidad de acreditacion
para el transporte de material biol6gico. Las muestras clinicas sospechosas tomadas
a personas que cumplen la definicién de caso de COVID, asi como las muestras de
pacientes positivos se consideran de categoria B (UN3373).

TECNICAS A APLICAR PARA EL ESTUDIO EN EL CNM

1. Deteccion especifica de SARS-CoV-2 mediante sistemas de amplificacion
genomica en tiempo real (genes E, N, y ORF1)

2. Secuenciacion de genoma completo de SARS-CoV-2 por secuenciacion
masiva

3. Deteccion multiple simultinea de Coronavirus mediante sistemas de
amplificacion gendémica convencional: incluye SARS-CoV-2 y Coronavirus
estacionales

Aislamiento viral en cultivo celular en células VERO-EG6

5. Neutralizacién de virus infectivo para analisis de la respuesta de
anticuerpos frente a SARS-CoV-2

6. Neutralizacion mediante pseudovirus y ensayos de neutralizacion
subrogada con formas solubles de la proteina de la espicula

7. Amplificacion del gen de la espicula para secuenciacion Sanger.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Unidad de Gripe y Virus Respiratorios del CNM, se han recibido muestras
clinicas desde el comienzo de la pandemia. Estas muestras han sido empleadas
para diagnostico del virus y para la vigilancia genémica por secuenciacion masiva.

Desde Enero de 2020 hasta Noviembre de 2021 se han recibido un total de
49.995 muestras para el analisis de SARS-CoV-2.
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En la Figura 1 se puede observar que el papel de la Unidad ha ido
evolucionando conforme el desarrollo de la pandemia. En la primera y segunda ola
el papel de apoyo diagnoéstico que se desempenaba se refleja en el nimero de
muestras recibidas que eran negativas. Conforme las capacidades diagnésticas
mejoraban en los hospitales, el perfil de muestras recibido cambi6é siendo
mayoritariamente muestras positivas que se recibian para ser secuenciadas dentro
de la Red Nacional de Laboratorios para la integracion de la Secuenciacion
genomica en la vigilancia de COVID-19 formada en Enero de 2021.

La representacion temporal de las muestras recibidas también refleja el perfil
de las diferentes olas epidémicas de la pandemia.

Figura 1. Muestras recibidas y analizadas en el CNM desde el principio de la pandemia
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En la Unidad de Gripe y Virus Respiratorios del CNM se han recibido 32 tipos
de muestras diferentes para el diagnostico de SARS-CoV-2. Dentro de esta variedad,
el tipo de muestra mas comun han sido las muestras respiratorias predominando el
Exudado Nasofaringeo, seguido del Exudado Faringeo y del Aspirado Nasofaringeo
(Figura 2). Estos tipos de muestras entran dentro del grupo de las muestras de
cumplen el criterio para el diagnostico y secuenciacion del virus
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Figura 2. Tipo de muestras recibidas y analizadas en el CNM desde el principio de la pandemia
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Como se puede observar en la Figura 3 el mejor rendimiento para la deteccion
y secuenciacion del virus fue obtenido en la muestra respiratoria. El resto de tipo
de muestras, empleadas en estudios de investigacion, han producido resultados
desiguales destacando a las heces, la orina y la placenta como muestras no
respiratorias que permiten la deteccion del virus SARS-CoV-2.

Figura 3. Rendimiento de deteccion de los diferentes tipos de Muestras recibidas y
andlizadas en el CNM desde el principio de la pandemia
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Tipo de muestras

Se han recibido muestras procedentes de todas las Comunidades Auténomas
siendo Madrid, Castilla y Le6n y Melilla las 3 comunidades que mas muestras han
enviado para su analisis a la Unidad (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de las CCAA que han enviado muestras al CNM desde el principio de la pandemia
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CONCLUSIONES

* Deteccion precoz de la circulacion de las variantes e integracion de la
informacion en la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica.

* Cultivo de las principales VOCs que se imponen en el tiempo

* Mantener la red de laboratorios para generar informacion util en la toma
de decisiones

* Evaluar el impacto de las variantes: transmisibilidad, gravedad, escape a la
inmunidad.

* Evaluar los porcentajes de cobertura vacunal y dosis de refuerzo en
poblaciones diana y realizacion de los correspondientes estudios
virol6gicos.

e  Mantener la realizacion continua de los analisis de efectividad vacunal
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INTRODUCCION

La poliomielitis es una enfermedad caracterizada por la aparicion de una
paralisis flacida, aguda, asimétrica, en ocasiones mortal, de la que puede o no
haber recuperacion y que esta producida por los poliovirus cuando se replican y
destruyen las moto-neuronas de las astas anteriores medulares y/o bulbares. En la
mayoria de las ocasiones la infeccion es asintomaitica, a veces producen cuadros
leves y solo en menos del 1%, paralisis. En 1988, con 125 paises endémicos y mas
de 500.000 casos declarados en todo el mundo, la OMS en su 41° Asamblea
Mundial de la Salud, lanzé la Iniciativa para la Erradicacion Mundial de la
Poliomielitis (GPEI) (1). Desde entonces, los casos de polio se han reducido en mas
de un 99%, siendo Afganistan y Pakistan los Unicos paises considerados endémicos
actualmente. Pero para mantener un territorio libre de polio y evitar la
reintroduccion del virus se requieren elevadas coberturas de vacunacién en todos
los grupos de poblacion y niveles geograficos y un sistema de vigilancia de
poliovirus activo. La piedra angular es la Vigilancia de la Paralisis Flacida Aguda
(PFA), que es una vigilancia sindréomica. En paises no endémicos que ademas
cuenten con servicios de salud de calidad, la OMS acepta sistemas alternativos de
vigilancia de laboratorio, entre ellos la vigilancia de enterovirus (EV) en muestras
clinicas (2).

En Espana, la vigilancia de polio se realiza con la notificaciéon obligatoria de
cualquier sospecha de poliomielitis o de cualquier cuadro de PFA en un menor de
15 anos, que desencadena un proceso de investigacion epidemiolégica, clinica y de
laboratorio con el fin de descartarlo/confirmarlo como caso de polio, clasificarlo de
forma adecuada vy, si procede, instaurar rapidamente las medidas de intervencion
(3). En la Vigilancia participan tanto la red de laboratorios sub-nacionales para PFA
en Catalufia, Andalucia y Canarias, coordinada por el Laboratorio Nacional de Polio
(LNP, en el CNM), como el CNE, el MSSSI (Direccion General de Salud Publica,
Calidad e Innovacion) y las Consejerias de Salud de las 19 CCAA, Ceuta y
Melilla. Ademas, todo caso declarado se debe notificar inmediatamente a la OMS-
Europa, que exige la evaluacion anual del sistema mediante un conjunto de
indicadores. Los principales indicadores son la tasa de notificacion de PFA y el
porcentaje de casos en los que se han tomado muestras clinicas adecuadas.
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Del producto de ambos se obtiene el Indice de Vigilancia que resume la calidad del
sistema y que ha de ser >0,80. El sistema de vigilancia de poliomielitis se
complementa con la vigilancia de EV en muestras clinicas de otros cuadros clinicos,
fundamentalmente neurolégicos.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La notificacion de casos de PFA se hace bajo sospecha clinica y el circuito se
inicia en el hospital donde se identifica el caso. La investigacion microbioldgica
requiere el estudio de dos muestras de heces recogidas con una diferencia de
24-48h, dentro de los primeros 14 dias tras la aparicion de los sintomas. Para
confirmar/descartar la presencia de un poliovirus, las muestras de heces deben ser
estudiadas mediante cultivo en al menos dos lineas celulares establecidas y
especificas para el aislamiento de poliovirus y otros EV, las lineas de células RD y
L20B. La confirmacion y caracterizacion intratipica de los poliovirus aislados, asi
como el tipado de los EV detectados en estas u otras muestras clinicas, se realiza
mediante métodos moleculares (amplificacion por RT-PCR, secuenciacion y analisis
filogenético). Todos estos métodos especificos no estan disponibles en todos los
laboratorios del SNS, y si en los 3 laboratorios sub-nacionales y el LNP, que es el
encargado del estudio virologico de todos los casos declarados fuera de las tres
CCAA que disponen de laboratorio acreditado (Cataluna, Andalucia y Canarias) y
de la confirmacién y caracterizacion de todos los poliovirus y EV-no polio
identificados tanto en casos de PFA como en otras patologias, todo ello a través del
Programa de Vigilancia del CNM.

Asi, los objetivos especificos de este programa son:

* Confirmar o descartar la presencia de poliovirus en casos de PFA en
pacientes menores de 15 afos o en pacientes de cualquier edad con
sospecha de poliomielitis.

* La caracterizacion intratipica de los poliovirus detectados: serotipo, tipo de
cepa- salvaje, vacunal o derivado de vacuna- y procedencia.

* La caracterizacion microbiolégica de los EV detectados en muestra clinica
procedentes de casos de PFA u otros sindromes clinicos.

* El seguimiento permanente de la evolucion del patron de circulacion de los
diferentes sero/genotipos de EV circulantes en Espana y las caracteristicas
epidemiologicas y clinicas asociadas.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Paciente < 15 afios con signos de PFA o cualquier paciente
con sospecha de poliomielitis. En el caso de la vigilancia de EV, cualquier paciente
con diagnodstico confirmado previo de infeccion por EV (cultivo viral o RT-PCR
positiva).

Participantes. Abierto a cualquier laboratorio/hospital. Para los casos de PFA,
es imprescindible haber declarado el caso.
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Muestras, condiciones de envio y analisis de laboratorio:

Muestras y determinaciones para Vigilancia de PFA < 15 afos o poliomielitis:

Muestra Obligatorio CC RD/L20B RT-PCR EV/PV ITD si LB20+ serologia
Heces 24-48h Si Si Si Si

Respiratoria No Si Si Si

Aislado de CC No Si Si Si

Suero No No No No Si

CC, cultivo celular; EV, enterovirus; PV, poliovirus; ITD, diferenciacion intratipica para poliovirus

Muestras y determinaciones para Vigilancia de Enterovirus:

Muestra RT-PCR tipado y secuenciacion RT-PCR EV confirmacion (si PCR tipado
negativa)

LCR Si Si

Heces Si Si

Respiratoria (ANF/EF/LBA) Si Si

Exudado vesicular/conjuntival/lesién Si Si

piel

Suero/sangre* Si Si

Biopsia Si Si

Aislado de CC Si Si

*S6lo en < 6 meses o infecciones sistémicas. LCR, liquido céfalo-raquideo; ANF, aspirado nasofaringeo; EF, exudado faringeo; LBA, lavado
broncoalveolar; CC, cultivo celular; EV, enterovirus.

RESULTADOS Y DISCUSION

En Espana tanto la Vigilancia de PFA como la de otros Enterovirus no-polio se
implanté en 1998. La tasa de notificacion de la vigilancia de PFA siempre ha sido
menor de lo esperado, ya que se considera que debe haber 1 caso de PFA por cada
100.000 menores de 15 afios (tasa 1), y la media no supera el 0,6, oscilando a lo
largo de los afos (Tabla 1). Sin embargo, cuando los casos son declarados, la
recogida de muestras clinicas y su estudio es adecuado en un porcentaje elevado,
logrando superar, en la mayoria de ellos, los valores que establece la OMS
(Tabla 1). Hasta que en 2004 se sustituyo la vacuna oral frente a polio (VPO) por la
inactivada (VPI), se detectaron algunos casos de excrecion de poliovirus vacunales
en nifos recién vacunados. Desde entonces no se ha vuelto a detectar ningin
poliovirus en Espafa, a excepcion de dos casos importados de poliovirus
derivados de vacuna (PVDV) en 2005 y 2019, que fueron diagnosticados y
caracterizados gracias al sistema de vigilancia, sin que produjera riesgo de
circulacion y transmision en la poblacion (4, 5). En relacién con la identificacion de
EV -no polio en heces procedentes de casos de PFA, la frecuencia de deteccion
varia anualmente, aunque la media en los ultimos 20 anos ha sido de un 10%
(rango, 1-40%), lo cual esta dentro de los valores esperados. Se han identificado
diferentes serotipos, pudiéndose destacar que, desde 2015, se han descrito ya
varios casos de PFA causados por EV-D68, que confirma el caracter neurotrépico de
las cepas circulantes actuales.
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Tabla 1. Indicadores de calidad de la vigilancia de PFA en Espaia (2002-2019).

Indicador °§:‘:° 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
bl oriepuge g >1 081 074 072 073 066 057 053 031 045 049 033 037 058 045 073 056 058 055
% PFA con 1 muestra de heces en

<14 dias desde inicio de la 730 70,0 700 750 595 836 571 810 806 706 913 692 732 656 804 718 80,0 684
%;PFA con 2 muestra de heces en 280%

<14 dias desde inicio de la 570 460 560 659 452 568 343 381 452 382 565 577 415 469 510 51,3 650 500

% PFA investigados
<48 horas desde la notificacion

>80% 97,0 930 100 100 100 946 100 952 968 912 957 962 951 968 841 974 825 816

% PFA con seguimiento
a los 60-90 dias

indice de Vigilancia (%) =08 035 0,34 050 048 030 032 0,18 012 020 019 018 021 024 021 036 029 037 028

(*) Indice de vigilancia (Surveillance Index) = Tasa de notificacién de PFAhasta 1.0 x (proporcion de casosde PFA con 2 de heces gidas de forma
separada entre 24-48 horas en los 14 dias después del inicio de parélisis)

>80% 920 850 100 100 100 973 100 100 968 100 957 880 951 968 941 100 850 974

Con respecto al sistema de vigilancia de enterovirus, en Espana es voluntario,
al igual que en la mayoria de paises europeos, y no esta establecido en todo el
territorio nacional. En el LNP se reciben para genotipar, una media de 550 muestras
EV-positivas al ano (rango 500-1200), procedentes de mas de 60 hospitales
diferentes (Figura 1). No obstante, los laboratorios que aportan el 50% de las
muestras y la informaciéon requerida para realizar los informes de vigilancia
pertenecen a 11 hospitales: los 3 laboratorios sub-nacionales que realizan ademas
la vigilancia de PFA (H. V. Nieves en Granada, H. Santa Creu i Sant Pau en
Barcelona y H. Dr. Negrin en Las Palmas) y 8 que sélo realizan vigilancia de EV
(H. Cruces en Bilbao, H. V. Arrixaca en Murcia, H. San Joan de Deu en Barcelona,
H. La Paz de Madrid, H. M. Servet en Zaragoza, H. Navarra en Pamplona, H. de
Vigo, H. de Burgos). Actualmente, los principales cuadros clinicos que se incluyen
son: meningitis, encefalitis y otras patologias neurolégicas, infecciones
respiratorias, fiebre sin foco en niflos < 6 meses, enfermedad mano-pie-boca
(EMPB) u otro tipo de exantemas, miocarditis y sepsis neonatal (Figura 2a). La
muestra adecuada para la deteccion de los EV depende del diagnéstico clinico de
sospecha (Figura 2b).

Figura 1. Evolucién en los dltimos 15 afios (2006-2020) del nimero de aislados de EV y muestras clinicas recibidas
en el CNM para la vigilancia microbiolégica.
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Figura 2. a) Evolucién en los dltimos 15 afos (2006-2020) del tipo de patologia asociada a la infeccién por EV de
las muestras EV-positivas recibidas en el CNM para la vigilancia microbiolégica. b) tipos de muestras estudiadas
(2006-2020).

100%

sox -l...l |I ot .|“-|ll|lll
80% | B 80%
otras

70%
60%

= cuadro respiratorio  60% otras
o M suero/sangre
40%
30%

20%

® EMPB/exantema 50%
heces
fiebre 40%

30% W muestra respiratoria
u ENC/ME 3 P

20% HLCR
B meningitis

10%
0%

Con respecto a la caracterizacion del sero/genotipo de EV, entre el 60-80% de
las muestras EV-positivas recibidas pueden ser genotipadas cada ano (Figuras 1 y
3). Se identifican diferentes serotipos co-circulando anualmente (hasta 20 diferentes
se pueden observar en una misma temporada (Figura 3). Hay serotipos endémicos,
como E-30, E-6 o CVB3, que se detectan todos los afios con mayor o menor
frecuencia, mientras que otros EV circulan de forma epidémica, alternando anos de
gran incidencia con periodos de baja o nula deteccién, como E-13, E-5 o E-18. Por
altimo, hay serotipos que han emergido en los ultimos afos asociados a diferentes
patologias o formas mads severas de las mismas como son CVAG (causante de la
forma atipica de EMPB), o EV-D068 (asociado a cuadros respiratorios moderados y a
PFA) y EV-A71, ambos prevalentes en 2016, siendo EV-A71 el causante de un
importante brote de encefalitis graves en nifilos pequenos que ocurrié en nuestro
pais durante dicho ano.

CONCLUSIONES

El sistema de Vigilancia de PFA en Espana esta consolidado y aunque no se
declaran todos los casos, se mantiene la notificacion y el estudio virolégico de
aquellas paralisis en pacientes pediatricos que ingresan en los hospitales, lo cual
permite descartar la circulacion de poliovirus en nuestro territorio. La vigilancia
microbiologica de las infecciones por EV, ademas de complementar la vigilancia de
PFA, sirve para identificar que sero/genotipos circulan cada afio, determinando las
caracteristicas demograficas y epidemiolégicas de dichas infecciones, asi como las
patologias asociadas. Todo ello no sélo esta ayudando a que en los préximos anos
se logre la erradicacion de la polio en todo el mundo, sino que contribuye a
mejorar nuestro conocimiento sobre las infecciones causadas por los EV,
permitiendo detectar tipos o variantes emergentes asociadas a nuevas o mas graves
enfermedades o causantes de brotes epidémicos de importancia en salud publica.
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12m

Figura 3. Tipos de EV y parechovirus identificados y total de muestras positivas recibidas
en el CNM en los dltimos 15 afios, entre 2006 y 2020.
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INTRODUCCION

De acuerdo a los protocolos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica
(RENAVE) (1), la parotiditis es una enfermedad causada por el virus de la
parotiditis (VP) caracterizada por fiebre e inflamacion de las glandulas parétidas u
orquitis. Como complicaciones mas frecuentes tenemos la orquitis y la meningitis
aséptica, siendo la ooforitis y la pancreatitis menos frecuentes, y la encefalitis
mucho mas rara. La mortalidad se estima en 1/10.000 casos. La incorporacion de la
vacuna triple virica, uno de cuyos componentes es el virus de la parotiditis (VP), en
el calendario de la infancia en 1981 y la segunda dosis en 1996 ha supuesto una
importante bajada de la incidencia (Figura 1). Sin embargo, a pesar de las altas
coberturas vacunales (Figura 1) la enfermedad sigue estando presente y el virus
mantiene circulaciéon endémica con ciclos epidémicos plurianuales (Figura 1), por
lo que la parotiditis, si bien esta sometida a vigilancia y control, no se considera
una enfermedad eliminable. Esto es debido fundamentalmente a la elevada
frecuencia de infeccion en personas vacunadas, cuyas causas ultimas no estin del
todo claras y es una de las lineas principales de investigacion en esta
enfermedad. La OMS ha normalizado un sistema de genotipado del virus basado en
la secuenciacion del gen de la proteina SH (2). En base a analisis filogenéticos de
esta secuencia, la OMS ha establecido 12 genotipos (A-N), y ha designado
secuencias de referencia para cada uno de ellos. La vigilancia de la parotiditis
incluye la deteccion clinica de los casos, la confirmacion de los mismos mediante
técnicas de laboratorio y el genotipado de los virus para conocer el patrén de
circulacion de las cepas. En Espana, la parotiditis es una enfermedad de
declaracion obligatoria a través de la RENAVE vy se hace tanto de manera individual
como agregada semanal. Los datos de vigilancia epidemiolégica y de laboratorio se
incluyen en SIVIES, la base de datos de la RENAVE.
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Figura 1. Incidencia de parotiditis. Coberturas de vacunacién. Espaiia, 1982-2018.
Centro Nacional de Epidemiologia (ISCIII).
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Fuentes: Red de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE) (Incidencia) y Ministerio de Sanidad (coberturas de vacunacién)

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La confirmaciéon por el laboratorio microbiologia de los casos clinicamente
sospechosos es necesaria, de acuerdo a los protocolos de vigilancia. Sin embargo,
la deteccion de IgM frente a parotiditis tiene muy baja sensibilidad clinica asociada
a un bajo valor predictivo negativo en el actual contexto epidemiologico, y la PCR y
el aislamiento, son técnicas de escasa implantacion a nivel nacional. Por otra parte,
la OMS y la RENAVE recomiendan incluir el genotipado en la vigilancia para
estudiar la fuente de infeccion, conocer el patron de circulacion las diferentes cepas
e investigar los casos en que se sospecha una relaciéon con la vacuna. Por todo ello,
los objetivos de este programa son:

* Proporcionar al Sistema de Vigilancia datos de laboratorio con los que
poder elaborar indicadores epidemiologicos fiables en todo el territorio.

* La caracterizacion microbiolégica de casos individuales y brotes.

* Fl seguimiento permanente de la evolucion del patréon de circulacion de
genotipos y variantes del virus de la parotiditis en Espafa como indicador
del grado de progreso en su control a través de la vacunacion.

* Proporcionar datos que contribuyan al esclarecimiento de las causas de la
elevada frecuencia de fallos vacunales.
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DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Paciente con sospecha clinica de parotiditis (RENAVE).

Participantes: Abierto. Es imprescindible haber declarado el caso a la RENAVE.

Muestras, condiciones de envio y analisis de laboratorio:

Tabla 1. Muestras y determinaciones.

Muestra Obligatorio RT-PCR Genotipado* IgM IgG
Saliva SI SI SI NO NO
Orina NO SI SI NO NO
LCR SI** SI SI NO NO
Aislado NO SI SI NO NO
Suero SIH* NO NO SI SI

* Solo si la muestra ha sido previamente positiva a PCR o aislamiento. Se genotiparan solo las 20 primeras muestras de cada brote y a partir de
ahi, una por semana y localidad, o drea de salud en grandes localidades

** Solo si hay cuadro neurolégico asociado.

*%* Se puede prescindir del envio de suero, si se informa del resultado de IgM e 1gG.

Desde hace unos anos, el genotipado se completa con el analisis de variantes,
definiéndose como haplotipo a un grupo de secuencias (SH) idénticas al que se
asigna el nombre de la mas antigua. Aquellos haplotipos que circulan durante al
menos seis meses y se extienden por mas de tres provincias reciben el rango de
variantes. Ademas del resultado de las determinaciones de diagnoéstico (RT-PCR y
serologia), se emite el resultado del genotipado y el analisis de haplotipo/variante
de acuerdo a la nomenclatura OMS: MuV*/provincia.pais/semana.ano/N. Donde*:
s=muestra o i=aislado y N es el numero correspondiente al orden de las muestras
obtenidas en la misma localidad y la misma semana epidemiolégica del mismo
afio. Ej. MuVs/Avila.ESP/11.16/2. Asimismo, se acompafa de una breve
interpretacion epidemiologica del resultado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnostico de parotiditis lleva en servicio en el CNM desde hace décadas y
el genotipado desde el afio 2001. En este informe se incluye el analisis de los
resultados obtenidos desde que se implement6é el programa de vigilancia de
parotiditis en 2013, hasta el ano 2020 (Tabla 2). Los 2001 casos diagnosticados en
el CNM suponen el 124% de los confirmados por laboratorio a nivel nacional
(Tabla 2). Este porcentaje ha ido creciendo desde la implantacion del programa,
desde el 1,6% en 2013 hasta el 16% en 2019. El 41% alcanzado en 2020 hay que
tomarlo con cautela, ya que puede haber habido subnotificaciéon a SIVIES debido a
la crisis del COVID-19. Un 42% de las muestras provino de la Comunidad de
Madrid, seguida de Castilla y Leon (28,9%), Comunidad Valenciana (10%), Castilla la
Mancha (6,8%), Murcia (5,4%), Navarra (2,8%) y Galicia (2,2%). El resto de las
CCAA mandaron menos de cien muestras, o ninguna, en el caso de Cataluna, Pais
Vasco, la Rioja y Asturias. De acuerdo a la poblacion actual, Madrid y Castilla y
Le6on estarian muy sobrerrepresentadas, Castilla la Mancha, Murcia, Navarra y
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Melilla ligeramente sobrerrepresentadas; la Comunidad Valenciana estaria
adecuadamente representada, Galicia ligeramente infrarrepresentada y el resto
bastante infrarrepresentadas. No disponemos de informacion objetiva sobre las
razones de la falta de demanda del programa en algunas CCAA. Algunas podrian
ser la falta de informacién sobre el programa, o la disponibilidad de los datos en
laboratorios propios. En el primer caso esperamos que la difusion de este informe
pueda ayudar a solucionarlo y en el segundo seria conveniente arbitrar mecanismos
para que toda la informacion disponible pueda analizarse conjuntamente a nivel
nacional.

Tabla 2. Resultados de vigilancia microbiolégica de parotiditis en el CNM entre 2013 y 2020.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 TOTAL
Casos Totales SIVIES* 8130 2174 4037 5047 10302 9045 10670 1809 51214
Casos confirmados SIVIES* 2799 248 512 1489 2951 2929 4428 788 16144
Casos estudiados CNM 194 210 279 439 614 971 1316 534 4602
Casos confirmados CNM (% confirmados SIVIES) 46(1.6) 16(6.4) 41(8.0)  159(10.6) 267(9.0)  427(15.0) 715(16.0)  330(41.9)  2001(12.4)
Genotipados CNM (% confirmados SIVIES) 31(1.1) 14(5.6) 41(8.0) 90(6.0) 201(6.8) 130(4.4) 338(7.6)  120(15.2) 965(6.0)
Muestras estudiadas CNM 273 262 357 6035 845 1278 1756 715 6121
Salivas (% positivas PCR) 176(22.0)  189(6.8)  237(13.5)  397(40.0)  464(44.0) 1015(36.0)  1194(56.0)  457(68.0)  4129(43.4)
Orinas (% positivas PCR) 40(12.5)  31(19.3) 57(5.2)  112(15.0)  147(20.0)  185(10.0) 225(10.0) 80(16.0) 877(13.1)
Exudados orofaringeos (% positivos CNM) 8(50.0)  12(25.0)  23(35.0) 20(5.0)  119(42.0)  129(37.0)  115(36.0)  37(29.0)  463(35.8)
Sueros (% positivos IgM) 48(12.5) 27(7.4) 39(10.0)  106(10.3)  103(17.0) 144(6.0) 148(11.0)  139(11.0) 754(10.9)

* Datos cedidos por Noemi Lépez Perea y Josefa Masa Calles, del Centro Nacional de Epidemiologia (ISCII).

La mayoria de las muestras recibidas fueron para detecciéon de ARN virico por
RT-PCR (Tabla 2). La muestra que presenta un mejor rendimiento es la saliva
(43,3% positivas), seguida del exudado orofaringeo (35,8%), siendo la orina (13,1%)
la de menor. La saliva es, ademas, facil de obtener en la propia consulta, por lo que
es la mas recomendable. De los 754 sueros recibidos, un 10,9% fueron positivos a
IgM frente al VP. El actual bajo valor predictivo negativo de la IgM frente a VP es
un hecho conocido que se debe a que la mayoria de los casos ocurren en personas
vacunadas, que hacen una respuesta inmunolégica secundaria con ausencia de IgM
detectable. Esto hace fundamental la deteccion gendémica para una correcta
clasificacion de los casos.

De los 965 casos genotipados, 957 fueron genotipo G. De los ocho restantes,
tres fueron de genotipo H, tres genotipo D, uno genotipo A (cepa salvaje) y uno
genotipo N (cepa vacunal L-Zagreb). Este ultimo caso fue importado de Venezuela,
donde se usa la cepa vacunal L-Zagreb de la que existen documentados casos de
parotiditis post-vacunal. No hemos encontrado ningun caso relacionado con la cepa
vacunal Jeryl-Lynn, que es la que se administra en Espafa. El genotipo G ha sido,
por consiguiente, el claramente predominante durante este periodo. De acuerdo a
nuestros estudios previos (3), se introdujo en Espafa en el ano 2005 desplazando al
genotipo H y en menor medida al D, al inicio de la onda epidémica 2005-2009. Los
tres casos H y tres D detectados entre 2013 y 2020 se deben, sin duda, a eventos de
importacion. A partir de ahi, el genotipo G ha circulado de manera continua en
Espafna, de acuerdo a un patrén temporal de ciclos epidémicos que se repiten cada
3-5 anos (Figura 1) que ya era caracteristico de esta enfermedad antes de la
introduccién de la vacuna.
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A la vista de estos resultados, el dato del genotipo no parece tener mucha
utilidad en las actuales circunstancias epidemiolégicas, mas alla de la definicion del
patréon general de circulacion del virus, siendo una herramienta poco o nada util
para identificar el origen de los brotes, trazar cadenas de transmision o establecer
relaciones entre casos y brotes coincidentes en el tiempo. Por esta razén hemos
incorporado el analisis de las secuencias para determinar el haplotipo-variante, de
acuerdo a las definiciones indicadas anteriormente. En la tabla 3 se muestran los
resultados de dicho analisis desde el afio 2008 hasta 2020.

Tabla 3. Variantes de genotipo G circulantes entre 2008 y 2020 (nmero de secuencias por afio).

Variante 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

MuVi/Sheffield. GBR/1.05/ 7 10 60 51 4 23 13 36 3 4 45 90 13
MuVs/Avila.ESP/11.16/ 80 98 5
MuVs/Madrid.ESP/50.16/2 2 36 89
MuVs/NewYork.USA/45.15/ 33 17 2
MuVs/Avila.ESP/51.18/ 39 11
MuVs/Salamanca.ESP/24.19/ 53 34
MuVs/New_Jersey.USA/20.10/ 202 65

Como se puede observar, hasta el ano 2015 se observé la circulacion
predominante de la variante MuVi/Sheffield.GBR/1.05/ y haplotipos relacionados
(datos no mostrados), con lo que este andlisis no aportaba informacion
complementaria relevante. Por ello, se desarrollaron herramientas complementarias
al gen SH basadas en la secuenciacién de regiones intergénicas no codificantes, que
permitieron establecer patrones de circulacion virica asociados a los ciclos
temporales que habian permanecido ocultos al manejar como unico marcador la
secuencia del gen SH (4). Sin embargo, a partir de 2016, parecen surgir por
evolucion de MuVi/Sheffield. GBR/1.05 variantes derivadas que son capaces de
establecer circulacion, observandose una diversificacion creciente que ya otorga a
la secuencia de SH capacidad suficiente para permitir el estudio detallado de la
circulacion del virus. Esta situaciéon se mantuvo hasta el mes de marzo de 2020, a
partir del cual dejamos de confirmar casos en las escasas muestras de sospechas de
parotiditis recibidas en el CNM, posiblemente debido a las medidas de control de la
COVID-19, que parecen haber impactado fuertemente en la circulacion del VP, con
previsibles consecuencias para su diversidad genética que habra que observar
mediante el mantenimiento de las actividades de vigilancia.

CONCLUSIONES

* El presente programa de vigilancia se ha implantado al objeto de satisfacer
las recomendaciones de la OMS y la RENAVE sobre vigilancia de
parotiditis.

* La adherencia al programa ha ido incrementandose con el tiempo, desde
su implantacién en el ano 2013, alcanzando su maximo en el afio 2019 y
los primeros dos meses de 2020.
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* La representacion territorial relativa muestra un importante sesgo positivo
hacia Madrid y Castilla y Le6n, siendo adecuada para algunas CCAA como
Castilla la Mancha, Murcia, Navarra, Galicia, Melilla y escasa para el
resto. Seria conveniente corregir estos desequilibrios fomentando Ila
participacion en el programa de algunas CCAA y el intercambio de
informacién con aquellas que lo estén realizando por sus medios.

* La deteccion de genomas por PCR en saliva es el marcador diagnoéstico que
ha ofrecido mayor rendimiento. La detecciéon de IgM es complementaria
pero tiene un valor predictivo negativo bajo en el contexto epidemiolégico
actual, y no sirve por si misma para el diagnéstico de la infeccién y la
clasificacion de los casos.

* Durante este periodo ha circulado casi con exclusividad el genotipo G, y
de forma predominante, una misma variante (MuVi/Sheffield. GBR/
1.05/). Sin embargo, a partir de 2016 se observa una clara diversificacion,
estableciéndose circulacion de varias variantes derivadas de (MuVi/
Sheffield.GBR/1.05/ por evolucion local.

* Durante el predominio de MuVi/Sheffield. GBR/1.05/ fue necesario
desarrollar marcadores adicionales al gen SH para aumentar la
discriminacion. Dichos marcadores habran de implementarse en el
programa si volviese a darse una situacion similar.

* Las medidas de control epidemiolégico de la COVID-19, parecen haber
disminuido drasticamente la incidencia de la enfermedad y en
consecuencia, la demanda de determinaciones y de casos confirmados. Es
necesario mantener la vigilancia para estudiar su impacto en los patrones
de circulacién del virus.
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Programa de Sarampion y Rubeola

Informe elaborado por A. Fernandez-Garcia'*, J.E. Echevarria', F. de Ory%,
M.T. Pérez-Olmeda?, A. Castellanos'™, S. Ruiz-Velazquez!, A. M. Gavilan',
I. Perez-Grajera?, P. Balfagon?, J. de la Fuente?, M.A. Murillo?, M. Castillo?.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Enfermedades Viricas
Inmunoprevenibles. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud
Carlos III.

2Laboratorio de Serologia, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de salud
Carlos III.

*CIBER de Epidemiologia y Salud Publica. CIBERESP.
+CIBER de Enfermedades Infecciosas. CIBERINFEC.

INTRODUCCION

El sarampion y la rubeola son enfermedades viricas exantematicas de gran
importancia para la Salud Publica. El sarampion es una de las enfermedades mas
transmisibles y una de las principales causas de mortalidad infantil en el mundo, a
pesar de ser inmunoprevenible. La rubeola puede dar lugar a una infeccion
congénita provocando aborto espontineo, muerte fetal o el sindrome de rubeola
congénito (SRC), en funcién del tiempo de embarazo en el que se produce la
primoinfeccion. Ambas enfermedades estan sometidas a un proceso de eliminacion
liderado por la OMS. En Espana se aprob6 el Plan Nacional de Eliminaciéon (PNE)
del Sarampioén en el afio 2001, en el 2008 se incorporaron la rubeola y el sindrome
de rubeola congénita (SRC), y en 2021 se ha aprobado un nuevo Plan Estratégico
2021-2025'. Hay dos estrategias relevantes para alcanzar la eliminacion: cobertura
de vacunacion superior al 95% y vigilancia epidemioldgica basada en el caso, que
en Espafia se enmarca en la Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (RENAVE),
gestionada por el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) (ISCIII) y coordinada
desde el Ministerio de Sanidad. La investigacion de laboratorio se realiza en las
Comunidades Autonomas (CCAA) y en el Laboratorio Nacional de Referencia para
Sarampioén y Rubeola (LNR-SR) del Centro Nacional de Microbiologia (CNM)
(ISCIII), que esta acreditado por la OMS. Los protocolos de vigilancia de la
RENAVE? recogen las definiciones, actividades y circuitos para la notificacion,
investigacion y manejo de estas enfermedades. Para esta vigilancia es fundamental
la integracion de los datos epidemiolégicos con los de laboratorio, habiéndose
incluido ambos en la ficha epidemiolégica de notificacion de caso a la RENAVE,
que queda recogida en la plataforma informatica SIVIES. Para evaluar la calidad de
la vigilancia y verificar la eliminacion, se cre6 el Comité Nacional de Verificacion de
la Eliminacion en el afno 2012, que emite un informe anual para la OMS, en cuya
elaboracion participan el CNE, el CNM y el Ministerio de Sanidad.
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La incidencia de ambas enfermedades en Espana ha disminuido notablemente
gracias a la elevada cobertura de vacunacién con la vacuna triple virica, que se
introdujo en 1981. La OMS declar6 el sarampion eliminado en Espafia en el afio
2016 y la rubeola en 2015, por la ausencia de transmisién endémica en un periodo
de al menos 36 meses. La etapa post-eliminacion se caracteriza por la existencia de
casos esporadicos y brotes importados o relacionados con la importacion; desde el
ano 2017 se ha producido un pequeno aumento de los casos de sarampion,
coincidente con el notable aumento de casos a nivel mundial y sobre todo a nivel
europeo solo frenado por la llegada de la pandemia de COVID-19 en el ano
2020. Asimismo, aumenta la proporcion de casos de sarampiéon en personas
correctamente vacunadas, como en otros paises en situacion de eliminacion. Esto
supone un reto tanto en la sospecha, puesto que en muchos casos se producen
sintomas leves (sarampioén modificado), como en el diagndstico, dado que el valor
predictivo de la IgM disminuye, cobrando especial importancia el diagnostico
molecular.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La investigacion de laboratorio de todos los casos sospechosos de sarampién y
rubeola, es fundamental para la vigilancia. La disponibilidad de las diferentes
técnicas de diagnoéstico en los laboratorios de las CCAA es diversa. El CNM
completa las capacidades no disponibles en los laboratorios autonémicos para
asegurar la investigacion de laboratorio en todo el territorio del Estado y ademas
actia como LNR-SR para la OMS, proporcionando la informacién necesaria a la
RENAVE vy a la Red Europea de Laboratorios de la OMS. Esto incluye el anilisis
molecular de los virus identificados, que ayuda a establecer el origen de los casos y
brotes, a verificar la ausencia de endemicidad y a vincular casos. Ademais, en el
programa se incluye la confirmacion de reactividades IgM en mujeres embarazadas
y el diagnostico de SRC.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Paciente con sospecha clinica de sarampion, rubeola o SRC
(RENAVE); Contacto de un caso confirmado; Mujer embarazada con resultados de
laboratorio compatibles con infeccion reciente por virus de la rubeola; Neonato
nacido de mujer con diagnéstico de rubéola confirmado por laboratorio durante el
embarazo.

Participantes: Laboratorios implicados en la vigilancia de sarampion y rubeola
en las CCAA. Es imprescindible haber notificado el caso a los Servicios de Salud
Publica de la CCAA, que facilitaran el numero identificador del Plan de Eliminacion
(Codigo SAR o RUB).
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Muestras, condiciones de envio y andlisis de laboratorio: El diagnoéstico de
laboratorio incluye técnicas de serologia (deteccion de IgM, IgG y avidez de IgG),
de deteccion directa (RT-PCR, aislamiento) y la caracterizacion molecular de los
virus (genotipado y analisis de variantes), siguiendo las recomendaciones de la
OMS. Se deben recoger muestras de exudado faringeo, orina y suero, con el fin de
conseguir el maximo rendimiento en la clasificacion de los casos, el diagnostico de
los casos con antecedente de vacunacion reciente y la caracterizacion molecular de
los virus. Es necesario completar un formulario con los datos
epidemiologicos. Todas las muestras de sueros que llegan a través del programa se
analizan simultineamente para sarampioén y rubeola; en cuanto a las RT-PCR se
realiza una prueba multiple que ademas de sarampién y rubeola incluye parvovirus
B19, con el fin de hacer diagnéstico diferencial. Cuando existan antecedentes de
viaje a zona endémica se estudian, ademas, los virus dengue, chikungunya y zika.

Tabla 1. Muestras y determinaciones del programa

Muestra Obligatorio! RT-PCR Genotipado’ IgM IgG Avidez de IgG
Exudado faringeo SI SI SI NO NO NO

Orina SI SI SI NO NO NO

LCR S1? SI SI NO NO NO

Liquido amniético Sr SI SI NO NO NO

Aislado NO SI SI NO NO NO

Suero SI4 Sr NO SI SI SI¢

1.Muestra necesaria para una investigacion de laboratorio adecuada. 2. Solo si hay cuadro neurolégico asociado. 3. Cuando el médico lo
considere oportuno ante una sospecha en embarazada. 4. Se puede prescindir del envio de suero, si se informa del resultado de IgM e 1gG,
excepto en cualquier mujer embarazada, asi como en casos esporadicos no ligados a brote. 5. S6lo en casos en los que no se disponga de otra
muestra. 6. En cualquier mujer embarazada con IgM positiva es imprescindible realizar la determinacion de avidez de IgG. En las sospechas de
fallo vacunal en sarampion se recomienda el envio del suero para su caracterizacion mediante avidez de 1gG (fallo primario o

secundario).7. S6lo si la muestra ha sido previamente positiva a PCR o aislamiento.

El genotipado se realiza sobre muestras sobre las que se haya detectado
previamente el virus. En el virus del sarampion se utiliza la region N450 (450 nt)’ y
en rubeola la region codificante de E1 (739 nt)%. Sin embargo, en la situacion actual
el genotipado de sarampion es insuficiente para describir con precision los
patrones de circulacién de los virus y el origen de los casos. Por ello se realiza el
analisis de haplotipos y variantes o “named strain”, que se definen como un grupo
de secuencias (N450) idénticas al que se asigna el nombre de la mas antigua, y que
adquiere el grado de variante cuando se ha identificado en varios paises durante un
periodo de al menos dos afios. Ademas del resultado de las determinaciones de
diagnostico (RT-PCR vy serologia), en el informe se emite el genotipo, el nombre de
la cepa y del haplotipo/variante de acuerdo a la nomenclatura de la
OMS?®. Asimismo, se acompana de una breve interpretacion epidemioldgica del
resultado. En el ano 2015 se incluyeron los campos de nombre de cepa, baplotipo y
variante en la ficha epidemiolégica de caso de sarampion y de rubeola, accesible
en la plataforma SIVIES, para poder recoger la informacién molecular de los
casos. El LNR-SR (CNM) aporta la informacion de secuencias de sarampion y
rubeola a las bases de datos internacionales MeaNS y RubeNS, respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnéstico de sarampion y rubeola se lleva a cabo en el CNM desde hace
décadas y el genotipado desde que comenzé el Programa Especifico de Vigilancia
Microbiolégica (PEVM). El analisis de variantes de sarampion se incluy6 en el ano
2015. En este informe se incluye el anilisis de los resultados obtenidos desde el
ano 2013 al 2020 (tabla 2 y 3). En cada tabla se incluyen datos epidemiolégicos
(CNE, SIVIES) y datos de aquellas muestras que llegan al CNM a través del PEVM
como sospechas de sarampiéon o rubeola, respectivamente, aunque todas las
muestras se analicen para ambos virus. Ademas, se incluyen los sueros que llegan
para la caracterizacion y confirmacion de reactividades a IgM de rubeola en
mujeres embarazadas.

Segun los datos facilitados por el CNE, en la mayoria de los casos sospechosos
de sarampion y rubeola se realiza investigacion de laboratorio (96,2% y 90,8%) y la
mayoria de los casos se confirman de este modo, superando los criterios de calidad
de la vigilancia de la OMS. Mas de la mitad de los casos confirmados de sarampion
se genotipan (58,5%) y, aunque en rubeola el porcentaje es mucho menor (24,1%),
en ambas enfermedades se supera el genotipado del 80% de los brotes, marcado
como estindar de calidad por OMS. El diagndstico de los casos se realiza
mayoritariamente en las CCAA, especialmente en sarampion, siendo el total de los
casos estudiados en el CNM de un 35,7%. Sin embargo, el genotipado se realiza en
la mayoria de los casos en el CNM (55,0 % en sarampion y 85,7% en rubeola). Estos
porcentajes varian a lo largo de los anos, en funciéon de las CCAA en las que han
tenido lugar los brotes y sus capacidades diagnosticas.

En la mayoria de las muestras del PEVM se solicit6 la deteccion de ARN virico
por RT-PCR en sarampion (tabla 2) y de suero para la determinaciéon de IgM y
avidez de IgG en rubeola (tabla 3), probablemente debido al envio de numerosas
muestras para la confirmaciéon de IgM en mujeres embarazadas. La muestra que
present6 mayor rendimiento diagnoéstico fue el exudado faringeo tanto en
sarampion como en rubeola (61,8% y 70,0% del total de los positivos). El exudado
faringeo es, ademas de mas facil de obtener en el momento de la consulta, la
muestra Optima para la identificacion del virus hasta los 5 dias tras el inicio del
exantema, y estos casos se suelen estudiar de forma temprana. Gracias a la
utilizacion de una RT-PCR muiltiple se identifico PVB19 en 46 casos sospechosos de
sarampion y 10 de rubeola. Asi mismo se identific6 el virus de la rubeola en
6 casos sospechosos de sarampion y el virus del sarampiéon en 3 sospechas de
rubeola.

De los 497 sueros recibidos para sarampién, un 27,4 % fueron positivos a
IgM. En situacion de baja circulacion del virus, el valor predictivo positivo y el
valor predictivo negativo de la IgM disminuye, por lo que es necesario utilizar
técnicas complementarias como la determinacion de avidez de IgG sobre el mismo
suero y la deteccion genomica para una correcta clasificacion de los casos. La
secuenciacion del genoma ademas es imprescindible para clasificar los casos con
antecedente de vacunacion reciente, mediante la identificacion o no de la cepa
vacunal. En el caso de la rubeola, de los 493 sueros recibidos, un 14,6% fueron
positivos a IgM y se realiz6 la determinacion de la avidez de IgG en 287 casos.
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Tabla 2. Resultados de vigilancia microbiolégica de sarampién en el CNM entre 2013 y 2020.

PEVM SARAMPION 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020¢ TOTAL
Casos totales notificados 217 339 115 98 304 363 606 159 2201
(SIVIES)*

Casos estudiados por 203 (93,5 335(98,8) 104 (90,4 90 (91,8) 293 (96,49 351 (96,7) 587 (96,9) 154 (96,9 2117 (96,2)

laboratorio (SIVIES)?

(% de notificados)

Casos confirmados (SIVIES)? 131 158 37 35 161 225 287 88 1122
casos confirmados por 110 (84,00 150 (94,9) 32(86,5) 27 (77,D) 151(93,8) 214 (95,1) 273 (95,1) 84(95,5 1041 (92,8)
laboratorio (SIVIES)?

(% de confirmados)

Casos genotipados 75(57,3)  92(58,2) 16 (43,2) 21(60,00 96 (59,6) 125 (55,6) 181(63,1) 50 (56,8) 656 (58,5)
(SIVIES)*

(% de confirmados)

numero de brotes (SIVIES)? 11 5 4 3 16 13 17 2 71
numero de brotes 8(72,7) 5 (100,00 4 (100,00 3 (100,0) 14 (87,5) 11 (84,6) 16 (94,1) 2 (100,0) 63 (88,7)

genotipados (SIVIES)*
(% de brotes)

Casos estudiados CNM (% 112 (55,2) 8(2,39) 13 (12,5 14(15,6) 135 (46,00 231 (65,8 225(38,3) 18(11,7) 756 (35,7)
de estudiados por

laboratorio)

casos genotipados en CNMP 36 (48,00 11 (12,0) 5(31,2) 11(52,49) 47 (49,00 108 (86,4) 127 (70,2) 13(26,00) 358 (55,0)
(% respecto a genotipados)

Muestras estudiadas en 195 104 78 75 255 360 606 59 1732
CNM*
Muestras estudiadas para 195 76 43 69 254 354 427 35 1453
PCR en CNM

PCR positivas 68 (34,9) 16 (21,0) 6(13,9) 22(31,9 53(20,9 144 (40,7) 160 (37,5) 8(22)9) 477 (32,8)

(% de las estudiadas para PCR)
Ex. Faringeos positivos 40 (58,8) 9 (56,3) 5(83,3) 13(59,00 25(47,2) 83(57,6) 114 (71,3) 6 (75,00 295 (61,8)

(% del total de PCR pos)
Orinas positivas 25 (36,8) 7 (43,7) 1(16,7) 8(36,4) 23(43,4) 56389 42(26,2) 2(25,00 164 (34,4

(% del total de PCR pos)

Sueros positivos 3 (4,4) 0 0 1 (4,5) 5(9,4) 5(3,5) 4 (2,5 0 18 (3,8)
(% del total de PCR pos)
Muestras suero estudiadas 10 33 42 22 73 55 233 29 497

para serologia en CNM

IgM positivas 3 (30,0 30,1 24,7 52,7 2230, 20364 71305 10(34,5 136 (27,4
(% de las estudiadas

serologia)

Avidez de IgG sarampion? 0 0 0 0 49 36 205 22 312
Diagnostico diferencial : 3 1 3 1 4 15 17 2 46
PVB19 positivos por PCR
Diagnéstico diferencial : 0 2 1 0 0 2 1 0 6

RUB positivos por PCR

aDatos analizados por Noemi Lopez Perea y Josefa Masa Calles, del Centro Nacional de Epidemiologia (ISCIID), e incluidos en los informes
anuales.

Se excluyen los casos de genotipo Alvac], descartados.
Se presentan los datos de las muestras totales, generalmente mis de una por cada caso estudiado (suero y exudado faringeo/orina).
dLa avidez de IgG de sarampi6én comenz6 a realizarse en el CNM en el afio 2017.

¢La actividad de los programas especificos de vigilancia microbiolégica del CNM cesé entre el 17 de marzo y el 15 de junio por la respuesta a
COVID-19
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Tabla 3. Resultados de vigilancia microbiolégica de rubeola en el CNM entre 2013 y 2020.

PEVM RUBEOLA 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020¢ TOTAL
Casos totales notificados (SIVIES)* 18 22 29 10 16 21 22 3 141
Casos estudiados por laboratorio 17 (94,4) 16 (72,7) 27 (93,1) 10 (100) 16 (100) 20 (95,2) 19 (86,4) 3 (100) 128 (90,8)

(SIVIES)* (% de notificados)

Casos confirmados (SIVIES)? 2 4 4 2 1 12 3 1 29

Casos confirmados por laboratorio 2(100,00 3(75,00 3(75,00 2(100,00 1(100,00 8 (66,7) 0 (0,00 1(100,00 20 (69,0)
(SIVIES)* (% de confirmados)

Casos genotipados (SIVIES)™ (% de 00,00 20,00 1(25,0) 0 (0,0 000,00 4@(33,3) 0 (0,0) 0 (0,0 7 (24,1)
confirmados)

numero de brotes (SIVIES)* 0 1 0 0 0 2 1 0 4
numero de brotes genotipados 0 1 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,00 2 (100,00 1 (100,0) 0(0,00 4 (100,0)

(SIVIES)* (% de brotes)

casos SRC confirmados® 1 1 0 0 0 0 0 0 2
casos SRC genotipados?® 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Casos estudiados CNM (% de 8(47,1) 11(68,8) 10 (37,00 2(20,00 6(37,5 17850 12(63,2) 2(66,7) 68 (53,1)

estudiados por laboratorio)

casos genotipados en CNM® (% 0 (0,00 2(100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,00 4 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0) 6 (85,7)

respecto a genotipados)

Muestras estudiadas en CNM¢ 15 59 61 27 70 68 258 23 581
Muestras estudiadas para PCR en 15 19 18 26 10 21 34 3 146
CNM

PCR positivas 2 (13,3) 2 (10,5) 0(0,00 2(13,3) 0(0,00 3 (14,3) 12,9 0 (0,0) 10 (6,8
(% de las estudiadas para PCR)

Ex. Faringeos positivos 1 (50,0) 2 (100,0) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,00 3(100,0) 1 (100,0) 0 (0,0 7 (70,0)
(% del total de PCR pos)

Orinas positivas 1 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0 1(10,0)
(% del total de PCR pos)

Sueros positivos 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0
(% del total de PCR pos)

Muestras suero estudiadas para 3 42 51 17 64 55 233 28 493

serologia en CNM

IgM positivas 1 (33,3) 4095 907,600 21,8 4(6,3) 21(38,2) 24(10,3) 7250 72 (14,6)

(% de las estudiadas serologia)

Avidez de IgG rubeola 0 15 16 17 64 55 92 28 287

Diagndstico diferencial : 0 1 0 3 2 4 0 0 10
PVB19 positivos por PCR

Diagndstico diferencial : SAR 2 1 0 0 0 0 0 0 3

positivos por PCR

Notas al pie en la tabla 2.
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En sarampion de los 358 casos confirmados genotipados, 17 fueron genotipo
D4, 130 de genotipo B3 y 211 de genotipo D8. Ademas, en 29 casos, se identifico la
cepa vacunal siendo casos descartados. La circulacion de genotipos de sarampion
en Espana ha seguido el patréon del resto de paises europeos, siendo el
predominante el genotipo D4 desde el afio 2008 hasta fines del 2012. En el afio
2013 el genotipo D4 fue reemplazado por cepas del genotipo D8 y B3, que han
sido predominantes hasta el afio 2020. En la actualidad, el genotipo no tiene mucha
utilidad en sarampién para estudiar los patrones de circulaciéon y confirmar el
origen de los casos, puesto que circula el mismo en numerosos paises, con lo que
es necesario incorporar el analisis de las secuencias para determinar el haplotipo y
variante o “named strain”. En la figura 1 se muestran los resultados de dicho
analisis en las muestras estudiadas en el PEVM, desde que se incorpor6é a la
vigilancia en tiempo real en 2015. En los ultimos afios han circulado variantes
predominantes coincidentes con el resto de Europa, lo que limita la capacidad de
este analisis para trazar las cadenas de transmision y vincular casos entre si. Por
ello se ha desarrollado una RT-PCR en el CNM que permite amplificar la regién no
codificante MF NCR®, aunque su aplicacion para la vigilancia ain esta en
estudio. En cuanto a la rubeola el genotipo predominante ha sido el 2B, a
excepcion de un brote importado de Filipinas de genotipo 1J. Solo se han
identificado 2 SRC en el periodo de estudio, ambos de genotipo 2B.

Figura 1. Distribucién de las variantes de sarampién identificados en el CNM por semanas epidemiolégicas,
desde 2015 a 2020. Las variantes predominantes se resaltan en negrita. N= nomero de secuencias.

20

Numero de secuencias N450
=
o

q |‘ (PR | PR

0 111 | | II| l

1 713192531374349 3 915212732394551 5 1172329354147 1 7 13192531374349 3 9 15212733394551 5 11172329354147
2015 2016 2017 2018 2019 2020
Semanas epidemiologicas
D8-Rostov on Don(N=2) B3-Gombak (N=1) W D8-Cambridge (N=5)
W B3-Dublin (N=95) W D8-Gaziantep (N=1) W D8-Gir Somnath (N=116)
W D8-Herborn (N=12) W D8-Istanbul (N=3) H D8-London (N=1)
W B3-Niger (N=5) D8-Osaka (N=2) D8-Pune (N=1)
B3-Saint Denis (N=1) D8-Samut Sakhon_2016 (N=2) W D8-Samut Sakhon_2018 (N=6)

W D8-Southern Finland (N=1)

CONCLUSIONES

* El PEVM de Sarampion y Rubeola del CNM se implanté con el fin de
cumplir con las recomendaciones del Plan de Eliminacion de Sarampion y
Rubeola, que a su vez se ajusta a las recomendadas por la OMS.
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* El diagnéstico de laboratorio de sarampion y rubeola se realiza
fundamentalmente en los laboratorios de origen de las CCAA; el CNM
actia como laboratorio de referencia para dotar de todas las técnicas
necesarias en caso de no disponer de ellas, para la confirmacién de los
resultados, y la notificacion de los datos de laboratorio a la OMS,
incluyendo el genotipado y analisis de variantes.

* La deteccion de genomas por PCR en exudado faringeo es la técnica
diagnostica que ha ofrecido el mejor rendimiento diagnodstico, debido a
que la toma de muestras suele ser temprana y que la IgM puede no ser
detectable en los primeros dias tras del inicio del exantema. Ademas, en el
contexto epidemiolégico actual la deteccion de IgM tiene un valor
predictivo negativo y positivo bajo, y no sirve por si misma para el
diagnostico de la infeccion, en ausencia de vinculo epidemiolégico o fuerte
sospecha clinica.

* La integracion de los datos epidemioldgicos y de laboratorio en la
vigilancia es fundamental para la clasificacion de los casos y la verificacion
de la eliminacion en esta etapa de post-eliminacion. El analisis de variantes
en tiempo real ha permitido mejorar el estudio del patrén de circulacion de
los virus, la confirmacion del origen de los casos y la vinculacion de los
Casos.

* Las medidas de control llevadas a cabo en la pandemia de la
COVID-19 han provocado una disminucién muy notable de la incidencia
de las dos enfermedades, y por tanto en la demanda de determinaciones
del PEVM, asi como en el nimero de casos confirmados. Es necesario
mantener la vigilancia para estudiar su impacto en los patrones de
circulacion de los virus en el futuro inmediato.
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Enfermedades viricas transmitidas por vectores

Informe elaborado por M.P Sanchez-Seco*, A. Vazquezf, A. Negredo*,
MT. Pérez-Olmeda*, L. Herrero, F. Molero, J. de la Fuente, P. Balfagon,
M.A. Murillo, L. Hernandez, I. Pérez-Grajera y M. Castillo.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Serologia y Arbovirus. Centro
Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

*CIBER de Enfermedades Infecciosas. CIBERINFEC.
+CIBER de Epidemiologia y Salud Publica. CIBERESP.

INTRODUCCION

Los virus transmitidos por vector son un grupo muy heterogéneo de agentes
virales cuya caracteristica comun es la ruta de infeccién: se transmiten mediante la
picadura de un artropodo infectado. De ellos, el dengue es la infeccion virica mas
frecuente transmitida por mosquitos del género Aedes. Mas de 3900 millones de
personas en mas de 129 paises corren el riesgo de contraer dengue, y se estima
que cada afno se registran 96 millones de casos sintomaiticos 'y
40 000 muertes. Entre las otras enfermedades viricas de transmision vectorial se
encuentran la fiebre chikungunya, la fiebre por el virus de Zika, la fiebre amarilla,
la fiebre del Nilo Occidental o West Nile, la encefalitis japonesa (todas ellas
transmitidas por mosquitos) y la encefalitis transmitida por garrapatas. En Espana y
otros paises mediterraneos es importante también la infeccion por virus Toscana
que puede producir cuadros de meningitis aséptica y en los dltimos anos se han
descrito casos de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo.

La mayor carga de estas enfermedades, que afectan de forma desproporcionada
a las poblaciones mas pobres, corresponde a las zonas tropicales vy
subtropicales. Desde 2014, grandes brotes de dengue, chikungunya, fiebre amarilla
y enfermedad por el virus de Zika han azotado a diferentes poblaciones,
cobrandose vidas y abrumando los sistemas de salud en muchos paises. La
distribucion de las enfermedades de transmision vectorial estad determinada por un
conjunto complejo de factores demograficos, medioambientales y sociales.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

La vigilancia microbiol6gica de enfermedades viricas transmitidas por vector
(EVTV) en Espana, en el marco del RD 1940/2004 sobre vigilancia de zoonosis, en
el que el CNM es designado Laboratorio Nacional de Referencia para infecciones en
humanos, incluye los virus transmitidos por artrépodos entre las zoonosis y los
agentes zoonoticos que deben ser objeto de vigilancia como son hantavirus y
arenavirus de importancia en salud publica. Ademas, la Direcciéon General de Salud
Publica tiene encomendada al CNM como Laboratorio Nacional de Referencia, las
actividades de vigilancia de las fiebres hemorragicas virales (Pleno del Consejo
Interterritorial del Sistema Nacional de Salud del 26 de marzo de 2003) y para la
viruela (Pleno del Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud de 15 de
abril de 2002 http://www.boe.es/boe/dias/2004/10/01/pdfs/A32772-32777.pdf.

Las EVTV son consideradas como Enfermedades de Declaracion Obligatoria
(EDO) desde 2014 y estan recogidas, en su mayoria, en los protocolos de la Red
Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (RENAVE) aprobados en 2013.

Patogenos involucrados: Riesgo Biologico 3: virus dengue (VDEN), fiebre
amarilla (VFA), West Nile (VWN), encefalitis japonesa, encefalitis de St. Louis
(VESL), encefalitis transmitidas por garrapatas (VETG) y otros virus del género
Flavivirus; virus chikungunya (VCHIK), Sindbis, encefalitis equinas americanas y
otros virus del género Alphavirus; virus del género Hantavirus; virus de la fiebre
del Valle del Rift, encefalitis de California y otros virus de la familia Bunyaviridae;
virus de la coriomeningitis linfocitaria (VLCM); virus Monkeypox. Riesgo Biologico
2: virus Toscana (VTOS), Granada y otros virus del género Phlebovirus; virus
Cowpox y otros virus del género Orthopoxvirus o virus Zika (VZIK). En la
actualidad, se recogen también algunos patégenos de clase 4 como el Virus de la
fiebre hemorragica de Crimea-Congo (VFHCC) aunque al causar generalmente
alertas sanitarias no son estudiados en el Plan de Vigilancia sino como resolucion
de brotes.

Objetivos: Identificar los casos de infeccion por agentes viricos exoéticos en
viajeros internacionales que regresan a Espafa sospechosos de EVTV por criterios
clinicos y de localizacion geografica. Caracterizar las cepas de virus involucradas,
vigilar la aparicion de casos secundarios; Identificar los casos de infeccion
sospechosos de EVTV aut6ctonos por criterios clinicos, de localizacion y de
estacionalidad. Detectar cambios en la frecuencia y la distribucién geografica de las
EVTV que sean aut6ctonas de Espana.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Viajeros internacionales con sospecha clinica, de
localizacién y de estacionalidad de patologia viral importada relacionada con los
agentes exoticos considerados; Pacientes con enfermedad aguda, con inicio de
sintomas dentro de las estaciones de actividad de los vectores involucrados en la
transmision de virus autoctonos en Espana, o en cualquier otro contexto
medioambiental de riesgo, que muestren resultados negativos en origen para los
agentes no transmitidos por vector relacionados con su etiologia; Pacientes con
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marcadores positivos de infeccion aguda reciente por cualquiera de los agentes
considerados en los que se requiera confirmacion del diagnostico; Casos de posible
infeccion secundaria en torno a los casos indice detectados.

Participantes: Cualquier laboratorio de microbiologia hospitalaria de la red
publica y los laboratorios de salud publica de las CCAA.

TIPO DE MUESTRA Y CONDICIONES DE ENViO:

Aunque inicialmente se reconocian solo suero, sangre anticoagulada con
citrato, preferentemente para cultivo celular, liquido cefalorraquideo o tejidos,
actualmente se ha ampliado a otros fluidos como pueden ser el semen, saliva vy,
sobre todo, la orina o tejidos como placenta.

Al tratarse de virus con ARN como genoma las muestras han de enviarse
refrigeradas con acumuladores de hielo y por el medio mas rapido posible y, por
supuesto, los envios siempre deben cumplir las normas de bioseguridad.

METODOLOGIA:

La metodologia empleada es muy variada y ha sufrido modificaciones desde su
inicio. Actualmente tenemos métodos de RT-PCR para, entre otros, VWN, VTOS,
VDEN, VCHIK, VFA, VZIK, VESL, Virus de las encefalitis equinas americanas, virus
Mayaro y VLCM. RT-PCR-nested convencional para Flavivirus, Alphavirus,
Phlebovirus, Bunyavirus, Hantavirus, deteccion de antigeno NS1 para VDEN,
deteccion de IgM/IgG para: VWN, VETG, VTOS, VLCM, VDEN, VCHIK, VFA, VZIK,
VFHCC, o Hantavirus. La técnica de neutralizacion viral es confirmatoria en el
diagnodstico serolégico, y en algunos casos es necesaria y se utiliza de rutina como
en el caso de la infeccion por el virus zika en las embarazadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnostico de estos virus comenzo6 a hacerse en el CNM alrededor del inicio
del siglo XXI mediante proyectos de investigacion. Las técnicas que se fueron
desarrollando se implementaron y se ofrecieron en la Cartera de Servicios del
Centro y se fue concienciando a los clinicos del pais para que buscaran estos
agentes. Se buscan los virus endémicos en Espafia en pacientes que no han salido
del pais y los importados en viajeros procedentes de zonas endémicas por lo que
las grandes epidemias sufridas en el mundo a lo largo de estos anos se reflejan en
un mayor incremento de peticiones diagnoOsticas de esos agentes. El efecto se ve
mas si se producen en regiones como Sudamérica con las que tenemos una fuerte
relacion que se traduce en un gran intercambio de viajeros que vuelven de dicha
region. Un aspecto relevante es también la busqueda de infecciones secundarias de
virus como VCHIK, VDEN o VZIK que pueden entrar a través de pacientes
virémicos y para los que tenemos vector transmisor (el mosquito Aedes albopictus).
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El programa de Vigilancia se inicia en 2012. En este afio se analizaron
16 muestras en las que se pide diagnéstico de VDEN, VWN, VLCM y VTOS (ver
Figura 1, panel A). Las peticiones aumentan a 43 al ano siguiente. Sin embargo, el
primer aumento importante se produce en 2014 y 2015 (238 muestras en 2014 y
271 en 2015) reflejando la epidemia producida por VCHIK al llegar a Sudamérica a
finales de 2013 y expandirse por la region de forma explosiva (Figura 1, paneles A
y D). Sin embargo, en 2016 se produce la gran epidemia por VZIK en esa region y
se asocia a este virus con malformaciones fetales, ademas de la capacidad de
transmision sexual. Este hecho marcé la actividad del laboratorio que recibié dicho
afo 2845 muestras con peticiones de diagnostico de infeccion aguda (PCRs,
deteccion de antigeno y/o de IgM). Desde ese momento, se ha mantenido por
encima de las 2000 peticiones/afio (2480, 2192, 2685 en 2017, 2018 vy
2019 respectivamente) excepto en 2020 (s6lo 1140) debido a las restricciones en los
viajes por la pandemia de COVID-19. La emergencia de VZIK ha hecho que ahora
sea un virus a considerar en el paciente con sindrome febril inespecifico que viene
de zona endémica y que haya de ser vigilado, especialmente en todas las mujeres
embarazadas procedentes de zona endémica, por su alto grado de infeccion
asintomatica. La reactividad cruzada existente entre los flavivirus hace que se hayan
tenido que implementar técnicas de mayor complejidad en la rutina diagndstica,
por su laboriosidad y el nivel de bioseguridad requerido para el trabajo con
algunos de estos virus como VDEN y VZIK, como la neutralizaciéon del crecimiento
viral (NT). Desde 2016 se produce, por tanto, un aumento de diez veces el nimero
de muestras a procesar y, ademas, la necesidad de realizar NT en un gran nimero
de ellas. Asi, hasta 2016, el diagnéstico molecular por PCR suponia el 58% de las
determinaciones realizadas, frente a un 41,4% para la deteccion de IgM mediante
ELISA y/o IFIL. A partir de 2016, las PCRs suponen el 12,6% de las determinaciones
realizadas, la deteccion de IgM supone el 47,3% y la NT el 24,2%. Ademas, la
deteccion de antigeno NS1 para VDEN representa aproximadamente el 2,7% de las
peticiones. De este grupo de técnicas las que peor rendimiento diagndstico tienen
son las de deteccion directa (PCR con un 5,6% de determinaciones positivas en el
total de PCRs realizadas y deteccion de NS1 con 9,3%). La ventaja de este tipo de
técnicas es que una deteccion positiva con ellas nos indica que estamos ante un
caso confirmado. En el caso de la deteccion de IgM el 25,6% de las determinaciones
han sido positivas pero la desventaja de esta técnica es que, como ya se ha dicho,
la reactividad cruzada entre virus del mismo serogrupo, que epidemioldgica y
clinicamente no pueden ser diferenciados, hace que no sean técnicas confirmatorias
y el caso quede categorizado como caso probable. Finalmente, la NT supone que
un 384% de las determinaciones tienen un resultado positivo. De nuevo, la
reactividad cruzada, incluso para una técnica mas especifica como esta, requiere de
NT frente a los otros virus que pudieran estar dando reactividad cruzada, algo que
no es posible realizar en la rutina diagndstica del CNM, por lo que, en este caso, lo
relevante es que en el 61,6% de las determinaciones no se han obtenido
anticuerpos neutralizantes frente a VZIK y, en esos casos, se puede descartar la
infeccion por este agente.

A nivel de las muestras estudiadas, el suero es la muestra mayoritaria
representando mas del 90%. Las muestras clasicas recibidas durante este tiempo
han sido también sangre y LCR pero en los ultimos anos, sobre todo con los
avances debidos a la aparicion de VZIK la orina se presenta como una alternativa
diagnostica a tener en cuenta.
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Figura 1. Muestras totales y positivas recibidas en el CNM para diagnéstico de virus endémicos (VTOS y VWN) e
importados (VCHIK, VDEN y VZIK). Panel A: determinaciones totales y positivas. Panel B: determinaciones totales y
determinaciones positivas para VTOS y/o para VWN. Panel C: determinaciones positivas para VDEN, VCHIK y
VZIK. Panel D: determinaciones totales para VDEN, VCHIK y VZIK.
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En cuanto al diagnéstico de los virus endémicos (VWN y VTOS), las peticiones
para diagnostico de VTOS que se hacen al CNM son pocas (Ver Figura 1, panel B)
ya que, al ser un virus cuya circulaciéon en Espana esta descrita desde 1991, muchos
laboratorios han implementado su diagnéstico enviando pocas muestras al CNM en
su papel de laboratorio primario y ninguna para confirmaciéon. Sin embargo, el
VWN ha producido casos humanos de forma esporadica hasta que en 2020 produjo
un brote en Andalucia y Extremadura con 77 casos confirmados. El CNM recibe en
sus dos vertientes de laboratorio primario y de referencia muestras para la
deteccion/caracterizacion de la infeccion por este virus. El brote de 2020 se ve
reflejado en las graficas con un aumento tanto en el nimero de determinaciones

como de resultados positivos.
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En el caso de los virus importados, vemos un incremento en el ano 2014 (Ver
Figura 1, panel C) a raiz de la llegada de VCHIK al continente americano a finales
de 2013 y su posterior expansion. Posteriormente, la llegada en 2016 de VZIK ha
hecho que el diagnoéstico diferencial entre VZIK, VCHIK y VDEN suponga un
incremento en el diagnéstico de los tres virus y, como ya se ha dicho, la rutina
diagnostica se ha visto modificada desde entonces. El diagnostico de VDEN ha sido
el mas estable, aunque es un virus en claro ascenso tanto en el nimero de
peticiones diagnésticas como en los resultados positivos (Figura 1, paneles C y
D). Dentro de este Programa se han estudiado los casos autoctonos de infeccion
por VDEN en 2018 asi como la posible transmision sexual del virus estudiada en
2019.

CONCLUSIONES

* El presente programa de vigilancia se ha implantado al objeto de satisfacer
las recomendaciones de la OMS y la RENAVE sobre vigilancia de virus
transmitidos por vector y virus relacionados.

* La adherencia al programa ha ido incrementindose con el tiempo, desde
su implantacion y la tendencia es que siga en ascenso.

* Este programa es dinamico y se va adaptando a nuevas situaciones
producidas por la emergencia y/o re-emergencia de determinados
patogenos.

* La emergencia de estos agentes en cualquier parte del mundo tiene
repercusion en el nimero de viajeros que llegan a nuestro pais con
sospecha de infeccion por dichos virus.

* Aunque la deteccion de IgM tiene un rendimiento diagndstico mas alto
debido, posiblemente, a la escasa duracion de la viremia y la dificultad de
deteccion mediante métodos directos, presenta la dificultad de
interpretacion de resultados por la reactividad cruzada.
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Programa de Rabia

Informe elaborado por J.E. Echevarria', J.M. Berciano!, M. Veral, S. Vazquez-
Mor6n!, V. Sandonis!, C. Aznar-Lopez!, A. Avellon'™, F. de Ory?*, M.T. Pérez-
Olmeda?f, A. Fernandez- Garcia'*, A. Tenorio?.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Enfermedades Viricas
Inmunoprevenibles. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud
Carlos III.

2Laboratorio de Serologia, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de salud
Carlos III.

*CIBER de Epidemiologia y Salud Publica. CIBERESP.
+CIBER de Enfermedades Infecciosas. CIBERINFEC.

INTRODUCCION.

De acuerdo a los protocolos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica
(RENAVE), un caso sospechoso de rabia se define como una encefalomielitis aguda
en la que concurren algunos otros sintomas caracteristicos. La confirmacion de los
casos sospechosos o probables solo es posible mediante diagndstico de
laboratorio. No hay tratamiento eficaz y la letalidad es del 100% tras inicio de
sintomas, aunque existen vacunas eficaces y seguras que pueden ser usadas tanto
para profilaxis pre-exposicion, como post-exposicion en combinaciéon con
inmunoglobulina especifica. Si bien la mayoria de las 59.000 muertes anuales por
rabia estimadas en el mundo son producidas por el virus de la rabia (RABV)
transmitido por el perro, cualquier mamifero del orden Carnivora y muchos
murciélagos americanos pueden ser reservorios del virus. Otros mamiferos pueden
infectarse y eventualmente transmitir RABV de forma limitada. Fuera de América,
los murciélagos son portadores de otros virus del mismo género (Lyssavirus), todos
ellos capaces de producir infeccion neurolégica en ratones en condiciones
experimentales, aunque solo cinco de ellos han causado un total de menos de
20 casos de rabia humana. La vacunacién canina y felina es la base del control de
la rabia urbana y a la postre de la humana. Espafa era un pais endémico para rabia
canina hasta que fue eliminada en 1965, rebrotando en 1975 en la provincia de
Milaga en forma de un brote que se extendié hasta 1978 afectando a mas de
100 animales y causando una victima humana. Desde entonces solo se registran
casos importados de manera regular en las ciudades autébnomas de Ceuta y Melilla,
ya que los territorios circundantes son altamente endémicos. Se producen, sin
embargo, con cierta regularidad en Europa, casos caninos importados desde areas
endémicas, muy especialmente Marruecos. Varios de ellos se han declarado en
Francia tras transito por territorio espanol. En el afno 2013, tuvimos un caso canino
en Toledo importado desde Marruecos que fue causa de alerta epidemiolégica. La
epizootia vulpina europea fue controlada mediante vacunacién con cebos orales
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antes de que nos alcanzase, estando actualmente practicamente ausente de la
UE. Los ultimos casos autoctonos de rabia humana ocurrieron en Malaga (1975) y
Melilla (1978). Desde entonces solo hemos tenido tres casos humanos importados
desde Marruecos (2004, 2014, 2019).

En Espana se han declarado hasta el momento 40 casos de murciélagos
infectados por lisavirus europeo de murciélago tipo 1 (EBLV-1) y uno por lisavirus
de murciélago Lleida (LLEBV). Este ultimo virus no es neutralizado por anticuerpos
inducidos por vacuna. Ninguno de los cinco casos humanos transmitidos por
murciélagos europeos ha ocurrido en Espana.

En Espafa, la vigilancia de rabia humana se realiza en el contexto de la
RENAVE. La vigilancia de rabia animal se basa esencialmente en los casos en los
que ha habido agresion a personas y en menor medida en las sospechas
clinicas. En los udltimos anos, la incorporaciéon de los centros de recuperacion de
fauna salvaje ha permitido mejorar mucho la vigilancia en murciélagos. La rabia,
tanto humana como animal, es una enfermedad de declaracion obligatoria a nivel
nacional (Ministerio de Sanidad y Ministerio de Agricultura) como internacional
(OMS, OIE, EFSA).

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

El CNM es laboratorio nacional de referencia para los casos de zoonosis en el
hombre y en los animales sospechosos de rabia al amparo del RD
1940/2004. Actualmente, solo Aragén y la Comunidad Valenciana disponen de
laboratorios de rabia, por lo que el CNM actia, ademas, de laboratorio primario
para el resto el Estado.

Los objetivos del programa son:

* Garantizar la disponibilidad del diagnéstico de laboratorio de la rabia en
todo el Estado a fin de orientar las actuaciones pertinentes.

* Proporcionar al Sistema de Vigilancia datos de laboratorio con los que
poder elaborar indicadores epidemiologicos fiables en todo el territorio y
confeccionar los informes periddicos para la declaracion internacional a la
OMS, OIE y EFSA.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio:

* Paciente con sospecha clinica de rabia (RENAVE).
* Mamifero no humano que:

o Ha agredido a una persona y presenta antecedentes epidemioldgicos
compatibles, o ha muerto durante el periodo de observacion (solo perros
y gatos).

> Presenta sintomas clinicos compatibles a juicio de un veterinario.

° Es un murciélago y ha sido encontrado muerto o moribundo.
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Participantes. Abierto. Es imprescindible haber declarado el caso a las
autoridades de salud publica o salud veterinaria.

Tabla 1. Muestras y determinaciones.

Muestra Animal Humano ante- Deteccion de PCR RABV- PCR genérica IgG
mortem antigenos EBLV1 lisavirus

Encéfalo* SI NO SI SI SI NO
Biopsia ** piel NO SI SI SI SI NO
nuca

Saliva NO SI NO SI SI NO
LCR NO SI NO SI SI NO
Suero** NO SI NO NO NO SI

* Para animales del tamafno de una rata o menores, se enviara el cadaver entero.
** Imprescindible para diagnéstico ante-mortem de casos humanos. Debe contener foliculo piloso.

% En ausencia de antecedentes de vacunacion antirrabica.

Un resultado positivo por deteccion de antigenos o PCR genérica de lisavirus
permite confirmar el caso. Un positivo a PCR multiple de RABV y EBLV-1 permite,
ademas, una primera identificacion del lisavirus que, en cualquier caso, se hara por
secuenciacion genémica en todos los casos positivos. Un resultado de IgG positiva

permite confirmar casos humanos en ausencia de antecedente de vacunacion
(Tabla 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Casi la mitad de las muestras recibidas entre 2011 y 2020 (Tabla 2)
correspondieron a murciélagos no agresores, la mayoria provenientes de centros de
recuperacion de especies amenazadas (CREA) de Cataluna (83,9%), habiéndose
incorporado mas recientemente otros de otras CCAA. El resto de las muestras
correspondieron en su mayoria a animales mordedores o clinicamente
sospechosos. De acuerdo a la poblacion espanola actual, Madrid, Castilla y Leon,
Castilla la Mancha, Extremadura, Murcia, Navarra, Ceuta y Melilla tendrian mayor
representacion de lo esperable en este grupo. Andalucia estaria participando
proporcionalmente de acuerdo a su poblacion y el resto estarian
infrarrepresentadas. Resulta 16gico, de acuerdo a su especial situacion
epidemiologica, que la participacion de Ceuta y Melilla sea particularmente alta y
que Aragén y la Comunidad Valenciana tengan menos demanda, ya que disponen
de laboratorios primarios.
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Tabla 2. Distribucién territorial de las muestras recibidas (2011-2020)

Murciélago no mordedor Otras Total

Catalunia 868 70 938
Madrid 21 267 288
Andalucia 38 174 212
Extremadura 19 155 174
Castilla y Le6n 0 90 90
Castilla la Mancha 0 86 86
Baleares 73 3 76
Melilla 0 60 60
Ceuta 0 51 51
Murcia 0 48 48
Navarra 0 20 20
Pais Vasco 0 12 12
Galicia 0 11 11
Aragén 0 7 7
Asturias 0 3 3
Cantabria 0 3 3
Canarias 0 2 2
Rioja 0 2 2
TOTAL 1034 1064 2098

El diagnéstico y caracterizacion de rabia lleva en servicio en el CNM desde
1987, cuando la actividad fue trasladada desde la Escuela Nacional de
Sanidad. Hasta 2020 se han recibido un total de 6.484 muestras, la mayoria de
perros, gatos y murciélagos, tal y como corresponde al riesgo epidemiologico (tabla
3). Setenta y seis de los 118 casos positivos corresponden a animales infectados por
RABV importados en Ceuta y Melilla (Tabla 4). Unicamente se han detectado dos
casos por RABV fuera de Ceuta y Melilla. El primero correspondi6é a un gato que
mordié a un viajero en Guinea en 1988, siendo sacrificado por el lesionado y
transportado muerto en la maleta hasta Madrid. El segundo fue el caso canino de
Toledo importado en 2013 al que haciamos referencia anteriormente. Finalmente,
hemos tenido tres casos humanos importados con origen en Marruecos (Ceuta
2004, Madrid 2014 y Vizcaya 2019). En lo referente a rabia por otros lisavirus,
hemos detectado 37 casos en murciélagos peninsulares, de los que todos, salvo
uno, fueron EBLV-1 en sus hospedadores habituales: Eptesicus serotinus en la mitad
norte y Eptesicus isabellinus en la mitad sur. El caso restante dio lugar a la
descripcion original de LLEBV en un murciélago de cueva (Miniopterus
schreibersii) recogido en la ciudad de Lleida en el ano 2012. El 80,3% de los
murciélagos recibidos fueron de las cuatro especies mas comunes en medios
urbanos, de las que solamente dos (E. serotinus, E. isabellinus) son reservorios
conocidos de lisavirus. El 20% restante lo integran especies raras en medios
urbanos con un nimero muy bajo de ejemplares analizados, aun cuando algunas
de ellas son reservorios relevantes de lisavirus.
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Tabla 3. Casos analizados por especie (1987-2020).

Totales Positivos
Ceuta y Melilla Resto
Perros 2208 70 1
Gatos 1202 3 1
Otros Domésticos 15 2 0
Murciélagos 1579 0 37
Zorros 253 1 0
Mustélidos 88 0 0
Otros Silvestres 138 0 0
Roedores 978 0 0
Humanos 23 1 2
Total 6484 77 41

De acuerdo a la web de la OMS para rabia en Europa, en el ano 2018 Espaifia
fue el quinto pais de la regiéon europea en cuanto a murciélagos estudiados con
103, por debajo de Francia (354), Reino Unido (433), Polonia (223) y Alemania
(224). En cuanto a otros animales salvajes, estudiamos 24, solo por encima de
Portugal (0), Holanda (0), Reino Unido (0), Irlanda (0), Kosovo (0), Dinamarca (3),
Lienchiestein (3), Suiza (11), Bosnia (12) y Turquia (12) y muy lejos de otros paises
con campanas de vacunacion vulpina activas (ej, Polonia con 6.370) o que sufrieron
la epizootia en el pasado (Ej. Alemania 5.985). Finalmente, en 2019 estudiamos
76 animales domésticos, siendo superados por 14 paises, la mayoria de ellos con
focos vulpinos cercanos. Llaman, sin embargo, la atenciéon los 101 de Bélgica,
386 de Alemania o 1.333 de Francia, ya que son paises que no tienen tan cerca
como nosotros un foco endémico de rabia canina.

Tabla 4. Distribucién territorial de los casos positivos.

RABYV animal RABV humana Lisavirus murciélagos

Melilla 59* 0 0

Ceuta 17* 1* 0
Andalucia 0 0 18 EBLV1
Cataluiia 0 0 11 EBLV1 1LLEBV
Aragén 0 0 2 EBLV1
Extremadura 0 0 2 EBLV1
Murcia 0 0 2 EBLV1
Castilla y Le6n 0 0 1 EBLV1
Castilla la Mancha 1* 0 0

Pais Vasco 0 1* 0

Madrid 17 1* 0

TOTAL 78+ 3* 37

* Caso importado, © Muestra importada (ver texto).

La alerta por el caso de rabia importado en Toledo en el ano 2013 supuso un
incremento en el nimero de animales domésticos estudiados, desde los 48-53 de
2010-2012, hasta 91 en 2013, que se mantuvo hasta 2015 (96), pero que ha venido
disminuyendo hasta 69 en 2019.
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CONCLUSIONES

* El presente programa de vigilancia se ha implantado al objeto de cumplir
con nuestro papel de laboratorio nacional de referencia de rabia
reconocido en la legislacion vigente. Ademas, actuamos como laboratorio
primario para todo el territorio, salvo Aragén y la Comunidad Valenciana.

* En términos generales, la demanda analitica en animales diferentes de
murciélagos es especialmente intensa Ceuta y Melilla dada la frecuencia de
importacion de casos desde Marruecos. En el lado opuesto, la escasa
demanda de Arag6n y la Comunidad Valenciana se debe a que disponen de
laboratorios primarios. No podemos explicar las diferencias entre otras
CCAA.

* La alerta por un caso canino importado del afio 2013 en Toledo tuvo como
efecto un aumento discreto de la intensidad de la demanda que parece ir
amortiguandose.

* Entre 1987 y 2020 se han estudiado 23 casos humanos sospechosos, siendo
tres de ellos positivos, todos ellos de transmision canina importados de
Marruecos. Dada la frecuente ausencia de evidencia de vinculacion
epidemiol6gica en casos transmitidos por murciélago y su caracter
endémico, seria aconsejable establecer vigilancia sobre los casos fatales de
encefalitis no filiada. Un caso humano por EBLV-1 recientemente descrito
en Francia se ha podido detectar a través de esta aproximacion.

* La vigilancia de rabia en murciélagos ha mejorado mucho tras la
colaboracion de los CREAs catalanes, que deberia seguir impulsandose en
el resto de CCAA. Se ha demostrado el caricter endémico de EBLV-1 en
Espana y se ha descrito por primera vez el LLEBV. La escasa representacion
en el sistema de vigilancia de especies de murciélagos no ligadas a medio
urbano impide descartar la presencia en Espana de lisavirus europeo de
murciélago tipo 2, Lisavirus de murciélago Bokeloh, Virus Aravan, virus
Khujand o virus de murciélago europeo del Caucaso Occidental.

* Nuestra vigilancia de rabia en murciélagos esta entre las mejores de
Europa, aunque todavia lejos de los paises que la lideran. La de otros
animales salvajes es poco intensa, de acuerdo a nuestra situacion de escaso
riesgo. Finalmente, la vigilancia en animales domésticos, aunque superior a
la de la mayoria de los paises en situacion de menor riesgo, es bastante
menos intensa que la de otros como Francia o Alemania que no tienen
frontera con paises endémicos, a diferencia de nosotros.
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Programa de Variantes del Virus de la Hepatitis B de Impacto
en Salud Puéblica y Estudio de Brotes de Hepatitis

Informe elaborado por A. Avellon y M. Muioz Chimeno.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Hepatitis Viricas: UNIDAD DE
HEPATTITIS. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

CIBER de Epidemiologia y Salud Publica. CIBERESP.

Asistencia técnica: Lucia Morago, Sandra Arroyo, Maria del Carmen Garcia
Galera, Vanessa Rodriguez, Alvaro Rodriguez, Maira Alejandra Garcia-Lugo,
Noelia Reyes, Sara Camarero, Silvia Calleja.

INTRODUCCION

Las hepatitis viricas constituyen un importante problema de Salud Publica
siendo las hepatitis A, B y C enfermedades de declaracion obligatoria en
Espana. En el CNM estudiamos filogenéticamente brotes de Hepatitis A, B y
C. Adicionalmente se cre6 el Programa de Vigilancia de Variantes del Virus de la
Hepatitis B de Impacto en Salud Publica para estudiar e identificar variantes del
virus de la hepatitis B (VHB). La deteccion, caracterizacion y evaluacion de la
aparicion de estas variantes puede tener una implicacion directa en las politicas de
vacunacion, en las pautas de tratamiento y en la elecciéon de sistemas diagndsticos
para la deteccion del virus de la VHB.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Vigilar la emergencia de variantes del VHB que puedan tener impacto sobre la
Salud Publica, en concreto sobre:

1. Los objetivos del programa de vacunacion vigente, mediante la
caracterizacion de variantes del VHB potencialmente resistentes a la
inmunidad humoral natural o a la inducida por vacunacion.

2. El éxito de los trasplantes de Organos, especialmente del trasplante
hepatico, y la seguridad viral de la transfusion sanguinea mediante la
caracterizacion de variantes del VHB capaces de escapar a la deteccion
mediante las técnicas de cribado de HBsAg al uso en los centros de
transfusion y en los bancos de tejidos y organos. El origen de estas
variantes son con una alta frecuencia infecciones reactivadas en personas
inmunodeprimidas.

3. La eficacia de la terapia antiviral en la hepatitis B cronica mediante la
vigilancia de las variantes del VHB resistentes a la accion de los farmacos
antivirales especificos utilizados en el tratamiento de la hepatitis B
cronica.
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DISENO DEL PROGRAMA

Se incluyen dentro del presente programa los siguientes casos:

Pacientes con antecedentes de vacunacion, que desarrollen infecciéon por
virus de la hepatitis B.

Pacientes trasplantados que desarrollen infeccion por virus de la hepatitis B.
Muestras con sospecha de mutantes de escape en la deteccion de HBsAg
(HBsAg negativo o débilmente positivo con ADN detectable).

Muestras con ADN detectable sin deteccion de anti-HBc total.

Muestras con HBsAg aislado.

Muestras con coexistencia HBsAg y anti-HBs.

Pacientes con reactivacion de la infeccion por VHB.

Pacientes con infeccion por virus de la hepatitis B fulminante.

Pacientes con infecciéon aguda por VHB.

Pacientes con fracaso terapéutico (sospecha de resistencias)

Estudios en  poblaciones  especiales (embarazadas, donantes,
inmunodeprimidos, hemodialisis, recién nacidos)

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Programa de Vigilancia de Variantes del Virus de la Hepatitis B de Impacto en Salud

Pdblica:

Desde 2013 a 2020 se han estudiado un total de 188 casos sospechosos de
variantes del VHB (Tabla 1). Los estudios mas frecuentes fueron, por este orden:
Coexistencia de HBsAg y anti-HBs (n=706), reactivaciones (n=206), infecciones anti-
HBc negativo (n=18) y hepatitis B en transplantados (n=10).

Tabla1. Casos estudiados en el programa de vigilancia desde 2013 hasta 2020

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

Hepatitis B en vacunado 1 1 2
Trasplantado 4 1 3 1 1 10
Sospecha de mutante escape 2 1 3 1 1 1 9
Sospecha infeccién oculta 1 1 1 4 7
Hepatitis B anti-HBc negative 1 1 6 5 2 18
HBsAg aislado 1 1 1 1 1 3 8
Coexistencia HBsAg/anti-HBs 3 2 9 14 7 17 20 4 76
Estudio de reactivacion 6 5 2 1 3 7 2 26
Hepatitis fulminante 1 1 2
Hepatitis aguda 1 1
Resistencias 3 3
Embarazada 5 1 2 1 9
Donante 1 1 1 2 6
Infeccién en inmunodeprimido 1 2 3
Hemodialisis 2 1 4
Transmision vertical 2 1 3
Anti-HBs aislado en paciente no vacunado 1 1
Total 23 15 16 30 17 32 35 20 188
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De las 188 muestras estudiadas, 135 tenian ADN del VHB detectable,
encontrandose mutaciones consideradas de escape en la secuencia del HBsAg (1)
en 45 casos (33,3%). Las mutaciones fueron especialmente frecuentes en los
estudios de reactivacion (17 de 21, 80,9%), de sospecha de infeccion oculta (3 de 4,
75,0%), de sospecha de mutante de escape (4 de 7, 57,1%) y de hepatitis B en
trasplantado (4 de 7, 57,1%). Se estudiaron 80 casos de coexistencia de HBsAg y
anti-HBs, encontrandose un porcentaje de mutantes de escape cercano al 20%. El
listado de mutaciones aisladas y combinaciones de mutaciones se detalla en la
Tabla 2.

Tabla 2. Listado de mutaciones de escape en HBsAg encontradas

Mutacion/ combinacion de mutaciones
120Q

120R, 144E

145R

144E,145R

118K, 120L, 129H, 133T
123A,141R

118R, 120Q, 128V, 131N, 132F, 133T, 143L
134N, 143L

1208, 143L

123N, 1268, 130R inserciéon
113P, 118M, 134H, 144AG
138S, 1592

144E,145R
120Q,127L,136F,145R,169H
1208

144N

126S

1261, 143W

134H

142T

134N
130K,133L,134T,161S,168*
120Q,127L,136F,145R,169H
122K

118V,128V

114P

142S,144*

122K, 1331, 143L
129P,131N

130R, 131N

129P, 131N

133T, 144G

128V

129R

1428

1204, 122K, 134H

134F, codon de parada en aminoacido L209
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2. Estudios adicionales del Programa de Vigilancia

Durante los anos 2014 y 2015, adscritos al programa de vigilancia, se
realizaron estudios adicionales en relacion a otras hepatitis viricas (Figura 1). En
concreto se iniciaron los estudios de resistencias a antivirales del virus de la
hepatitis C (con el estudio de un total de 659 muestras) y se estudié un caso de
posible transmision de virus de la hepatitis E por hemoderivados (con el estudio de
193 muestras).

Figura 1. Estudios de hepadtitis C y hepatitis E adicionados realizados en el periodo de estudio
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3. Brotes

Finalmente, las actividades de vigilancia contemplaron el estudio de brotes de
hepatitis A (con el estudio de 1402 muestras), B (33 muestras) y C (79 muestras)
(Figura 2)

Figura 2. Brotes de hepatitis estudiados en el CNM. Distribucién por afio y tipo de hepatitis
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CONCLUSIONES

Desde 2013 hasta 2020 la actividad de vigilancia de la Unidad de Hepatitis del
laboratorio de Referencia e Investigacion en Hepatitis Viricas se centr6 en el
estudio de brotes y en el desarrollo del Programa de Vigilancia de Variantes del
Virus de la Hepatitis B de Impacto en Salud Publica. En relacién al programa,
aunque inicialmente se pensé tanto para el estudio de variantes de escape del
HBsAg como para el estudio de mutaciones de resistencia en la polimerasa viral,
los estudios solicitados por los hospitales participantes se han centrado
fundamentalmente en el analisis del HBsAg. Los perfiles mias demandados han sido
los patrones serologicos atipicos (coexistencia HBsAg/anti-HBs, casos anti-HBc
negativos, HBsAg aislado o sospecha de mutante de escape por negatividad o
reactividad débil del HBsAg). Se han estudiado también casos de reactivacion,
infeccion fulminante e infecciones en trasplantados e inmunodeprimidos). FEl
estudio molecular en todos estos casos ha permitido identificar los determinantes
moleculares que en ocasiones los condicionan ayudando a la interpretacion y
manejo de los casos. El programa ha permitido conocer la prevalencia de los
mutantes de HBsAg en distintas situaciones clinicas.
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Programa de Leishmaniasis Humana en el Area-9 de la
Comunidad Auténoma de Madrid

Informe elaborado por R. Molina, J. Moreno, M. Jiménez, J. Nieto, E. Carrillo y
C. Chicharro.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Parasitologia. Laboratorios de
Entomologia Médica (LEM) y de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas
(LLEC), Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

Filiacion adicional, Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis.

INTRODUCCION.

La leishmaniasis humana es una enfermedad zoonética transmitida por
artropodos cuyo principal reservorio es el perro. Es endémica en Espafia y en la
cuenca mediterrinea y se manifiesta con dos presentaciones clinicas, visceral y
cutanea. El periodo de incubaciéon es muy variable, oscilando desde unas pocas
semanas a varios meses. Los Unicos vectores conocidos de Leishmania infantum en
la Peninsula Ibérica son Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi. La
leishmaniasis se vigila en la Comunidad de Madrid (CM) desde 1997 a través del
sistema de notificacion de Enfermedades de Declaracion Obligatoria. Hasta ese ano
se notificaban en la regién 12-25 casos anuales. A finales de 2010 se detect6 un
aumento notable en la notificacion de casos en el suroeste de la CM (area 9),
constatandose la existencia de un brote comunitario de leishmaniasis que afectaba
a Fuenlabrada, Getafe, Leganés y Humanes. Del 1 de julio de 2009 al 4 de marzo de
2021 se ha notificado a la Red de Vigilancia Epidemiolégica un total de 782 casos
de leishmaniasis, 303 viscerales y 479 cutaneos.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Una vez confirmada la existencia del brote, la Consejeria de Sanidad de la CM,
a través de la Subdireccion General de Sanidad Ambiental y Epidemiologia, puso en
marcha en 2011 una bateria de actuaciones en materia de vigilancia, investigacion y
control del brote. Debido a la complejidad del brote, al ser una zoonosis
transmitida por un artropodo, la CM solicité la intervencion del ISCIII en Ia
vigilancia de la leishmaniasis en la zona del brote, en especial de casos humanos,
vectores y reservorios domésticos y silvestres de la enfermedad. La vigilancia se
lleva a cabo ininterrumpidamente desde 2011. En un primer momento estas
actuaciones se realizaron como estudio de brote declarado por el CNM con fecha
04/04/2011 y coédigo 1027-11, y a partir de 2012 se han llevado a cabo en el

contexto del actual programa de vigilancia de leishmaniasis humana.
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DISENO DEL PROGRAMA

1. Vigilancia de casos humanos: El Laboratorio de Leishmaniasis y
Enfermedad de Chagas (LLEC) dirige las actividades correspondientes a este
apartado. El laboratorio ha recibido muestras clinicas de pacientes con sospecha de
leishmaniasis procedentes de los hospitales de la zona del brote y otros de la CM,
con el objetivo de confirmar/descartar la infeccion por Leishmania en estos
individuos. Se han recibido muestras de suero, sangre completa, aspirado de
médula 6sea, aspirado ganglionar, biopsia de piel y otro tipo de biopsias, con las
que se han llevado a cabo diferentes pruebas diagnosticas:

* Diagnéstico serologico: Inmunofluorescencia indirecta (IFT), ELISA y rK39-
ICT

* Pruebas de inmunidad celular: Proliferacion celular y WBA
* Deteccion del parasito: Ln-PCR y cultivo

* Identificacion de la especie de Leishmania: PCR-RFLP y/o secuenciacion

Ademas de confirmar el diagndstico de nuevos casos de leishmaniasis humana,
se ha establecido un procedimiento de seguimiento postratamiento de pacientes
inmunodeprimidos (VIH+, trasplantados o bajo tratamientos inmunosupresores)
cuyo riesgo de recaida después del tratamiento para leishmaniasis visceral es
alto. Estas actividades de diagnoéstico se completaron con la realizaciéon de una
encuesta transversal de prevalencia de infeccion asintomatica por Leishmania
llevada a cabo en 2015 en el contexto de la V Encuesta de Seroprevalencia -
SEROVI- de la CM. También se realiz6 entre 2015 y 2017 una encuesta de
prevalencia de infeccion asintomatica por Leishmania en donantes voluntarios del
Banco de Sangre del Hospital de Fuenlabrada.

2. Vigilancia de los vectores: FEl Laboratorio de Entomologia Médica (LEM)
disefia e implementa desde 2012 un plan de vigilancia de flebotomos,
fundamentalmente en la zona del brote, denominado “muestreo intensivo”, durante
los meses de mayo a octubre de cada afo. Su finalidad es la identificacion
taxonomica de los flebotomos capturados con trampas adhesivas y luminosas
(CDCO) y el establecimiento de la fenologia de las especies predominantes; la
deteccion de L. infantum en los flebotomos capturados, “in vivo” mediante
diseccion o mediante PCR, para determinar las especies vectoras; el genotipado de
las cepas de L. infantum obtenidas y de una parte de los flebotomos conservados
en etanol hallados infectados; y la identificacion molecular de la sangre ingerida
por los flebotomos capturados con sangre en sus estomagos. Los muestreos se
planificaron en varias fases, en la primera, de 2012 a 2014, se seleccionaron
4 estaciones de muestreo, en cada una de las cuales se colocaron mensualmente, de
mayo a octubre, 20 trampas adhesivas durante 3 dias consecutivos y 2+2 trampas
CDC (2 cada una de las 2 noches consecutivas de muestreo). En la segunda fase, de
2015 a 2020, se colocaron s6lo 2 trampas luminosas al mes en las mismas
estaciones. En paralelo, desde 2016 hasta la actualidad se muestrean otras areas no
pertenecientes al brote, tanto por el LEM como por la CM. De manera
independiente la CM realiza, en la zona del brote y en otras areas, muestreos
entomologicos denominados “muestreos extensivos”, realizados en su mayoria con
trampas adhesivas. La CM remite parte de esas capturas al LEM, en su mayoria
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flebotomos con sangre en sus estomagos. Para los estudios moleculares de los
flebotomos, como deteccion de Leishmania spp, preferencias alimentarias, carga
parasitaria y caracterizacion de Leishmania spp, el LEM ha disenado y puesto a
punto varias PCRs: ADNK, cpb, ITS1, Nested-PCR ITS1, ITS2, Nested-PCR ITS2, Cyt
b, qPCR y PCR-RFLP Haelll. El genotipado de Leishmania spp y la identificacion de
la sangre ingerida precis6 de la secuenciacion y el anidlisis de las secuencias
obtenidas (EMBL, GenBank).

Para investigar el papel que liebres y conejos podian estar jugando como
reservorios silvestres de la enfermedad, el LEM realizO cuatro sesiones de
xenodiagnostico de la leishmaniasis con leporidos capturados vivos en la zona del
brote, utilizando una colonia de P. perniciosus mantenida en su insectario.

3. Vigilancia inicial del perro como principal reservorio conocido: El LLEC
realiz6 en el bienio 2011-2012 pruebas serologicas de deteccion de anticuerpos de
leishmaniasis a perros que eran llevados por sus propietarios a la campana de
vacunacion antirrabica anual del municipio de Fuenlabrada, a través de un kit
rapido inmunocromatografico y también mediante inmunofluorescencia indirecta
(IFD).

4. Vigilancia de otros reservorios potenciales: Dado que los resultados
iniciales del estudio de seroprevalencia de la leishmaniasis canina dejaban en un
segundo plano al perro como reservorio de la leishmaniasis en el brote, se llevo a
cabo la vigilancia de reservorios silvestres potenciales, fundamentalmente de liebres
y conejos, muy abundantes en las zonas verdes colindantes a las areas urbanas de
Fuenlabrada, Leganés, Humanes y Getafe. La deteccion de ADN de Leishmania
spp- en las muestras de piel y de bazo de reservorios silvestres remitidas por la CM
al LLEC se realiz6 mediante una PCR puesta a punto en este laboratorio. Para
aumentar la sensibilidad y especificidad de esta técnica se ha llevado a cabo una
nested PCR disenada y puesta a punto también por el LLEC.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Vigilancia de casos humanos:

En 2012, antes de la puesta en marcha del Programa de vigilancia, se
recibieron muestras clinicas de 248 pacientes de la zona del brote, con las que se
realizaron un total de 506 pruebas diagnosticas que confirmaron leishmaniasis en
138 pacientes. Dentro del Programa de Vigilancia se recibieron entre 2012 y
2020 un total de 6.840 muestras clinicas, cuyo y nimero se recogen en la Tabla 1,
donde también se incluyen para comparar las muestras recibidas de la CM no
incluidas en el Programa de vigilancia. En ambos casos se indica el nimero y
porcentaje de muestras clinicas que resultaron positivas para leishmaniasis. El
numero total de procedimientos diagndsticos realizados por el LLEC en el periodo
2012-2020 fue de 6.844. En la Tabla 2 se muestran el nimero de los diferentes
procedimientos diagnésticos, comparando también con los realizados para la CM
fuera del Programa de vigilancia, indicando también numero y porcentaje de los
que resultaron positivos. En la Figura 1 se recoge el nimero de muestras recibidas
cada ano.

Programa de leishmaniasis Humana en el Area-9 de la Comunidad Auténoma de Madrid

158



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

Tabla 1.
i3 § 0 de |e ania e Prog e VIg (e
d 0 add de dOrd z d d dind

TIPO DE MUESTRA Total Positivas % positivas Total Positivas % positivas
Aspirado ganglionar 46 4 8,6 86 4 4.6
Aspirado medula 6sea 625 97 15,5 1.127 179 15,8
Biopsia de piel 947 405 42,7 1.606 288 17,9
Otras biopsias 113 32 283 19 1 5,2
Sangre 1.308 178 13,6 3.660 174 4,7
Suero 282 36 12,7 342 100 29,2
TOTAL 3.321 752 22,6 6.840 746 10,9

Tabla 2.

Diagnéstico de leishmaniasis en la

Comunidad de Madrid

Programa de vigilancia de
leishmaniasis humana

PRUEBA DIAGNOSTICA Total Positivas % positivas Total Positivas % positivas
Caracterizacion molecular 56 514

Cultivo 370 28 7,5 2.140 79 3,6
ELISA rK39 15 2 13,3 24 0 0
ICT-rk39 70 16 22,8 154 45 29,2
Inmunofluorescencia indirecta IFI 198 19 9.5 202 62 30,6
Leishmania nested PCR 2.190 375 17,1 3.807 550 14,4
Proliferacién celular 28 1 3,5 3 0 0
TOTAL 2.927 441 15.0 6.844 736 10,7

Figura 1. Evolucion del n° de muestras clinicas procedentes del la CM andlizadas dentro del programa de vigilancia
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El nimero de pacientes de la CM de los que se enviaron muestras clinicas al
laboratorio en el periodo 2012-2020 ha sido de 4.526. De estos, 2.796 lo hicieron a
través del programa de vigilancia, confirmandose la infeccion por Leishmania en
423 casos (15,1 %), mientras que el resto de los pacientes sospechosos, 1.730,
fueron enviados como diagnéstico general, diagnosticindose leishmaniasis en
253 casos (14,6 %). Las figuras 2 y 3 recogen la distribucién por hospital de los
pacientes con sospecha de leishmaniasis cuyas muestras fueron enviadas al
LLEC. Como era de esperar, buena parte de los pacientes estudiados en el contexto
del programa de vigilancia fueron atendidos en hospitales de la zona del brote,
aunque otros centros han aprovechado el programa de vigilancia para confirmar/
descartar casos de leishmaniasis en otras zonas de la CM. Aunque el brote esté
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controlado esos resultados muestran que persiste una alta tasa de transmision en
toda la region que se traduce en un nimero importante de casos. El seguimiento
estrecho de pacientes inmunodeprimidos, tanto los que han sufrido leishmaniasis
clinica como los que han permanecido asintomaticos tras la infecciéon, ha permitido
confirmar el desarrollo de inmunidad especifica para el parasito en estos pacientes
y retirar la profilaxis secundaria en estos casos sin que haya habido
recaidas. Dentro del programa de vigilancia también se han caracterizado
molecularmente los aislados de L. infantum obtenidos de las muestras clinicas
humanas. La tipificacion molecular de aislados de la CM demostr6 la existencia de
7 genotipos diferentes combinando los datos de 2 marcadores genéticos: los
espaciadores transcritos internos ribosémicos (ITS) -1 y -2 y el gen haspb (k26). La
mayoria de los aislados asociados al brote (22/31) presentan el mismo genotipo
combinado. Los resultados se recogen en detalle en Chicharro et al. (Euro
Surveill. 2013).

Figura 2. Distribucién por hospital de la CM del n° de pacientes cuyas muestras clinicas se recibieron para
diagnéstico general en el periodo 2012-2020. Se indican el nimero de pacientes que fueron positivos para alguna
prueba diagnéstica y los negativos para todas las pruebas hechas.
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Figura 3. Distribucién por hospital de la CM del n° de pacientes cuyas muestras clinicas se recibieron dentro del
programa de vigilancia en el periodo 2012-2020. Se indican los pacientes positivos para alguna prueba
diagnéstica y los negativos para todas las pruebas.
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Tabla 3.
POBLACION Diagnostico | Diagnéstico Diagnéstico
molecular serolégico celular
PCR+ (%) IFl+ (%) WBA (IL2)+ (%)

Pob. Fuenlabrada N =805 0 (0%) 1 (0.11 %) 166 (20.6%)

000 S0 33783

La encuesta transversal de prevalencia de infeccion asintomatica por
Leishmania en la poblacion general sana de Fuenlabrada y la CM, y la encuesta de
prevalencia en donantes del Banco de Sangre del H. U. de Fuenlabrada, mostraron
la mayor prevalencia de infeccion asintomatica en la zona del brote, comparado
con el resto de Madrid, tal y como cabria esperar en la situaciéon posterior al brote
(Tabla 3). La infeccion asintomatica se pudo establecer mediante pruebas celulares
de estimulacion de sangre

completa y analisis de la expresion de IL-2 en el plasma (WBA). Las PCRs vy las
IFIs dieron resultados nulos o muy bajos en la deteccion de la infeccion
asintomatica. Es relevante el alto porcentaje de infeccion asintomatica por
Leishmania detectado en la poblacion de la CM, que indica una transmision activa
del parasito.

2. Vigilancia de vectores

El plan de muestreo disenado por el LEM en la zona del brote ha recolectado
hasta la fecha 55.279 flebotomos. El 78% pertenece a P perniciosus, con una
densidad promedio de 200 flebotomos/m?. Se han disecado 7.148% de esta especie,
hallandose 188 (2,6%) infectadas por L. infantum (Tabla 4). Se confirma asi que
P. perniciosus es el unico vector de la leishmaniasis en el brote (Figura 4).

Tabla 4. P. perniciosus recolectados, recolectados en el brote, disecados e infectados con L. infantum.

BROTE
EUENLABRADA 2014 | 2015 2017 T

Trampas

OTAL
adhesivas - E =

6053 5553 6840 - -

Trampas

AR 8044 3469 4037 3823 1433 578 1187 346 1416 24733

Total 14097 9022 10877 1770 1433 978 1187 346 1416 43179

SETEETECMN 736 864 1604 1770 754 452 488 116 364 7148
Positivas 18 |52 M| A 5 3 0| im
% Sl M S R L S

Cepas de
{. infantum
aisladas y
caracterizadas

14 44 9 15 = 5 = = = 82
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Figura 4. Tasas de P. perniciosus infectados por L. infantum y casos humanos de leishmaniasis
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Tabla 5. Identificacién de sangre ingerida y tasas de infeccién por L. infantum en P. perniciosus recolectados en la
zona del brote.

Fuente de N2 de flebotomos analizados { N2 positivos)
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 TOTAL
BEIET a1 ast04 6835 S0(3) 39(3) 28290 14 B8Ry 24 318(25+)
28 (11+) 16 15(3+) 10(24) 8(14) 2 1 0 o 80 (17+)
m 0 8 0 a 1 0 1 0 (] 14
m 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
— 0 0 o 0 0 0 1 0 0 1
m 0 ] o 1 o [} o (] ] 1
m 0 o 0 1 0 0 0 0 0 1
m 1 1 1 1 0 0 1 0 0 5
29(10+) 21(1%) 29(1+) 16(14) 13[1%) 7 7(1%) [ 2 124 (15+)
“mmq 92(114) 113(7+) B3{6+) 63(5+) 37[2+) 25(1+) B(24) 26 541?0}2::}
m 225 (15+) 192 (214) 187(11+)  © 71(7+) 36 14(14) 4 a1(14) ”;;5;”
125 (38+) 284 (32+) 300 (18+) B3 (6s) 134(123) 73{2+) 30(2s) 12(24) 67 (14) 131;'%:3**]

El analisis molecular de la sangre ingerida por 4239 del brote mostré que el
75,2% era de conejo (7,9% infectado por L. infantum) y el 18,9% de liebre (23%
infectado por el parasito). Se identificé la sangre de otros 6 mamiferos, lo que
sugiere un caracter oportunista de este insecto en cuanto a sus preferencias
alimentarias. La tasa de infeccion por L. infantum en las 1249 en las que no se
logré identificar la sangre fue del 12,1%. En las 7709 capturadas en el brote sin
sangre en sus estomagos, se detectd L. infantum en el 7,3% (Tabla 5). Entre 2012 y
2015 se aislaron un total de 82 cepas de L. infantum, todas pertenecientes al
genotipo “Lombardi”, el mismo presente en humanos, liebres y conejos del
brote. Se ha constatado la presencia de este genotipo en otros flebotomos
analizados salvo un ejemplar en el que se identific6 el genotipo “A”, el mayoritario
en los perros de la zona. En cuanto a los flebotomos recolectados fuera del brote se
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han capturado 6809 en 16 municipios, se han disecado 889 (2,3% infectadas por
L. infantum) y se han estudiado molecularmente 3669 (1,1% infectadas por
L. infantum). El1 63,2% de las hembras en las que se identificé la sangre ingerida se
habia alimentado de conejo. El estudio de los flebotomos enviados al LEM por la
CM, recolectados en la zona del brote en sus actividades de vigilancia extensiva,
arrojan los siguientes resultados. Se han estudiado 22109 de P perniciosus (7,1%
infectadas por L. infantum). De las 9649 con sangre estudiadas el 55,6% fue de
liebre (18,5% infectadas) y el 28,7% conejos (5,1% infectados). Se identific6 ademas
la sangre de 6 especies de mamiferos y 3 de aves, y se detectaron 5 ingestiones
mixtas (Tabla 6).

Tabla 6. Identificacién de la sangre ingerida y tasas de infeccion por L. infantum en P. perniciosus
recolectados en el muestreo extensivo del brote.

Ne de flebotomos analizados (N2 infectados por L. infantum)/Afio

Q!TI%I‘I 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
83+ 1 33(2+) 40(3+) 36(4+) 6O+ 74(1+) 16 O 277 (14+)51%
DT 137 (a7:) 37(10+) 110(21+) 89(5+) 70(11+) 70{4+) 24(2+) 1 O 538(100+)18,6%
| Gato 0 5 10 12 10 8 NG 46

| Perdiz R 0 (] 1 0 0 0 o o 1

| Caballo [ 0 2(14) 9 0 0 0 0 0 11{1491%
| oveja [ 0 1+ 1 0 0 1 0 0 3({14)333%
| Gallo 0 0 0 0 1 0 0 |G 1

| Randd [ 0 1 1 1 0 0 ol o 3

0 0 1 13 0 0 0 o o 14

| cabra [ 0 0 Q 0 0 0 1 B 1

| Humano [EEC 0 6 10 4 1 22 2 0 56(24)3,6%
| Conejo/Liebre [ 1 1 Q 1 2 1 0 0 B(14)167%
Liebre/Humano[i: 0 2 0 0 2 0 o EG 3

| Gallo/iabali [RE (] 1 0 0 0 0 0 0 1

0 0 0 1 0 0 0 ol Bio 1

0 0 0 0 1 0 0 0 o 1

7(14]  9(2¢)  13{1+] T7(2+) 40(S+) 60(7+] 35 5 0 246(18+4)7,3%
0 0 322(144) 33214 O 0 3M3(5+) 28 5  1000(204) 2%
153 (52+] 48[12+) 498 [40+) 584 (11+) 165(21+] 225(13+4) 478([8+) 54 5 2210(1574)7,1%

En cuanto a los estudios de xenodiagnéstico de la leishmaniasis, se
investigaron 7 liebres en 2 sesiones (diciembre de 2011 y enero de 2012). Cinco de
ellas (71,4%) transmitieron L. infantum a los flebotomos. El promedio de tasas de
flebotomos infectados fue del 8,3% (5,3% - 10,6%). En otras 2 sesiones (marzo y
octubre de 2013) se estudiaron 10 conejos, de los que 5 fueron infectivos para los
flebotomos. El promedio de tasas de flebotomos infectados fue del 1,8% (1,5% -
2%).

3. Vigilancia de otros reservorios potenciales

Ante la baja seroprevalencia encontrada en los perros, la vigilancia se dirigi6 a
otras fuentes de alimentacion de flebotomos como liebres, conejos, gatos y
ratas. Los resultados obtenidos indican que alrededor del 30% de las liebres y el
13% de los conejos estan infectados por el L. infantum (Tabla 7).
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Tabla 7. Muestras de potenciales reservorios silvestres analizadas mediante PCR.

Bazo Piel Bazo Piel Bazo Piel Bazo Piel Bazo Piel
Me Mo nNe N2 N2

posit. posit. posit. posit. posit. posit. posit. posit. posit. posit.

717 45 149 1327 79 172 204 13 2 - - - = & i
31 2 9 303 35 34 0 (1} 0 - - - = = =
22 1 7 200 17 29 0 0 0 - - - = = =
19 3 4 297 36 9 17 3 2

. 19 5 2 93 0 4 23 2 1 26 0 2 1 (¢] ¢]

.| 808 56 171 2220 167 248 244 18 5 26 0 2 1 1/0 1/0

4. Vigilancia del perro

La seroprevalencia de la leishmaniasis canina fue estudiada en 2011 y 2012. Se
llevaron a cabo 1290 IFIs en la zona, de las que 151 fueron positivas (11,7%). En
17 de los animales seropositivos, se realizaron estudios complementarios, tras la
obtencion de aspirados de medula 6sea y ganglio, en los que se realiz6 PCR y
cultivo para aislar y caracterizar molecularmente la cepa. En todos los casos se
identifico el parasito como L. infantum.

CONCLUSIONES

* Fl programa de vigilancia de leishmaniasis humana ha permitido realizar
un estudio detallado y completo de parasitos, vectores, reservorios y
pacientes implicados en el brote de leishmaniasis del suroeste de la CM, asi
como de la situacién posbrote.

* FEl programa ha permitido también conocer en detalle la situacion de la
leishmaniasis en la CM y confirmar el alto nimero de casos de
leishmaniasis humana y la alta prevalencia de infecciéon asintomatica en
toda la region, mayor en la zona del brote.

* Fl seguimiento de pacientes inmunodeprimidos con leishmaniasis con
técnicas de diagnodstico molecular y celular permite retirar la profilaxis
secundaria y evitar recaidas.

* El perro no juega un papel relevante en la transmision de la leishmaniasis
en la zona.

* Se han identificado 2 nuevos reservorios de la leishmaniasis, la liebre y el
conejo.

* P perniciosus es el responsable de la transmision de L. infantum en el
brote y sus preferencias alimentarias se centran en lepoéridos de la zona
(liebres y conejos).

* A dia de hoy la situacién en el brote se puede dar por controlada, pero es
ahora cuando es mis necesario continuar con la vigilancia, en especial de
reservorios y vectores, pues el parasito sigue circulando en los grandes
parques de Bosquesur y Polvoranca manteniéndose activo el ciclo silvestre
de la enfermedad.

Programa de leishmaniasis Humana en el Area-9 de la Comunidad Auténoma de Madrid

164



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

BIBLIOGRAFIA BASICA

1. Gonzalez E, Molina R, Iriso A, et al. Opportunistic feeding behavior and
L. infantum detection in P perniciosus females collected in the human
leishmaniasis focus of Madrid, Spain (2012-2018). PLoS Negl Trop
Dis. 2021. 15: €0009240

2. Molina R, Jiménez M, Garcia-Martinez J, et al. Role of asymptomatic and
symptomatic humans as reservoirs of visceral leishmaniasis in a
Mediterranean context. PLoS Negl Trop Dis. 2020 14:e0008253.

3. Horrillo L, Castro A, Matia B, et al. Clinical aspects of visceral leishmaniasis
caused by L. infantum in adults. Ten years of experience of the largest
outbreak in Europe: what have we learned? Parasites & Vectors. 2019,

12:359.

4. Ibarra-Meneses AV, Carrillo E, Nieto J, et al. Prevalence of asymptomatic
Leishmania infection and associated risk factors, after an outbreak in the
south-western Madrid region, Spain, 2015. Euro Surveill. 2019,
24:1800379.

5. Gonzalez E, Jiménez M, Hernandez S, et al. Phlebotomine sand fly survey
in the focus of leishmaniasis of Madrid, Spain (2012-2014): seasonal
dynamics, L. infantum  infection rates and blood meal
preferences. Parasites & Vectors. 2017. 10:368.

6. Chicharro C, Llanes-Acevedo IP, Garcia E, et al. Molecular typing of
L. infantum isolates from a leishmaniasis outbreak in Madrid, Spain,
2009 to 2012. Euro Surveill. 2013, 18(30):20545.

7. Molina R, Jiménez M, Cruz I, et al. The hare (Lepus granatensis) as
potential sylvatic reservoir of L. infantum in Spain. Vet Parasitol. 2012. 190:
268-271.

Programa de Leishmaniasis Humana en el Area-9 de la Comunidad Auténoma de Madrid | 165



Programas de Vigilancia Microbiolégica del Centro Nacional de Microbiologia

Programa de la Enfermedad de Chagas

Informe elaborado por: M. D. Flores Chavez, E. Garcia Diez, J. Nieto Martinez*
& Red de Laboratorios de Chagas de Espana

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas (ULeish-Cha). Laboratorio
de Referencia e Investigacion en Parasitologia. Centro Nacional de
Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

*CIBER de Enfermedades Infecciosas. CIBERINFEC.

INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas (EC) o tripanosomiasis americana es una infeccion
parasitaria silente causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, cuya distribucion
geografica se circunscribia desde el sur de Estados Unidos al sur de
Argentina. Actualmente, debido a los cambios demogrificos, la EC es una
parasitosis de distribucion mundial. En areas donde el vector que lo transmite no
existe, puede adquirirse por las vias alternativas de transmision: de madre a hijo,
transfusion sanguinea, trasplantes de 6rganos y accidentes de laboratorio.

Se estima que afecta a 7 millones de personas en el mundo, y segun la revision
realizada en 2009, Espaifia es el pais europeo donde residen el mayor nimero de
personas afectadas fuera de area endémica, entre 40.000 y 80.000 individuos. Se
calcula que, sin ninguna intervencion, anualmente nacerian 9.000 ninos infectados,
en Espafia cada afo estarian naciendo 16 a 62 ninos infectados. Sin embargo, segin
los datos del CNM, hasta finales de 2009, se detectaron so6lo 3.821 casos de
infeccion crénica y 12 casos de infeccion congénita. Estudios posteriores realizados
en Europa, describen que la prevalencia de la EC es proxima al 4,5%, que la
poblaciéon mas afectada procede de Bolivia y que la prevalencia en esta poblacion
es del 20%.

Sin tratamiento especifico, la evolucion natural de la infeccion, por factores no
conocidos totalmente, progresa a formas clinicas severas: alteraciones cardiacas,
digestivas y del sistema nervioso central. En la ultima década, se ha demostrado
que el tratamiento previene la progresion de la infeccion, elimina la circulacion del
parasito en el torrente sanguineo, disminuye los portadores asintomaticos
reservorios del parasito, previniendo asi la transmisién por las vias alternativas,
principalmente, la transmision vertical.

Es importante tener presente que la infeccion por 7. cruzi tiene dos fases una
aguda y otra cronica; en ambas fases la presentacion clinica predominante es la
forma asintomatica. Por ello, el diagndstico de laboratorio define el estatus de
infeccion, es decir, define el caso. Segun las recomendaciones tanto de la OMS
como la OPS, cuando la infeccion esta en fase aguda, las técnicas que se deben
utilizar son las herramientas parasitologicas. En Espana, la técnica de eleccion es la
PCR y la poblacion diana son los ninos nacidos de madres con serologia
positiva. Por el contrario, la infeccion crénica se confirma con la deteccion de
anticuerpos IgG anti-T. cruzi mediante dos técnicas y principios distintos.
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Al no existir un sistema de vigilancia de la EC en Espana, las estimaciones de
la poblacion afectada se basan en el analisis de los datos sobre poblacion
procedente de Latinoamérica reportada por el Instituto Nacional de Estadistica
(INE), que en conjunciéon con los datos de consumo del principal farmaco de
eleccion (benznidazol), permiten estimar la distribucion de la poblacion infectada
en las diferentes regiones de Espana, asi como la proporcién de poblacion que ha
recibido tratamiento (Figura 1).

Figura 1. A) Poblacién nacida en Latinoamérica que reside en Espaiia. Fuente: INE (1998-2001, consultado en
2009; 2002-2020, consultado en 2021). B) Consumo de benznidazol. Fuente: Fundacién Mundo Sano. C) Estimacién
de la poblacién afectada con la EC que reside en Espaiiq, y estimacion de la poblacién que ha recibido tratamiento

(en la gréfica de anillos, en amarillo % de poblacién que habria recibido tratamiento, en rojo % de poblacién que
no ha sido tratada). Fuente: elaborado a partir de los datos de INE a enero de 2020 y los datos de consumo de
benznidazol segin Comunidades Auténomas.

A) B) C)
Millones n° frascos Asturias ME et
= Sudamérica = Centro América y Caribe Cantabria 118, 9 e g
3,5 - 4000 - Extremadura 183 O
Aragon 244
3,0 1 3500 - 400 g Galicia 324 A 2
25 3000 - La Rioja i 422 e ¥ 4l
4 50 mg Castilla Y Leén 740 o
2,0 2500 Navarra 768 oo )
2000 - = Canarias 782 =
1,5 4 1500 = Castilla-La Mancha
104 1 = Baleares
y 1000 = Murcia
05 = Pais Vasco
E 500 = Andalucia
0,0 - 0 - = C. Valenciana
E § 8 % § ‘g" e ¥ XTEER oo Slig g il B = C. Madrid
¢ §88888883¢8¢38¢ SS2222338888  =catawna

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Como la infeccion por T. cruzi es predominantemente cronica, no reune las
caracteristicas para ser considerada una alerta sanitaria, por lo que no existe un
programa de vigilancia nacional, su declaraciéon no es obligatoria exceptuando en
Cataluna.

Para cubrir este vacio, el CNM, desde la ULeish-Cha, inici6 un Programa de
Vigilancia de la enfermedad de Chagas (PVEC) con los siguientes objetivos:

* Informacion epidemiolégica de la prevalencia de la enfermedad de Chagas
en las Comunidades Auténomas.

* Diagnéstico serolégico en ausencia de programas de cribado serolégico.

* Confirmacion serolégica en presencia de programas de cribado serolégico.
* Diagnéstico parasitologico de la infeccion congénita.

* Diagnéstico o confirmacion molecular de la presencia de parasitemia.

* Identificacion molecular del genotipo infectante en situaciones de alta
parasitemia.

* Estudio de intercomparacion multicéntrico de pruebas serolégicas y
moleculares.

* Implantacion de un programa de control de calidad de pruebas serologicas
y moleculares.

* Seguimiento tras el tratamiento parasiticida.
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* Conformacion de una Red de Laboratorios de Chagas para contar con una
vigilancia microbiolégica nacional.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos de estudio: Casos humanos de infeccion por 7. cruzi, casos humanos
sospechosos de ser portadores de 7. cruzi.

Participantes: Abierto. Cualquier Laboratorio de Microbiologia de los
Hospitales de la Red Publica y los Laboratorios de Salud Publica de las CCAA. Los
laboratorios privados solicitaran los estudios de referencia de acuerdo con
convenios previamente establecidos.

Muestras, condiciones de envio vy analisis de laboratorio:

Tabla 1. Muestras y determinaciones.

Fase aguda Fase cronica
Infeccion congénita*

Reactivacion aguda™*

Tipo de muestra Sangre completa en EDTA Suero o plasma

Técnicas de eleccién para
el diagnostico

Serologias para la deteccién de anticuerpos
IgG (combinacion de dos técnicas de
diferentes antigenos y principios)

Observacion directa™*
Microhematocrito™**

Técnicas complementarias  Cuantificacion de la parasitemia*** .. .
PCR para la deteccién de parasitemia

Cuantificacion de la parasitemia****

*Cuando la madre tiene diagndstico positivo para EC. **Cuando fue diagnosticado previamente por estudios serolégicos como caso de infeccién
cronica. ** Si se envia la muestra el mismo dia que fue obtenida. ****Si se realiza seguimiento en un mismo individuo.

Las muestras pueden ser enviadas a temperatura ambiente en invierno o en refrigeracion en verano.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cribado y confirmacién en el diagnéstico de laboratorio de la enfermedad de Chagas

En este informe describimos una revision de las actividades en el diagnos-
tico de la EC en la Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas desde
1997 a mayo 2021 que justifica la existencia de este programa. Como se obser-
va en la Figura 2, las peticiones de la EC aumentaron de forma paralela a
la evolucion de la poblacion procedente de Latinoamérica hasta 2010 (Figura
1), lo que permiti6 contar con datos sobre la prevalencia de la EC en esos
tiempos. Desde el ano 2011 hasta antes de la implementacion del programa
en 2014, las peticiones fueron disminuyendo como consecuencia del coste de
las pruebas. En ese periodo, colaboramos con algunos grandes hospitales en
la implementacion de sus propias herramientas seroldgicas. Cabe destacar que,
a raiz del control de la EC en centros de transfusion, la industria invirtié
en el desarrollo de sistemas automatizados de alto rendimiento para la detec-
cion de anticuerpos IgG anti-7. cruzi, y por ello, actualmente, existe un amp-
lio abanico de pruebas, incluso superior a los disponibles en areas endémicas.
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Mediante convenios y/o proyectos propios, hemos validado y/o verificado las
propiedades de estas herramientas, permitiéndonos brindar asesoria en la
interpretacion de resultados serol6gicos.

En este contexto, el PVEC principalmente confirma los resultados del cribado
serolégico que es realizado en los hospitales, apoya con el cribado serologico a
aquellos hospitales que por la escasa poblacion de riesgo de sus areas de influencia
no disponen de pruebas para realizar el cribado in situ, facilitando de esta manera
el cribado serolégico de mujeres embarazadas y la deteccion y seguimiento de la
infeccion congénita.

Figura 2. Revision de las muestras andlizadas para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas:
A) todas las muestras, B) muestras de sueros y C) muestras de sangre.
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Por otro lado, mediante convenios, colaboramos también con organizaciones
no gubernamentales como la Fundacién Mundo Sano (FMS) y Salud Entre Culturas
en el desarrollo de programas de cribados comunitarios para la deteccion activa de
poblacion afectada y que por su situacion social y vulnerabilidad no siempre estan
cubiertos por los programas de cribado del Sistema Nacional de Salud (SNS). Los
cribados serolégicos en general confirman que la poblacién mas afectada procede
de Bolivia, y que su prevalencia varia entre el 10 y el 20% segun la region
geografica de Espana y el perfil de la poblacioén extranjera.

Segun nuestros datos, la poblacion afectada esta distribuida en todo el
territorio espanol (Figura 3A), la diferencia con respecto a las estimaciones
presentadas en la Figura 1C, se debe a que no confirmamos todos los casos
detectados en los hospitales que realizan la serologia por cuenta propia. Un
panorama similar, se observa en la distribucion de los afectados con parasitemia
positiva (Figura 3B), y como era de esperar, la caracterizacion molecular de los
genotipos de T. cruzi, refleja lo descrito en Latinoamérica (Figura 3C). Aunque
debemos mejorar esta identificacion en muestras con baja carga parasitaria.
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En 2008, se confirm¢ el altimo caso asociado a transfusion sanguinea, como el
cribado serolégico es obligatorio en donantes de sangre por el Real Decreto
1088/2005, se podria indicar que esta via de transmision esta controlada. La unica
via de transmision pendiente de control es la transmision vertical. En este sentido,
la comunidad sanitaria-cientifica, fundaciones privadas y asociaciones de pacientes
estamos trabajando en dos estrategias: tratamiento de la mujer en edad fértil y
deteccion y tratamiento temprano de los ninos infectados durante el embarazo o el
parto. Segun nuestros datos, el 2008 y 2009 fueron los afios en los que mas casos
de infeccion congénita se detectaron. Por el contrario, el 2019 y 2020 no se
confirmé ninguno. Queda pendiente evaluar si estos resultados son la consecuencia
del tratamiento de mujeres en edad fértil, la implementacion de pruebas
moleculares en los hospitales o los fallos en la cobertura de deteccion, ya que
también se observa disminucion en el nimero de nifios con riesgo de infeccion
(Figura 3D). Igualmente, los genotipos de 7. cruzi asociados a la transmision
vertical fueron los mismos descritos en Latinoamérica (Figura 3D), predominando
TcV.

Figura 3. A) Distribucién geogrdfica de los casos en fase crénica y B) de la poblacién afectada con parasitemia
detectable, datos de 2014 a mayo de 2021. C) Genotipos de T. cruzi detectados en la poblacién con infeccién
crénica. D) Evolucién de la deteccién de la transmisién congénita desde 2002 a mayo 2021 y genotipos de T. cruzi
detectados en los nifios infectados.
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Red de laboratorios de Chagas en Espaiia

Para la OMS, Espana es la region modelo para verificar la interrupcién de la
transmision por transfusion sanguinea y trasplantes de o6rganos, eliminar la
trasmision congénita y alcanzar que el 75% de la poblacion afectada reciba
tratamiento, cuatro de los cinco objetivos de la estrategia de control de la EC para
el 2030. Para cumplir estos objetivos, la calidad de los resultados de laboratorio es
fundamental. Por ello, en 2018, con la finalidad de armonizar y facilitar la
comparabilidad de las pruebas de laboratorio disponibles para el diagnéstico de la
EC en Espana, y con el apoyo de la FMS, se conformé una Red Laboratorios de
Chagas que esta integrado por los Servicios de Microbiologia de 30 hospitales de
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12 Comunidades Auténomas y el Laboratorio de Referencia e Investigacion en
Parasitologia del CNM. Hasta el 2020, se celebraron 3 jornadas cientificas, un
ejercicio de comparabilidad de pruebas serolégicas y otro de intercomparacion de
imagenes microscopicas digitalizadas. Los resultados de estos ejercicios muestran
que disponemos de pruebas serologicas de alta sensibilidad analitica, destacando
los sistemas automatizados, y que la eficiencia del diagnéstico por microscopia
requiere mayor formacion (Figura 4).

Como en serologia, se priorizoé la sensibilidad analitica, se ha generado un
nuevo desafio: desarrollar herramientas que permitan monitorizar desde el
laboratorio: el seguimiento del postratamiento y asi facilitar la clasificacion entre
portador tratado vs no tratado.

Figura 4. A) Hospitales que conforman la Red de Laboratorios de Chagas. B) Carteles de las jornadas cientifico-
técnicas celebradas desde 2018 a 2020. C) Resumen del ejercicio de comparabilidad de las pruebas serolégicas.
D) Resumen de los resultados del ejercicio virtual de microscopia.
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El apoyo a los programas de cribado permite la deteccion oportuna de los
portadores asintomaticos, su vinculacion con el SNS, su atencién integral y su
tratamiento.

La deteccion temprana de los ninos infectados permite el establecimiento
temprano de un tratamiento especifico, y en conjunciéon con el tratamiento de
mujeres en edad fértil, contribuye a que, la tasa de transmision congénita sea del
0%.

Las caracteristicas de la infeccion por 7. cruzi en Espana son el reflejo de las
caracteristicas de la infeccion en los paises de origen. Los genotipos de T. cruzi que
circulan en Espana y los asociados a la transmision vertical son los mismos
descritos en Latinoamérica, predominando TcV.

Este programa contribuye en el cumplimiento de los objetivos para el control
de la EC propuestos en el plan estratégico 2021-2030 de la OMS.
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Programa de la Resistencia a los antifungicos en Espana

Informe elaborado por A. Alastruey-Izquierdo*, L. Alcazar-Fuoli*,
M. J. Buitrago*, A. Gémez-Lépez*, E. Mellado*, C. Rueda* y O. Zaragoza*.

Laboratorio de Referencia e Investigacion en Micologia. Centro Nacional de
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INTRODUCCION

El aumento de prevalencia de las infecciones fungicas es un hecho
incuestionable. Ademais, su todavia elevada morbi-mortalidad y la escasa
rentabilidad de las técnicas diagnosticas disponibles han propiciado un aumento en
la utilizacion profilactica y empirica de los tratamientos antifingicos, cuyo uso se
ha incrementado significativamente (hasta un 30%) desde el inicio del nuevo
milenio.

Segun algunas estimaciones, la incidencia anual de infecciones fingicas
invasoras en Espana se sitia entre 5.000 y 8.000 casos. Otros 20.000 enfermos son
tratados de forma empirica y profilactica con antifingicos. Ademas, existen
infecciones no invasoras en las que también se utilizan antifingicos. Se calcula que
existen 11.000 casos anuales de candidiasis orofaringea y unas 800.000 mujeres
espafnolas con candidiasis vaginal. El gasto anual en antifingicos se estima en
1.000-1.500 millones de euros.

Un factor adicional a tomar en consideracion es la utilizacion masiva de
antifingicos en agricultura como control de plagas. Algunos de estos plaguicidas,
como los DMIs (inhibidores de la 140 esterol demetilasa), pertenecen a familias
farmacolégicas que comparten el mecanismo de accion de los azoles, que son los
antifingicos mas empleados en infecciones humanas. No existen datos fiables en
Espana, pero cada ano se utilizan miles de toneladas de estos antifingicos como
plaguicidas en explotaciones agricolas, parques y jardines.

Como resultado de estas practicas, la resistencia a los antifingicos empieza a
ser un asunto que debe tomarse en consideracion. Actualmente se dispone de tres
familias de antifingicos para el tratamiento de la infeccién fingica invasora: los
polienos, los azoles y las equinocandinas. Los antifingicos mas utilizados son los
azoles, por su buen indice terapéutico, precio y escasa toxicidad. Los datos mas
recientes indican que un 15% de los casos de candidiasis invasora estan causados
por cepas con resistencia/sensibilidad reducida a los azoles. En algunos paises, se
han descrito porcentajes de resistencia en Aspergillus superiores al 20% y existen
evidencias que la asocian al uso de plaguicidas en agricultura, como se ha indicado
en un estudio publicado por el ECDC. Ademas, hay que considerar la aparicion de
infecciones producidas por especies que presentan resistencia intrinseca a los
azoles, que segun estudios recientes supondrian el 5 - 10% de todas las infecciones
fingicas invasoras. Las equinocandinas son una familia de firmacos mas recientes y
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se han convertido en el tratamiento de eleccion para la mayoria de candidiasis
invasoras, siendo recomendadas como tratamiento de primera linea en las dltimas
guias europeas.

La resistencia adquirida a equinocandinas es aun poco frecuente, aunque ya se
ha descrito en multiples especies de Candida como Candida albicans, Candida
krusei, Candida parapsilosis, y Candida glabrata, y ademas se espera que
aparezca principalmente en los préximos anos con la generalizacién de su uso.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROGRAMA

Considerando el posible aumento de la resistencia y su relevancia clinica se
disefi6 el programa de vigilancia a antifingicos en el Centro Nacional de
Microbiologia (CNM). Su principal objetivo es el analisis de los posibles
mecanismos de resistencia a los antifingicos y su distribucion en Espana mediante
la aplicacion de metodologias fenotipicas y moleculares.

DISENO DEL PROGRAMA

Sujetos del estudio: Cepas aisladas de pacientes con sospecha de Infeccion
fingica seleccionadas desde el laboratorio de microbiologia hospitalario, que
puedan ser resistentes a los antifingicos segin métodos fenotipicos o por ausencia
de respuesta clinica en el paciente.

Participantes: Abierto. Cualquier laboratorio de microbiologia hospitalaria de
la red publica y los laboratorios de salud publica de las CCAA.

Muestras, condiciones de envio y analisis de laboratorio: Cepas de los
complejos de Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei y Candida
tropicalis que se sospeche puedan ser resistentes a los antifingicos.

Metodologia: Se realiza una determinaciéon del perfil de sensibilidad a los
antifingicos mediante la técnica de referencia EUCAST. Las cepas clasificadas como
resistentes seguin los puntos de corte establecidos por el EUCAST son identificadas
molecularmente a nivel de especie.

Ademas, se caracterizan molecularmente los mecanismos resistencia a
antifingicos en estas cepas, mediante amplificacion y secuenciacion de genes
implicados en resistencia como son ERG11 y FKS para especies de Candida y
cyp51 en especies de Aspergillus.

RESULTADOS Y DISCUSION

El programa de vigilancia de resistencia a antifingicos se estableci6 en el CNM
en junio de 2014. En este informe se incluye el analisis de los resultados obtenidos
desde su implementacion hasta el 31 de diciembre de 2020. La tabla 1 resume el
numero de cepas recibidas segin la especie y por ano en el periodo estudiado.
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Tabla 1. Ndmero de cepas recibidas por afio y especie.

Especie 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
C. albicans 0 8 15 31 16 9 12 91
C. parapsilosis 0 7 6 7 0 5 25 50
C. glabrata 0 7 26 30 9 9 0 81
C. tropicalis 0 3 5 10 5 14 6 43
C. krusei 0 3 2 3 0 1 0 9
Otras especies de Candida 0 1 10 15 19 7 3 55
A. fumigatus 6 19 23 61 26 32 47 214
A. flavus 0 8 11 7 9 4 46
A. niger 0 1 1 0 4 8
A. terreus 1 7 4 29 14 8 15 78
Otras especies de Aspergillus 0 9 7 19 12 14 25 86
Total 7 72 107 217 109 108 141 761

Ademis, se recibieron por el programa de vigilancia un total de 67 cepas
pertenecientes a especies no incluidas en el mismo y cuyo estudio molecular no se
realizo.

Por otro lado, se analiz6 la distribucion territorial de las cepas recibidas por las
comunidades auténomas y por ano (tabla 2).

Tabla 2. Distribucién por comunidades auténomas.

Comunidad auténoma 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
ANDALUCIA 1 1 2 6 14 3 27
ARAGON 7 2 5 4 3 21
ASTURIAS 1 1 3 5
CANTABRIA 3 3
CASTILLA LA MANCHA 1 2 19 2 3 27
CASTILLA Y LEON 1 10 5 16 19 4 63
CATALUNA 1 7 7 9 16 6 5 51
EXTREMADURA 2 2
GALICIA 1 1 4 3 1 1 1 12
ISLAS BALEARES 1 1
ISLAS CANARIAS 3 2 2 7
MADRID 2 32 80 156 52 69 110 501
MELILLA 3 3
MURCIA 1 3 4
NAVARRA 1 1 2 1 6
PAIS VASCO 7 2 1 3 14
VALENCIA 3 2 5 2 2 14
Total 7 72 107 217 109 108 141 761

Andlisis de resistencia

De acuerdo a los puntos de corte definidos por EUCAST las cepas se
analizaron para cada tipo de antifingico y se clasificaron como sensibles y
resistentes.
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Resistencia a polienos

La resistencia a la anfotericina B es poco habitual por lo que para las cepas
incluidas en el programa de vigilancia del género Candida ninguna cepa con
puntos de corte disponibles segin EUCAST se clasific6 como resistente. Una cepa
de A. fumigatus del ano 2017 super6 en una dilucion el punto de corte de

resistencia para anfotericina B (>1mg/L) dentro de las especies analizadas de
Aspergillus.

Resistencia a los azoles

La resistencia a los azoles se ha descrito tanto en especies de Cdndida como
de Aspergillus. Para las especies de Cdndida incluidas en el programa de vigilancia

se analiz6 el numero de aislados resistentes por ano y distribuidos por especies
(Tabla 3).

Tabla 3. Nomero y porcentaje (%) de cepas resistentes por aiio de las distintas especies de Candida incluidas en el

programa.

Especie* 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

C. albicans 3(37,5 3(20) 3(9,7 0 2(22,2) 1 (8,3) 12 (13,2)
C. parapsilosis 0 1 (16,7) 2 (28,6) 0 3 (60) 18 (25) 24 (48)
C. glabrata 2(286) 7269 143467  5(55 10LD 0 29 (35,8)
C. tropicalis 1 (33,3) 2 (40) 5 (50) 1 (20) 5(35,7) 1(16,7) 15 (34,9)
Total 624 15(25) 24(30,8) 6(20) 37(29,7) 20(46,5 30 (30,2)

* C. krusei no tiene puntos de corte definidos para ningdn azol.

La resistencia a azoles entre las especies de Aspergillus esta asociada
fundamentalmente en A. fumigatus aunque también se han descrito casos de otras
especies de Aspergillus con valores de CMI elevados frente a azoles, como
A. terreus y A. flavus. La tabla 4 muestra un resumen del nimero de cepas de
Aspergillus resistentes a los azoles en el periodo de este estudio.

Tabla 4. Nomero y porcentaje (%) de cepas resistentes por aiio de las distintas especies de Aspergillus incluidas en

el programa.
Especie* 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
A. fumigatus 4 (66.7) 0 1(4,35) 3(4,92) 7269 7 (21,9) 8 (17) 30 (14)
A. flavus 0 1143 0 109,09 1(@14,3) 3 (33,3) 0 6 (13)
A. terreus 0 1(143) 0 57,2 5357 4 (50) 0 10 (19,2)
Total 4(07,1)) 26,9 1(2,8) 9 (8,8) 13 (27,1) 14(28,6) 8 (11,4) (14,7)

* A. niger no tiene puntos de corte definidos para ningtin azol.
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Resistencia a equinocandinas

Las equinocandinas son el tratamiento de primera linea para las infecciones
causadas por Candida. Estas especies son generalmente sensibles a
equinocandinas, y la incidencia de la resistencia a esta familia de antifingicos es
baja excepto para C. glabrata donde el nimero de casos de resistencia adquirida a
equinocandinas estd aumentando. En la tabla 5 se describe el nimero de cepas
analizadas de Candida que resultaron resistentes a las equinocandinas.

Tabla 5. Nomero y porcentaje (%) de cepas resistentes por afio de las distintas especies de Candida incluidas en el

programa.
Especie 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total
C. albicans 0 0 0 1 (6,25) 0 1 (8,33) 2(2,2)
C. parapsilosis 0 0 0 0 0 0
C. glabrata 3 (42,9) 12 (46,2) 7 (23,3) 3 (33,3) 2 (22,2) 0 27 (33.3)
C. tropicalis 1 (33,3) 0 0 0 0 0 1(2,3)
C. krusei 0 0 0 0 0 0
Total 4 (14,3) 12 (22,2) 7 (8,4) 4 (13,3) 2 (5,3) 1(2,3) 30 (10,9)

Caracterizacién de los mecanismos de resistencia.

A continuacion, se describen las mutaciones encontradas en el gen cyp51A y
su promotor en cepas de A. fumigatus resistentes a azoles (Tabla 6) y en los hot
spot (HS) de los genes FKS de las cepas de C. glabrata resistentes a equinocandinas

(Tabla 7) por ser las especies en la que se detectaron un mayor nimero de cepas
resistentes.

Tabla 6. Resumen de mecanismos de resistencia encontrados en cepas de A. fumigatus

Numero de cepas  Mecanismo de resistencia Tipo de resistencia Comunidad auténoma
analizadas

8 TR+L98H Resistencia cruzada a azoles Catalufia, Castilla y Leon,
Andalucia, Pais Vasco,
Madrid

1 TR46/Y121F/T289A Resistencia cruzada a azoles Madrid

G54R Resistencia a itraconazol y Catalufia
posaconazol
1 G448S Resistencia cruzada a azoles Madrid
9 Sin mutaciones en Resistencia cruzada a azoles Galicia, Catalufia,
cyp51A Andalucia, Madrid
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Tabla 7. Resumen de mecanismos de resistencia encontrados en cepas de Candida glabrata
resistentes a equinocandinas.

Numero de cepas analizadas Mecanismo de resistencia Region de la mutaciéon  Comunidad auténoma

1 S629P FKS1-HS1 Aragén

1 L630R FKS1-HS1 Madrid

2 F659del FKS2-HS1 Madrid

1 F659del+D666N FKS2-HS1 Madrid

1 F659S FKS2-HS1 Castilla la Mancha
6 S663P FKS2-HS1 Madrid, Castilla y Le6n
1 L664R FKS$S2-HS1 Madrid

3 DG666N FKS2-HS1 Madrid

1 P667T FKS2-HS1 Aragén

3 Sin mutaciones en los genes FKS Madrid

CONCLUSIONES

* La adherencia al programa fue incrementindose con el tiempo, desde su
implantacién en el ano 2014 alcanzando su maximo en el afio 2017. En el
ano 2018 hubo una disminucién que se ha mantenido durante los tres
altimos anos.

* Segun la representacion territorial, los resultados muestran que Madrid es
la comunidad auténoma que mas cepas envia por este programa. La Rioja
y la ciudad auténoma de Ceuta no han mandado ninguna cepa en los anos
que el programa lleva activo.

* La resistencia a los azoles se sitia en 30,2 % para Candida y 14,7 % para
Aspergillus.

* El 10,9% de las cepas de Candida con puntos de corte disponibles fueron
resistentes a equinocandinas.

* Hay que destacar que las tasas de resistencia estin sesgadas ya que la
sospecha de resistencia es un criterio de inclusion en el programa.

* La mayoria de los mecanismos de resistencia encontrados en las cepas son
mecanismos ya descritos en la literatura, aunque hay cepas en las cuales
no se ha encontrado el mecanismo que explicaria su fenotipo de
resistencia.
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