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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

I.1. Dermatitis atopica

I.1.1.Definicion de dermatitis atopica y atopia

La dermatitis atopica (DA) es una enfermedad inflamatoria de alta prevalencia y
amplia distribucion en el mundo actual, sobre todo en los paises industrializados. Su
inicio suele producirse durante la infancia, atenuandose gradualmente con la edad,
aunque puede persistir en el adulto e incluso aparecer en esta época de la vida'. El
término DA fue acufiado por Wise y Sulzberger en 1933 para definir una entidad que se
caracterizaba por sequedad cutanea, prurito, lesiones eritematosas y curso cronico
recidivante®. El eccema atopico es un sindénimo que se utiliza con frecuencia para

referirnos también a la DA.

La atopia se define como una tendencia personal o familiar a la sensibilizacion y
produccion de anticuerpos IgE en respuesta a la exposicion a alérgenos comunes en el
ambiente, a los que todos los individuos estan expuestos pero frente a los cuales la
mayoria no desarrollan ninguna respuesta’. Esta tendencia predispone al desarrollo de
las llamadas enfermedades atopicas, que afectan hasta un 20% de la poblacion en los
paises desarrollados®. El concepto de marcha atopica hace referencia a la tendencia que
tiene la DA en preceder el desarrollo secuencial de asma y rinitis alérgica®, lo que
sugiere que tiene un papel iniciador del proceso. Recientemente también se ha postulado

. . . r r : 6
que las alergias alimentarias podrian formar parte de esta marcha atopica’.

1.1.2. Epidemiologia

La DA infantil se ha convertido en un problema de salud publica en los paises
desarrollados, afectando a un 15-30% de los nifios, y considerandose la enfermedad
o 7 . -7 ’
cronica mas prevalente de la infancia’. Es més preponderante en las zonas urbanas que
en las rurales dentro de los paises desarrollados, y las clases sociales altas se encuentran
mas afectadas que las sociales bajas. En cuanto a la afectacion por sexos, segiin un
estudio realizado en adolescentes de 12 a 16 aflos se encontrd una mayor predominancia

en el sexo femenino (25,7%) que en el masculino (17%)*. En el 45 % de los casos en
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nifios el comienzo de la DA se produce durante los primeros 6 meses de vida, en el 60%
durante el primer afio y en més del 85% antes de los 5 afios de edad’. Se ha visto que un
30% aproximadamente de los nifios con DA desarrollan asma y un 35% sintomas de

. . . .. 9
rinoconjuntivitis .

1.1.3. Etiopatogenia

La etiopatogenia de la DA es compleja; existen numerosos factores implicados,
sin embargo, buena parte de ellos todavia no son bien conocidos, como tampoco lo es la
relacién existente entre los mismos. Entre los factores involucrados encontramos
disfunciéon de la barrera epidérmica, mecanismos inmunologicos y bioquimicos,
predisposicion genética, y factores ambientales. También se ha implicado al
Staphylococcus aureus (S. aureus) y recientemente a la microbiota cutdnea en la
patogenia de esta enfermedad, apartados que seran desarrollados més adelante en los

puntos 1.2 y I.3. de la Introduccion.

a) Barrera epidérmica y filagrina

(Es la DA la que da lugar a una disfuncion de la barrera epidérmica o es esta

210 Existe controversia en la literatura

disfuncion un factor desencadenante para la DA
acerca de este tema y aunque tradicionalmente la DA se habia considerado un trastorno
inmunomediado que se acompafiaba de una alteracion secundaria de la barrera cuténea,
actualmente, predomina la corriente que la entiende como un trastorno primario de la
barrera cutanea''. Seglin este nuevo enfoque, en todos los pacientes con DA existiria un
defecto inherente de la barrera, el cual puede producirse por distintos mecanismos

moleculares, siendo uno de los mas importantes y frecuentes el déficit de la proteina

estructural filagrina'?.

El déficit de filagrina va a dar lugar a una alteracion en la organizacion de los
filamentos de queratina del citoesqueleto y en la estructura de la envoltura cornificada.
Habra también una disminuciéon de los granulos de queratohialina, asi como una
disminucién marcada del factor humectante natural (y por lo tanto de la hidratacion del
estrato corneo), y una alcalinizacion del pH. Esta elevacion del pH da lugar a un

aumento de la actividad de ciertas proteasas que promueven la liberacion de mediadores
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proinflamatorios por parte de los queratinocitos, induciendo una respuesta inflamatoria

. . . r 13
Th2- mediada incluso en ausencia de alérgenos .

A parte de estos cambios, se ha visto en estudios ultraestructurales que el déficit
de filagrina también se asocia a una disminucién global de la densidad de
corneodesmosomas y de uniones estrechas intercelulares, asi como a anomalias en la
arquitectura de la matriz lipidica extracelular, hechos que contribuyen notablemente a la
alteracion de la funcion barrera. La alteracion de lipidos como la ceramida, contribuye a
aumentar la pérdida transepidérmica de agua y a la vulnerabilidad de estos pacientes a

L, . . 14-15
la colonizacion por agentes infecciosos .

b) Mecanismos inmunolégicos y bioquimicos

Existen alteraciones inmunologicas implicadas en el desarrollo de la DA, pero
persisten controversias en cuanto a la relacion causa-efecto, el tipo de anomalias
implicadas y la relacion entre ellas. Desde el punto de vista inmunolédgico, la DA se

considera biféasica, con una fase aguda fundamentalmente tipo Th2 y una fase cronica

Th2/Thl.

En el origen del eccema atopico parece existir un ciclo que se retroalimenta: el
prurito y el dafio mecanico producido por el rascado inducen la produccién de citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-18, TNF-alfa, GM-CSF) que reclutan a los leucocitos en la
piel. Las distintas poblaciones leucocitarias se activan a través de diferentes procesos;
los linfocitos sufren una diferenciacion a la via Th2 inducidos por las células
dendriticas; estas células dendriticas muestran asimismo una capacidad aumentada para
la presentacion de antigenos y se unen a los complejos IgE-antigeno. Los complejos
IgE-antigeno inducirdn asimismo la agregacion y activacion de los mastocitos. Ademas
las células Th2 activadas liberan IL-4 e IL-13, que suprimen la produccion de péptidos
antimicrobianos (como defensinas y catelidicinas). Virus, bacterias y hongos se
aprovechan de esta disminucidon, colonizando la piel y liberando productos
proinflamatorios (superantigenos, proteoglicanos y acido lipotecoico) que amplificaran
la activacion leucocitaria. Con esta activacion se incrementa la liberacion de mediadores

inflamatorios, como las proteasas y la IL-31, que perpettan el prurito'®"”.
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El sistema inmune innato de estos pacientes también esta alterado, no solo por la
disminuciéon de péptidos antimicrobianos sino también por la afectacion de los
receptores toll like (TLR), receptores de reconocimiento de patrones moleculares, que
participan contra una gran variedad de microorganismos. En la piel tienen una funcién
muy relevante, ya que este drgano constituye la primera barrera contra diversos agentes.
La activacion de los TLR induce la produccion de citocinas, quimiocinas, péptidos
antimicrobianos y aumento en la expresion de las moléculas de adhesion. En la DA la
alteracion de los TLR2 afecta a la expresion del receptor de vitamina D y de genes de la
vitamina D-1 hidroxilasa con disminucion en la produccién de catelicidina (péptido

.. . . . . 18
antimicrobiano), lo que les predispone a un aumento de infecciones .

Por otra parte, al igual que ocurre con la psoriasis, la DA también se ha
relacionado con la obesidad y otros factores de riesgo cardiovascular'’?. Segiin un
estudio reciente, los pacientes con DA presentan niveles menores de adiponectina,
hormona implicada en el metabolismo energético, en que la disminucion de sus valores
se ha asociado con resistencia a la insulina, obesidad y mayor riesgo de enfermedades

. 21
cardiovasculares” .

¢) Predisposicion genética

La asociacion familiar de la DA y el elevado nivel de concordancia entre
gemelos univitelinos indican una importante implicacion de las alteraciones genéticas
en su patogenia. Por otra parte, la asociacion con asma Yy rinitis alérgicas sefiala
alteraciones genéticas que se correlacionan con los desequilibrios inmunes de tipo Th2.
En este sentido, se ha implicado en la patogenia de la DA a un grupo de genes
localizados en el cromosoma 5q31-3326, que regulan la produccion de interleuquinas de
la via Th2 como son las IL-3, 4, 5 y 13, asi como el GM-CSF. También se han
identificado polimorfismos en la region que codifica el receptor de la IL-4 (16ql2) y
mutaciones en la region promotora del gen RANTES (17ql1) que influirian en la
expresion de la DA*. Asimismo se han asociado polimorfismos en el gen SPINKS5
(afectado en el sindrome de Netherton) en el eccema atopico™, asi como mutaciones en
el gen de la filagrina (FLG), implicado en la ictiosis vulgar y con elevada frecuencia de

y 24
portadores en la poblacién europea™.
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Exén 1 Exén 2 Exén 3

Gen FLG ——

Profilagrina

i Y i

Dominio 10-12 repeticiones de fliagrina con actividad agregante de Dominio
N-terminal fliamentos flanqueadas por dos repeticiones parciales C-terminal
Impertectas

Figura 1  Estructura del gen FLG y de la proteina profilagrina.

Figura 1. Estructura del gen FLG y de la proteina profilagrina. Figura extraida

del articulo de M. Armengot-Carbo y cols. *°

Respecto a este Gltimo gen, se ha visto que los portadores de mutaciones en FLG
tienen 4 veces mas riesgo de sufrir DA que los no portadores. Pero parece que no solo
implica un mayor riesgo, sino también una mayor gravedad*’. Ademas, algunos estudios
recientes han demostrado que los portadores de mutacion en la FLG también tienen un
mayor riesgo de progresion de la marcha atopica, encontrandose en ellos un riesgo
significativamente superior de desarrollar asma, rinitis alérgica y alergia alimentaria al

27-29

cacahuete respecto a los no portadores® ™. La filagrina no se expresa en mucosa

bronquial, nasal ni digestiva y, por lo tanto, no habré alteracion de la funcion barrera a

. 30, 31
este nivel”™

. Asi pues, el mecanismo por el cual las mutaciones en FLG promueven
respuestas alérgicas en estas mucosas serd a través de una sensibilizacion sistémica a
alérgenos que han penetrado a través de una barrera cutdnea alterada, no a través de la
mucosa. Esto explica la tendencia de la DA a preceder al resto de trastornos atopicos en

la marcha atopica.

También se han encontrado coincidencias en el analisis genético entre DA y
psoriasis, en concreto los loci 121, 17925 y 20p, lo que podria indicar algin tipo de
relacion entre estas dos enfermedades inflamatorias™.

d) Factores ambientales

El incremento que se ha producido en la prevalencia de la DA infantil en los
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paises desarrollados ha dado lugar a la aparicion de multiples teorias sobre los posibles
factores ambientales implicados. Probablemente el incremento observado en la
prevalencia de la patologia alérgica dependa mas de factores ambientales que de otras
caracteristicas del individuo. Dentro de los factores ambientales que pueden exacerbar
la enfermedad se incluyen la temperatura, la humedad, los irritantes, los aeroalérgenos,
las infecciones, las comidas, la convivencia con animales domésticos y el estrés entre

otros.

Alrededor del 33 % de los niflos con DA moderada a grave presentan positividad
para IgE especifica frente a alguna proteina alimentaria, valor mucho mas alto que en la
poblacion normal; la presencia de alergia a las proteinas del huevo se correlaciona con
una mayor gravedad del eccema atdpico y con un mayor tiempo de evolucion de las
lesiones®. La alimentacién con leche materna se ha postulado como factor protector de

la DA,

También resulta interesante destacar la «hipotesis de la higiene» que promulga
que en las zonas desarrolladas los nifios tienen una exposicion menor a gérmenes, lo
cual puede dar lugar a una maduracién inadecuada del sistema inmunolodgico. De este
modo, una menor incidencia de infecciones en edades tempranas condicionard una
mayor probabilidad de padecer DA*. El contacto con animales constituye un motivo de
discusioén, ya que algunos trabajos no han encontrado diferencias, mientras otros
concluyen un efecto preventivo de cara al desarrollo de eccema atopico, e incluso en
algiin caso con disminucion de la concentracion de IgE. En este mismo sentido se ha
postulado que el crecimiento en el medio rural, especialmente en granjas, podria tener

un efecto beneficioso en el desarrollo de la atopia®.

1.1.4. Clinica

Existe un amplio espectro respecto a la presentacion clinica de la DA o el
eccema atopico, desde minimas lesiones flexurales hasta eritrodermia. La piel del nifio
presenta generalmente una intensa xerosis y el prurito es un dato constante. Sobre la
superficie cutanea pueden aparecer lesiones en cualquier localizacion, pero existe un
patron de afectacion tipico que varia con la edad®. En la DA del lactante (hasta los dos

afios) las lesiones suelen ser mas agudas, con papulas y vesiculas que se erosionan
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precozmente. Estas se localizan con preferencia en la cara, sobre todo en la frente y las
mejillas, aunque suelen respetar la zona perioral. También suelen presentarse lesiones
en zonas de extension de los miembros, asi como en el cuero cabelludo. A partir de los
dos afios las lesiones cambian, y suelen hacerse mas cronicas, con liquenificacion y
engrosamiento cutaneo. Ademds, las zonas donde se localizan se vuelven mas
especificas, con preferencia por los pliegues antecubitales y popliteos, caras de flexion
de las muiiecas, y cara anterior de los pies. Se produce también con frecuencia la
afectacion labial, en muchos casos empeorada por el chupeteo y la humedad constante

de la zona®’.

I.1.5. Gravedad

La valoracion de la gravedad de la DA ha sido y es motivo de controversia y se
han disefiado varios indices para su medicion objetiva. El mas conocido y utilizado es el
SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis) (Anexo I), que combina la mediciéon de la
superficie afectada con la regla de los nueves y la presencia de 6 datos clinicos: eritema,
edema/papulas, exudado/costra, excoriacion, liquenificacién/ prurigo y xerosis. Se
aflade ademds una valoracion del prurito y de la alteracion del suefio. A mayor
puntuacién, mayor gravedad, estableciéndose tres grados principales: leve con una
puntuacion menor de 15, moderada entre 15 y 40 y grave por encima de 40°°. Este
indice ha sido cuestionado sobre todo en su relacién con la afectacion subjetiva por

parte del paciente y sus familiares™.

1.1.6. Calidad de vida

La DA causa un importante impacto en la calidad de vida y en la esfera
psicosocial de los pacientes y sus familias. Se ha demostrado que los nifios con esta
patologia tienen un riesgo elevado de desarrollar trastornos de hiperactividad e
inatencion, y si ademads del eccema asocian problemas del suefio, desarrollan con mayor
frecuencia trastornos emocionales y de conducta®®. Son nifios que tienen altos niveles de
estrés y ansiedad, que a su vez empeoran ain mas los sintomas de la DA a través de
neuropéptidos como la sustancia P o el neuropéptido Y. Ademads, no solo se encuentra
afectada la calidad de vida del paciente que sufre la enfermedad, sino también la del

entorno familiar. El cuidado de un nifio con DA se ha relacionado con alteraciones del
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suefio en los padres, que son comparativamente mayores que en los padres de hijos
asmaticos. Esta afectacion del ritmo del suefio se correlaciona también con un mayor

grado de ansiedad y depresion™.

I.1.7. Diagnostico

El diagnodstico de la DA se realiza mediante la clinica, dado que no existe
ninguna prueba que ofrezca sensibilidad o especificidad relevantes. A pesar de ser una
patologia ampliamente estudiada no existe un consenso definitivo para realizar dicho
diagnéstico. Existen varios factores que pueden influir en este problema, como son la
heterogeneidad clinica de la enfermedad, su variabilidad en el tiempo, la implicacion de
otras especialidades como alergologia, pediatria, etc. Para solucionar este problema se
han elaborado diversos criterios diagnosticos, entre los que destacan los de Hanifin y
Rajka. Constituyen un grupo de signos y sintomas que se agrupan en manifestaciones
mayores y menores, debiendo estar presentes al menos 3 de cada grupo’' (Anexo II). En
2003 un grupo de expertos de la Academia Americana de Dermatologia (AAD)
elaboraron un documento de consenso con los criterios diagndsticos adaptados a

considerar en pacientes con DA (4nexo IIT)*.

1.1.8. Tratamiento

Partiendo de la base de que no existe ninguna alternativa terapéutica que asegure
una “curacion” definitiva, actualmente la meta del tratamiento de la DA es el control de
los sintomas. El manejo de la DA en la infancia comprende una serie de cuidados
generales de la piel atopica fundamentados principalmente en una hidratacion correcta y
en evitar factores desencadenantes, un tratamiento de ‘“choque” con corticoides o
inmunomoduladores y un tratamiento de mantenimiento en momentos menos agudos™”
*. Por otra parte, no debemos olvidar en el abordaje terapéutico, el cuidado de los
aspectos emocionales de la DA, por lo que es recomendable una atencion psicologica
basada en una intervenciéon educativa e informativa sobre los aspectos clinicos y

preventivos de la enfermedad®.

En cuanto a los corticoides topicos, se consideran actualmente la piedra angular

en el tratamiento del eccema atopico. La potencia y la formulacion empleada
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dependeran de la zona a tratar y de la cronicidad de las lesiones, necesitando por
ejemplo las zonas liquenificadas una mayor potencia. Una aplicacion diaria es suficiente,
no presentando ventajas el uso de medicacion dos veces al dia, lo que si puede aumentar
los efectos secundarios. Se ha visto que la aplicacion de glucocorticoides sobre la piel
sana dos veces por semana puede reducir la frecuencia de brotes en comparacion con el
uso de emolientes solos, por lo que puede estar indicado este tratamiento de

46,47 .
*". Los efectos secundarios

mantenimiento en casos rapidamente recidivantes o graves
son bien conocidos pero muchas veces sobrestimados por los pacientes y sus familiares,
a pesar de que las nuevas formulaciones han demostrado un potencial de atrofia cutanea
mucho menor que las antiguas y de que se ha encontrado una incidencia muy baja de
complicaciones tanto locales como sistémicas. Ademds de actuar como
antiinflamatorios, los corticoides también han demostrado disminuir la colonizacion de
microorganismos como S. aureus en la piel de estos pacientes. Cuando se administran
con antibioterapia topica, el de eleccion parece ser el acido fusidico, debido a su baja

concentracion minima inhibitoria y a su capacidad de penetracion*™>*,

El empleo de emolientes es ampliamente reconocido como medida bésica en el
tratamiento y la prevencion de los brotes de DA. Algunos autores han demostrado que
su uso combinado con esteroides topicos acelera la curacion y disminuye la cantidad de
esteroide necesaria para resolver el brote™. Los productos emolientes topicos ricos en
ceramidas o en acidos grasos esenciales, como por ejemplo el aceite de girasol destilado
(que contiene 4cido oleico y linoleico), se han propuesto como muy beneficiosos en el
cuidado de la piel atopica. Este actlia como ligando de los PPAR (Receptores Activados
por Proliferadores de Peroxisomas) estimulando la diferenciacion de los queratinocitos,
mejorando la funcidn de la barrera epidérmica, reduciendo la inflamacion y potenciando

el metabolismo lipidico™'.

Los inhibidores topicos de la calcineurina también han demostrado ser efectivos
en el tratamiento de la DA. El tacrolimus topico presenta una eficacia similar a los
corticoides de potencia alta, mientras que el pimecrolimus es sustancialmente menos
potente™. Tanto el tacrolimus como el pimecrolimus topicos no producen atrofia
cutdnea, pero si presentan otros efectos secundarios; en el momento de su aplicacion
producen sensacion de prurito-quemazon local, lo que supone una molestia anadida en

la piel del nifo atopico. Al igual que ocurre con los corticoides tdpicos existen estudios
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que apoyan el empleo tanto de tacrolimus como de pimecrolimus tdpicos como terapia
de mantenimiento una vez al dia mejorado el brote, obteniéndose un tiempo mads
prolongado de remision clinica y reduciendo la dosis total de corticoides topicos

total>>>?,

Los corticoides sistémicos se recomiendan en pautas cortas para controlar brotes
agudos de eccema™, teniendo en cuenta que es frecuente el rebrote al suspender el
tratamiento. No se aconseja el empleo a largo plazo en nifios®. Se han empleado
diferentes inmunosupresores en el tratamiento de la DA como la ciclosporina, el
metotrexate, la azatioprina y el mofetil micofenolato, con resultados bastantes buenos
pero no exentos de efectos secundarios”’. La ciclosporina se ha utilizado clasicamente
como rescate en el tratamiento de la DA recalcitrante, desarrollando un papel similar al
de los corticoides. Actua inhibiendo la transcripcion de IL-2 y otras citocinas,
consiguiendo de esta manera evitar la activacion de los linfocitos T. La ciclosporina
consigue una respuesta dosis dependiente muy rdpida, en menos de 2 semanas,
pudiendo variar las dosis de inicio desde los 4, 5 y hasta 7 mg/kg/dia. El metotrexate es
un antimetabolito del 4acido folico que bloque la sintesis de ADN, ARN vy las purinas,
afectando a la funciéon de los linfocitos T. Puede administrarse via oral pero la
administracion parenteral tiene mayor biodisponibilidad. La dosis debe individualizarse
para alcanzar y mantener el control de la enfermedad, y el tiempo medio hasta conseguir
el efecto es de 10 semanas. La azatioprina ha demostrado en diferentes estudios ser un
tratamiento efectivo y seguro, a corto y largo plazo, tanto en adultos como en nifios. La
seguridad es mucho mayor si realizamos la determinacion de la enzima tiopuril metil
transferasa, que permite un mejor ajuste de dosis para conseguir una maxima eficacia
minimizando los efectos adversos. La dosis de inicio se estima en 0,75-2,5 mg/kg/dia
con una dosis de mantenimiento de 0,7-1,5 mg/kg/dia. El problema de la azatioprina es
su demora en el inicio de la respuesta terapéutica, que se estima en unos 2 meses como
minimo con una media de 4 meses. Este hecho determina su uso como medicamento
estabilizador involucrado en el control de las recidivas mas que como farmaco de
rescate. El mofetil micofenolato se considera un farmaco eficaz en el tratamiento de la
DA moderada-severa, consiguiendo mejorias en 4-8 semanas con buen perfil de

seguridad a largo plazo”’.

La fototerapia puede ser eficaz en el manejo de la DA y se realiza con frecuencia

14



INTRODUCCION

en adultos, si bien no se recomienda su uso en menores de 12 afios, salvo en casos
. 54 . . , .
excepcionales™. Otros tratamientos como el interferon-gamma o dosis altas de

. . ., .57
inmunoglobulinas también han demostrado ser eficaces en algunos estudios™'.

El control del prurito en la DA ha sido motivo de multiples estudios pero existen
pocas evidencias que sustenten el uso de antihistaminicos orales. El empleo de
antihistaminicos con efecto sedante puede ayudar al suefio nocturno, aunque no por su
efecto antipruriginoso. Por otra parte, el nifio puede beneficiarse de estos farmacos en
otras manifestaciones de atopia, como la rinoconjuntivitis o el dermografismo. Se ha
observado que el prurito de estos pacientes es independiente de los niveles de citocinas,
eosindfilos e IgE libre, y que no se correlaciona con la severidad de la enfermedad. Por
el contrario, el factor neurotrofico derivado del cerebro (producido por eosinéfilos
circulantes) y la sustancia P si que han sido involucrados en su fisiopatologia. Varios
estudios experimentales han comprobado que la sustancia P induciria la cascada del
acido araquiddnico y produciria un aumento de los leucotrienos. Todo ello explicaria el
mal resultado de los antihistaminicos en el control del prurito de estos pacientes y el
posible papel beneficioso de los antileucotrienos como el montelukast. Sin embargo, en

la literatura existen datos contradictorios con respecto a este tltimo.

La restriccion dietética ha demostrado ser eficaz en el caso de los nifios con IgE
especifica frente al huevo™. Parece logico establecer dietas libres de aquellos alimentos
a los que se ha demostrado alergia mediante RAST, si bien la prueba mas importante
seria la de provocacién, que en muchos casos no puede realizarse’®. El empleo de
probioticos en el tratamiento y la prevencion de la DA habia levantado expectativas
inicialmente; sin embargo, varios estudios realizados en nifios encontraron que la
administracién de Lactobacillus no ofrece ventajas en el tratamiento de los brotes de

. . 59
eccema’ ni en la prevencion del desarrollo de la DA’

Las nuevas alternativas terapéuticas para esta enfermedad estan relacionadas con
la aplicacion de los nuevos farmacos bioldgicos que en la actualidad se estan ensayando
en otros procesos dermatolégicos® y el desarrollo de nuevas moléculas especificas. En
los ultimos afios se han intentado aplicar diversas terapias bioldgicas como los AntiTNF
para el tratamiento de la DA severa y recalcitrante. Estas moléculas pretenden frenar la

cascada inflamatoria relacionada con la atopia a través del bloqueo selectivo de diversas
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dianas moleculares. No existen grandes series de casos que establezcan la eficacia y
seguridad de estos medicamentos en la DA. En la mayoria de los casos solo disponemos
de casos clinicos aislados y la extrapolacion de nuestra experiencia en otras

enfermedades inmunolégicamente relacionadas® .

Basados en la posibilidad de que la DA presente un modelo fisiopatologico
similar al de la psoriasis, podria plantearse actuar en ella de la misma manera. En este
sentido, estan en investigacion nuevas dianas terapéuticas para la DA como los
farmacos antiTh22/I1.22, farmacos antilL.23/IL17 e inhibidores de la fosfodiesterasa 4.
Recientemente disponemos de un nuevo tratamiento para la DA conocido como
dupilumab, se trata de un anticuerpo monoclonal que bloquea las IL4/IL13 y la FDA

64
acaba de aprobar su uso” .

Otro anticuerpo monoclonal a destacar es el omalizumab, que se emplea en el
tratamiento del asma persistente en mayores de 12 afos con funcién pulmonar reducida
y en la urticaria. Existen varias series de casos donde se ha obtenido buena respuesta en
pacientes con DA refractaria a otros tratamientos®™®. Sin embargo, también se han
publicado tres casos donde se ha empleado sin mejoria®’. Algunos autores indican que
unos niveles de IgE demasiado elevados condicionarian un menor efecto, teniendo este

farmaco su hueco en casos donde la elevacion de IgE sérica no supere las 7.000 UI/mI®®.

16



INTRODUCCION

1.2. Staphylococcus aureus

1.2.1. Definicion y caracteristicas microbioldgicas

El S. aureus estd formado por cocos gram positivos, con un diametro de 0.5 a
1.5 pm, agrupados como células tnicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando
racimos de uvas. El nombre de Staphylococcus, proviene del griego staphyle que
significa racimo de uvas. Son bacterias inmdviles, no esporuladas, productoras de
coagulasa, catalasa, y anaerobias facultativas que se encuentran ampliamente
distribuidas por todo el mundo. Son responsables de un amplio espectro de cuadros
clinicos que van desde infecciones en la piel y los tejidos blandos como forunculos y
abscesos subcutaneos, hasta cuadros graves como el sindrome de la piel escaldada, la
neumonia necrosante, la sepsis y el sindrome del shock téxico; tiene gran importancia

. , . . . . . 69
en la comunidad y esta frecuentemente implicado en infecciones nosocomiales’ .

Figuras 2a y 2b: Imagenes de S. aureus: cocos gram positivos dispuestos en cadenas
cortas (2a) y formando “racimo de uvas”(2b). Fotos extraidas de internet en Public

Health Image Library”.

Ademas, un alto porcentaje de individuos estd colonizado por S. aureus, lo cual
constituye un factor de riesgo para su diseminacion. El S. aureus tiene gran capacidad
de adquirir resistencia a los antimicrobianos y en la actualidad se encuentran cepas
resistentes a la mayoria de los antibidticos disponibles; en particular, su resistencia a la
meticilina, inicialmente en el ambiente hospitalario y posteriormente en la comunidad

. L . . LTl
ha dificultado aun mas el control mundial de este microorganismo’ .
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1.2.2. Relacion entre el Staphylococcus aureus y 1a Dermatitis atopica

La asociacion entre el S. aureus y la piel atopica es un hecho bien

72,73
documentado’™

. Sin embargo, no estd tan claro cudles son los mecanismos de
interrelacion  ni el papel que tienen los factores de virulencia. Conocer si la
colonizacion de S. aureus en la DA es causa o consecuencia no es facil, ya que la
etiopatogenia de la enfermedad (alteraciones en el sistema inmune, defectos en la
integridad cutanea...) contribuye a esta colonizacidn, y a su vez, este microorganismo

colabora en agravar la inflamacion, perpetuando las lesiones y dificultando su curacion.

Por una parte, la alteracion del estrato corneo en la DA permite la entrada de
alérgenos, los cuales son capturados y procesados por las células de Langerhans de la
epidermis. Estas migran a los ganglios linfaticos donde interactuan con las células T y
promueven una inmunidad Th2"'. La entrada constante de alérgenos acabara
produciendo una polarizacion de la inmunidad adaptativa hacia Th2, caracterizada por
la produccidn local de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), aumento de la produccion y
activacion de eosinofilos y mastocitos, y produccion de IgE alérgeno-especificas con

aumento de la IgE total™

. También promueven esta polarizacion hacia Th2 toda una
serie de citocinas liberadas por los queratinocitos alterados, como las IL-1 o la
linfopoyetina estromal timica (TSLP), a consecuencia de una mayor actividad de las
proteasas endégenas’”. Ademas la accion de proteasas exdgenas también puede dar
lugar a la liberacion de citocinas (como las liberadas por fuentes de alérgenos [como los

acaros del polvo, cucarachas, hongos y podlenes], o las producidas por S. aureus).

Ademas de este aumento de la respuesta de los linfocitos Th2, en la DA también
existe una alteracion del sistema inmune innato como ya se ha comentado previamente,
con descenso del nivel de péptidos antiestafilococicos, como la b-defensina y las

76,77

catelicidinas'™"". Junto a esto, también encontramos disminucion de la vitamina D que

. .. . . 78-80
tiene actividad antimicrobiana

y alteraciones en los TLR. Entre estos, los TLR2 se
han asociado maés especificamente con el reconocimiento de los componentes de la
pared celular de las bacterias grampositivas (4cidos lipoteicoicos y posiblemente
peptidoglucanos) incluyendo S. aureus, y de hecho se ha constatado que algunos de los
polimorfismos de los TLR2 se asocian con subgrupos de pacientes con formas mas

graves de DA.
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Por otra parte, la piel de los pacientes con DA tiene defectos en la diferenciacion
de los queratinocitos, particularmente en la expresion de la filagrina. Esto va a
condicionar una mayor colonizacion por S. aureus no solo alterando la barrera cutanea
sino también aumentando la expresion bacteriana de proteinas de adhesion, al provocar
una alcalinizacion del pH corneo y una disminucion de los niveles de 4acido
transurocanico (UCA) y acido pirrilidona-5-carboxilico (PCA), los cuales son capaces
de inhibir la expresion de proteinas en la superficie bacteriana. Ademas la expresion de
la filagrina puede modular la sensibilidad de los queratinocitos al S. aureus, haciendo
que estos sean mas vulnerables a la accidn de sus toxinas. Esto se debe a que las células
que no expresan filagrina tienen también una expresion disminuida de esfingomielinasa,
lo que se traduce en un aumento de esfingomielina, un lipido de la membrana
plasmatica que sirve de receptor para toxinas®. De hecho, se ha observado que los
pacientes con DA portadores de la mutacion de la filagrina (comparados con los no
portadores) tienen 7 veces mas riesgo de sufrir més de 4 episodios al afio de infeccion

cuténea susceptible de requerir tratamiento antibiotico®.

1.2.3. Factores de virulencia del Staphylococcus aureus

La interrelacién entre los factores de virulencia del S. aureus y el eccema
atopico es muy compleja. Por un lado, encontramos los componentes propiamente
celulares o estructurales (factores de superficie celular o componentes de la pared
celular), y por otro lado, sustancias secretadas como exotoxinas y enzimas®®. Ademas
para mejorar su capacidad patogena, los estafilococos han desarrollado sistemas de
quorum-sensing (QS) o percepcion del quérum, que establecen comunicaciones entre
las células y que son capaces de regular multiples factores de colonizacion y virulencia.
En los estafilococos, el sistema QS es el llamado agr (gen accesorio regulador), y su

., o L . - 83
expresion parece contribuir a la patogénesis estafilococica™.
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Figura 3. Factores de virulencia del S. aureus. Figura extraida del articulo de

Cervantes-Garcia E y cols.”

a) Componentes de superficie celular y pared celular

Biofilm (biopelicula). Algunas cepas de S. aureus producen una capa polisacarida
extracelular denominada biofilm o biopelicula. Esta es una red extracelular que ayuda a
la comunidad bacteriana a adherirse a diferentes superficies®”

Cépsula. Otro factor importante en el S. aureus es la capsula de naturaleza polisacarida
que facilita la adherencia de las bacterias a diversas células, ademas de tener capacidad
antifagocitaria®

Pared celular. Tiene dos componentes el 4cido lipoteicoico y el peptidoglicano. La parte

hidrofébica del acido lipoteicoico juega un papel en la adherencia, mientras que la parte
covalente del peptidoglicano se une a las proteinas con funcion de adhesinas®

Proteinas de superficie. Ademas de ser la clave en las funciones del metabolismo de la

pared celular de la bacteria, sirven para ligarse a los tejidos del huésped, facilitar la

internalizacion y la evasion del sistema inmune®

B) Enzimas y toxinas

Enzimas. Existen proteinas, como se mencion6 anteriormente, que se pueden unir a la
capa externa del peptidoglicano mediante enlaces covalentes que favorecen la adhesion
del microorganismo. Entre ellas encontramos a la proteina fijadora al coldgeno, la

proteina fijadora de fibronectina, el factor de agregacion (clumping factor) y la
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coagulasa ligada a la célula que se une al fibrinégeno, facilitando la agregacion
bacteriana, y la proteina A, que activa el complemento y bloquea la fraccion Fc de las
IgG, por lo que previene la eliminacion del microorganismo mediada por anticuerpos
inhibiendo la opsonizacion y la fagocitosis®”.

Toxinas. Algunas cepas de S. aureus son capaces de sintetizar proteinas extracelulares
adicionales que producen su accidn en zonas distantes del foco infeccioso. Su expresion
estd regulada por el gen accesorio regulador de proteinas agr, que pueden ser

. O r . 84, 85
codificadas por DNA cromosémico o por pldsmidos™

. Entre las mas importantes
estan:

*Las hemolisinas. Se han identificado cuatro hemolisinas como: alfa, beta, gamma,
delta, que son sintetizadas por la mayoria de las cepas de S. aureus, y tienen capacidad
hemolitica y citolitica, actuando sobre determinadas células del huésped, como
leucocitos, plaquetas, macrofagos y fibroblastos.

*La toxina Panton-Valentine (PVL) es una toxina citolitica formadora de poros; su
presencia esta asociada con un incremento de la virulencia de ciertas cepas de S.aureus
que destruyen los leucocitos y producen necrosis de los tejidos. Estd codificada por los
genes LukS/LukF .

*Toxinas exfoliativas (ET) o epidermoliticas: La prevalencia de cepas productoras de
estas toxinas varia geograficamente. Se han identificado dos serotipos: Ay B (ETA y
ETB). Ambas pueden producir el sindrome de la piel escaldada.

*Superantigenos. La toxina del sindrome del shock toxico (TSST-1) y las enterotoxinas
estafilocdcicas son el paradigma de una gran familia de exotoxinas pirégenas llamadas
superantigenos. Los superantigenos son proteinas que no activan el sistema inmune a
través de un contacto normal entre las células presentadoras del antigeno y los linfocitos.
Las enterotoxinas estafilococicas son producidas por 30 a 50% de las cepas de S. aureus,
de las que se han descrito 15 diferentes enterotoxinas estafilococicas (SE) : A, B, C, D,
E,F,G, H, ILJ,K L, M, N, O, siendo el serotipo A el mas frecuente. Un aspecto que
parece importante en los mecanismos patogénicos de las enterotoxinas estafilococicas
en la DA es la produccion de IgE especificas frente a las enterotoxinas estafilococicas A
y B (SEA y SEB) por el huésped. De este modo, aquellos pacientes con DA que
presenten niveles elevados de estos anticuerpos se caracterizan por ser niflos de mayor
edad (escolares), con DA més graves y que presentan exacerbacién en el verano.
Incluso algunos trabajos encuentran una correlacion directa entre titulos mas elevados

de anticuerpos IgE especificos frente a la enterotoxina A y la gravedad de la DA™ *°,
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1.2.4. Colonizacion por Stapylococcus aureus en la Dermatitis atopica

S. aureus coloniza la piel y las mucosas de los seres humanos. La colonizacion
puede tener lugar en multiples zonas (piel, periné, faringe, tracto gastrointestinal, vagina
y axilas), y el principal reservorio son las fosas nasales. Cuando las barreras se alteran,
esta bacteria puede alcanzar tejidos més profundos y producir enfermedades. Los
pacientes con infecciones por S. aureus suelen infectarse con la misma cepa que
coloniza sus fosas nasales; la colonizacion también permite la transmision tanto entre

individuos del hospital como de la comunidad.

Aproximadamente el 20% de la poblacion estd permanentemente colonizada,
otro 30% esta colonizada intermitentemente, y el 50% parece no ser susceptible’”. Se ha
visto que la prevalencia de portadores en niflos sanos es mayor que en adultos, llegando
a tasas de hasta un 35,7%"’. Diferentes trabajos han puesto de manifiesto que los nifios
con DA estdn mas frecuentemente colonizados que los nifios sanos. También se ha visto
mayor prevalencia de portadores nasales de S .aureus en contactos estrechos de
pacientes con DA que en contactos cercanos de pacientes sin DA™. El porcentaje de
colonizaciéon en nifios con DA es muy variable entre diferentes paises o grupos de
poblacion y, aunque se suelen dar cifras tan altas como el 90%’ (sobretodo en la
colonizacidn cutanea) basadas en resultados de hace décadas, en estudios més recientes
las cifras son bastante menores. En un estudio publicado en 2014 por la Dra. Gilaberte y
cols.” en Espaiia, se encontraron tasas de colonizacion de S. aureus en un 28.3% de

muestras de la piel y en un 23,5% de muestras nasales de nifios con DA.

Ademas cuando analizamos la microbiota de las fosas nasales mediante cultivo,
nos podemos encontrar con otros microorganismos diferentes a S. aureus que también
residen en ellas. Sin embargo, no hay consenso en cuanto a qué se considera microbiota
normal, existiendo pocos estudios que la han descrito, siendo éstos diferentes en sus
resultados, debido en gran parte a que ésta varia en funcioén de diferentes factores como
la exposicion ambiental, el humo de tabaco, la estacion del afio, y de las caracteristicas
microbiologicas y epidemiolégicas de cada pais. En el afio 2006, Konno y cols.”’
describieron como portacion nasal normal a Streptococcus viridans (S. viridan), S.
aureus, Staphylococcus coagulasa negativa como Staphylococcus epidermidis (S.

epidermidis) y Corynebacterium, considerando como punto de corte para asumir su
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estado como colonizacién normal su presencia en mas del 10% de los participantes. A
su vez, Streptococcus pyogenes (S. pyogenes), Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae), Haemophilus influenzae (H. Influenzae) y Moxarella catarrhalis (M.

Catarrhalis) fueron clasificados como patogenos™.

Para establecerse en su reservorio, las fosas nasales, el S. aureus tiene que
competir con estos microorganismos. De hecho, se piensa que esta competicion entre S.
aureus y las otras comunidades microbianas influye en la prevalencia de colonizacién
nasal por S. aureus. En este sentido, varios estudios sugieren que ser portador de
microorganismos como Corynebacteria, S. epidermidis y S. pneumoniae, tiene una
relacién negativa con ser portador de S .aureus, ya que estimulan la produccion de
péptidos antimicrobianos que impiden el establecimiento del S. aureus en su reservorio.
Por ejemplo el S. epidermidis induce la produccion de beta-defensinas y modulinas
solubles en fenol, con actividad antimicrobiana, mejorando asi la inmunidad del

huésped”.

Recientemente se ha publicado que otra bacteria, el Staphylococcus lugdunensis
(S. lugdunensis), también podria estar implicada en la inhibicion del crecimiento del S.
aureus en su reservorio nasal. Los autores descubrieron que, en una muestra de 187
pacientes hospitalarios, los que albergaban de forma natural esta bacteria en la nariz
tenian una probabilidad seis veces inferior de presentar S. aureus, en comparacion con

los que carecian de ella, debido a la produccion de una molécula llamada lugdunina®'.

1.2.5. Stapylococcus aureus y gravedad de la Dermatitis atopica

Debido al sobrecrecimiento de S. aureus y a las toxinas de este microorganismo
que pueden actuar como superantigenos, los pacientes con DA pueden tener
exacerbacion de su enfermedad’. Varios estudios describen la asociacién entre la
colonizacidén cutinea y nasal por S.aureus y la severidad del score del eczema’™”,
aunque en esta ultima localizacién con mas controversia. También se ha asociado la
gravedad de la DA con la colonizacién de otras bacterias como Streptococcos y

. . 926 , . . .
bacterias gram negativas ", asi como con niveles elevados de IgE y con niveles bajos de

vitamina D"".
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1.2.6. Stapylococcus aureus resistente a la meticilina

El uso excesivo e inadecuado de los antibidticos en la sociedad actual estd
provocando una aceleracion en la aparicion y propagacion de bacterias resistentes a
dichos medicamentos, lo que representa una problematica creciente. El S.aureus es un
patdégeno humano versatil que se adapta a los antimicrobianos, siendo capaz de generar
mecanismos de resistencia eficientes. Al igual que ha aumentado el numero de
infecciones estafilococicas, tanto a nivel comunitario como nosocomial, también lo han
hecho de forma significativa las infecciones causadas por S. aureus resistente a la

meticilina (SARM).

El SARM fue aislado por primera vez en un cultivo en 1961, dos afios después
de la introduccion de la meticilina como tratamiento en la préctica clinica. Esto
inicialmente ocurria a nivel hospitalario, pero el SARM se encuentra cada vez con mas
frecuencia adquirido en la comunidad, suponiendo un problema de salud publica, ya que
dificulta cada vez mas el tratamiento de las infecciones, y hace necesario tomar medidas
eficaces para prevenirlas. Clinicamente no existen criterios que ayuden a diferenciar las
infecciones cutaneas producidas por S. aureus sensible a meticilina de las causadas por
SARM, si bien en estas Gltimas son mas frecuentes el fracaso terapéutico y la formacion

de abscesos y necrosis con costra superficial negruzca.

En Espaiia, la prevalencia de SARM parece ser mas baja de la esperada, algunos
estudios sobre poblacion pediatrica estiman una frecuencia de resistencia a la meticilina
en S. aureus de entre el 9 y el 14,8%°’. Aunque se considera que la colonizacion por S.
aureus en las narinas de los pacientes con DA es mayor que en la poblacion general

. 98
parece que no ocurre lo mismo con el SARM™.

La baja incidencia actual de SARM adquirido en la comunidad en nuestro medio
no justifica el cambio de las pautas de antibioterapia empirica. Sin embargo, hay
circunstancias en las que debe considerarse, como en el caso de una celulitis extensa,
abscesificada o necrosante, presencia de abscesos recurrentes en el nifio y sus
convivientes, mala respuesta al tratamiento convencional, procedencia del paciente de
zonas de alta endemia (Asia, América o Europa del Este) o convivencia con portadores

. 99
conocidos”.
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1.2.7. Stapylococcus aureus, antibioterapia y resistencias.

En la actualidad, no solo encontramos el problema de la resistencia del S. aureus
a la metilcilina, sino que este microorganismo puede adquirir resistencia a la mayoria
de los antibidticos disponibles; por ejemplo hay estudios que cifran la tasa de

100 .
. En un estudio

resistencias de S. aureus a tetraciclinas y eritromicina del 25%
realizado en S. aureus colonizando la piel de pacientes con DA, encuentran tasas de
resistencia frente a meticilina, amoxicilina/acido-clavulanico, cefalexina y cefuroxima
del 3%, frente a tetraciclina del 17%, frente a gentamicina del 16% y frente a
cotrimoxazol del 23%, frente a levofloxacino del 23%, frente a acido fusidico del 25%,
frente a fosfomicina del 12% y frente a rifampicina del 16%, frente a eritromicina y
clindamicina del 21%'’". En este sentido, es importante conocer que la mayor parte de
las cepas de S. aureus que son resistentes a macrélidos lo son también a las
lincosamidas. Esto es codificado por el gen erm que induce la metilacion de la
subunidad 23S ribosomal lo que conlleva a la modificacion del sitio de union de estos
antibioticos'* ',

A la hora de pautar el tratamiento, en las infecciones menores no supuradas
(impétigo, sobreinfeccion leve de heridas, etc.), suele ser suficiente el tratamiento topico
con mupirocina o acido fusidico. Cuando es necesario el tratamiento antibiotico, la
cloxacilina es con frecuencia la primera linea de tratamiento. Si bien sus caracteristicas
farmacologicas (administracion cada 6 horas, baja biodisponibilidad y mal sabor) hacen
que sean preferibles la amoxicilina-acido clavuldnico y las cefalosporinas de primera
generacion (cefadroxilo o cefalexina). En caso de contraindicacion de los
betalactamicos o en areas con altos niveles de SARM, se recomienda tomar muestras
para el cultivo e iniciar tratamiento empirico con clindamicina, doxiciclina, o
trimetropin-sulfametoxazol hasta conocer los del antibiograma. El cotrimoxazol es una
alternativa eficaz, sobretodo en regiones donde haya alta resistencia a la clindamicina o
en caso de intolerancia a esta. Si el tratamiento empirico se inicia con alguno de estos
farmacos, se recomienda cambiar a un betalactdmico tan pronto como se demuestre su

o q . . . s - 104,105
sensibilidad en los estudios microbiologicos .
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1.2.7. Tratamiento del Staphylococcus aureus en la Dermatitis atopica

La sobreinfeccion bacteriana de las lesiones cutdneas por S.aureus es la
complicacién mas frecuente en la DA y suele estar presente en los brotes. A nivel
terapéutico, estos datos apoyan la necesidad de tomar medidas que reduzcan la
colonizacion por S.aureus'®. Los antibidticos topicos y orales mas adecuados para la
decolonizacion de S.aureus nasal parecen ser la mupirocina, el 4cido fusidico, la

1'%, Sin embargo, aunque el tratamiento antibacteriano

rifampicina, y el cotrimoxazo
puede tener implicaciones terapéuticas mejorando la severidad y las infecciones
secundarias, debemos tener en cuenta que los beneficios con la antibioterapia aparecen
de forma transitoria, y el inicio de la resistencia antibidtica representa un serio problema
emergente en la terapia a largo plazo. Por tanto, es conveniente un adecuado analisis
microbioldgico tanto de piel como de reservorios nasales con estudio de la sensibilidad

.. . . . 106
antimicrobiana para una terapia efectiva y adecuada ™.

Ademas, en la literatura también existe controversia sobre la utilizacion de
terapia antiestafilocdcica para la DA. Para disminuir la colonizacion, el uso de
antibioticos intranasales puede ser util, asi como los antisépticos topicos, los cuales
tienen la ventaja de disminuir la colonizacion de S.aureus sin inducir resistencia
antibidtica como ocurre con los antibioticos topicos'”. Existen nuevas intervenciones
antiestafilococicas que pueden formar parte del armamento dermatoldgico en esta
enfermedad. Un estudié examiné la eficacia de los bafios con perdxido de hidrogeno
(lejia), mas mupirocina intranasal obteniendo una mejoria de la severidad de la DA

1% E] estudio fue llevado a cabo en 31 pacientes de edades

comparado con placebo
comprendidas entre los 6 meses y los 17 afios con DA moderada-severa y signos
clinicos de sobreinfeccidon bacteriana secundaria. Al cabo de 3 meses de tratamiento
observaron diferencias clinicas estadisticamente significativas entre los 2 grupos.
Ademas, al comparar en un mismo paciente las zonas sumergidas en los bafios de lejia
con las no sumergidas también observaron diferencias. Sin embargo, este estudio fue
duramente criticado posteriormente considerandose que las diferencias encontradas
entre los 2 grupos eran debidas a diferencias basales en la severidad de los pacientes, a
utilizacion de cotratamientos durante el estudio y a un sesgo por intencién de tratar'™.

Mias tarde, a finales del 2010 se publico un riguroso articulo de revision'* en el que se

revisa toda la literatura desde 1980 hasta marzo de 2009 sobre medidas reductoras de la
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superpoblacion de S. aureus en los pacientes con DA. Los autores concluyeron que
aunque diferentes intervenciones, entre las que se incluyen los bafios con lejia y la
mupirocina intranasal, hubieran demostrado reducir el numero de S. aureus, no existia
evidencia suficiente que apoyase la utilizacion de agentes antiestafilococicos en lesiones

. . . -, 110
sin signos de sobreinfeccion .

Por otra parte, debido a que la vitamina D3 tiene un papel en la induccién de la
expresion de catelicidinas, algunos centros recomiendan su utilizacién en el tratamiento
para aumentar la resistencia bacteriana de la barrera epidérmica''’. Ademas en
estudios recientes se ha encontrado que algunas especies comensales pueden actuar
como agentes antiinflamatorios' . Por tanto, la terapia antimicrobiana debe enfocarse a
las especies patogenas y a no a eliminar la flora comensal, lo cual se desarrollara de

forma mas exhaustiva en el proximo apartado de la introduccion.
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1.3. Microbiota

1.3.1. Definicion y nomenclatura

Desde hace un tiempo sabemos que en nuestro cuerpo humano existe un mundo
microscopico que esta compuesto por millones de microorganimos, y que hoy en dia es
considerado como un “nuevo Organo”. También es bien conocido que los
microorganismos del intestino desempefian un papel importante en el mantenimiento de
nuestra salud, sin embargo, se sabe menos acerca de los microorganismos que habitan
en la piel y en las fosas nasales. De hecho, hasta hace poco afios no existian
publicaciones que relacionasen la influencia de la flora cutdnea en la salud de la piel y
su respuesta inmune, y los trabajos publicados se centraban solamente en los

. . ; 113
microorganismos patogenos .

El reciente desarrollo de técnicas de biologia molecular y el analisis
metagendémico han supuesto una revoluciéon microbioldgica en dermatologia, surgiendo
por ello multiples publicaciones en los ultimos afios al respecto. Gracias al avance en el
conocimiento de la composicion de la microbiota, actualmente sabemos que muchas
enfermedades no son provocadas por un solo microorganismo, sino por el resultado de
un desequilibrio en la microbiota. Por ello, es importante conocer coémo se estructura la

. : . 114
comunidad microbiana .

En cuanto a los términos utilizados en este ambito, se denomina microbiota de la
piel al conjunto de microorganismos residentes en la piel del cuerpo humano y el
microbioma corresponde al conjunto de genomas de esta microbiota. El término
metagenoma hace referencia al conjunto del genoma de las comunidades bacterianas

complejas y el ADN humano''*.

Para la identificacion y clasificacion de las especies se utilizan las Unidades
Taxondmicas Operacionales (OTUs), unidades que agrupan secuencias similares, las
cuales se pueden comparar en bases de datos. Ademas de la identificacion de especies
es importante conocer la riqueza (n° de OTUs o biomasa), la abundancia (proporcion
relativa de diferentes OTUs), y variabilidad-diversidad (grado de heterogeneidad en la

microbiota). Se ha visto que cuanto mas diversidad, mejor, ya que promueve el estado
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de salud. Cuando se produce un desequilibrio en la diversidad de la microbiota se

s g 114
conoce con el nombre de disbiosis .

En la practica clinica, se han relacionado varias patologias con una disminucioén
en la diversidad de la microbiota, incluidas enfermedades dermatologicas. De hecho,
algunas de estas técnicas ya han empezado a aplicarse en el estudio de muestras de
pacientes con DA, bien de forma especifica para patdogenos claves como S.aureus, o

abarcando un alto nimero de microorganismos, para la identificacion del microbioma.

1.3.2. Técnicas de secuenciacion

Hasta la fecha la composicion microbiana de nuestra piel era desconocida ya que
los microorganismos no cultivables representan el 99% de la comunidad microbiana.
Gracias al disefio de nuevas técnicas moleculares hemos conseguido conocer gran parte
de esta composicion. En concreto la técnica de secuenciacion del gen ARNr 16S, ha
demostrado ser de gran utilidad para identificar y clasificar las comunidades
microbianas. Se trata de un gen altamente conservado en procariotas que permite
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establecer relaciones filogenéticas y taxondmicas entre bacterias e identificar especies” .

Ademas el continuo avance en las técnicas de secuenciacion, ha permitido el
desarrollo de la metagenomica y la construccion de bases de datos a través de la
secuenciacion directa del ADN. Los sistemas de secuenciacion han evolucionado en los
ultimos afios, desde estrategias de secuenciacion especifica como SANGER que solo
permitian la secuenciacion de fragmentos pequefios del genoma bacteriano (500-100nt),
hasta técnicas de secuenciacion de nueva generacion o secuenciacion masiva, entre las
que destaca ILUMINA. Estas técnicas de secuenciacion masiva son capaces de
paralelizar muchas operaciones de secuenciacion, y proporcionan un método valido para
cuantificar el nimero absoluto y relativo de espacies en la muestra, asi como la

. . . 116
diversidad de especies .

El andlisis de la diversidad de especies se lleva a cabo a través de indices como
el de Shannon-Wiener (riqueza de especies de una comunidad particular a la que
consideramos homogénea) o Chao 1 (estima el nimero de especies esperadas

considerando la relacion entre el nimero de especies representadas por un individuo y el
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, . . .. 117
namero de especies representadas por dos individuos en las muestras) .

1.3.3. Microbiota de la piel

La piel es el 6rgano més extenso del cuerpo humano y supone una barrera
fundamental en la proteccion de infecciones. Antes del nacimiento, la piel es
completamente estéril; posteriormente, en el momento de nacimiento empieza la
exposicion a microorganismos. La microbiota fecal y vaginal de la madre (parto
vaginal) y la microbiota cutanea de la madre (parto por cesarea), enseguida colonizan la
piel de los nifios. Rapidamente también se colonizan con los microorganismos presentes

en el entorno'!’.

Los métodos de identificacion independientes del cultivo muestran que la
microbiota de la piel del ser humano supone una estructura compleja, albergando
multiples comunidades de microorganismos, principalmente bacterias, que son a las que
nos solemos referir cuando hablamos de la microbiota de la piel. Sin embargo, es
importante recordar que también residen otros organismos en ella, como virus, arqueas,
parasitos y hongos. De hecho comparado con otras partes del cuerpo como por ejemplo

. . . b e . 118
el intestino, la piel tiene una mayor representacion de virus y hongos .

Desde el punto de vista bacterioldgico la piel puede considerarse un medio de
cultivo. Cada centimetro cuadrado de piel contiene un billon de bacterias
aproximadamente, siendo la superficie corporal donde mds bacterias habitan. Pero a
pesar de que en ella encontramos muchas especies de bacterias distintas, existen cuatro
troncos principales que se conocen como los phyla predominantes: Actinobacteria,

Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes'” .

Dentro de la microbiota de la piel es importante diferenciar dos grupos. Por un
lado estan los microorganismos residentes, que son el grupo mas numeroso y que estd
constantemente presente en la superficie cutanea. Se consideran comensales y estan en
una relacion de “simbiosis-mutualismo” con el huésped, donde ambos se benefician, ya
que la piel supone un habitat para ellos mientras que estos contribuyen en la respuesta
inmune con la produccién de moléculas de defensa para prevenir la colonizacién por

otros patdgenos. Algunos ejemplos de especies comensales que previenen el
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crecimiento de patéogenos con la produccion de moléculas antimicrobianas y
contribuyen al bienestar de las comunidades residentes son el Propionibacterium acnes
(P. acnes) y S. epidermidis. Ambos juegan un papel en el control del crecimiento de
patogenos como S. pyogenes o S. aureus. Por otro lado estdn los microorganismos
transitorios “turistas”, que no son permanentes, sino que mas bien surgen del ambiente
y colonizan temporalmente la piel (horas o dias), pero que son incapaces de estar mucho
tiempo en ella debido a la competicion con la flora residente. Bajo condiciones
normales (barrera cutanea intacta, respuesta inmune normal...), estos dos grupos no son

, 119
patogenos” .

Desde el punto de vista anatomico, la composicion de la microbiota de la piel es
sitio-especifica, ya que cada nicho proporciona un ecosistema distinto para que su
comunidad microbiana residente se adapte. En la piel humana podemos encontrar tres
tipos principales de microambientes''®:

- Humedos (axilas, pliegue inguinal, ombligo, fosa nasal, huecos antecubitales,
hueco popliteo, pliegue gluteo, espacios interdigitales, talon, ombligo).
- Sebéceos (region glabelar, ala nasal, conducto auditivo externo, region occipital,

region anterior del torax, espalda) .

- Secos (antebrazos, nalgas, region hipotenar de la palma de la mano).
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Figura 4: Distribucion topografica de la microbiota en los diferentes nichos de la piel.

Figura extraida del articulo de Grice EA y cols.'*

Cada comunidad microbiana tiene su habitat preferido en los diferentes
microambientes de la piel; por ejemplo en regiones humedas encontramos sobretodo
especies de Staphylococcus 'y Corynebacterias. En las zonas sebaceas hay mas bacterias
lipofilicas, ya que el sebo es una sustancia que promueve el crecimiento de facultativos
anaerobios como P. acnes. En los lugares secos predominan varias comunidades
bacterianas, entre ellas especies como Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium,

Enhydrobacter y Streptococcus''™.

También existen variaciones en la composicion de la microbiota de la piel segln la
edad, siendo diferente en nifios y adultos debido sobretodo a las diferencias en su
estructura y funciéon. En nifios predominan Firmicutes (incluidos Staphylococcus y
Streptococcus), Bacteroidetes, y Proteobacteria (incluidas bacterias gram negativas
como Moraxella, Haemophilus y Neisseria). En adultos predominan Actinobacterias
(Corynebacteria y Propionibacteria), bacterias mas lipofilicas asociadas a que con la

edad, aumenta la concentracion de sebo y el metabolismo lipidico reduce el pH de la
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piel, lo cual inhibe el crecimiento de especies como Streptococcus 'y

Staphylococcus'*"'?.

Ademas de las variaciones anatdmicas intrapersonales que encontramos de la
microbiota, la diversidad y la abundancia de la flora microbiana también varia en
funcién de otros muchos factores, encontrandose una alta variabilidad y diversidad, y
tratandose por tanto de un ecosistema dindmico. La composicion de la microbiota de la
piel y las narinas va a depender tanto de factores del huésped (genética, sexo, edad,
estilo de vida, estado de salud o enfermedad...) como de factores ambientales (dieta,

] i ) . . o , , 119
area geografica donde se vive, clima o estacion del afio, farmacos, estrés...) .

1.3.4. Microbiota nasal

Junto con la piel, las fosas nasales han sido uno de los habitats estudiados.
Aunque esta region es tradicionalmente reconocida por sus funciones olfatorias,
también es un componente fundamental del sistema inmune y respiratorio. Las fosas
nasales pueden albergar especies potencialmente patégenas como el S. aureus, el cual
estd presente en un 20-30% de la poblacién como portadores. Para establecerse en este
reservorio, el S. aureus tiene que convivir y competir con muchos otros

. . , . . . 123-127
microorganismos, segin se ha observado en recientes publicaciones !

En un estudio realizado en la Universidad de Stanford Yan y cols. '** comparan
muestras de tres microambientes dentro de las fosas nasales en 12 personas: las narinas
anteriores (con epitelio escamoso), la mucosa del meato medio (MM) y la mucosa del
receso esfeno-etmoidal (RS), (con epitelios ciliados pseudoestratificados). En ¢l
encuentran que 96,2% de las secuencias fueron filiadas en tres phyla: Actinobacteria
(50.7%), Firmicutes (24.7%) y Proteobacteria (20.7%). A excepcion de Bacteroidetes
(2.5%), el resto de phyla fueron representados con menos del 0,1% del total. En las tres
localizaciones el phyla dominante fue Actinobacteria. La composicion del MM y SR
fue practicamente idéntica mientras que la composicion de las narinas anteriores mostréd
mayor proporcion de Actinobacteria 'y Firmicutes 'y menor proporcion de
Proteobacteria y otros phyla. Tanto en portadores persistentes como en portadores no
persistentes de S. aureus, Actinobacteria fue el grupo con mayor representacion (57.3%

en portadores persistentes y 46.2% portadores no persistentes). La proporcion de
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Proteobacteria fue mayor en las muestras de los portadores no persistentes que en las
de los portadores persistentes (30% frente al 16,1%). Firmicutes fue similar en ambos
grupos (21.9% en portadores persistentes frente a 19.8% en portadores no persistentes).
Dos especies de Corynebacterium se asociaron con el estado portador de S. aureus. Se
encontrd una mayor proporcion relativa de Corynebacterium pseudodiphtheriticum (C.
Pseudodiphtheriticum) en pacientes con escasez o ausencia de S.aureus, mientras que
se encontré una mayor proporcion relativa de Corynebacterium accolens (C. accolens)
en pacientes con una porcentaje mayor de S. aureus, sugiriendo una posible interaccion
cooperativa entre S. aureus y C. accolens y una posible interaccidon competitiva entre

S.aureus y C. Pseudodiphtheriticum'*.

En otro estudio realizado en la universidad de Michigan por Bassis y cols. '**,
comparan microbiota de la cavidad nasal a nivel de la fosa posterior (donde el epitelio
cambia respecto al de las narinas transformandose en un epitelio ciliado
pseudoestratificado) como el de la cavidad oral. Los phyla predominantes fueron
Acinetobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. Dentro de las Actinobacterias las
corynebacterias y propionibacterias fueron los més abundantes; en la cavidad oral se
encontr6 menor proporcion de Actinobacterias a expensas de las familias
Micrococcaceae y Actinomycetaceae. Respecto al phyla Firmicutes, se encontraron
diferencias entre las dos localizaciones, con mayor proporcion de Staphylococcus en la
cavidad nasal que en la cavidad oral. En la cavidad oral el Streptococo fue la especie

predominante en la familia Firmicutes'**.

También existen publicaciones que comparan la microbiota nasal en pacientes
hospitalizados con controles sanos. En uno realizado en la Universidad de Colorado'*
encuentran que los pacientes sanos presentan colonizacion principalmente del phyla
Actinobacteria (Propionibacterium spp y Corynebacterium spp), con menor proporcion
de otros phyla, incluyendo Firmicutes (Staphylococcus spp) y Proteobacteria
(Enterobacter spp). En los pacientes donde en la microbiota nasal predominaban los
Firmicutes (S. aureus o S. epidermidis), disminuia el grupo de Actinobacteria
(sobretodo P. acnes). En los pacientes donde la colonizacion por S. aureus fue negativa,

se correlaciond con colonizacion por muchos grupos microbianos incluido S.
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epidermidis .
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A nivel nasal también existen cambios en la composicion de la microbiota en
funcién de la edad. En este sentido, un estudio realizado en Suiza por Mika M et al.’**
donde estudian la microbiota nasal en niflos durante el primer afio de vida, observan que
con la edad aumenta la densidad y disminuye la diversidad, sobretodo en el ultimo mes
del primer afio. Ademas nombran a la estacion del afo junto con la edad, como los
principales factores implicados en los cambios dindmicos de la microbiota nasal'*. En
otro estudio realizado en Canada'?’, encuentran que en la microbiota nasal de los nifios

predominan Corynebacterium, Streptococcus, Staphylococcus, y Dolosigranulum,

mientras que en adultos, predominan Propionebacterium y Corynebacterium.

1.3.5. Microbiota y enfermedades dermatologicas

En dermatologia también se ha visto implicada la microbiota en la patogenia de

. . . . 1128130
varias enfermedades inflamatorias de la piel

. La barrera cutdnea y la microbiota
actian protegiendo al cuerpo de agresiones externas. Normalmente existe un equilibrio
entre el huésped y las poblaciones bacterianas residentes y transitorias. Sin embargo,
este balance puede verse afectado por factores intrinsecos (huésped) y extrinsecos
(ambientales) que alteran la composicion de la microbiota cutidnea y la funcidon barrera

de la piel. Esta disbiosis puede cambiar la abundancia y diversidad de las especies
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comensales de la piel y empeorar enfermedades cutdneas cronicas como la DA, la
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psoriasis , el vitiligo"”' o el acné'*. De hecho, al igual que la microbiota tiene unos
microambientes diferentes segun las diferentes localizaciones topograficas del cuerpo
humano; también estos trastornos dermatologicos se presentan en lugares estereotipados
como son las rodillas y los codos en la psoriasis o los huecos antecubitales y popliteos

en la DA.

En un estudio donde comparan la microbiota de las lesiones de psoriasis con las
de DA encuentran que en las lesiones de los pacientes con psoriasis hay mayor
proporcion de Proteobacteria y menor proporcion de Firmicutes. En los pacientes con
DA se observa mas proporcion de S.aureus que en los pacientes con psoriasis. Por otra
parte, encuentran que la composiciéon de la microbiota en las muestras de piel no
lesional de pacientes con psoriasis y con DA es muy similar a la composicion bacteriana

: 130
de las muestras de piel de los controles sanos .

35



INTRODUCCION

1.3.6. Microbiota nasal y cutanea en la Dermatitis atopica

En diferentes estudios se ha encontrado que los pacientes con DA presentan
mayor colonizacion nasal y cutdnea por S. aureus que los controles sanos. También se
han implicado otros microorganismos en la exacerbacion del la DA como la Malassezia.
Sin embargo todavia no estd claro el papel exacto que juega la microbiota nasal y
cutdnea en esta patologia y si los cambios observados son causa o consecuencia de las

alteraciones en la barrera cutanea'>>'*.

Por una parte, parece que los cambios madurativos en la microbiota de
las narinas pueden ser relevantes en el curso de la DA, trastorno donde la incidencia y
severidad de la enfermedad es diferente conforme los individuos maduran
fisiologicamente, mejorando normalmente tras la pubertad y en la edad adulta. En este
sentido, tras la adolescencia los Staphylococcus y Streptococcus de las narinas tienden a
ser sustituidos por bacterias lipofilicas, lo cual podria explicar la disminucion de

incidencia de DA y colonizacion nasal por S. aureus con la edad.

Por otra parte, se ha visto que la microbiota de la piel puede cambiar durante los
brotes de DA, dependiendo de la presencia o ausencia de tratamientos recientes, asi
como de la respuesta inflamatoria del huésped, entre otros. En un articulo publicado en
2012 por Kong y col.”* encuentran que existe asociacién entre los brotes de la DA y la
disminucioén de la diversidad de la microbiota de la piel. De hecho, se ha observado que
la proporcion de Staphylococcus aumenta y que la diversidad de la microbiota
disminuye previamente al empeoramiento de la severidad de la DA. Por el contrario, el
tratamiento activo con antiinflamatorios conduce a controlar la enfermedad, lo que
conlleva a la restauracion de la diversidad de la microbiota (especialmente poblaciones
de Streptococcus, Propionebacterias y Corynebacterias), y a disminuir los niveles de

135, 136

Staphylococcus, en el estado de “post-brote” tras la terapia . Incluso también se ha

visto que los tratamientos con emolientes pueden reducir la proporcion de S. aureus y

aumentar la diversidad de la microbiota®®’.

Ademas, para sustentar la posible implicacion de la disbiosis en la fisiopatologia
del eccema atopico, se ha relacionado este desequilibrio del microbioma en otras

patologias inflamatorias que también cursan con eccema. La enfermedad de Netherton o
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el sindrome hiperIgE, producido por mutaciones en SPINKS y STAT3 respectivamente,
son enfermedades que pueden manifestarse clinicamente de forma idéntica a la DA™
19 El S.aureus en un patogeno que con frecuencia se ha aislado en la piel de ambas
enfermedades, y se ha visto que existe una alteracion del microbioma en la piel

inflamada de estos pacientes'*.

Asi mismo, también se ha aislado S.aureus, en el rash eccematoso con pustulas
que presentan pacientes oncoldgicos tratados con EGFR (receptor del factor de

.. C o (142-145
crecimiento epidérmico)

. En otro trastorno genético descubierto recientemente, el
déficit de ADAM 17 (4 disintegrin and metalloproteinase domain 17), se ha observado
que cursa con dermatitis eccematosa y lesiones pustulosas, asi como con tendencia a
infecciones por S.aureus. ADAM 17 es una proteina transmembrana que juega un papel
importante en vias de sefializacion del TNFalfa y del EGFR. En el estudio se ve como
los ratones con déficit de ADAM 17 presentan una disbiosis de la microbiota y que
ademas en los ratones tratados con antibioticos aumenta la diversidad de la microbiota y

se reduce la proporcion de S.aureus, indicando que el tratamiento de la disbiosis puede
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tener efectos terapéuticos .

1.3.7. Microbiota como diana terapéutica en la Dermatitis atopica

Ya se ha comentado previamente que parece existir relacion entre la gravedad
clinica del eccema atdpico y la colonizacién por S.aureus, por lo que diferentes autores
han intentado erradicarlo como estrategia terapéutica en esta enfermedad. Sin embargo,
la sobreutilizacion de antibidticos ha dado lugar a la aparicion de resistencias, y también
puede producir desequilibrios en la microbiota, por esa razéon deben evitarse cuando no
son necesarios. De hecho, en una revision acerca del manejo de S.aureus, los autores no
encuentran suficiente soporte bibliografico para respaldar un beneficio clinico en el uso

. ;s . . . . - 110
de agentes antiestafilocdcicos si no existen signos de sobreinfeccion .

Con el mayor conocimiento del microbioma nasal y cutaneo, probablemente sea
mas acertado pensar que solo determinados pacientes pueden beneficiarse de un
tratamiento individualizado. En este sentido, seria interesante estudiar la microbiota

pretratamiento y postratamiento antibidtico. Por tanto, elucidar toda la base del
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microbioma cutdneo y nasal puede suponer en el futuro un importante cambio

terapéutico en las enfermedades de la piel, entre ellas la DA.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, recientemente se ha creado una
nueva generacion de emolientes utiles en el manejo de enfermedades dermatologicas
como el eccema atopico, para restaurar la barrera cutdnea y mantener un equilibrio en la
microbiota de la piel, ayudando a controlar asi la respuesta inmune'*’. Por ejemplo, se
han utilizado extractos de bacterias como Vitreoscilla filiformis o Aquaphilus dolomiae,
actuando como probioticos topicos en cremas. Vitreoscilla filiformis es una bacteria no
patdgena que puede activar a los Receptores Toll-like 2 y ejercer un impacto en la
expresion de la superoxido dismutasa 2 o los péptidos antimicrobianos (beta defensina 2
y proteina S100A7), por tanto puede estimular a componentes importantes del sistema
inmune de la piel™"°. Aquaphilus dolomiae ejerce un papel inmunosupresor
induciendo la secrecién de citocinas antiinflamatorias como IL-10, y reduciendo la

activacion de los linfocitos T CD4+ inducidos por el S. aureus’’|

Sin embargo, todavia queda mucho campo por descubrir sobre nuestros
huéspedes microbianos en esta nueva y fascinante era dermatoldgica. Hacen falta mas
estudios para conocer bien las interacciones entre el huésped y el microbioma que dan
lugar a un desequilibrio en el ecosistema de nuestra piel. Las terapias para mantener una
microbiota sana de la piel deben ir dirigidas no solo a inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas, sino también al crecimiento de bacterias comensales. En un futuro no lejano,
podria adaptarse el modelo intestinal al cutaneo, y por ejemplo dar combinaciones de

antibidticos para erradicar la colonizacion de S.aureus, como ocurre con el Helicobacter

pylori.
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1.4. Situacion actual del tema

La microbiologia y la dermatologia son especialidades intimamente relacionadas.
Ambos campos han demostrado que en la superficie cutanea habitan microorganimos
que pueden estar directamente relacionados con el estado de salud y enfermedad, y ha

sido motivo de recientes publicaciones.

Muchas veces nos preguntamos si el S.aureus es una alteracion primaria en la
patogenia de la produccion del eccema atdpico o es consecuencia de la inflamacion,
pero sea como fuere, parece que lo que esté claro es su participacion de alguna manera
en la DA. En este sentido, en la literatura existen varios estudios epidemioldgicos que
han sido utiles para reflejar la colonizacion nasal por S.aureus en la DA y para estudiar

como esta puede influenciar en la patogenia o la gravedad de la enfermedad.

Ademas, en los ultimos afios estamos asistiendo a un aumento en la incidencia
de la DA, convirtiéndose en un problema de salud publica en los paises desarrollados,
con una prevalencia entre el 20 y 30%, considerdndose la enfermedad cronica mas
prevalente de la infancia. También estdn cambiando los patrones de resistencia
antimicrobiana, lo cual ha renovado su interés por el uso de nuevos antibidticos. Por
todo ello, es importante constatar la colonizacion nasal por S.aureus en estos pacientes,
asi como su perfil de sensibilidad, ya que podria tener implicaciones terapéuticas

importantes.

Por otra parte, ademds de estos estudios que tienen como objetivo la
colonizacién por este microorganismo, encontramos otros trabajos centrados mas
especificamente en el resto de flora microbiana (tanto patdgenos como comensales) que
habita también a nivel cutdneo y nasal de estos pacientes y que puede tener un papel
significativo en la salud. Esto ha sido posible gracias al desarrollo de técnicas de
biologia molecular en los ultimos afos que han permitido la identificacion de

microorganismos no cultivables con las técnicas microbioldgicas habituales.

Cuando analizamos las prevalencia de colonizacion por S.aureus en nifios con
DA en los diferentes estudios, nos encontramos con patrones variables de colonizacion,

existiendo datos discordantes en la literatura. De hecho, en funcion de los diferentes
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grupos de poblacion y los distintos paises, encontramos cifras de colonizacion nasal que

van desde un 90% hasta un 23%"°.

Respecto a la situacion de la microbiota, todavia hay pocos estudios que
permitan establecer las interacciones entre el huésped y el microbioma que dan lugar a
un desequilibrio en el ecosistema en la DA. Las terapias que modulen esta disbiosis
pueden ser utiles en el manejo de estos pacientes, pero todavia queda camino por
recorrer. Por tanto, la realizacion de nuevos estudios como el presente, donde podamos
conocer mejor la microbiota de la piel y las narinas podria contribuir a un mejor

conocimiento en la patogenia, diagndstico, prevencion y tratamiento de la DA.
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I1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

(Es el S. aureus causa o consecuencia de la DA?. Existen muchos estudios que
han intentado dar respuesta a esta pregunta, pero es dificil elucidar la relacién de este
microorganismo con la enfermedad. Ademds parece no ser el unico implicado en su
patogenia. De hecho, hasta hace unos afios no conociamos la importancia que tenian los
millones de microorganismos que residian en nuestro cuerpo, pero... ;Como puede el S.
aureus 'y la diversidad microbiana contribuir al estado de salud y enfermedad?, ; Cémo
pueden las practicas dermatoldgicas alterar la diversidad microbiana?. Todavia hacen
falta mas estudios y mayor progreso en este dmbito para poder establecer bien las
relaciones entre la microbiota y el cuerpo humano, asi como las variaciones de estas
relaciones en caso de enfermedad, ya que todo ello podria tener una aplicabilidad
clinica en beneficio de los pacientes con DA. De hecho se piensa que en la medicina

personalizada del futuro la microbiota representard un componente clave.

El papel del S. aureus nasal en los pacientes con DA, es un punto clave a la vez
que controvertido. La escasez de estudios epidemioldgicos sobre la colonizacion nasal
por S. aureus nasal en nifios con DA, hacen particularmente interesante el abordaje de
su estudio, motivo por cual hemos considerado de interés plantear su determinacion en
nifios con DA y nifios sanos del drea de salud Alicante-Hospital General Universitario,
donde en nuestro conocimiento no existen datos al respecto, y que son el motivo de la
presente tesis doctoral. Aunque existen algunos estudios en otras poblaciones de nifios
con DA, la imposibilidad de extrapolar los resultados en las distintas regiones, hace
interesante nuestra aportacion. Adicionalmente, nos ha parecido de interés realizar un
estudio piloto comparativo de la microbiota nasal en 8 nifios con DA y 10 nifios sanos,
ya que en nuestro conocimiento en nuestro pais no existen datos al respecto, lo que

puede suponer una aportacion pionera en este campo.

Nuestro propdsito ha sido conocer mejor el perfil de colonizacién nasal de la
poblacion pediatrica de nuestro ambito, documentar la mayor prevalencia de
colonizacion por S. aureus en nifios con DA e intentar buscar factores que puedan estar
influyendo en la misma. Consideramos que este trabajo puede ayudar a los
dermatélogos y pediatras a enfrentarse al dificil manejo diagndstico y terapéutico que

plantean los nifios con DA.
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II1. HIPOTESIS

* Puesto que en la DA existe una alteracion de la barrera cutdnea y del sistema
inmune, la colonizacién nasal por S. aureus de estos pacientes es mayor

comparada con la de los nifios sanos.

* La asociacion entre la DA y la colonizacion nasal por S. aureus es independiente
de otras variables que también se asocian a la enfermedad o a la colonizacion

propiamente dicha.

* Los resultados del estudio microbioldgico nasal en pacientes con DA pueden

condicionar la eleccion del tratamiento.

* Debido a que el S. aureus compite en su reservorio con otros microorganismos
alterando el microbioma, en la DA encontramos una disbiosis de la microbiota
nasal, con mayor proporcién de Staphylococcus y menor representacion de otros

gérmenes comensales.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivos principales

e Estudiar la prevalencia de colonizacidon nasal por S. aureus en pacientes con
DA y su asociacion con la gravedad.
* Conocer la magnitud de la asociacion entre la DA y la colonizacién nasal por

S. aureus.

IV.2. Objetivos secundarios

e (Caracterizar la sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas de S. aureus.

e Estudiar la frecuencia de otros colonizadores potencialmente patdgenos
diferentes de S .aureus en las muestras recogidas.

* Realizar un estudio piloto del microbioma nasofaringeo mediante técnicas de

secuenciacion masiva.

45



OBJETIVOS

46



MATERIAL Y METODOS

V.MATERIAL Y METODOS

V.1. Ambito de estudio

El estudio incluy¢ a nifios con edades comprendidas entre 6 meses y 16 afios,
que acudieron a la consulta de Dermatologia Pediatrica del Hospital General
Universitario de Alicante (HGUA), del Departamento de Salud 19, en el periodo
comprendido entre el 1 de Junio de 2013 y 30 de Mayo de 2016.

V.2. Diseiio del estudio

El diseno elegido para la realizacion de este trabajo fue un estudio analitico

observacional de tipo casos (nifios con DA) y controles (nifios sin DA).

V.3 Poblacién a estudio

V.3.1 Criterios de inclusion

Para los casos incluimos a todos aquellos nifios de 6 meses a 16 afios de edad
diagnosticados de DA en la consulta de Dermatologia Pedidtrica del HGUA durante
el periodo comprendido entre Junio 2013 y Mayo 2016. El diagnéstico de DA se basé

en en los criterios de la conferencia de consenso de la AAD (Anexo III)*.

Los controles incluidos fueron nifios comprendidos en el mismo rango de
edad, que acudieron a la consulta de Dermatologia Pediatrica del HGUA durante el
mismo periodo de tiempo, que no presentaran DA ni enfermedades infecciosas o
dermatoldgicas que pudieran inducir a confusion diagndstica como por ejemplo

dermatitis de contacto, escabiosis o dermatitis friccional infantil.

V.3.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos pacientes que tenian otra enfermedad sistémica,

historia reciente de haber estado en tratamiento con antibiticos o inmunosupresores
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el mes anterior al estudio, o que presentasen historia de infecciones como erisipela o

celulitis.

V.3.3. Tamano muestral

Teniendo en cuenta que en la literatura la prevalencia de colonizacion nasal
por S. aureus es del 20-30% y que la prevalencia de DA en nifos ha aumentado en los
paises industrializados hasta cifras de casi un tercio de los ellos (1:2)"; y partiendo de
la asuncién de que los nifios con DA tienen mayor colonizacion nasal por S. aureus
(aproximadamente un 32%) que los nifios sanos (aproximadamente de 20%), se
estim6 con un error alfa del 5% y una potencia del 80%, que el nimero de sujetos
necesarios a incluir en el estudio para encontrar estas diferencias era de 154 casos y

308 controles (total: 452 nifos).

Finalmente para el estudio pudimos recoger un tamafio muestral final de 157

casos y 314 controles (proporcion 1:2), con un total de 471 nifios.

V.3.4. Estrategia de reclutamiento de pacientes

Durante el periodo comprendido entre Junio 2013-Mayo 2016, se fueron
reclutando a los nifios que acudian a la consulta de Dermatologia Pediatrica del
HGUA con DA para los casos y a nifios sin DA para los controles, que cumplian los

criterios de inclusion descritos previamente y que aceptasen participar en el estudio.
Los casos se recogieron de forma consecutiva hasta llegar a 157 sujetos, y los
controles se recogieron de forma consecutiva hasta llegar a 314 sujetos, con una

proporcién 1:2,y con un tamafio muestral final de 471 nifios.

V.4. Descripcion de las variables

V.4.1. Variable de identificacion

* Numero de registro: cada vez que se introdujo un paciente en la base de

datos se le asign6 un numero.
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V.4.2. Variables explicativas

V.4.2.1.Variable explicativa principal

Tipo: Esta variable se categorizé en funcién de si el nifio presentaba o no
dermatitis atopica (1: Caso-nifio con dermatitis atopica; 2: Control- nifio sin

dermatitis atopica)

V.4.2.2. Variables explicativas secundarias

SCORAD: Se recogi6 de forma numéricas segun los criterios de gravedad que

definen esta escala (Anexo I).

SCORAD 2: Se categorizé en cuatro grupos (1 pacientes sin dermatitis
atopica; 2 SCORAD leve (0-14 puntos); 3 SCORAD moderado (15-
40puntos); 4 SCORAD grave (>40puntos).

Variables demograficas: sexo y edad.

- Sexo: se refiere al sexo bioldgico de los nifios y fue categorizada en
masculino y femenino.

- Edad: se recogi6 de forma numérica en afios cumplidos a excepcion de los
nifios de 6 a 12 meses que se consideraron con valor de un afo;
posteriormente fueron recodificados en 4 grupos de edad: < 0 = a 2 afios/ de 3

a 5 afios/ de 6 a 9 afos/ = 0 > a 10 afos)

Variables antropométricas: talle, peso e IMC.

Talla: nimero de centimetros que mide el nifio de altura.

Peso: nimero de kilogramos que pesa el nifio.

IMC: se recogi6 de forma numérica segiin la formula peso/talla’.

IMC2: se categoriz6 en funcion de IMC ajustado a sexo y edad en 4 valores
(1: peso inferior al normal, 2: peso ideal; 3: sobrepeso; 4: obesidad), basado en

las tablas de referencia de la Organizaciéon Mundial de la Salud (Anexo IV).
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* Variables asociadas a antecedentes familiares de atopia: Se categorizaron
en presencia o ausencia de antecedentes de atopia en madres, padres o
hermanos en si/no.

- Antecedentes familiares de rinitis (si/no)

- Antecedentes familiares de asma (si/no)

- Antecedentes familiares de dermatitis atépica (si/no)

* Variables asociadas a antecedentes personales de atopia: Se categorizaron
en presencia o ausencia de antecedentes personales de atopia en el paciente a
estudio en si/no.

- Antecedentes personales de rinitis (si/no)

- Antecedentes personales de asma (si/no)

- Alergias inhaladas a pélenes (si/no)

- Alergias inhaladas a acaros (si/no)

- Alergias inhaladas a pelos de animales (si/no)

- Alergias alimentarias a huevo (si/no)

- Alergias alimentarias a frutos secos (si/no)

- Alergias alimentarias a melocotdn (si/no)

- Alergias alimentarias a kiwi (si/no)

- Alergias alimentarias a proteinas de leche de vaca (si/no)

- Alergias alimentarias a marisco (si/no)

- Antecedentes personales de celiaquia (si/no)

- Alteraciones del sueiio (si/no)

V .4.3. Variables de resultado

V.4.3.1. Variable de resultado principal

* Colonizacion nasal por S.aureus : se categoriz6 en funcion de la presencia o

ausencia de S.aureus en el cultivo nasal (si/no).
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V .4.3.2. Variables de resultado secundarias

* Sensibilidad antibiética de las cepas de S.aureus. Se categoriz6 en cuatro
categorias (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable por cultivo
negativo), para cada uno de los antibidticos estudiados)

- Meticilina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Amoxicilina/acido clavuldnico (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4:
no aplicable)

- Penicilina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Tetraciclina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Eritromicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Clindamicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Gentamicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Tobramicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Amikacina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Ciprofloxacino (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Levofloxacino (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Cotrimoxazol (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Rifampicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Vancomicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

* Colonizacion nasal por otras bacterias gram positivas potencialmente
patogenas: se categorizé en funcion de la presencia o ausencia de otras
bacterias gram positivas en cultivo nasal diferentes a S.aureus en (si/no).

- Streptococcus Prneumoniae (si/no).

- Streptococcus Pyogenes (si/no).

* Colonizacion nasal por otras bacterias gram negativas potencialmente
patogenas: se categorizd en funcion de la presencia o ausencia de bacterias
gram negativas en cultivo nasal en (si/no).

- Moraxella catarrhalis (si/no).

- Haemophilus influenza (si/no).

- Enterobacterias spp (si/no).
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- Pseudomonas spp (si/no).

- Acinetobacter spp (si/no).

* Estudio microbioma nasofaringeo: se categorizé en funcion de si se

habia o no realizado (si/no).

V.5. Recogida de las variables

Tras solicitar el consentimiento informado del padre/madre o representante
legal del nifio (Anrexo V), para su inclusion en el estudio, se recogieron las variables
durante la consulta de dermatologia pediatrica a través de una hoja disefada para tal

efecto (Anexo VI).

Para ello, se realizaba una exploracion antropométrica y cutanea (peso, talla,
SCORAD), asi como una historia clinica del paciente que recogiera todas las
variables estudiadas (edad, antecedentes personales o familiares de atopia, alergias a
alimentos, alteraciones del suefio...). La exploracion se realizaba siempre en
condiciones similares de luz y temperatura puesto que todos los nifios se exploraban
en la misma consulta, y el SCORAD era calculado por el mismo médico especialista
en dermatologia pedidtrica (Dra. Betlloch). La anotacion de las variables en la hoja
disefiada para tal efecto, asi como la extraccion de la muestras de los frotis nasales era
realizada por el médico interno residente de dermatologia o pediatria que estuviese
rotando en la consulta. Posteriormente las muestras eran enviadas y procesadas en el
Laboratorio de Microbiologia del HGUA. Los pacientes con cultivo positivo para S.
aureus fueron citados tras obtener el resultado a fin de pautarles el tratamiento

adecuado.

La toma de muestras del vestibulo de ambas fosas nasales para cultivo se
realizd mediante un hisopo estéril. Las muestras se sembraron en una placa de agar
sangre, agar chocolate, agar MacConkey y un medio selectivo para S. aureus
resistente a meticilina (SARM). Tras incubacion durante 48 h en una estufa de CO2 al
5% a 37 °C, se consideraron cultivos positivos aquellos en los que detecto la presencia

de:
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» Staphylococcus aureus sensibles o resistentes a meticilina
» Streptococcus pneumoniae

 Streptococcus pyogenes

* Moraxella catarrhalis

» Haemophilus influenzae

* Acinetobacter baumanii u otras especies del género
 Enterobacterias en nimero abundante

* Pseudomonas aeruginosa u otras especies del género

La identificacion de cada aislamiento se llevo a cabo por las caracteristicas de
la colonia bacteriana, la tincion de Gram y la espectrometria de masas (MALDI TOF)
mediante el sistema comercializado por Bruker (Alemania). En todos los aislamientos
de S. aureus se realizaron ensayos de sensibilidad mediante el método de
microdilucion automatizada en caldo mediante el sistema comercial Walk Away

(Siemens, Alemania).

Ademas a 12 casos y 12 controles se les ofrecid la oportunidad de participar
en un segundo estudio del microbioma nasofaringeo. Finalmente fueron 8 casos y 10
controles debido a que en 4 casos y en 2 controles la muestra recogida fue insuficiente
para su procesado y analisis. Para este estudio, se tomaron muestras de aspirado
nasofaringeo mediante el método de asistido por vacio y posteriormente se analizaron
con la técnica de secuenciacion masiva para detectar la presencia del gen ribosomal
16 S. Para ello, se realiz6 la extraccion y purificacion del ADN bacteriano mediante el
sistema comercializado por Molzym:MolYsis™. Posteriormente para enriquecer la
cantidad de DNA bacteriano existente en cada muestra se realizo la amplificacion por
desplazamiento, técnica que permite la amplificacion eficiente y representativa de
genomas. Una vez preparado el material en el laboratorio de Microbiologia del
HGUA, las muestras se enviaron a secuenciar por el sistema Illumina MiSeq con 250
bp pair-ends en el Centro Superior de Investigaciéon en Salud Publica (CSISP;
Valencia). Una vez recibidas las secuencias, se analizaron usando los programas ssu-
align y meta-rna. Finalmente las secuencias se compararon mediante BLAST con las
bases de datos GreenGenes'* y RDP'”. La comparacién de las muestras entre si, se

realiz6 mediante el programa Unifrac, especialmente desarrollado por el Consorcio
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del Microbioma Humano para andlisis de genes ribosomales de microorganismos
procedentes de tejidos humanos. Mediante le programa Qiime v 1.8.0. se determind la
abundancia absoluta y relativa de especies, la dominancia y la composicion de las
comunidades bacterianas de las muestras obtenidas, asi como el estudio de

biodiversidad y el anélisis de componentes principales.

Para la realizacion de este otro estudio se requirid el consentimiento
informado del padre/madre o representante legal del nifio (Anexo VII), mediante el
cual se autorizd que las muestras recogidas, asi como los datos facilitados pudiesen

ser incorporados de forma anénima al estudio de investigacion.

Los datos fueron almacenados en una base de datos (programa SPSS version
22) con la codificacion de las diferentes variables e introducidos con procedimientos
de anonimizacién. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etico del HGUA.
Ademas este proyecto ha contado con una financiacion concedida en la I
Convocatoria de Ayudas a Proyectos de Investigacion FISABIO-Alicante, que ha sido
destinada al estudio del microbioma nasofaringeo mediante secuenciacion masiva, ya

que esta técnica no forma parte de la practica clinica habitual.

V.6. Analisis de los datos

V.6.1. Estudio de los objetivo principales

Para el estudio del primer objetivo principal se calculé la prevalencia de
colonizacién nasal en los casos (nifios con DA) con su Intervalo de confianza (IC) al
95% (grafico 1). A continuacion se calcul6 la prevalencia de colonizacion nasal en
los casos segtn las alteraciones del suefio debidas al prurito y segun la gravedad de la

DA mediante el SCORAD, con su IC al 95% (graficos 2-5).

Para el estudio del segundo objetivo principal se comparo la prevalencia de la
colonizacién nasal en casos y en controles (tabla 2). Ademds se midi6 la frecuencia
de exposicion en casos y en controles de diferentes variables clinicas vy
epidemiolégicas (edad, sexo, IMC, antecedentes familiares de atépica, antecedentes

personales de atopia, alergias inhaladas y alimentarias, asi como enfermedad celiaca).
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Se analiz6 si existian diferencias significativas (p) entre los dos grupos mediante la
prueba de Ji cuadrado ()?) o test exacto de Fisher, dependiendo de sus condiciones de
aplicacion. Se calcul6 la magnitud de la asociacién mediante la Odds Ratio (OR) con

su IC al 95% para cada una de las variables (tablas 3-7).

Tras este estudio de comparacién caso control, se hizo un estudio de
homogeneidad comparando las mismas variables clinicas y epidemioldgicas en
pacientes colonizados y no colonizados (tabla 8). Se analiz6 si existian diferencias
significativas (p) entre los dos grupos mediante la prueba de Ji cuadrado (%?) o test
exacto de Fisher, dependiendo de sus condiciones de aplicacién. Se calculd la
magnitud de la asociacion mediante la Odds Ratio (OR) con su IC al 95% para cada

una de las variables.

Mas tarde se realizé un estudio multivariante del tipo modelo de regresion
logistica con las diferentes variables para conocer si la asociacion entre la DA y la
colonizacion nasal estaba influenciada por alguna de ellas (tabla 9). Se excluyeron el
sexo, los antecedentes familiares de rinitis, las alergias alimentarias y la enfermedad

celfaca (que no se asociaron significativamente y/o con OR incalculable).

V.6.2. Estudio de los objetivos secundarios

Para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas de S.
aureus se estudid la prevalencia de resistencia para cada uno de los antibidticos
recogidos en los casos, en los controles y en el total de pacientes (tabla 10). Las
variables cualitativas se expresaron como frecuencia absoluta y relativa (en
porcentaje) de cada uno de los valores de las distintas variables. Se analiz6 si existian
diferencias significativas entre los dos grupos mediante la %2 o test exacto de Fisher,
dependiendo de sus condiciones de aplicacion. Se ha calculado la OR con su IC al

95% para cada una de las variables.
Para el andlisis de la flora nasal potencialmente patdgena diferente de S.

aureus en las muestras recogidas, se determind la prevalencia de colonizacion nasal

para cada uno de los microorganismos recogidos comparando por una parte casos y
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controles (tabla 11), y por otra parte, comparando colonizados y no colonizados
(tabla 12). Las variables cualitativas se expresaron como frecuencia absoluta y
relativa (en porcentaje) de cada uno de los valores de las distintas variables. Se
analiz6 si existian diferencias significativas entre los dos grupos mediante la prueba
de Ji cuadrado o test exacto de Fisher, dependiendo de sus condiciones de aplicacion.

Se ha calculado la OR con un IC del 95% para cada una de las variables.

Para el estudio de la microbiota nasofaringea se realizO un analisis
bioinformatico de los datos obtenidos por secuenciacion masiva para calcular la
abundancia relativa de las especies en las muestras recibidas. Por una parte se
determinaron los porcentajes de los phyllum y de los géneros para cada una de las
muestras recogidas de forma individual (graficos 6-9, tablas 14-17). Por otra parte,
se compararon los géneros de forma agrupada en casos y controles (tabla 18) y se
realizé un anélisis de significacion estadistica con ANOVA (tabla 19). También se
compararon los phyllum de forma agrupada en casos y controles (grafico 10 y tabla
20). Ademas a través de los indice de Shannon Wiener y Chao 1 se estudid la
diversidad de especies en las muestras de cada grupo (tabla 21). Por ultimo, también
se hizo un analisis de los componentes principales para poder agrupar las muestras

que tuviesen un microbioma similar (graficos 11-13).
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VI. RESULTADOS

VI.1. Resultados del estudio de los objetivos principales

VI.1.1. Estudio de prevalencia de la colonizacion nasal por S. aureus en casos

De todos los nifios con DA recogidos en el estudio (157), 51 presentaron

colonizacién nasal por S. aureus, lo que supone un porcentaje de un 32,5% (24,8%-

40,1%) (grafico 1).

“ Colenizados

® No colonizados

Grifico 1. Andlisis de prevalencia de la colonizacion nasal por S. aureus en los

casos

VI.1.2. Alteraciones del sueiio asociadas al prurito en los casos .

En el grafico 2 se recoge la proporcion de casos que presentaba alteraciones
del suefio asociadas al prurito 46,5% (73/157) frente a los casos que no presentaban

este problema un 53,5% (84/157).
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s

®NO

Grafico 2. Prevalencia de las alteraciones del suefio asociadas al prurito en los casos.

VI.1.3. Gravedad en los casos segin el SCORAD.

En la grafico 3 se muestra la distribucion de casos segun la gravedad con un
35,0% (55/157) de casos leves, un 48,4% (76/157) de casos moderados y un 16,6%
(26/157) de casos graves.

HLeve
B Moderado

B Grave

Grafico 3. Gravedad en los casos segiin SCORAD
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En la tabla 1 se muestra como se distribuyeron las edades en los tres grupos

de gravedad segun el SCORAD.

Tabla 1. Distribucién de la edad en los casos segtin el SCORAD

Leves (n=55) Moderados (n=76) Graves (n=26)
% (n) % (n) % (n)
Edad
<=2 afos 30,9 (17) 23,7 (18) 26,9 (7)
3-5 afios 27,3 (15) 31,6 (24) 23,1 (6)
6-9 afios 21,8 (12) 23,7 (18) 23,1 (6)
=> 10 afios 20,0 (11) 21,1 (16) 26,9 (7)

VI.1.4. Colonizacion nasal por S. aureus en los casos clasificados segun

alteraciones del sueiio asociadas al prurito.

En el grafico 4 se recoge la proporcion de casos colonizados clasificados
segin las alteraciones del suefio asociadas al prurito con un porcentaje de
colonizacién nasal por S. aureus del 38% en los nifios sin alteraciones del suefo
asociadas al prurito y del 26% en los nifios con alteraciones del suefio asociadas al

prurito .

Grifico 4. Prevalencia de colonizacién nasal por S. aureus en los casos clasificados

segun alteraciones del suefio asociadas al prurito
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VI.1.5. Colonizacion nasal por S. aureus en los casos clasificados segun el

SCORAD

La proporcion de casos colonizados por S. aureus segin la gravedad del
SCORAD fue de un 45,5% (25/55) en los casos leves, de un 22.4% (17/76) en los

casos moderados y de un 34,6% (9/26) en los casos graves (grafico 5).

50,0%
45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

45,5%

34,6%

N Leves

7‘)’A%
B Moderados

M Graves

0,0%
Leves Moderados Graves

Grifico 5. Prevalencia de colonizacion nasal por S. aureus en los casos clasificados

segtin el SCORAD

VI.1.6. Caracteristicas epidemioldgicas y sociodemograficas comparando casos y

controles.

En la tabla 2 se compara la colonizacion nasal por S. aureus de los casos con
la de los controles. Un 32,5% de los casos estudiados presentaron colonizacidon nasal
por S. aureus frente a un 23,9% de los controles, con una OR 1,5 (1,0-2,3) y

significacion estadistica (p: 0,047).

Tabla 2. Prevalencia de colonizacion nasal en casos y en controles

Caso (n=157) Control (n=314) OR (IC95%) P
% __(n) % (n)
Col nasal S.aureus 325 (51) 23,9 (75) 1,5(1,0-2,3) 0,047

OR: Odds Ratio ; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica; Col
nasal S. aureus: Colonizacion nasal por S. aureus.
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En la tabla 3 se muestra la distribucion de los nifios estudiados por sexo y por
edad en casos y controles. Dentro de los casos un 54,8% (86) fueron nifios y un 45,2%
(71) nifias. En los controles el 51,6% (162) fueron nifios y el 48,4% (152) nifas, con
una OR 1,1 (0,8-1,7) sin significacion estadistica (P: 0,514). Las edades se agruparon
en cuatro grupos y la edad media fue de 6 afios (DE 4,05).

Tabla 3. Distribucién de los nifios estudiados por edad y sexo en casos y en controles.

Caso (n=157) __ Control (n=314) OR (IC95%) P

% (n) % (n)
Edad
<=2 afios 268 (42) 27,1 (85) 1,1(0,6-19) 0,722
3.5 afios 287 (45) 19,1 (60) 1,7(1,02,9) 0,070
6-9 afios 229 (36) 29,6 (93) 0,9(0515) 0611
=> 10 afios 217 (34) 242 (76) 1
Sexo (Hombre) 548 (86) 51,6 (162) 1,1 (0,81,7) 0514

OR: Odds Ratio ; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica.

En la tabla 4 se muestra la distribucién de los nifios estudiados por IMC en
casos y controles. Dentro de los casos un 33,1% tenia sobrepeso u obesidad mientras

que de los controles un 44,3% tenian sobrepeso u obesidad.

Tabla 4. Distribucion de los nifios estudiados por IMC en casos y en controles.

Caso (n=157) Control (n=314) OR (IC95%) P

% (n) % (n)
IMC
Inferior 76 (12) 51 (16) 26(1,1-6,2) 0,035
Ideal 592 (93) 50,6 (159) 2,0(1,2-34) 0,010
Sobrepeso 185 (29) 19,1 (60) 1,7 (0,9-3,2) 0,122
Obeso 146 (23) 252 (79) 1

OR: Odds Ratio ; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica; IMC:
Indice de masa corporal.

En la tabla 5 quedan recogidos los antecedentes familiares de atopia en casos

y en controles. En los casos, el 16,6% tenia antecedentes familiares de rinitis y en los
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controles el 13,7%, con una OR 1,3 (0,7-2,1), sin significacion estadistica (0,407). El
14% vy el 25,5% de los casos tenia antecedentes familiares de asma y DA
respectivamente; mientras que de los controles el 4,1% y el 5,1% tenia antecedentes
familiares de asma y DA respectivamente, con unas OR de 3,8 (1,8-7,7) y 6,4 (3,4-

11,8), con significacion estadistica (p<<0,001).

Tabla 5. Antecedentes familiares de atopia en los nifios estudiados comparando casos

y controles.

Caso (n=157) Control (n=314) OR (IC95%) P
% (n) % (n)
ATCD fam Rinitis 16,6 (26) 13,7 (43) 1,3(0,7-2,1) 0,407
ATCD fam Asma 14,0 (22) 41 (13) 3,8(1,8-7,7) <0,001
ATCD fam DA 255 (40) 51 (16) 6,4 (3,4-11,8) <0,001

OR: Odds Ratio ; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica;
Antecedentes familiares.

En la tabla 6 se muestran los antecedentes personales de atopia en casos y en
controles. Los casos presentaron mayor proporcion de antecedentes de rinitis OR 9,0
(4,2-19,4), asma OR 8,8 (3,7-20,7), asi como de alergias inhaladas a pélenes OR 10,9
(3,2-34,8), pelo de animales OR 14,1 (3,1-63,2), y acaros del polvo OR 12,0 (4,0-

35,5), todos ellos con significacion estadistica (p<0,001)

Tabla 6. Antecedentes personales de atopia en los nifios estudiados comparando

casos y controles.

Caso (n=157) Control (n=314) OR (IC95%) P
% (n) % (n)
ATCD per Rinitis 21,0 (33) 29 (9) 9,0 (4,2-194) <0,001
ATCD per Asma 16,7 (26) 22 (7) 8,8 (3,7-20,7) <0,001
Al Pélenes 96 (15) 10 (3) 10,9 (3,1-38,4) <0,001
Al Pelo animales 8,3 (13) 06 (2 14,1 (3,1-63,2) <0,001
Al Acaros 134 (21) 1,3 4) 12,0 (4,0-35,5) <0,001

OR: Odds Ratio ; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica; ATCD
per: Antecedentes personales; Al: Alergias Inhaladas.
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Respecto a las alergias alimentarias, en los casos el 12,7% (20) tenia alergia
al huevo, el 9,6% (15) tenia alergia a los frutos secos, el 4,5% (7) tenia alergia al
melocoton, el 2,5% (4) tenia alergia al kiwi, el 4,5% (7) a las proteinas de leche de
vaca, y el 1,9% (3) tenia alergia al marisco. El 2,5% (4) padecian de enfermedad
celiaca (tabla 7). En los controles el 0,3% (1) tenia alergia al huevo y el 0,3% (1)
tenia alergia al marisco. No se encontraron alergias alimentarias a frutos secos,
melocoton, kiwi o proteinas de leche de vaca en los controles. E1 0,6% (2) padecian

de enfermedad celiaca (tabla 7).

Tabla 7. Antecedentes de alergias alimentarias en los nifios estudiados comparando

casos y controles.

Caso (n=157) Control (n=314) OR (IC95%) P
% (n) % (n)
AA Huevo 12,7 (20) 0,3 (1) 457 (6,1- 343,9) <0,001
AA Frutos secos 96 (15) 0,0 (0) Incalculable <0,001
AA Melocoton 45 (7) 0,0 (0) Incalculable <0,001
AA Kiwi 25 (4) 0,0 (0) Incalculable 0,012
AA PLV 45 (7) 0,0 (0) Incalculable <0,001
AA Marisco 1,9 (3) 0,3 (1) 6,1 (0,6-59,1) 0,110
Enfermedad celiaca 25 (4) 0,6 (2 4.1(0,7-22,5) 0,099

OR: Odds Ratio ; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica; IMC:
Indice de masa corporal; AA: Alergia Alimentaria.

VI.1.7. Caracteristicas epidemiologicas y sociodemograficas comparando nifios

colonizados y no colonizados.

Las caracteristicas epidemioldgicas y sociodemograficas de los nifios
colonizados y no colonizados quedan recogidas en el tabla 8. De los 471 nifios
estudiados, 126 estaban colonizados por S. aureus y 345 no estaban colonizados. De
los nifios colonizados un 50,8% fueron chicos y un 71,5% tenia 6 o mas afos. En los

nifios no colonizados un 53,3% fueron chicos y un 55,8% tenia menos de seis afios.

Segun la talla y el peso, se calcul6 el IMC y los nifios se distribuyeron de la

siguiente manera: En los pacientes colonizados el 6,3% (8) eran nifios con peso
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inferior al ideal. El 50,8% (64) tenian peso ideal, el 27,8% (35) tenian sobrepeso y el
15,1% (19) tenian obesidad. En los pacientes no colonizados el 5,8% (20) eran nifios
con peso inferior al ideal. El 54,5% (188) tenian peso ideal, el 15,7% (54) tenian
sobrepeso y el 24,1% (83) tenian obesidad.

Respecto a los antecedentes familiares de atopia (rinitis, asma, DA) no se
encontraron diferencias con significacion estadistica entre los nifios colonizados y no
colonizados. En cuanto a los antecedentes personales de atopia se encontraron mas
antecedentes personales de rinitis, alergias inhaladas a polenes y a 4caros del polvo,

con significacion estadistica, en los nifos colonizados que en los no colonizados.

Las alergias alimentarias se distribuyeron de la siguiente forma: En los
pacientes colonizados el 6,3% (8) tenia alergia al huevo, el 4,0% (5) tenia alergia a los
frutos secos, el 3,2% (4) tenia alergia al melocoton, y el 2,4% (3) a las proteinas de
leche de vaca. El 1,6% (2) padecian de enfermedad celiaca. No se encontraron
alergias alimentarias a kiwi ni a marisco en los pacientes colonizados. En los
pacientes no colonizados el 3,8% (13) tenia alergia al huevo y el 2,9% (10) tenia
alergia a los frutos secos, el 0,9% (3) tenia alergia al melocotdn, el 1,2% (4) tenia
alergia al kiwi, el 1,2% (4) a las proteinas de leche de vaca, y el1,2% (4) tenia alergia

al marisco. El 1,2% (4) padecian de enfermedad celiaca.
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Tabla 8. Comparacién de las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas en nifios
colonizados y nifilos no colonizados

Colonizados (n=126) No colonizados(n=345) OR (IC95%) P
% (n) % (n)

Edad
<=2 afos 10,3 (13) 33,0 (114) 0,2 (0,1-0,4) <0,001
3-5 afios 18,3 (23) 23,8 (82) 1,5(0,3-0,9) 0,030
6-9 afios 40,5 (51) 226 (78) 1,2 (0,7-2,0) 0,517
=> 10 afios 31,0 (39) 20,6 (71) 1
Sexo (Hombre) 50,8 (64) 53,3 (184) 0,9 (0,6-14) 0,625
IMC
Inferior 6,3 (8) 58 (20) 1,7 (0,7-4,6) 0,254
Ideal 50,8 (64) 545 (188) 1,5(0,8-2,6) 0,175
Sobrepeso 27,8 (35 15,7 (54) 28 (1,5-5,5) 0,002
Obeso 151 (19) 241 (83) 1
ATCD fam Rinitis 16,7 (21) 13,9 (48) 1,2 (0,7-2,1) 0,454
ATCD fam Asma 71 (9 75 (26) 0,9 (0,4-2,1) 0,885
ATCD fam DA 13,5 (17) 11,3 (39) 1,2 (0,7-2,3) 0,516
ATCD per Rinitis 15,1 (19) 6,7 (23) 2,5(1,34,7) 0,005
ATCD per Asma 95 (12) 6,1 (21) 1,6 (0,8-3,4) 0,199
Al Polenes 7,1 (9) 26 (9) 29(1,1-7,4) 0,030
Al Pelo animales 48 (6) 26 (9) 1,9 (0,7-5,4) 0,244
Al Acaros 95 (12) 38 13) 27(1,2-6,1) 0,014
AA Huevo 6,3 (8) 3,8 (13) 1,7 (0,7-4,3) 0,230
AA Frutos secos 40 (5) 29 (10) 14 (0,54,1) 0,559
AA Melocotén 32 (4) 0,9 (3) 3,7 (0,8-16,9) 0,086
AA Kiwi 0,0 (0) 1,2 (4) - 0,578
AA PLV 24 (3) 1,2 (4) 2,1(0,5-94) 0,391
AA Marisco 0,0 (0) 1,2 (4) - 0,578
Enfermedad celiaca 16 (2 1,2 (4) 1,4 (0,2-7,6) 0,661

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica;
IMC: Indice de masa corporal; ATCD fam: Antecedentes familiares; ATCD per: Antecedentes
personales; Al: Alergias Inhaladas; AA: Alergia Alimentaria
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VI1.1.8. Analisis Multivariante.

RESULTADOS

En la tabla 9 queda recogido el andlisis multivariante, donde no se han

con una p=0,110.

Tabla 9. Analisis multivariante

ORc (IC95%) P ORa (IC95%) P
Col nasal S.aureus 1.5(1,0-2.3) 0,047 1,5(0.9-2,8) 0.110
Edad
<=2 anos 1,1(0.,6-1,9) 0,722 1.5(0.8-3.0) 0,207
3-5 anos 1,7 (1,0-2,9) 0,070 2.3(1.1-4)5) 0,018
6-9 anos 0.9 (0.5-1,5) 0.611 0.8(0.4-1.6) 0,589
=> 10 anos 1
IMC
Inferior 2,6(1,1-6,2) 0.035 2,2(0.8-8.0) 0,107
Ideal 2.0(1.2-34) 0.010 2,2(1.24.,0) 0,015
Sobrepeso 1,7 (0.8-3,2) 0,122 1,6(0.8-3.5) 0,216
Obeso 1
ATCD fam Asma 38(18-77) <0001 20(0.848) 0.118
ATCD fam DA 64 (3.4-118) <0001 5,5(2.8-10,8) <0,001
ATCD per Rinitis 9.0(4.2-194) <D,001 4,1(1,1154) 0,040
ATCD per Asma 8,8(3,7-20,7) <0D,001 4,7(1,7-130) 0,003
Al Polenes 10,9 (3,1-384) <0,001 1,8(0.2-7.1) 0,772
Al Pelo animales 14,1 (3,1-63,2) <0.001 2,1(0.3-13,8) 0,454
Al Acaros 12,0 (4.0-355) <0.001 2,2(0.5-10,3) 0,310

ORc: Odds Ratio cruda ; Ora: Odds Ratio ajustada; IC85%: Intervalo de Confianza al 85%; P:
nivel de significacion estadistica: Col nasal S.aureus: Colonizacion nasal por S.aureus: IMC:
Indice de masa corporal; ATCD fam: Antecedentes familiares; ATCD per: Antecedentes
personales; Al: Alergias Inhaladas.

incluido los antecedentes familiares de rinitis, las alergias alimentarias, la enfermedad
celiaca ni el sexo. La colonizacion nasal por S. aureus era de un 32,5% en los casos y
de un 23,9% en los controles con una p= 0,047 y una OR calculada de 1,5 (1,0-2,3);

al realizar el analisis multivariante la OR ajustada contintia siendo de 1,5 (0,9-2,6)
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VI1.2. Resultados del estudio de los objetivos secundarios

VI1.2.1. Perfil de resistencia antibiotica en los pacientes colonizados por S.aureus.

En la tabla 10 queda recogido el perfil de resistencia antibidtica de los
pacientes colonizados a S. aureus. Respecto a los meticilin resistentes, se encontré un
15,1% de SARM de todos los pacientes colonizados, un 16,3% de SARM en los casos
colonizados y un 14,3% de SARM en los controles colonizados OR:1,2 (0.,4-3,2);
p=0,760. Las tasas de resistencia a la amoxiclina-acido clavulanico fueron de 154%
en los pacientes colonizados, de un 18,8% en los casos colonizados y de un 13,0% en
los controles colonizados OR:1,5 (0,6-4,2); p=0,400. Las tasas de resistencia a la
tetraciclina fueron de 3,9% en los pacientes colonizados, de un 9,3% en los casos

colonizados y de un 0,0% en los controles colonizados (OR incalculable; p=0,028).

En cuanto a la mupirocina, se encontraron tasas de resistencia del 15,9% en
los pacientes colonizados, 11,9% en los casos colonizados y 18,5 en los controles
colonizados OR:0,6 (0,2-1,8); p=0,365. Las tasas de resistencia al acido fusidico
fueron de un 7,1% en los pacientes colonizados, tanto en los casos colonizados como
en los controles colonizados OR:1,0 (0,8-12,1); p=1,000. Las tasas de resistencia a la
clindamicina y la eritromicina fueron de 42,7% y 31,1% en los pacientes colonizados,
de un 46,5% y un 34,9% en los casos colonizados y de un 40,0% y un 28,3% en los
controles colonizados respectivamente OR:1,3 (0,6-2,9) y 14 (0,6-3,1); p=0,510 y

0,479 respectivamente).

Las tasas de resistencia a la gentamicina, tobramicina y amikacina fueron del
11,7% y 9,8% y 1,8% en los pacientes colonizados, de un 16,3%, 14,0%, y un 4,5%
en los casos colonizados y de un 8,3%, 6,8% y un 0,0% en los controles colonizados
respectivamente OR 2,1 (0,6-7,3), OR 2,2 (0,6-7,3) y OR incalculable; p=0,215,
0,315 y 0,386 respectivamente. Las tasas de resistencia al ciprofloxacino y
levofloxacino fueron del 2,0% y 1,9% en los pacientes colonizados, de un 4,8% y un
4,7% en los casos colonizados respectivamente, y no se encontraron cepas resistentes

a estos antibidticos en los controles colonizados (OR incalculables; p=0,167 y 0,172
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respectivamente). No se encontraron cepas resistentes a cotrimoxazol, rifampicina ni

vancomicina en los pacientes colonizados a S. aureus, incluyendo casos y controles.

Tabla 10. Tabla de resistencias antibidticas en pacientes colonizados a S.aureus.

TOTAL (n=126) Casos (n=51) Control (n=75) OR (IC95%) P
% (n) % (n) % ___(n)

Meticilina 15.1 (18/119) 16,3 (8/49) 14,3 (10/70) 1.2 (0.4-3.2) 0.760
Amoxicilina-clavulanico 15,4 (18/117) 18,8 (9/48) 13,0 (9/69) 1,5(0.64.2) 0,400
Tetraciclina 3.9 (4/103) 9.3 (4/43) 0.0 (0/60) Incalculable 0.028
Mupirocina 15,9 (17/107) 11,9 (5/42) 18,5 (12/85) 0.6 (0.2-1.8) 0,365
Acido Fusidico 7.1 (3/42) 7.1 (1/14) 7.1 (2128) 1,0 (0.8-12.1) 1,000
Clindamicina 427 (44/103) 48,5 (20/43) 40,0 (24/80) 1,3 (0.8-2,9) 0.510
Eritromicina 31,1 (32/103) 34,9 (15/43) 28,3 (17/60) 1.4 (0.8-3,1) 0.479
Gentamicina 11,7 (12/103) 16,3 (7/43) 8.3 (5/80) 2,1(0.6-7.3) 0.215
Tobramicina 9.8 (10/102) 14,0 (6/43) 6.8 (4/59) 2,2(0,68-8.4) 0.315
Amikacina 1.8 (1/57) 45 (1/22) 0.0 (0/35) Incalculable 0,386
Ciprofioxacino 2.0 (2/102) 4.8 (2/42) 0.0 (0/60) Incalculable 0,167
Levofioxacino 1.9 (2/103) 4.7 (2/43) 0.0 (0/60) Incalculable 0,172
Cotrimoxazol 0.0 (0V103) 0.0 (0/43) 0.0 (0/60) Incalculable -
Rifampicina 0.0 (0/53) 0.0 (0/18) 0.0 (0/35) Incalculable -
Vancomicina 0.0 (0/103) 0.0 (0/43) 0.0 (0v60) Incalculable -

OR: Odds Ratio; 1C85% Intervalo de Confianza al 95%: P- nivel de significacion estadistica;

*Nota: La n no coincide con el valor total porque en algunos casos no se realiz6 el
estudio de resistencia antibidtica correspondiente.

VI1.2.2. Estudio de colonizaciéon nasal por otros gérmenes potencialmente

patogenos diferentes de S. aureus comparando casos y controles.

En la tabla 11 se describe la prevalencia de pacientes colonizados a otros
gérmenes potencialmente patogenos diferentes de S. aureus comparando casos y
controles. En total, se encontré colonizacion por otros gérmenes gram positivos en un
3,8% de pacientes (18/471) y por gérmenes gram negativos en un 13,8% (65/471) de
pacientes. En los casos, se encontré que un 3,8% (6/157) estaban colonizados por
gram positivos (un 3,2% por S. pneumoniae y un 0,6% por S. pyogenes), y un 19,1%
(30/157) por gram negativos (un 1,9% por M. Catharralis, un 12,7% H. Influenza, un
1,3% por Acinetobacter spp, un 13% por Pseudomona spp y un 19% por
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Enterobacterias spp). En los controles se observd que un 3,8% (12/314) estaban
colonizados por gram positivos (el 3,8% por Strep.pneumoniae),y un 11,1% (35/314)
por gram negativos (un 2,2% por M. Catharralis, un 8, 0% H. Influenza, un 0,3% por

Pseudomona spp y un 0,6% por Enterobacterias spp).

Tabla 11. Prevalencia de pacientes colonizados por otros gérmenes potencialmente

patogenos diferentes de S.aureus comparando casos y controles

TOTAL (n=471) Casos (n=157) Control (n=314) OR (IC95%) P
% (n) % (n) % (n)
Gram + 3,8(18) 3,8(6) 3,8(12) 1,0(0,4-27) 1,000
-Strep.Pneumoniae 3,6 (17) 3,2(5) 3,8(12) 0,8(0,3-24) 0,737
-Strep.Pyogenes 0,2(1) 0,6 (1) 0,0 (0) Incalculable 0,333
Gram- 13,8 (65) 19,1 (30) 11,1 (35) 1,7 (1,0-2,9) 0,057
- M.catarrhalis 2,1(10) 1,9 (3) 22(7) 0,9 (0,3-34) 1,000
- H.influenza 9,6 (45) 12,7 (20) 8,0 (25) 1,7 (0,9-3,1) 0,096
- Acinetobacter spp 0,4 (2) 1,3(2) 0,0 (0) Incalculable 0,111
- Pseudomona spp 0,6 (3) 1,3(2) 0,3 (1) 4,0(0,4-449) 0,259
- Enterobacterias spp 1,1(5) 1,9 (3) 0,6 (2) 3,0(0,5-18,4) 0,339

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica;
Strep.Pneumoniae:Streptococco Pneumoniae; Strep.Pyogenes: Streptococco Pyogenes;
M._catarrhalis: Moraxella catarrhalis; H.influenza: Haemophilus influenza

VI1.2.3. Estudio de colonizaciéon nasal por otros gérmenes potencialmente
patogenos diferentes de S. aureus comparando pacientes colonizados y no

colonizados.

En la tabla 12 se describe la prevalencia de pacientes colonizados a otros
gérmenes potencialmente patégenos diferentes de S. aureus en pacientes colonizados
y no colonizados. Por un lado, de los pacientes colonizados por S. aureus un 1,6%
(2/126) estaban colonizados a su vez por otros gram positivos (1,6% de S.
pneumoniae), mientras que de los pacientes no colonizados por S. aureus un 4,6%
(16/345) estaban colonizados por otros gram positivos (un 4,3% por S. pneumoniae y
un 0,3% por S. pyogenes). Por otro lado, de los pacientes colonizados por S. aureus
un 4,8% (6/126) estaban colonizados a su vez por gram negativos (un 1,6% por M.
Catharralis, un 1,6% H. Influenza, un 0,8% por Acinetobacter spp y un 0,8% por
Pseudomona spp), mientras que de los pacientes no colonizados por S .aureus un

17,1% (59/345) estaban colonizados por gram negativos (un 2,3% por M. Catharralis,
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un 12,5% H. Influenza, un 0,3% por Acinetobacter spp, un 0,9% por Pseudomona spp

y un 1,2% por Enterobacterias spp).

Tabla 12. Prevalencia de pacientes colonizados por otros gérmenes potencialmente

patogenos diferentes de S. aureus comparando nifios colonizados y nifios no

colonizados

Colonizados(n=126) No colonizados (n=345) OR (IC95%) P

% (n) % (n)
Gram + 1.6(2) 46 (18) 03(0.1-14) 0,175
-Strep. Pneumoniae 1.6(2) 43(15) 0.4 (0.1-1.6) 0.262
-Strep. Pyogenes 0.0(0) 0,3(1) Incalculable 1.000
Gram- 4.8 (6) 17,1 (59) 0.2 (0.1-0.5) <0.001
- M.catarrhalis 16(2) 23(8) 0.7 (0.1-3.2) 1.000
- H.influenza 1.6 (2) 12,5 (43) 0.1 (0,0-0.5) <0.001
- Acinetobacter spp 0.8 (1) 0.3 (1) 2.8(0.2-443) 0,464
- Pseudomona spp 0.0 (0) 0,9 (3) Incalculable 0,568
- Enterobacterias spp 0.8 (1) 1.2(4) 0.7 (0.1-18,2) 1,000

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de Confianza al 95%; P: nivel de significacion estadistica;
Strep.Pneumoniae:Streptococco Pneumoniae; Strep.Pyogenes: Streptococco Pyogenes;
M.catarrhalis: Moraxella catarrhalis; H.influenza: Haemophilus influenza

V1.2.4. Resultados del estudio de la microbiota nasofaringea

Los datos del estudio de la microbiota nasofaringea que vamos a exponer a
continuacion corresponde a 8 casos y 10 controles de los nifios estudiados debido a
que en 4 casos y en 2 controles la muestra recogida fue insuficiente para su procesado
y andlisis. Se trata de los casos 6, 8,9, 12, 16, 17, 19, 21 y de los controles 5, 7, 10,
13,14, 15, 18,20, 22 y 23 (tabla 13).
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En el grafico 6 y la tabla 14 queda recogida la abundancia relativa de los

géneros en los casos de forma individualizada. Respecto al género Staphyloccocus

estuvo presente en la mitad de los casos (4/8), en uno de ellos de forma predominante

(caso 21), con un abundancia relativa del 41,7%.
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Grafico 6: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa de

los diferentes géneros en cada caso estudiado.

Tabla 14: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia

relativa de los diferentes géneros en cada caso estudiado

Oscillospira 0,039303091 0,04613632 0 0,006474025  5,46E-05  0,009440104  8,76E-05  0,042366479
Prevotella 0,00842001 0,044554142  2,16E-05  0,012474341 0,000218221 0,005859375 0 0,012436799

Ruminococcus 0,004574192 0,014302892 0 0,011526922 0 0,006510417 0 0

Lactobacillus 0,022171722 0,005759129 0 0,008526765  5,46E-05  0,002848307 0 0
Bacteroides 0,043993823 0,005505981 0 0,005210801 0,000272777 0,020263672  4,38E-05  0,046608938

Blautia 0 0,004240238 0 0 0 0,003011068  4,38E-05 0
Odoribacter 0,025813594 0,003733941 0 0,002210643  5,46E-05  0,001220703 0 0,016214331
Stenotrophomonas  0,000932319 0,002468198 0 0 0 0,001302083 0 0,001859708
=> Staphylococcus 0 0,002151763 0,073617906 0,417653561 0 0 0 0,007032022

Pseudomonas 0,048626286 0,001455604 0 0 0,000218221 0,002115885 0,588044668 0,015923752

Propionibacterium  0,013256417 0,000759446  6,49E-05  0,007579346 0 0,001139323 0 0,003835648
Acinetobacter 0 0,000316436 0 0 0 8,14E-05 0 0

Corynebacterium 0,00011654 6,33E-05  0,104809732 0 0,013311511 0,585123698 0 0,008717382
Alloiococcus 0 6,33E-05  0,796917615 0 0,081833061 0 0 0
Streptococcus 0 6,33E-05 2,16E-05 0 0 0,010498047 0,000262755 0
Yersinia 0,2 0,001265743 0 0 0 0 0 0
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En el grafico 7 y la tabla 15 se muestra la abundancia relativa de los géneros
en los controles de forma individualizada. Respecto al género Staphyloccocus estuvo
presente en la mitad de los controles (5/10), en dos de ellos de forma predominante

(casos 7'y 10 con un abundancia relativa del 66,4% y del 48 ,9% respectivamente).
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Grifico 7: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa de

los diferentes géneros en cada control estudiado

Tabla 15: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia
relativa de los diferentes géneros en cada control estudiado

control7 control5 control23 control22 control20 control18 control15 control14 control13 control10
Oscillospira 0 0,002489368 0,001433349  0,004854737  0,000477286  0,003625232 0 0,009802646 0 0,000240471
Prevotella 0 0,003163572 0 0,001896382  0,00216948  0,001530653 0 0,00373021 3,06E-05 0,001803535
Ruminococcus 0 0,002074474 0,000955566  0,000379276  0,000260338  0,001772335 0 0,001604858 0 0,000120236
Lactobacillus 0 0 0,001672241 0,003868619 0,000694234 0,000805607 0 0,000824116 3,06E-05 0,000360707
Bacteroides 0 0 0,000955566  0,002048092  0,00104135  0,00112785 0 0,003816959 6,11E-05 0,002044006
Blautia 0 0 0 0 0,000390506  0,001208411 0 0 0 0
Odoribacter 0 0,00140027  0,000238892  0,002275658 4,34E-05 0,004833642 0 0,002732596 0 0
Stenotrophomonas 0 0 0,000238892  0,000455132 0 0 0 0,00047712 0 0,007454611
: Staphylococcus 0,664276808 0 0 0,000455132  0,000130169 0 0 4,34E-05 0 0,488998437
Pseudomonas 0 0 0 0,000606842  0,951273485 0,000966728 0 0,013532856 0 0,252013947
Propionibacterium 0 0,000881651 0,005494505  0,001668816 8,68E-05 0,844759526 2,30E-05 0 6,11E-05 0,015750872
Acinetobacter 0 0,000103724 0 0,000910263 0 0,000241682 0 0,000390371 0 0,017313935
Corynebacterium 0 0 0 0 0 0,000161121 0 0 0,031836236  0,002524949
Alloiococcus 0 5,19E-05 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus 0,182564422 0,934809667 0,000716675 0,000455132  0,00637827  0,002980746  0,53713918  0,000173498 0,125145127 0,000120236
Yersinia 0 0 0,000716675 0 0 0,040441473 0 0 0 0
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En el grafico 8 y la tabla 16 queda recogida la abundancia relativa de
los phyllum en los casos de forma individualizada. Los phyllum predominantes fueron

Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria.
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Grafico 8: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa

de los diferentes phyllum en cada caso estudiado

Tabla 16: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia

relativa de los diferentes phyllum en cada caso estudiado

Taxon caso6 caso8 caso9 casol2 casol6 casol? casol9 caso21
Acidobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0
Actinobacteria 0,110784017 0,002847921 0,013372957 0,012553031 0 0,59358724 0,013366067 0,009632086
Bacteroidetes 0,00010823 0,421112588 0,331556099 0,49026559 0,000262755 0,075927734 0,001800327 0,102952787
Deferribacteres 2,16E-05 0,018226695 0,002971768 0,011100134 0 0,001871745 5,46E-05 0,001736934

ﬁ Firmicutes 0,887376077 0,511992912 0,28161874 0,438658685 0,000963433 0,146647135 0,984015276 0,604452866
Fusobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0
N Nitrospirae 0 0 0 0 0 0,000244141 0 0
ﬁ Proteobacteria 0 0,020251883 0,34728899 0,027488813 0,989927743 0,076009115 0,000218221 0,00363177
Spirochaetes 0 0 0 0 0 0,000895182 0 0
Synergistetes 0 0 0 0 0 0,003092448 0 0
Tenericutes 0 0,005569268 0,003641873 0,014935782 0 0,001871745 0 0
Verrucomicrobia 0 0 0 0 0 0,000325521 0 0,011526922

En el grafico 9 y la tabla 17 queda reflejada la abundancia relativa de
los phyllum en los controles de forma individualizada. Los phyllum predominantes

Jueron Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria.
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Grafico 9: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa

de los diferentes phyllum en cada control estudiado

Tabla 17: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia

relativa de los diferentes phyllum en cada control estudiado

Acidobacteria

control5 control7 control10  control13  controll4  controll5  control18 control20  control22 control23

0 02 03 04 05 06 07 4,34E-05 08 09

L » Actinobacteria

0,000881651 0 0,030539858 0,033852734 0 2,30E-05 0,845001208 0,001431857 0,004020329 0,005733397

[ > Bacteroidetes

0,022611762 0,000103907 0,102681255 0,000397189 0,06211234 4,60E-05 0,031579795 0,006031154 0,037927634 0,920210225

Deferribacteres

0,00057048 0 0,000601178 0 0 0 0 4,34E-05  0,000379276 0

=> Firmicutes

0,967067732 0,999792186 0,508837321 0,127742133 0,057341141 0,999793161 0,068315476 0,028116458 0,080785861 0,019827998

Fusobacteria 0 0 0 0 0 0 0 0,000130169 0,001820526 0
Nitrospirae 0 0 0 0 0 0 0,000402804 0 0 0

=> Proteobacteria  |0,001555855 0,000103907 0,283635926 0,834280477 0,018260681 0 0,050350439 0,956480236 0,00993704 0,00310559
Spirochaetes 0 0 o] 0 0 0 0 0 0 0
Synergistetes 0 0 0 0 0 0 0 4,34E-05  0,000606842 0
Tenericutes 0 0 0,000601178 0 0,002298851 0 0 0 0 0
Verrucomicrobia |0,000985375 0 0,000120236 0 0 0 0 0,000303727 0,001137829 0

En la tabla 18 se recoge la abundancia relativa expresada en tanto por

uno de los géneros agrupados en casos y controles. La abundancia relativa de los

géneros Corynebacterium, Oscillospira, Pediococcus, y Yersinia fue mayor en casos

que en controles.
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Tabla 18: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia

relativa de los diferentes géneros comparando casos y controles

Taxon caso control
Abiotrophia 9,23E-05 0,091238929
o Corynebacterium 0,073178894 0,005962535
Elizabethkingia 2,31E-05 0,003533158
Flexibacteria 0 0,01934523
Neisseria 3,46E-05 0,143956398
| Oscillospira 0,017124888 0,002123064
Pediococcus 0,002579119 0,001991032
Propionibacterium 0,003450365 0,056424909

Pseudomonas

0,089103655

0,128614358

Staphylococcus

0,035778784

0,055305283

Streptococcus

0,00073854

0,250283867

Yersinia

0,05734645

0,002667033

En la tabla 19 se muestra el analisis estadistico con ANOVA de los

géneros donde se observo significacion estadistica y del género Staphylococcus. La

probabilidad de encontrar el género Oscillospira en los casos es mayor

(0,003479172) que en los controles (8,94E-05) con una p valor de 0,034; mientras

que las diferencias encontradas en la abundancia relativa de Staphylococcus no

fueron estadisticamente significativas (p: 0,547).

Tabla 19: Tabla con andlisis Anova de los géneros con significacion estadistica

entre casos y controles y del género Staphyloccocus.

OTU prob Bonferroni_corrected FDR_corrected control_mean caso_mean
g_Oscillospira 0,034922876 3,422441866 0,570406978 8,94E-05 0,003479172
g_Anaerotruncus 0,037258675 3,651350125 0,456418766 0,000167136  0,002502317
g _Prevotella 0,045155386 4,42522778 0,402293435 6,94E-05 0,001303852
g_Ruminococcus 0,051511803 5,048156691 0,336543779 0,000269687  0,002569657
g_Bacteroides 0,057341295 5,619446893 0,3305557 0,00045043 0,011242874
g_Staphylococcus 0,547278361 53,63327937 0,609469084 0,09651963 0,044780481
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En el grafico 10 y en la tabla 20 vemos reflejados los phyllum
agrupados en casos y controles. En los casos la abundancia relativa de los phyllum
mas frecuentes fue la siguiente: Firmicutes 519%, Proteobacterias 20.9%,
Bacteroidetes 162% vy Actinobacterias 7,7%, mientras que en los controles la
abundancia relativa de los phyllum predominantes fue la siguiente: Firmicutes 44,4%,

Proteobacterias 27,9%, Bacteroidetes 4,0% y Actinobacterias 6,3%.

100%
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70% _ Spirochaetes
60% i Proteobacteria
50% Nitrospirae
Fusobacteria
9
40% Firmicutes
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& Actinobacteria
L0% & Acidobacteria
o — ———
caso control

Grifico 10: Histograma donde se representa graficamente la abundancia de Phyllum

comparando casos y controles

Tabla 20: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia

relativa de los diferentes phyllum comparando casos y controles

Taxon caso control
Acidobacteria 0 5,28E-06
Actinobacteria 0,077535124  0,063264131
Bacteroidetes 0,162126763 0,04024843
Deferribacteres 0,003559992 0,000116188

Firmicutes 0,519216456  0,444422733
Fusobacteria 0 0,000142594
Nitrospirae 1,73E-05 2,64E-05
Proteobacteria 0,209324063 0,279536728
Spirochaetes 6,35E-05 0
Synergistetes 0,000219254 4,75E-05
Tenericutes 0,002844532 0,000306313
Verrucomicrobia 0,000444278 0,000221813
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Segtin los indices de biodiversidad de Chaol y Shannon (tabla 21), se

observd que habia mds diversidad en las muestras de los casos que en las de los

controles (51vs 34 y 3,29 vs 1,14 respectivamente), pero sin ser estas diferencias

estadisticamente significativas (p: 0.23 y p: 0,37 respectivamente).

Tabla 21: Indices de biodiversidad Chaol y Shannon comparando en casos y

Chaol Shannon ‘
Caso 51 3,2942
Control 34 1,4192

Sample Chaol Shannon
casol2 48 5,3213
casol6 13 1,7295
casol? 106 3,3362
casol9 4 0,5744
caso21 69 3,9377
casob 14 1,3171
caso8 81 5,5440
caso9 73 4,5933
control10 41 3,0615
control13 5 0,8811
controll4 22 2,4426
control15 9 1,6162
control18 30 0,8493
control20 29 0,4398
control22 111 1,8522
control23 36 1,0736
control5 46 0,2835
control7 16 1,6924

En los Graficos 11-13 encontramos representado el andlisis de los

componentes principales donde se observa que existe un cluster de pacientes que

tienen una microbiota parecida, se trata de los casos 8,9, 12 y de los controles 14,18,

22y23.
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Grafico 11: Andlisis de componentes principales (géneros)
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Grifico 13: Andlisis de componentes principales (cluster de pacientes con

microbioma similar)
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VII. DISCUSION

VII.1. Discusion de los resultados de los objetivos principales

VII.1.1. Caracteristicas epidemiologicas y sociodemograficas de los casos

En nuestro trabajo hemos encontrado una colonizacion nasal de S. aureus del
32,5% en nifios con DA (grafico 1). Estos datos son esperables atendiendo a la
fisiopatologia de la enfermedad como se ha comentado previamente en la
introduccion, donde normalmente se encuentra una mayor colonizacion en los nifios
con DA que en nifios sanos de la poblacién general donde la prevalencia es del 20-
30%"* 1. Si comparamos estas cifras con los datos extraidos de otros estudios en
nifios con DA también estdn en consonancia, habiéndose encontrado cifras que se

acercan al mismo rango, tanto a la baja (23,5%)"® como a la alta (46,1%)"°.

El grafico 2 muestra como casi la mitad de los casos (46,5%) de nuestro
trabajo presentaban alteraciones del suefio asociadas al prurito. En un estudio por Hon

etal®

encuentra también alteraciones del suefo asociadas el prurito en un porcentaje
similar de casos (r = 0.57, p< 0.001), sin embargo este pardmetro no se correlaciona
bien con la intensidad y extension de la enfermedad, a pesar de ser una de las
variables importantes dentro del SCORAD. Esto en parte puede ser explicado porque
se trata de un pardmetro subjetivo que ademas muchas veces se pregunta a los padres
y no a los propios pacientes. En cualquier caso, el prurito es un importante factor de
impacto en nifios con DA, ya que estd indirectamente relacionado con la calidad de

vida de la enfermedad pudiendo influir en trastornos emocionales y de conducta de

los nifios que la padecen e incluso de sus familiares®.

En nuestro estudio la distribucion de casos segun la gravedad fue de un 35%
de casos leves y de un 65% de casos moderados-graves (grafico 3). Las edades en los
tres grupos de gravedad se distribuyeron de forma similar (tabla 1). Es dificil
establecer el porcentaje real de casos graves que hay de DA ya que los datos
recogidos pueden depender de cuando los pacientes acuden a la consulta, de si estdn
en ese momento en brote o bajo tratamiento. Normalmente las DA leves se manejan

en pediatria o en la consulta ambulatoria de dermatologia. La justificacion de que
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hayan mas casos moderados-graves en nuestra poblacion se debe a que los casos se
han recogido en la consulta de dermatologia pedidtrica del hospital donde

normalmente llegan ya filtrados y suelen ser mds graves.

En los graficos 4 y 5 se recoge la proporcion de casos de nuestro estudio con
colonizacion nasal por S. aureus segin parametros de gravedad (alteraciones del
suefio asociadas al prurito y SCORAD). Dentro de los nifios sin alteraciones del
suefio asociadas al prurito un 38% presentaban colonizaciéon nasal por S. aureus,
mientras que de los pacientes con alteraciones del suefio asociadas al prurito, solo un
26% estaban colonizados. Si analizamos la colonizacién nasal por S. aureus de los
casos segin el SCORAD, un 45,5% de los casos leves, un 22,4% de los casos
moderados y un 34,6% de los casos graves estaban colonizados. Llama la atencién
estos datos ya que lo esperable seria encontrar mayor colonizacion nasal en los casos
mas graves (mayor SCORAD, mayor prurito...) como ocurre con los datos de
colonizacion cutanea. Numerosos estudios han asociado la colonizacion cutinea de
las lesiones de DA por S. aureus con la gravedad de la enfermedad, llegando a tasas

de hasta un 90% en casos graves *>*157: 158

. Sin embargo en lo que a la colonizacion
nasal se refiere existe controversia en la literatura. A pesar de que el S. aureus esté
implicado en la patogenia de la enfermedad, algunos autores no encuentran asociacion

d159, 160

con la graveda , mientras que otros si que asocian la colonizacion nasal por S.

aureus a lesiones mds extensas y signos de infeccién cutdnea”.

Una posible explicacion a que los casos menos sintomdticos sean los mas
colonizados puede ser que los pacientes menos graves estén infratratados y reciban
menos tandas de antibioterapia y en contraposicidon los mds graves hayan recibido
mas tandas de tratamiento antiestafilocdcico durante el curso de su enfermedad, asi
como mas tratamiento erradicador a las familias y como consecuencia probablemente
también estén menos colonizados los contactos. Por otra parte, podria plantearse que
el hecho de estar colonizado a nivel nasal sea un factor desencadenante para un futuro
brote, y que al tratarse de un estudio transversal, hemos recogido a los pacientes en un
momento de menor gravedad, que puede preceder a un empeoramiento. Quizds con

sucesivas mediciones temporales, hubiésemos podido constatar un empeoramiento en
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el SCORAD de los casos leves con colonizacién nasal, que pasarian a formar parte

de los graves.

VIIL.1.2. Caracteristicas epidemiologicas y sociodemograficas comparando casos

y controles

En nuestro estudio encontramos una colonizacioén nasal por S. aureus mayor
en los casos (32,5%) que en los controles (23,9%) con una OR 1,5 (1,0-2,3) y
significacion estadistica (p: 0,047) (tabla 2). Estas cifras son coherentes con lo que
era esperable, ya que segliin diferentes estudios la colonizacion nasal por S. aureus
alcanza al 20-30% de la poblacion general " > y es mayor en nifios con DA que en

s~ 161
nimos sanos .

En la tabla 3 se muestra la distribucion de los nifios estudiados por sexo y por
edad en casos y controles. En los casos un 54,8% fueron nifos y un 45,2% nifias. En
los controles el 51,6% fueron nifios y el 48,4% nifas. A pesar de que algunos estudios
han encontrado mayor predominancia en el sexo femenino para la DA®, en el nuestro
hay una ligera predominancia del sexo masculino en el grupo de casos comparado con
el grupo de controles, pero es minima y las diferencias no son estadisticamente

significativas.

En los casos el 55,5% de los niflos tenian 5 0 menos anos, mientras que en los
controles los niflos de 5 0 menos afos correspondian a un 46,2% del total. A pesar de
las que diferencias no son estadisticamente significativas, si amplidsemos la muestra
podrian llegar a serlo. Una explicacion a estos resultados de nuestro trabajo es que la
DA tiende a mejorar con la edad por eso los casos son mds pequefios que los
controles, de hecho se calcula que en el 45 % de los casos el comienzo de la DA se
produce durante los primeros 6 meses de vida, en el 60% durante el primer afio y en

mas del 85% antes de los 5 afios de edad’.

En la tabla 4 se muestra la distribucion de los nifios estudiados por IMC. Por
una parte, en nuestro estudio, un 7,6% de los casos tenia un peso inferior al ideal
frente a un 5,1% de los controles, con una OR 2,6 (1,1-6,2) con significacion

estadistica (p: 0,035). Por tanto, estas diferencias apoyan que los nifios con DA
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generalmente son mas delgados. Esto podria explicarse debido a que los nifios con
DA tienden a dormir menos por el prurito y a tener mas trastornos de hiperactividad e
: . , . 38

inatencion, asi como trastornos emocionales y de conducta™, siendo muchas veces

nifios inquietos y nerviosos por lo que les es mas dificil engordar.

Por otra parte, los controles tenian mayores tasas de sobrepeso u obesidad
(44,3%) que los casos (33,1%), sin ser las diferencias estadisticamente significativas.
No obstante, si la muestra se ampliase posiblemente podriamos encontrarlas, lo cual
apoyaria también que los nifios con DA son més delgados que los nifios sin DA. Sin
embargo, recientemente en la literatura estdn intentando asociar la obesidad y el

sindrome metabélico a la DA como ocurre en la psoriasis'?'

. Quizés esta asociacion
ocurra de forma mas evidente conforme los nifios se acercan a la adolescencia o a la
edad adulta, y la poblacion de nuestro estudio presente edades inferiores para poder

apoyar esta teoria.

Otro dato interesante a destacar es que de todos los nifios estudiados, ya fueran
casos o controles, se encontraron tasas de sobrepeso u obesidad infantil en un 40,5%
(101/471) del total. Actualmente el exceso de peso en la poblacion infantil supone un
problema de salud publica ante el que se deben que tomar medidas politicas por el
importante factor de riesgo que supone esta patologia en las enfermedades
cardiovasculares de cara a la edad adulta. Estudios recientes cifran la obesidad infantil
en Estados Unidos en un tercio de los nifios, y en Europa en una quinta parte de los
nifios'®. Si comparamos nuestros datos con los de un estudio realizado en 2015 en

Espafa'®

donde cifran las tasas de exceso de peso (incluyendo tanto el sobrepeso
como la obesidad) en un 41,3%, vemos que son tasas muy similares a las de nuestro

trabajo.

En nuestro estudio los casos tuvieron mas antecedentes familiares de asma y
de DA (14% vy el 25,5% respectivamente) que los controles (el 4,1% y el 5,1%
respectivamente) con significacion estadistica en ambos casos (p< 0,001). En los
casos, también se encontraron mas antecedentes familiares de rinitis (16,6%) que en
los controles (13,7%), con una OR 1,3 (0,7-2,1), pero sin significacion estadistica (p
0,407) (tabla 5). Las diferencias encontradas entre ambos grupos son coherentes con

lo que es esperable atendiendo a la etiopatogenia de la enfermedad atdpica y la
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predisposicion genética de la misma. Es posible que comparada con el asma o la DA,
la rinitis alérgica esté infradiagnosticada o haya sesgo de olvido en los pacientes al
preguntar por sus antecedentes debido a que la clinica es menos florida. Quizés
también por el clima de la zona donde se ha realizado el estudio, haya influido en que

haya menos casos de rinitis alérgicas que en otras areas.

En la tabla 6 se muestra como los casos presentaron mayor proporcion de
antecedentes personales de atopia como rinitis OR 9,0 (4,2-19,4) asma OR 8,8 (3,7-
20,7), alergias inhaladas a polenes OR 10,9 (3,1-38,4), pelo de animales OR 14,1
(3,1-63,2), y éacaros del polvo OR 12,0 (4,0-35,5), todos ellos con significacion
estadistica (p<0,001). Estos datos son similares a lo descrito por otros autores y
concuerda con lo referido en la literatura en relacion a la marcha atdpica y como lo
DA puede preceder al desarrollo de asma y rinitis alérgica en estos pacientes™ ®°.
Ademas probablemente a esto se sobreafiada que normalmente los pacientes atopicos

han sido mas estudiados en cuanto a sensibilizaciones se refiere por los compafieros

de alergologia.

Recientemente se ha postulado que las alergias alimentarias también podrian
formar parte de la marcha atopica®. En nuestro estudio se encontraron 56 alergias
alimentarias de un total de 157 casos, lo que supone una prevalencia de un 35%. Esto
se ajusta con lo descrito en los estudios donde se postula que alrededor del 33% de los
nifios con DA moderada a grave presentan positividad para IgE especifica frente a
alguna proteina alimentaria®. Ademas la presencia de alergia a proteinas del huevo se
ha relacionado con una mayor gravedad del eccema atopico’ . De hecho, en nuestro
estudio destaca que en los casos el 12,7% tenia alergia al huevo frente al 0,3% de los
controles, con una OR 47,5 (6,1-343,9), con significacion estadistica (p<0,001). En el
resto de alergias a alimentos las OR fueron incalculables o la p no fue significativa

(tabla 7).

Aunque un mayor nimero de casos presentaron enfermedad celiaca que los
controles (2,5% frente a 0,6%), las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p: 0,099). De todas formas en la literatura es un tema controvertido y
se ha intentado relacionar en varios trabajos la enfermedad celiaca con otras

enfermedades inmuno-mediadas como la DA. Un estudio realizado en 351 nifios con
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DA en Estonia'®, muestra tasas de enfermedad celiaca en un 1,4% de ellos, cifras
similares a las de nuestro trabajo. Hacen falta mas estudios y tamafios muestrales mas

grandes para poder corroborar esta asociacion.

VII.1.3. Caracteristicas epidemioldgicas y sociodemograficas comparando ninos

con colonizacion nasal por S. aureus y niios no colonizados.

Las caracteristicas epidemioldgicas y sociodemograficas de los nifios
colonizados y no colonizados por S. aureus quedan recogidas en el tabla 8. Dentro de
los pacientes colonizados un 50,8% fueron nifos frente a un 53,3% en los pacientes
no colonizados, con una OR 0,9 (0,6-1,4) sin tener significaciéon estadistica las
diferencias encontradas en el sexo. Estos datos concuerdan con lo esperable ya que en

principio la colonizacidn nasal por S. aureus no tiene predileccion por un sexo.

Las edades se distribuyeron de la siguiente forma: en los pacientes
colonizados el 10,3% eran nifios con edades comprendidas entre los 6 meses y dos
afios, el 18,3% tenian entre 3 y 5 afios, el 40,5% tenian entre 6 y 9 afos, y el 31,0%
tenian 10 o mas afios. En los pacientes no colonizados el 33,0% eran nifos con edades
comprendidas entre los 6 meses y dos afios, el 23,8% tenian entre 3 y 5 afios, el 22,6%

tenian entre 6 y 9 afios, y el 20,6% tenian 10 o mas anos.

Si analizamos estos datos, objetivamos un 71,5% de los pacientes colonizados
tenia 6 0 mdas anos, sin embargo un 55,8% de los pacientes no colonizados tenia
menos de seis afios. Por tanto en los niflos de nuestro estudio, la colonizacion se
asoci6 a mayor edad y la no colonizacion a menor edad. Que haya menos
colonizacién en los niflos mas pequefios podria justificarse por que estos han estado
menos expuestos al ambiente, al humo del tabaco, a contactos colonizados... y otros
factores que pueden influenciar en ella. Ademas cuanto mas pequenios son los nifos,
mas esta la familia al cargo de los tratamientos y probablemente se les administra mas
antiinflamatorios y antibidticos, que pueden contribuir a una menor colonizacion;
mientras que cuanto mas mayores son los nifios mas autonomos se hacen y muchas
veces descuidan ellos mismos su propio tratamiento. Otra justificacion podria ser que
en los nifios menores de un afo todavia no se ha producido la maduracion de la

microbiota, y tienen muchos gérmenes comensales y saprofitos en su reservorio nasal,
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y como con la edad aumenta la densidad y disminuye la diversidad, es entonces mas

adelante, cuando el S.aureus encuentra su microambiente adecuado.

Sin embargo, hay estudios que refieren lo contrario, en los que los nifios con
mayor colonizacién nasal por S. aureus son los mas pequefios'”’. En este sentido, a
pesar de que haya mas casos colonizados mayores que pequefos, si los agrupamos, el
69% de los nifios colonizados eran menores de 10 afos, y solo un 31% tenian 10 o
mas afios. Es posible que si nos centrdsemos en nifios que estdn llegando a la
adolescencia o a la edad adulta, y hubiésemos recogido nifios mas mayores, las tasas
de colonizacion hubiesen bajado todavia mas en esas edades. Estos datos son
coherentes con lo descrito en la literatura que postula que la instalacion de la
microbiota definitiva no se produce hasta bien desarrollada la adolescencia. A partir
de esa edad otros gérmenes competidores del S. aureus lo desplazan y predominan

Propionebacterium y corynebacterium'”

. Esto se debe a que con la edad aumenta la
concentracion de sebo y el metabolismo lipidico reduce el pH de la piel, lo cual inhibe
el crecimiento de especies como Streptococcus y Staphylococcus, y hace que

predominen bacterias mas lipofilicas'*"'*,

Por otra parte, en nuestro trabajo es posible que exista sesgo de estacion, ya
que no se ha clasificado la colonizacién en funcién de la temporada del afio en que se
recogi6 el cultivo y esto puede estar falseando los resultados de la colonizacién con la
edad. Algunos autores nombran a la edad y a la estacion del afio como los principales

factores implicados en los cambios dindmicos de la microbiota nasal'*®.

No se encontraron diferencias significativas respecto al IMC al comparar
pacientes colonizados y no colonizados, lo cual concuerda con lo esperable ya que en
principio la colonizacion nasal por S. aureus no tiene relacion con el IMC. En los
pacientes colonizados el 6,3% eran nifios con peso inferior al ideal, el 50,8% tenian
peso ideal, el 27,8% tenian sobrepeso y el 15,1% tenian obesidad; en los pacientes no
colonizados el 5,8% eran nifios con peso inferior al ideal, el 54,5% tenian peso ideal,

el 15,7% tenian sobrepeso y el 24,1% tenian obesidad.
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Respecto a los antecedentes familiares de atopia (rinitis, asma y DA) no se
objetivaron diferencias con significacion estadistica entre los nifios colonizados y no
colonizados. Esto es logico ya que la colonizacion dependera mas de las condiciones
del huésped que de sus familiares. Si hubiésemos recogido el antecedente de
colonizacion en familiares podriamos haber visto diferencias estadisticamente

significativas, ya que se ha observado en otros estudios.

En cuanto a los antecedentes personales de atopia se encontraron mas
antecedentes personales de rinitis OR 2,5 (1,3-4,7), alergias inhaladas a pélenes 2,9
(1,1-7,4) y a écaros del polvo 2,7 (1,2-6,1), con significacion estadistica (p:0,005;
p:0,030; p: 0,014 respectivamente), en los nifios colonizados que en los nifios no
colonizados. Sin embargo, aunque se encontraron mdas antecedentes personales de
asma 1,6 (0,8-3,4) y de alergias inhaladas a pelos de animales 1,9 (0,7-5,4) estas no
fueron estadisticamente significativas (p: 0,199; p:0,244 respectivamente). Los
resultados de nuestro estudio son los esperables debido a que otros trabajos también
han relacionado la colonizacién nasal por S. aureus con los sintomas de la rinitis
alérgica a través de superantigenos y con la exacerbacién de cuadros alérgicos'*"'®®.
Otro hallazgo de interés en este sentido es que algunos autores han administrado
antibidticos para los que esta bacteria es sensible en pacientes con rinitis alérgica,
resolviéndose la patologia'® '®. La asociacién existente entre la colonizacién nasal
por S. aureus y la rinitis alérgica y el asma, hace necesario el desarrollo de mads
estudios en este ambito, especialmente con respecto a su relacion con los sintomas y

exacerbaciones, y también con la falta de respuesta a tratamientos antialérgicos

clasicos.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en lo que
respecta a las alergias alimentarias o enfermedad celiaca entre pacientes colonizados y
no colonizados; en la revision de la literatura no se ha encontrado asociacidén en este

sentido.

VII1.1.4. Analisis Multivariante.

Para conocer si la DA se asocia de manera independiente a la colonizacion

nasal por S. aureus se realiz6 el analisis multivariante recogido en la tabla 9. La
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colonizacion nasal por S. aureus encontrada en nuestro estudio tras el anélisis
multivariante fue de un 32,5% en los casos y de un 23,9% en los controles con una
OR ajustada es de 1,5 (0,9-2,6) con una p=0,110. Por tanto vemos como no se
modifica la OR, manteniéndose el efecto, ya que continua siendo de 1,5, aunque
disminuye la significacion estadistica y la p pasa a ser de 0,110; probablemente si la
muestra fuese mas grande tal vez en andlisis multivariante también alcanzaria la
significacion estadistica. Con estos datos, podemos concluir entonces que el aumento
de riesgo de padecer colonizacion nasal por S. aureus debido a tener DA depende
exclusivamente de la enfermedad, independientemente de cémo sean el resto de

variables estudiadas.

VII.2. Discusion de los resultados de los objetivos secundarios

VIIL.2.1. Perfil de resistencia antibiotica en los pacientes con colonizacion nasal

por S. aureus.

En la tabla 10 queda recogido el perfil de resistencia antibidtica de los
pacientes colonizados por S. aureus. No se ha encontrado significacion estadistica en
las diferencias halladas en los perfiles de resistencia antibidtica del S. aureus entre los
casos y los controles, lo cual es logico, ya que las cepas son las mismas en el
ambiente tanto para los nifios con DA como los nifios sanos. Otra cosa distinta es que
los pacientes con DA estuviesen ingresados y se tratase de una colonizacién
nosocomial, en cuyo casos si que se hallaria probablemente un perfil de sensibilidad

antibidtico diferente, con mayores tasas de resistencia, especialmente de SARM.

Respecto al SARM las tasas obtenidas (15,1%) estdn en consonancia con lo
descrito previamente en la literatura, al igual que ocurria con las tasa de colonizacién
nasal por S. aureus de nuestro trabajo, un 26,8% (126/471) del total de nifios
estudiados, que son las habituales segtn las tasas de la poblacién general (20-30%)"*
' Algunos estudios sobre poblacién pediétrica en Espafia estiman una frecuencia de
SARM de entre €l 9 y el 14,8%". Otros estudios espafioles refieren porcentajes mas
elevados de SARM que ascienden al 29,2%'*"'™, pero parece que la tendencia se ha

estabilizado en los ultimos afios, sin ser actualmente un problema de salud publica,
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aunque debemos mantenernos en constante vigilancia epidemioldgica en este sentido.

En un informe redactado recientemente en nuestro hospital acerca de la
sensibilidad antimicrobiana en el HGUA en el afo 2016, se constata una proporcion
de SARM entre los cultivos de S. aureus aislados del 13,8%, tasas similares a las de
nuestro estudio (15,1%)""". Cuando comparamos en nuestro trabajo los casos y los
controles, no se objetivaron mas cepas SARM en los casos de forma significativa (un
16,3% de SARM en los casos colonizados) que en los controles (un 14,3% de SARM
en los controles colonizados) con una OR:1,2 (0,4-3,2)y una p=0,760. Por tanto,
aunque la colonizacién por S. aureus en los nifios con DA es mayor que en los nifios

sin DA, podemos concluir que no ocurre lo mismo con el SARM.

Es dificil comparar nuestro estudio con la bibliografia publicada respecto a las
tasas de resistencias para cada uno de los antibidticos, ya que los patrones de
sensibilidad antibidtica de las cepas del S. aureus, presentan cifras muy variables que
van a depender mucho las caracteristicas microbioldgicas y epidemioldgicas de cada
pais. En general en nuestro estudio las tasas de resistencia son similares a las

publicadas en la literatura’® "% 19172,

Un 154% de las cepas de los nifios colonizados por S. aureus fueron
resistentes a amoxicilina-acido clavuldnico, y un 3,9% a tetraciclina. Las tasas de
resistencia a los aminoglucésidos fueron del 11,7% para la gentamicina, del 9,8%
para la tobramicina y del 1,8% para la amikacina. Las tasas de resistencia a las
quinolonas en los nifios colonizados fue del 2,0% para el ciprofloxacino y del 1,9%

para el levofloxacino.

En cuanto al acido fusidico y a la mupirocina, se encontraron tasas de
resistencia en los nifios con colonizacion nasal por S. aureus del 7,1% y del 15,9%.
Estas tasas de resistencia no son altas comparado con otros estudios donde por
ejemplo encuentran tasas de resistencia al dcido fusidico del 25%'"', pero tampoco
son despreciables si se tiene en cuenta que estos antibidticos se utilizan con frecuencia
en forma de cremas topicas para tratar lesiones de eccema atdpico sobreinfectadas, asi

como para la erradicacion nasal del S. aureus.
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La mayor parte de las cepas de S. aureus que son resistentes a macrolidos lo
son también a las lincosamidas. Esto es codificado por el gen erm que induce la
metilacion de la subunidad 23S ribosomal lo que conlleva a la modificacion del sitio

102103 "En nuestro estudio las tasas de resistencia a la

de union de estos antibioticos
eritromicina y a la clindamicina fueron del 31,1% y del 42,7% respectivamente del
total de nifios con colonizacion nasal por S. aureus. Estas tasas tampoco son
despreciables, de hecho, son mas altas que las de otros trabajos donde hallan unas
tasas de resistencia del 21% frente a eritromicina y clindamicina'®'. Es importante
recalcar que estos antibidticos comercializados topicamente (Dalacin®, Deripil®...)

se utilizan con frecuencia para tratar infecciones cutdneas en la practica clinica de

dermatologia como por ejemplo foliculitis.

No se encontraron cepas resistentes a cotrimoxazol, rifampicina ni
vancomicina en los pacientes colonizados a S. aureus, incluyendo casos y controles.
Esto encaja con lo descrito en la literatura donde las tasas de resistencia a estos

antibiéticos son nulas o minimas'®'%.

VII.2.2. Estudio de colonizacion nasal por otros gérmenes potencialmente

patogenos diferentes de S. aureus comparando casos y controles.

En nuestro estudio también hemos objetivado poblacion asintomatica
colonizada por bacterias consideradas patégenas como por ejemplo S. pneumoniae 'y
H. Influenza entre otros, lo cual podria explicarse por una posible portacion
transitoria, correspondiendo asi s6lo a portadores asintomdticos. En cuanto a la
prevalencia de colonizacion a estos gérmenes potencialmente patégenos diferentes de
S. aureus comparando casos y controles (tabla 11), no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tanto en casos como en controles, un 3,8% de los nifios estaban colonizados
por gérmenes gram positivos (incluyéndose S. pneumoniae y S. pyogenes). De los
casos, un 19,1% (30/157) estaban colonizados por gram negativos (un 1,9% por M.
Catharralis, un 12,7% H. Influenza, un 1,3% por Acinetobacter spp, un 1,3% por
Pseudomona spp y un 1,9% por Enterobacterias spp) mientras que de los controles,

un 11,1% (35/314) estaban colonizados por gram negativos (un 2,2% por M.
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Catharralis, un 8,0% H. Influenza, un 0,3% por Pseudomona spp y un 0,6% por
Enterobacterias spp). La mayor aproximacion a la significacion estadistica es que los
casos tienen mayor numero de colonizaciéon por gram negativos cuando los
agrupamos con una OR 1,7 (1,0-2,9; IC95%) y una p: 0,057, y mayor colonizacién de
H. Influenza OR 1,7 (0,9-3,1; IC95%) y una p: 0,096. Una posible explicacién seria
que como los casos tienen mas antecedentes de atopia (asma, rinitis...) y cierto grado
de inmunosupresion por la enfermedad y los tratamientos, son mds susceptibles a
infecciones de las vias respiratorias altas por bacterias gram negativas, especialmente
por H. Influenza. Por otra parte, cabe la posibilidad de que las diferencias sean
debidas al sesgo de no consignar la estacion del afio en la que se recogian los cultivos
y quizas haya recogido mds casos en invierno que es cuando la DA suele empeorar y

cuando mds infecciones respiratorias hay.

VII.2.3. Estudio de colonizacion nasal por otros gérmenes potencialmente
patogenos diferentes de S. aureus comparando pacientes niiios colonizados y no

colonizados.

En la tabla 12 se describe la prevalencia de pacientes colonizados a otros
gérmenes potencialmente patdgenos diferentes de S. aureus en pacientes colonizados
y no colonizados. Por un lado, de los pacientes colonizados por S. aureus un 1,6%
estaban colonizados a su vez por otros gram positivos (1,6% de S. pneumoniae),
mientras que de los pacientes no colonizados por S. aureus un 4,6% estaban
colonizados por gram positivos (un 4,3% por S. pneumoniae y un 0,3% por S.
pyogenes). Por otro lado, de los pacientes colonizados por S. aureus un 4,8% estaban
colonizados a su vez por gram negativos (un 1,6% por M. Catharralis, un 1,6% H.
Influenza, un 0,8% por Acinetobacter spp 'y un 0,8% por Pseudomona spp), mientras
que de los pacientes no colonizados por S. aureus un 17,1% estaban colonizados por
gram negativos (un 2,3% por M. Catharralis, un 12,5% H. Influenza, un 0,3% por
Acinetobacter spp, un 0,9% por Pseudomona spp y un 1,2% por Enterobacterias spp).
Estas diferencias son estadisticamente significativas en el caso H. Influenza y cuando

agrupamos los gram negativos (p<0,001).

En todos los casos los pacientes no colonizados por S. aureus tienden a tener

mas colonizacién por otros gérmenes (a excepcion de Acinetobacter spp). Esto tiene
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sentido ya que sabemos que el S. aureus tiene su reservorio habitual en esta zona
desplazando al resto de mircroorganismos. Por tanto, en nuestro estudio como en
muchos otros trabajos publicados en la literatura previamente®'>, la portacién nasal
de S aureus se correlaciona de forma negativa con la presencia de colonizacién nasal
por otros gérmenes, lo que apoya la hipétesis de un antagonismo en el nicho bioldgico
con otras especies, pues tener otra flora supone un factor protector frente a la
colonizacion nasal por S. aureus, dado que la competicion entre ellos le impide el

establecimiento como reservorio.

VII.2.4. Discusion del estudio piloto de la microbiota nasofaringea

Cada vez son mas los trabajos que estudian como puede influir la microbiota
en la patogenia de las enfermedades alérgicas'”. Queremos destacar que en nuestro
conocimiento este es el primer estudio de la microbiota nasofaringea por
secuenciacion masiva en nifios con DA en Espafa. Se trata de un estudio piloto con
un tamafio muestral pequefio, y aunque hacen falta trabajos mds grandes y
representativos para poder sacar conclusiones y aplicarlas en nuestra préctica clinica

diaria, los resultados obtenidos suponen una aportacion pionera en este campo.

Si observamos los géneros en los casos y controles de forma
individualizada (graficos 6-7 y tabla 14-15) llama la atencién que el Staphylococcus
no estd presente de forma predominante en las muestras del aspirado nasofaringeo,
sino que en la comunidad bacteriana de estos nifios existen muchos otros géneros que
habitan conjuntamente en esta localizacion. Esto abre nuevas perspectivas en el
estudio de la colonizacion bacteriana en pacientes con DA. Mediante las técnicas de
secuenciacion masiva no hemos encontrado que el género Staphylococcus sea mayor
en casos que en controles (tabla 18), pero las diferencias encontradas entre ambos
grupos tampoco son estadisticamente significativas cuando vemos los datos del

andlisis ANOVA por géneros (tabla 19).
Las discrepancias entre los resultados de los cultivos habituales y los

de la secuenciacion masiva probablemente sean debidas a que las bacterias como los

Staphylococcus crezcan facilmente en los medios de cultivo clasicos y es posible que
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tengan un papel sobrevalorado ya que impiden la expresion de la otra flora
“escondida”. Se han documentado hallazgos similares con las Enterobacterias y el
EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica) en otros trabajos'™. Esto
corrobora la baja resolucion de los cultivos habituales y la necesidad de estudios mas
amplios con estas nuevas técnicas mas eficaces que nos permitirdn descubrir toda la
carga microbiana de las muestras y conocer asi la verdadera abundancia relativa de

las especies.

Cuando agrupamos las muestras de los casos y controles vemos que
algunos géneros fueron mas frecuentes en un grupo que en otro (tabla 18). Destaca
que la abundancia del género de Oscillospira fue mayor en casos (1,7%) que en
controles (0,2%) (grafico 14), siendo las diferencias encontradas estadisticamente
significativas. La Oscillospira es una bacteria enigmatica que nunca ha sido cultivada
y cuyo papel se desconoce. Existen trabajos recientes que sugieren que estas bacterias
aumentan a nivel intestinal en los nifios expuestos a perros, gatos y otros animales
con pelo durante los 3 primeros meses de vida, y que son beneficiosas para la salud
ya que disminuyen el riesgo de alergia en la infancia, y también de obesidad'”.
Podria ocurrir lo mismo a nivel nasofaringeo ya que esta localizacion anatomica se
continda con el tubo digestivo. Sin embargo, estos datos no se corresponderian con
los de nuestro trabajo en el que los casos (nifios con DA y con mas alergias) son los
que mas Oscillospira han presentado. El tamafio de nuestra muestra es pequefa para
sacar conclusiones, y ademds no disponemos de algunas variables que podrian ser
relevantes para este dato como el tipo de alimentacién, parto, lactancia materna,
animales domésticos...etc) y por tanto serian necesarios mas estudios para poder

verificar el verdadero papel de la oscillospira en esta patologia.

No obstante, nuestros resultados si que apoyarian la hipdtesis de la
relacion entre Oscillospira y menor riesgo de obesidad, ya que los casos presentaron
menor IMC que los controles en el estudio de la microbiota (donde el 50% (5/10) de
los controles y el 25% (2/8) de los casos tenian sobrepeso u obesidad) (tabla 13).
Estos datos nos dan una informaciéon que puede abrir un camino hacia futuras
investigaciones para conocer verdaderamente qué papel juega la microbiota en la

enfermedad y como podemos influir en ella para tratarla.
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Grifico 14: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa del

género Oscillospira comparando casos y controles

Si analizamos los phyllum en las muestras individualizadas de los casos y
controles (graficos 8-9 y tabla 16-17), vemos que en todos ellos predominan 4
phyllum que se corresponden con los mas frecuentes descritos en la bibliografia

(Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria)'"’

. Destaca que en
ambos grupos los phyllum mas abundantes fueron los Firmicutes (tabla 20). Esto
concuerda con los datos descritos en la literatura donde a nivel nasal predomina las
Actinobacerias en adultos y los Firmicutes en nifos'*"'?> %2127 1 a explicacién de
estos hallazgos se basaria en que a medida que nos acercamos a la edad adulta,
aumenta la concentracién de sebo y el metabolismo lipidico reduce el pH de la piel,

con lo que predominan bacterias mas lipofilicas (Actinobacterias como

Corynebacteria 'y Propionibacteria).

En cuanto a la diversidad de las muestras comparando ambos grupos,
se observo que habia mas biodiversidad segun los indices de Chaol y Shannon (tabla
21) en los casos que en los controles (51vs 34 y 3,29 vs 1,14 respectivamente), pero
sin ser estas diferencias estadisticamente significativas (p: 023 y p: 0,37
respectivamente). Esto va en contra de lo referido en otros trabajos en que estudian el
microbioma de las lesiones cutdneas de niflos con DA, donde observan que la
colonizacion por S. aureus produce una disbiosis y hace que haya menos diversidad

133

en la piel afecta de estos pacientes . Una posible explicacion es que el S. aureus solo

habite a nivel nasal como reservorio sin producir disbiosis en esta localizacion, y que
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sea solo a nivel cutdneo donde altera el microambiente y donde afecte a la gravedad

de la enfermedad.

Respecto al cluster de pacientes en los que hemos observado un
microbioma similar (graficos 11-12), no hemos encontrado ninguna variable de las
recogidas en nuestro estudio (como sexo, edad, antecedentes de alergias...) que
justifiquen esta posible asociacion. Probablemente exista alguna variable que actie
como factor comin en todos ellos (tratamientos previos, etnia, tipo de parto o
lactancia, mascotas, dieta...) y que nosotros no hayamos registrado en nuestro trabajo.
Un dato que nos parece interesante a destacar, es que todos los pacientes de este
cluster tenfan en su microbioma una abundancia relativa de oscillospira representativa
(tablas 14 y 15), y todos ellos tenfan un IMC normal a excepcion de dos de ellos que
tenian sobrepeso u obesidad (control 18 y 23) y que son los que se situan en los
extremos izquierdo y derecho respectivamente de la grafica del cluster (grafico 13).
Sin embargo, no podemos olvidar que la microbiota es una comunidad dindmica, y
que por el momento solo podemos postular hipétesis. Hacen falta mds investigaciones
que corroboren estos hallazgos y saber si en un futuro podemos aprovechar estos
conocimientos para transformarlos en tratamientos contra la obesidad infantil o

diferentes enfermedades de la esfera atopica como la DA.
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Tabla 14: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia
relativa de los diferentes géneros en cada caso estudiado (género oscillospira de

los pacientes del cluster destacados en azul)

Taxon caso9 caso8 caso6 caso2l casol9 casol7 casol6 casol2
Oscillospira 0,039303091 0,04613632 0 0,006474025 5,46E-05 0,009440104 8,76E-05 0,042366479
Prevotella 0,00842001 0,044554142 2,16E-05 0,012474341 0,000218221 0,005859375 0 0,012436799

Ruminococcus 0,004574192 0,014302892 0 0,011526922 0 0,006510417 0 0
Lactobacillus 0,022171722 0,005759129 0 0,008526765 5,46E-05 0,002848307 0 0
Bacteroides 0,043993823 0,005505981 0 0,005210801 0,000272777 0,020263672  4,38E-05 0,046608938

Blautia 0 0,004240238 0 0 0 0,003011068  4,38E-05 0

Odoribacter 0,025813594 0,003733941 0 0,002210643 5,46E-05 0,001220703 0 0,016214331
Stenotrophomonas 0,000932319 0,002468198 0 0 0 0,001302083 0 0,001859708
Staphylococcus 0 0,002151763 0,073617906 0,417653561 0 0 0 0,007032022
Pseudomonas 0,048626286 0,001455604 0 0 0,000218221 0,002115885 0,588044668 0,015923752
Propionibacterium 0,013256417 0,000759446  6,49E-05 0,007579346 0 0,001139323 0 0,003835648
Acinetobacter 0 0,000316436 0 0 0 8,14E-05 0 0
Corynebacterium  0,00011654  6,33E-05 0,104809732 0 0,013311511 0,585123698 0 0,008717382
Alloiococcus 0 6,33E-05 0,796917615 0 0,081833061 0 0 0
Streptococcus 0 6,33E-05 2,16E-05 0 0 0,010498047 0,000262755 0
Yersinia 0,28898989 0,001265743 0 0 0 0 0 0

Tabla 15: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia
relativa de los diferentes géneros en cada control estudiado (género oscillospira de

los pacientes del cluster destacados en azul)

Taxon control7 control5 control23 control22 control20 control18 control15 control14 control13 control10
Oscillospira 0 0,002489368 0,001433349 0,004854737 0,000477286  0,003625232 0 0,009802646 0 0,000240471
Prevotella 0 0,003163572 0 0,001896382  0,00216948  0,001530653 0 0,00373021 3,06E-05 0,001803535
Ruminococcus 0 0,002074474 0,000955566  0,000379276  0,000260338 0,001772335 0 0,001604858 0 0,000120236
Lactobacillus 0 0 0,001672241  0,003868619  0,000694234  0,000805607 0 0,000824116 3,06E-05 0,000360707
Bacteroides 0 0 0,000955566  0,002048092  0,00104135 0,00112785 0 0,003816959 6,11E-05 0,002044006
Blautia 0 0 0 0 0,000390506  0,001208411 0 0 0 0
Odoribacter 0 0,00140027  0,000238892  0,002275658 4,34E-05 0,004833642 0 0,002732596 0 0
Stenotrophomonas 0 0 0,000238892  0,000455132 0 0 0 0,00047712 0 0,007454611
Staphylococcus 0,664276808 0 0 0,000455132  0,000130169 0 0 4,34E-05 0 0,488998437
Pseudomonas 0 0 0 0,000606842  0,951273485 0,000966728 0 0,013532856 0 0,252013947
Propionibacterium 0 0,000881651 0,005494505 0,001668816 8,68E-05 0,844759526 2,30E-05 0 6,11E-05 0,015750872
Acinetobacter 0 0,000103724 0 0,000910263 0 0,000241682 0 0,000390371 0 0,017313935
Corynebacterium 0 0 0 0 0 0,000161121 0 0 0,031836236  0,002524949
Alloiococcus 0 5,19E-05 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus 0,182564422 0,934809667 0,000716675 0,000455132  0,00637827  0,002980746  0,53713918  0,000173498 0,125145127 0,000120236
Yersinia 0 0 0,000716675 0 0 0,040441473 0 0 0 0
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VIIL.3. Aplicabilidad del estudio

Con ese trabajo podemos apoyar la hipdtesis de que ser atdpico comporta mas
riesgo de colonizacidon nasal por S. aureus, si bien no podemos afirmar que la
colonizacion a este nivel se asocie a mayor gravedad de la enfermedad, como ocurre

con la colonizacion de las lesiones del eccema atdpico.

En la literatura existe controversia sobre la utilizacion de terapia
antiestafilocdcica para la DA. De hecho, se ha visto que la sobreutilizacion de
antibidticos ha dado lugar a la aparicidon de resistencias, y también puede producir
desequilibrios en la microbiota, por lo que deben evitarse cuando no son necesarios.
Sin embargo, cuando existe sobreinfeccion de las lesiones, el tratamiento
antibacteriano puede tener implicaciones terapéuticas mejorando las severidad y las
infecciones secundarias, pero debemos tener en cuenta que los beneficios de la
antibioterapia son transitorios, y la resistencia antibidtica sigue representando un

problema a largo plazo.

Por ello, antes de dar estos tratamientos, es importante conocer el perfil
microbiolégico del S. aureus nasal en nuestra comunidad con la realizacion de
estudios como el de esta tesis. También es conveniente un adecuado andlisis
microbiolégico tanto de piel como de reservorios nasales con estudio de la
sensibilidad antimicrobiana en nifios con DA para una terapia efectiva y adecuada en

caso de ser necesaria.

Hasta hace pocos afios no existian publicaciones que relacionasen la influencia
de la flora cutanea y nasal en la salud de la piel y su respuesta inmune, y los trabajos
publicados se centraban solamente en los microorganismos patdgenos. Gracias a
trabajos como este podemos empezar a conocer mejor el desequilibrio del ecosistema
que ocurre en la DA, y comprender mejor asi su etiopatogenia. Ademas futuros
avances en terapias que modulen esta disbiosis, dirigidas no solo a inhibir el
crecimiento de bacterias patogenas, sino favorecer el de comensales, seguramente

podran ser utiles en el manejo de estos pacientes.
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VII1.4. Limitaciones del estudio

A pesar de no existir ningtn riesgo de seleccion relevante, el disefio de este
estudio no esta planteado para asegurar una inclusion homogénea de pacientes, puesto
que el muestreo se realizd de forma consecutiva en los pacientes, y no de forma

aleatoria.

Este trabajo no permite estimar la incidencia debido a que partimos de un
grupo de casos y controles seleccionado, por ello, el estimador de la magnitud de

asociacion utilizado es la odds ratio y no el riesgo relativo.

Un posible factor de confusion contemplado en este estudio es la edad, la cual
ha sido minimizada mediante el analisis adecuado (estratificacion y analisis
multivariante). También existe la posibilidad de otros factores de confusiéon que no

hayan sido tenidos en cuenta, como los tratamientos recibidos para la DA.

La reducida frecuencia de ciertas variables como las alergias alimentarias en la
muestra no permiten demostrar significacion estadistica en algunas diferencias

observadas. Esto podria haberse minimizado aumentando el tamafio muestral.

El estudio se realizo durante todo el afio sin tener en cuenta la estacion en la
que se encontraban en el momento de la recogida, por lo que no se puede detectar si

existen cambios en la colonizacién secundarios a la estacionalidad.
A la hora de recoger los antecedentes familiares y personales de asma, rinitis o

alergias, normalmente se indaga mas en los nifios con DA y a su vez, estos tienden a

recordarlos mejor, por lo que es posible que haya existido un sesgo de informacion.
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VIII. CONCLUSIONES

1- La colonizacidn nasal por S. aureus es mayor en nifios con DA que en nifios sanos.
2- La DA se asocia de forma independiente a la colonizacion nasal por S. aureus

3- La colonizacién nasal por S. aureus no se ha asociado a mayor gravedad de la

enfermedad ni a alteraciones del suefio.

4- Los nifios con DA tienen mds antecedentes familiares de DA y asma, asi como mds

antecedentes personales de rinitis, asma y de alergias alimentaria al huevo.

5- Se han observado altas tasas de obesidad infantil en la poblacion estudiada,

mientras que en los nifios con DA el IMC es menor.

6- Los nifios en la franja de edad 6-9 afios fueron los que tuvieron mas riesgo de estar

colonizados, y con tendencia a disminuir al acercarse a la adolescencia/ edad adulta.
7- Las tasas de resistencia antibidtica del S. aureus es similar en casos y controles.

8- Ser portador nasal de S. aureus se correlaciona negativamente con la frecuencia de
colonizacion por otros gérmenes en los cultivos clédsicos, lo que sugiere un

antagonismo microbioldgico.

9- El estudio de secuenciacion masiva nos permite detectar una gran diversidad de
flora, destacando la pérdida de protagonismo del S.aureus, en contraposicion con lo

que ocurre con los medios de cultivo habituales.

10- Hemos observado una mayor proporcion del género oscillospira en casos que en
controles, asociado a una tendencia a menor IMC, asi como, un cluster de pacientes
con un microbioma similar sin haber podido relacionarlo con ninguna de las variables

recogidas en el estudio.
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ANEXOS

ANEXO I: SCORAD ( SCOring Atopica Dermatitis)

a) Extension: La superficie corporal se divide en cuatro segmentos (cabeza y cuello,
tronco, extremidades superiores, extremidades inferiores) a los cuales se asigna un
porcentaje en funcion de la superficie que representan. Siguiendo el esquema abajo

indicado se realiza el célculo de la superficie afecta.

b) Intensidad: Los signos clinicos que se evalian son eritema, edema/papulas,
exudacidn/costras, excoriacion, liquenificacion y xerosis. En funcién de la intensidad de
cada uno de los factores se le asigna un valor: O (ausencia), 1 ( leve), 2 ( moderado), 3 (

grave).

¢) Sintomas subjetivos: Basandose en la escala visual (0-10) se valora la presencia de

prurito y de pérdida de suefo.

La puntuacion se obtiene siguiendo la férmula: SCORAD= A/5+ 7B/2+ C

Una puntuacion SCORAD < 15 se considera DA leve, entre 15-40 DA moderada y > 40
DA grave.

121



EUROPEAN TASK FORCE
ON ATOPIC DERMATITIS
L.Ast Mama

Firsl Mama

Date af Birth:
Cata af Visit

DO RIRAYY

ANEXOS

INETITUTION
PHYSICIAN

Topical Staroid used:

Potency (brand bama)

Amounl | Month {3
Mumber of fares | Month

o el whaier bra yoars
A; EXTENT  Fleasss indicale the ansa imaahoed J
B: INTEMSITY | G BUBJETIVE SYMPTOMS
$ —— PRURITUS + SLEEP LOSS
CRITERLY, | INTEHWSITY MEI’N’G QF E-"lﬂl.ﬂ..l’wﬂﬂﬂ_ |
Eryrera INTENSITY MEWS
Ectmrra e laon | TEverng e nep reseriive B
RN T JRRE T I:I-.H.l:m:n
e e SCORADA/5+ 7B +2+C
i Iﬂ-m-i :

Lechgedf cates
" ¥ Orymess & svalorsd
Dryrems an rrewshed sman

Visual anakog scale PRURITUS (0t 90] [

{averaga fod th last

3 days or nights] SLEEP LD53 (010 10)]

10

TREATMENT:

REMARKS:

122



ANEXOS

ANEXO II: Criterios Diagnéstico de Hanifin y Rajka para Dermatitis
Atopica (DA)

Criterios Mayores: Debe tener tres o mas:

1.
2.

Prurito

Distribuciéon y morfologia tipica

« Liquenificacion o linearidad flexional en adultos

» Compromiso extensor y facial en infantes y nifios

3.

Dermatitis cronica o cronicamente recidivante

4. Historia personal o familiar de atopias (asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica)

Criterios Menores: Deben tener 3 o mas de:

1.

AN O i

J

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Xerosis

Ictiosis, hiperlinearidad palmar, o queratosis pilaris
Reactividad a pruebas cutdneas inmediata (tipo 1)
IgE sérico elevado

Comienzo a temprana edad

Tendencia a infecciones cutdneas (especialmente S. aureus y herpes simplex) o

defecto en la inmunidad mediada por células
Tendencia a dermatitis en manos y pies inespecificas
Eczema del pezén

Queilitis

Conjuntivitis recurrente

Pliegue infraorbitario de Dennie-Morgan
Queratocono

Cataratas anterior subcapsular

Oscurecimiento orbitario (ojeras)

Eritema o palidez facial

Pitiriasis alba

Pliegues anteriores del cuello

Prurito al sudar (hipersudoracion)

Intolerancia a lanas y solventes orgdnicos
Acentuacion perifolicular

Intolerancia a alimentos

Curso influenciado por factores ambientales o emocionales

Dermografismo blanco
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ANEXOS

ANEXO III: Criterios diagnésticos de DA
(Consenso de la “American Academy of Dermatology, 2003)*

Criterios esenciales
Deben estar presentes y si estan todos son suficientes para el diagndstico:
¢ Prurito

¢ Cambios eczematosos con patrones especificos segtin la edad: cara, cuello y superficie de extensién de
miembros en lactantes y nifios. Lesiones flexurales presentes o previas a cualquier edad. Respeto de pliegues
axilares/inguinales

¢ Curso cronico, recidivante

Criterios importantes
Ayudan a avalar el diagnéstico.
* Edad de comienzo temprana
* Atopia (historia personal o familiar, hiperreactividad IgE)

¢ Xerosis

Criterios asociados
Ayudan a sugerir el diagndstico.
* Queratosis pilar. Ictiosis vulgar. Hiperlinearidad palmar
* Respuestas vasculares atipicas (Por ej.: palidez facial, dermografismo blanco, blanqueo retardado)
* Acentuacién perifolicular/liquenificacion/prurigo
* Cambios oculares/ periorbitarios

* Lesiones periorales/periauriculares

Diagndsticos de exclusion: escabiosis, dermatitis alérgica de contacto,
dermatitis seborreica, ictiosis, linfoma cutaneo, psoriasis, fotodermatosis,
inmunodeficiencia, eritrodermia por otras causas .
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ANEXOS

ANEXO IV: VALORES DE REFERENCIA DE IMC SEGUN LA
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD

Indice de Masa Corporal - NINOS

Patrones de crecimiento infantil de la OMS - Nacimiento a 5 afios (percentiles)
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ANEXO V: HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y
CONSENTIMIENTO INFORMADO (Padre /representante legal)

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

¢ Informacion (proporciona informacion sobre el estudio)

e Formulario de Consentimiento (para obtener la firma si usted esta de acuerdo en
que su hijo pueda participar)

PARTE 1: HOJA DE INFORMACI()N AL PARTICIPANTE INCLUIDO EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION

Titulo del estudio:
“Estudio de Staphyloccocus aureus nasal en nifios con dermatitis atépica”

Investigador Principal:
Laura Berbegal de Gracia

Entidad donde se desarrolla la investigacion o patrocinador.
Servicio de Dermatologia, Hospital General Universitario de Alicante

Introduccion:

Existen diversos estudios que han demostrado que la colonizaciéon nasal por
Staphylococcus aureus (S. aureus) en pacientes con Dermatitis Atdpica (DA) es mas
elevada que en la poblacién general, probablemente como resultado de la combinacion
de la disfuncion de la barrera epidérmica y la alteracion en su respuesta inmune. Dada la
alta incidencia de la DA en los ultimos afios en los paises industrializados y la
implicacién del S. aureus en la patogenia de esta enfermedad, es necesario constatar la
frecuencia de la colonizacion nasal por S.aureus en estos pacientes y la relaciéon con la
gravedad, ya que podria tener implicaciones terapéuticas importantes. En este sentido,
el departamento de Dermatologia del Hopsital General Universitario de Alicante estd
realizando un estudio titulado “Estudio de Staphyloccocus aureus nasal en nifios con
dermatitis atopica”

Objetivos:

Este estudio tiene como objetivo analizar si la colonizacién nasal por S. aureus es
mayor en nifios con Dermatitis atopica (DA) que en nifios sanos, y determinar la
correlacion clinica de esta colonizacion con la gravedad de la enfermedad.

Métodos:

Para ello se realizara un estudio analitico observacional prospectivo de casos (nifios con
DA) y controles (nifios sin DA), donde se estudiard la frecuencia de la colonizacién
nasal por S. aureus. Adicionalmente, se recogeran variables que pueden condicionar a
esta enfermedad asi como la severidad de los pacientes con DA mediante el SCORAD
(Severity Scoring of Atopic Dermatitis) mediante la anamnesis y la exploracion fisica,
para estudiar si la colonizacion nasal se correlaciona con una mayor gravedad en estos
pacientes.

La colonizacion significa que el microorganismo se encuentra entre la flora del paciente
pero no causa enfermedad. Hasta el 30% de los sujetos sanos pueden estar colonizados
por S. aureus de manera persistente o transitoria, convirtiéndose las narinas en el
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principal reservorio. Para su estudio, se tomardn muestras del vestibulo de ambas fosas
nasales mediante un hisopo estéril. Para ello, se insertard en la fosa nasal hasta el punto
de mayor resistencia correspondiente a los cornetes, aproximadamente 2 a 3
centimetros. Se rota el escobillon contra la mucosa nasal en 360° y se repetird el
proceso en fosa nasal contralateral. Posteriormente, la muestra se llevard en medio de
transporte hasta el laboratorio de microbiologia donde serd sembrada en cultivada para
la identificacion bacteriana.

Confidencialidad y anonimizacion de datos:

El proyecto se realiza de acuerdo a las Normas de Buena Préctica clinica, la Declaracion
de Helsinki y la legislacion vigente en Espafia para proyectos de investigacion. La
informacion sobre los datos personales y de salud del paciente serd incorporada y
tratada en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias que establece
la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacion sanitaria.

PARTE 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO

D./D. como padre o
representante legal del paciente
de afios de edad, con domicilio en ,
con DNI n°

DECLARO:
Que el/la Dr./Dra. , me ha explicado
que:

- El Hospital General Universitario de Alicante realiza investigaciones para estudiar
aspectos relacionados con la correlacion entre la Dermatitis atépica y la colonizacién
nasal de Staphyloccocus aureus. Los resultados derivados de dichos proyectos de
investigaciéon podran ser utilizados para la creacion de protocolos de diagndstico y
seguimiento de pacientes con esta enfermedad.

- El procedimiento que se propone consiste en permitir recoger datos personales y
médicos asi como el estudio fisico mediante exploracion fisica basica y la realizacion de
exploraciones complementarias como la recogida de frotis nasal para cultivo.

- El paciente no recibird ninguna compensacién econdmica ni otros beneficios, sin
embargo si las investigaciones tuvieran éxito, podrian ayudar en el futuro al mejor
manejo de éstos pacientes por parte de los clinicos responsables.

- El proyecto se realiza de acuerdo a las Normas de Buena Practica clinica, la
Declaracion de Helsinki y la legislacion vigente en Espafia para proyectos de
investigacion. La informacion sobre los datos personales y de salud del paciente serd
incorporada y tratada en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias
que establece la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacion
sanitaria.
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- Si se decidiera revocar el consentimiento que ahora presto, los datos del paciente no
seran utilizados en ninguna investigacion después de la fecha en la que se haya retirado
el consentimiento, si bien, los datos obtenidos hasta ese momento seguirdn formando
parte de la investigacion.

Yo entiendo que:

La eleccion es voluntaria, y que puedo revocar el consentimiento en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

Otorgo el consentimiento para que el Hospital General Universitario de Alicante utilice
los datos para investigaciones médicas, manteniendo siempre el anonimato y la
confidencialidad de los datos.

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo y el facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las

observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.

Observaciones:

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con la informaciéon recibida y en tales
condiciones estoy de acuerdo y consiento permitir el uso de mis datos clinicos y
demograficos para investigacion.

En Alicante, de de 201

Firma padre representante legal del paciente Firma del médico responsable
DNI:

Fdo.: Fdo.:

REVOCAC[ON DEL CONSENTIMIENTO PARA PERMITIR EL USO DE MIS
DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS PARA INVESTIGACION

D./D*
Como padre o representante legal del paciente.

,de anos de edad, con domicilio
en DNI. n° Revoco
el consentimiento prestado en fecha , que doy con esta fecha por

finalizado, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

En Alicante, de de 201__
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Firma del padre o representante legal de paciente ~ Firma del médico responsable
DNI:
Fdo.: Fdo.:

Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador y otra el padre/
representante legal del paciente
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ANEXO VI. HOJA DE RECOGIDA DE VARIABLES

CASO CONTROL

Variables de identificacion

* Numero de registro:

* Numero Historia Clinica:
* Sexo ( hombre/mujer):

¢ Edad (aios):

¢ Talla (cm):

* Peso (kg):

e IMC:

e IMC2:

Variables explicativas

* Antecedentes familiares atopia
- Rinitis (si/no)
- Asma (si/no)
- D.Atopica (si/no)
* Antecedentes personales de atopia
- Antecedentes de rinitis (si/no)
- Antecedentes de asma (si/no)
- Alergias inhaladas a pdlenes (si/no)
- Alergias inhaladas a dcaros (si/no)
- Alergias inhaladas a pelos de animales (si/no)
- Alergias alimentarias a huevo (si/no)
- Alergias alimentarias a frutos secos (si/no)
- Alergias alimentarias a melocotén (si/no)

- Alergias alimentarias a kiwi (si/no)
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- Alergias alimentarias a proteinas de leche de vaca (si/no)
- Alergias alimentarias a marisco (si/no)

- Antecedentes personales de celiaquia (si/no)

- Alteraciones del suefo (si/no)

- Alteraciones del suefio ( si/no)

- Antecedentes de celiaquia ( si/no)

Variables de resultado

¢ Tipo: 1: Caso 2: Control
* SCORAD:
e SCORAD 2::1noDA; 2 leve (0-14); 3 moderado (15-40); 4 grave (>40)
* Colonizacion nasal por S. aureus (si/no)
* Sensibilidad antibidtica de las cepas de S. aureus: 1: sensible; 2: resistente; 3:
no recogido; 4: no aplicable por cultivo negativo.
- Meticilina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Amoxicilina/acido clavulédnico (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no
aplicable)
- Penicilina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Tetraciclina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Eritromicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Clindamicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Gentamicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Tobramicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Amikacina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Ciprofloxacino (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Levofloxacino (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Cotrimoxazol (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)
- Rifampicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

- Vancomicina (1: sensible; 2: resistente; 3: no recogido; 4: no aplicable)

* Colonizacion nasal por otras bacterias gram positivas potencialmente

patogenas: se categorizé en funcion de la presencia o ausencia de otras
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bacterias gram positivas en cultivo nasal diferentes a s.aureus en (si/no).
Streptococcus Pneumoniae (si/no).

Streptococcus Pyogenes (si/no).

Colonizacion nasal por otras bacterias fram negativas potencialmente
patogenas: se categorizd en funcion de la presencia o ausencia de bacterias
gram negativas en cultivo nasal en (si/no).

Moraxella catarrhalis (si/no).

Haemophilus influenza (si/no).

Enterobacterias spp (si/no).

Pseudomonas spp (si/no).

Acinetobacter spp (si/no).

Estudio microbioma nasofaringeo: se categoriz6 en funcion de presencia o
ausencia de realizacion mediante secuenciacion masiva del estudio del

microbioma nasofaringeo en (si/no).
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ANEXO VII: HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y
CONSENTIMIENTO INFORMADO (Padre o representante legal)

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

¢ Informacion (proporciona informacion sobre el estudio)

e Formulario de Consentimiento (para obtener la firma si usted esta de acuerdo
en que su hijo pueda participar)

Titulo del estudio:
“Estudio de Staphyloccocus aureus nasal en nifios con dermatitis atépica”
(Subapartado de estudio piloto del microbioma nasofaringeo)

Investigador Principal:
Laura Berbegal de Gracia

Entidad donde se desarrolla la investigacion o patrocinador.
Servicio de Dermatologia, Hospital General Universitario de Alicante

PARTE 1: HOJA DE INFORMACI()N AL PARTICIPANTE INCLUIDO EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION

Introduccion:

Existen diversos estudios que han demostrado que la colonizaciéon nasal por
Staphylococcus aureus (S. aureus) en pacientes con Dermatitis Atopica (DA) es mas
elevada que en la poblacién general, probablemente como resultado de la combinacion
de la disfuncion de la barrera epidérmica y la alteracion en su respuesta inmune. Por
otra parte recientes estudios hablan de la alteracion del microbioma nasofaringeo como
posibles factores implicados en esta enfermedad.

En la superficie cutdnea cohabitan bacterias, hongos y pardsitos que, en condiciones
normales, constituyen un complejo ecosisttma en permanente interaccion con el
huésped. Este ecosistema participa activamente en la doble funcién protectora de la piel,
como barrera fisica e inmunoldgica. Por lo tanto, cuando el equilibrio del ecosistema se
trastorna, se generan consecuencias negativas que predisponen y causan la aparicion de
enfermedades.

Dada la alta incidencia de la DA en los ultimos afios en los paises industrializados y la
posible implicacion del microbioma en la patogenia de esta enfermedad, es necesario
constatarlo a nivel nasofaringeo, y compararlo con controles sanos, ya que podria tener
implicaciones terapéuticas importantes. En este sentido, el departamento de
Dermatologia del Hopsital General Universitario de Alicante estd realizando un estudio
piloto en 10 casos y 10 controles dentro del estudio titulado “Estudio de
Staphyloccocus aureus nasal en nifios con dermatitis atopica”

Objetivos:

Este estudio tiene como objetivo analizar si el microbioma nasofaringeo en nifios con
Dermatitis atépica (DA) es diferente al que presentan los nifios sanos ( controles), y
generar una posible hipétesis de si esta correlacion tiene alguna implicacién en la
patogenia de la enfermedad.
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Métodos:

Para ello se realizara un estudio analitico observacional prospectivo de casos (nifios con
DA) y controles (nifios sin DA), donde se estudiard la frecuencia de la colonizacién
nasal por S. aureus. Adicionalmente, se recogeran variables que pueden condicionar a
esta enfermedad asi como la severidad de los pacientes con DA mediante el SCORAD
(Severity Scoring of Atopic Dermatitis) mediante la anamnesis y la exploracion fisica,
para estudiar si la colonizacion nasal se correlaciona con una mayor gravedad en estos
pacientes. Ademds en estos casos también se extraera una muestra de aspirado
nasofaringeo por método asistido por vacio y se analizarda mediante la técnica de
secuenciacion masiva en el laboratorio de microbiologia.

La colonizacion significa que el microorganismo se encuentra entre la flora del paciente
pero no causa enfermedad. Hasta el 30% de los sujetos sanos pueden estar colonizados
por S. aureus de manera persistente o transitoria, convirtiéndose las narinas en el
principal reservorio. Para su estudio, se tomardn muestras del vestibulo de ambas fosas
nasales mediante un hisopo estéril. Para ello, se insertard en la fosa nasal hasta el punto
de mayor resistencia correspondiente a los cornetes, aproximadamente 2 a 3
centimetros. Se rota el escobillon contra la mucosa nasal en 360° y se repetird el
proceso en fosa nasal contralateral. Posteriormente, la muestra se llevard en medio de
transporte hasta el laboratorio de microbiologia donde sera sembrada en cultivada para
la identificacion bacteriana.

Para el estudio del microbioma nasafaringeo se introducira un catéter dentro de la nariz,
dirigido hacia atrds y hacia la apertura del oido externo, hasta llegar a la faringe
posterior. Posteriormente, se introducird 1-2 mL de solucion salina estéril, y se aspirara
con un jeringa para obtener la muestra de moco que se transportard al laboratorio de
microbiologia en un frasco estéril. El proceso puede ser molesto durante los segundos
que dura el procedimiento; no supone ningun riesgo para el paciente.

Confidencialidad y anonimizacion de datos:

El proyecto se realiza de acuerdo a las Normas de Buena Préctica clinica, la Declaracion
de Helsinki y la legislacion vigente en Espafia para proyectos de investigacion. La
informacion sobre los datos personales y de salud del paciente serd incorporada y
tratada en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias que establece
la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacion sanitaria.

PARTE 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO

D./D. como padre o
representante legal del paciente
de afios de edad, con domicilio en ,
con DNI n°

DECLARO:
Que el/la Dr./Dra. , me ha explicado
que:
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- El Hospital General Universitario de Alicante realiza investigaciones para estudiar
aspectos relacionados con la correlacion entre la Dermatitis atopica y el microbioma
nasofaringeo. Los resultados derivados de dichos proyectos de investigacion podran ser
utilizados para conocer mejor la patogenia de esta enfermedad.

- El procedimiento que se propone consiste en permitir recoger datos personales y
médicos asi como el estudio fisico mediante exploracion fisica basica y la realizacion de
exploraciones complementarias como la recogida de muestras mediante aspirado
nasofaringeo.

- El paciente no recibird ninguna compensacion econdomica ni otros beneficios, sin
embargo si las investigaciones tuvieran éxito, podrian ayudar en el futuro al mejor
manejo de éstos pacientes por parte de los clinicos responsables.

- El proyecto se realiza de acuerdo a las Normas de Buena Practica clinica, la
Declaracion de Helsinki y la legislacion vigente en Espafia para proyectos de
investigacion. La informacion sobre los datos personales y de salud del paciente serd
incorporada y tratada en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias
que establece la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacion
sanitaria.

- Si se decidiera revocar el consentimiento que ahora presto, los datos del paciente no
seran utilizados en ninguna investigacion después de la fecha en la que se haya retirado
el consentimiento, si bien, los datos obtenidos hasta ese momento seguirdn formando
parte de la investigacion.

Yo entiendo que:

La eleccion es voluntaria, y que puedo revocar el consentimiento en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

Otorgo el consentimiento para que el Hospital General Universitario de Alicante utilice
los datos para investigaciones médicas, manteniendo siempre el anonimato y la
confidencialidad de los datos.

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo y el facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las

observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.

Observaciones:

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con la informaciéon recibida y en tales
condiciones estoy de acuerdo y consiento permitir el uso de mis datos clinicos y
demograficos para investigacion.

En Alicante, de de 201__
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Firma padre representante legal del paciente Firma del médico responsable
DNI:
Fdo.: Fdo.:

REVOCACI’(’)N DEL CONSENTIMIENTO PARA PERMITIR EL USO DE MIS
DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS PARA INVESTIGACION

D./D*
Como padre o representante legal del paciente.

,de anos de edad, con domicilio
en DNI. n° Revoco
el consentimiento prestado en fecha , que doy con esta fecha por

finalizado, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

En Alicante, de de 201

Firma del padre o representante legal de paciente  Firma del médico responsable
DNI:
Fdo.: Fdo.:

Este documento se firmara por duplicado quediandose una copia el investigador y otra el padre/
representante legal del paciente
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XI. RELACION DE GRAFICOS Y TABLAS

Grifico 1. Andlisis de prevalencia de la colonizacion nasal por S. aureus en los casos.

Grifico 2. Prevalencia de las alteraciones del suefio asociadas al prurito en los casos.

Grifico 3. Gravedad en los casos segin SCORAD

Grafico 4. Prevalencia de colonizacion nasal por S. aureus en los casos clasificados segun

las alteraciones del suefio asociadas al prurito.

Grifico 5. Prevalencia de colonizacion nasal por S. aureus en los casos clasificados segin

el SCORAD

Grifico 6: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa de los

diferentes géneros en cada caso estudiado.

Grifico 7: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa de los

diferentes géneros en cada control estudiado.

Grifico 8: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa de

los diferentes phyllum en cada caso estudiado.

Grifico 9: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa de

los diferentes phyllum en cada control estudiado.

Grifico 10: Histograma donde se representa graficamente la abundancia de phyllum

comparando casos y controles

Grifico 11: Andlisis de componentes principales (género)

Grifico 12: Andlisis de componentes principales (phyllum)
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Grifico 13: Analisis de componentes principales (cluster de pacientes con microbioma

similar)

Grifico 14: Histograma donde se representa graficamente la abundancia relativa del

género Oscillospira comparando casos y controles

Tabla 1. Distribucién de la edad en los casos segtin el SCORAD

Tabla 2. Prevalencia de colonizacién nasal en casos y en controles

Tabla 3. Distribucién de los nifios estudiados por edad y sexo en casos y en controles.

Tabla 4. Distribucion de los nifios estudiados por IMC en casos y en controles.

Tabla S. Antecedentes familiares de atopia en los nifos estudiados comparando casos y

controles.

Tabla 6. Antecedentes personales de atopia en los nifios estudiados comparando casos y

controles.

Tabla 7. Antecedentes de alergias alimentarias en los nifios estudiados comparando casos

y controles.

Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en nifios

colonizados y nifios no colonizados

Tabla 9. Analisis multivariante

Tabla 10. Tabla de resistencias antibidticas en pacientes colonizados a S. aureus

Tabla 11. Prevalencia de pacientes colonizados por otros gérmenes potencialmente

patogenos diferentes de S. aureus comparando casos y controles
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Tabla 12. Prevalencia de pacientes colonizados por otros gérmenes potencialmente patégenos

diferentes de S. aureus comparando nifios colonizados y nifios no colonizados

Tabla 13: Variables de los pacientes a los que se les ha realizado estudio del microbioma

nasofaringeo

Tabla 14: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia relativa de los

diferentes géneros en cada caso estudiado

Tabla 15: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia relativa de los

diferentes géneros en cada control estudiado

Tabla 16: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia relativa de los

diferentes phyllum en cada caso estudiado

Tabla 17: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia relativa de los

diferentes phyllum en cada control estudiado

Tabla 18: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia relativa de los

diferentes géneros comparando casos y controles

Tabla 19: Tabla con andlisis Anova de los géneros con significacion estadistica entre casos

y controles y del género Staphyloccocus.

Tabla 20: Tabla con los valores expresados en tanto por uno de la abundancia relativa de los

diferentes phyllum comparando casos y controles

Tabla 21: Indices de biodiversidad Chaol y Shannon comparando en casos y controles
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XII. ABREVIATURAS

DA: Dermatitis atopica

Ig: Inmunoglobulina

S.aureus: Staphylococcus aureus

pH: Potencial hidrogeno

Th: Linfocito T helper

IL: Interleuquinas

TNF: Factor de necrosis tumoral

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos

TLR: receptores toll like

FLG: gen de la filagrina

SCORAD: Scoring Atopic Dermatitis

AAD: Academia Americana de Dermatologia

PPAR: Receptores activados por proliferadores de peroxisomas

RAST: Pruebas radioalergosorbente

TSLP: Linfopoyetina estromal timica

UCA: acido transurocanico
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ABREVIATURAS

PCA: 4cido pirrilidona-5-carboxilico

QS: Quorum-sensing

Agr: Gen accesorio regulador

Fe: Fraccion constante

PVL: toxina Panton-Valentine

ET: Toxinas exfoliativas

TSST: toxina del sindrome del shock toxico

SEA: Enterotoxina estafilocdcicas A

SEB: Enterotoxina estafilocdcica B

S viridans: Streptococcus viridans

S.epidermidis: Staphylococcus epidermidis

S.pyogenes: Streptococcus pyogenes

8. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae

H. influenzae: Haemophilus influenzae

M. catarrhalis: Moxarella catarrhalis

S. lugdunensis: Staphylococcus lugdunensis

SARM: Staphyloccocus aureus resistente a la meticilina
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

OTUs: Unidades Taxon6émicas Operacionales

ARNTr: Acido ribonucleico ribosémico

P.acnes: Propionibacterium acnes

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ADAM 17:A disintegrin and metalloproteinase domain 17

HGUA: Hospital General Universitario de Alicante

IMC: Indice de Masa Corporal

CSISP: Centro Superior de Investigacion en Salud Publica

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

FISABIO: Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la

Comunitad Valenciana

%2 Prueba de chi cuadrado

OR: Odds Ratio

IC: Intervalo de Confianza

ORa: Odds Ratio ajustada

P: nivel de significacion estadistica
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ABREVIATURAS

ATCDfam: Antecedentes familiares

ATCDper: Antecedentes personales

Al: Alergias Inhaladas

AA: Alergias Alimentarias
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