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RESUMEN

Se ha estudiado la sensibilidad y los serotipos de 211 cepas de Streptococcus pneumoniae procedentes de 12 hospitales espanoles recogi-
das durante el mes de diciembre de 2003. Las pruebas de sensibilidad a ocho antibiticos se hicieron por E-test®, y la tipificacién usando
sueros antineumocaocicos del Statens Serum Institute de Copenhague. Globalmente, los serotipos mas frecuentes fueron el 19 (12,2%), 6
(10,7%), 23 (10,2%), 3 (8,1%), 9 (6,6%), 14 (6,1%) y 29 (5,1%), en sangre el 19 (16,6%) y el 14 (11,9%), y un 8,6% se etiquetaron como
no tipificables. Usando los criterios del NCCLS (M7-A5), el 55,6% de las cepas fueron sensibles a la penicilina (CMI <0,06 mg/l) y el 7,9%
tuvieron resistencia elevada (CMI =2 mg/l). La sensibilidad a otros antibidticos fue del 98% al moxifloxacino, 97,1% al levofloxacino, 94,6%
a amoxicilina-acido clavulanico, 71,2% a la cefuroxima, 84,4% a la ceftriaxona y 63,1% a la claritromicina y la azitromicina. Sélo un 13,3%
de las cepas fueron sensibles a todos los antibiticos probados. Entre las cepas no sensibles a la penicilina se observé el mayor porcentaje
de cepas resistentes a otros antibidticos. Se detectaron nueve patrones fenotipicos distintos de resistencia.
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In vitro susceptibility to antibiotics and the most common
Streptococcus pneumoniae serotypes:
A multicenter study

SUMMARY

The susceptibility and serotypes of 211 strains of Streptococcus pneumoniae collected from 12 Spanish hospitals in December 2003 were
studied. Susceptibility tests for eight antibiotics were carried out by E-test®, and the serotype classification was carried out using pneumo-
coccus antiserum from the Copenhagen Statens Serum Institute. Overall, the most frequent serotypes were 19 (12.2%); 6 (10.7%),; 23
(10.2%), 3 (8.1%),; 9 (6.6%), 14 (6.1%), and 29 (5.1%). In blood, the most frequent were 19 (16.6%) and 14 (11.9%), and 8.6% were non-
typable. Under NCCLS (M7-A5) criteria, 55.6% of the strains were susceptible to penicillin (MIC <0.06 mg/l) and 7.9% showed high resis-
tance (MIC 22 mg/l). Susceptibility to other antibiotics was 98% to moxifloxacin,; 97.1% to levofloxacin; 94.6% to amoxicillin-clavulanic acid;
71.2% to cefuroxime,; 84.4% to ceftriaxone; and 63.1% to clarithromycin and azithromycin. Only 13.3% of the strains showed susceptibi-
lity to the antibiotics tested. The greatest percentage of strains resistant to other antibiotics was found among the strains resistant to peni-
cillin. Nine resistant phenotypes were detected.
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INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae es una bacteria patégena in-
volucrada en enfermedades graves, como meningitis, neu-
monia, bacteriemia y peritonitis, y otras menos graves co-
mo sinusitis, otitis y artritis, con amplia difusion entre de-
terminados sectores de la poblacién, una incidencia de 6,4
a 10,5/100.000 personas-afio, y de mds trascendencia en los
nifios y en los inmunodeprimidos (1-11).

La sensibilidad de S. pneumoniae a los antibiéticos ha
ido cambiando a lo largo del tiempo, con variabilidad entre
unos paises y otros, e incluso entre diferentes zonas geogra-
ficas dentro de ellos. En Espafia, desde mediados de los afios
1980, el nimero de aislamientos con sensibilidad disminui-
da a la penicilina o resistencia a los macrélidos ha ido au-
mentando hasta llegar a cifras del 50% en algunas zonas (1,
12-24), a la vez que han aparecido cepas multirresistentes,
todo relacionado con el consumo de antibidticos (25-27).

El tratamiento de las infecciones humanas es empirico
la mayoria de las veces, basado en datos clinicos, epide-
miolégicos y en la experiencia que el médico tenga; por lo
tanto, desde el punto de vista del tratamiento y de la posi-
bilidad de actuar preventivamente frente a las infecciones
neumocdcicas mediante programas de vacunacion, resulta
necesario actualizar la sensibilidad de S. prneumoniae a di-
ferentes antibidticos y determinar la prevalencia de los di-
versos serotipos en las distintas 4reas.

El presente trabajo tiene como objetivo aportar datos
recientes acerca de la sensibilidad y los serotipos prevalen-
tes de S. pneumoniae. Durante el mes de diciembre de 2003
se recogieron las cepas de S. pneumoniae aisladas de pa-
cientes con infeccidn respiratoria, bacteriemia y otros pro-
cesos infecciosos, procedentes de varios hospitales (maxi-
mo 20 cepas por hospital), y se remitieron a un centro co-
ordinador para su posterior estudio.

MATERIAL Y METODOS

Se recibieron 211 cepas de S. pneumoniae procedentes
de 12 centros hospitalarios repartidos por la geografia na-
cional (Tabla 1). Estos centros, desde sus Servicios de Mi-
crobiologia, enviaron las cepas aisladas por transporte es-
pecial urgente al Hospital La Fe de Valencia, encargado de
comprobar los resultados de las pruebas de sensibilidad y
realizar la serotipificacion.

Identificacion de las cepas

Los aislamientos bacterianos, a su llegada al centro de
referencia, se resembraron en agar Mueller-Hinton suple-
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Tabla 1. Hospitales participantes y nimero de cepas pro-
cesadas.

Centro hospitalario N° cepas
Hospital Clinico San Carlos (Madrid) 20
Hospital Universitario Insular (Las Palmas) 19
Hospital Morales Meseguer (Murcia) 15
Hospital Universitario La Fe (Valencia) 20
Hospital Universitario Virgen Macarena (Sevilla) 17
Hospital Clinico Universitario (Zaragoza) 18
Hospital Gregorio Maraiién (Madrid) 18
Hospital Clinico (Salamanca) 16
Hospital Civil de Basurto (Bilbao) 19
Hospital Vall d'Hebron (Barcelona) 18
Hospital Clinico (Valencia) 17
Hospital Reina Sofia (Cérdoba) 14
Total 211

Tabla 2. Distribucion de las cepas de S. pneumoniae segun
el tipo de muestra.

Muestra Porcentaje cepas
Aspirado traqueobronquial 20,4
Esputo 38,9
Exudado 9,0
Liquido pleural 1.9
Sangre 20,4
Desconocida 9,5

mentado con un 5% de sangre de carnero (AS) y se incu-
baron durante 24 horas a 35-36 °C en atmésfera con un 5%
de CO, para comprobar su pureza e identidad, lo que se
confirmé mediante la prueba de sensibilidad a la optoquina
(halo de inhibicién >20 mm), a-hemdlisis y solubilidad de
las sales biliares. Posteriormente, las cepas identificadas se
suspendieron en un medio de leche descremada (Skim Milk,
Difco) y se guardaron congeladas a —80 °C para su conser-
vacidn y estudios adicionales. De cada paciente se obtuvie-
ron los datos referentes al origen de la muestra.

Serotipificacion
La serotipificacion se realiz6 mediante la prueba de la
capsula de Neufeld. Como es conocido, se trata de una re-
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accion de precipitacion entre el polisacarido capsular y el
anticuerpo homoélogo, que confiere propiedades refractivas
a la cdpsula del neumococo que, vista al microscopio, apa-
rece hinchada y refringente. Los sueros antineumocdécicos
se obtuvieron del Statens Serum Institute (Copenhague, Di-
namarca), cuyo lote consta de omniserum (mezcla de to-
dos los serotipos de neumococos), nueve sueros poliva-
lentes (A-I), que reaccionan con 8-14 serotipos, y 25 se-
rotipos y 21 serogrupos. La reacciéon con el omniserum
constituyé una prueba adicional de identificacién. Los ais-
lamientos correctamente identificados que no reacciona-
ron con el omniserum ni con ninguno de los nueve sueros
polivalentes (A-I) se consideraron neumococos no tipifi-
cables. Antes de etiquetarlos como no tipificables se re-
sembraron nuevamente y se repitié todo el proceso hasta
tres veces.
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Pruebas de sensibilidad

Las concentraciones minimas inhibidoras (CMI) de
penicilina (0,002-32 mg/l), amoxicilina-dcido clavuldnico
(0,016-256 mg/1), cefuroxima (0,016-256 mg/1), ceftriaxona
(0,016-256 mg/1), azitromicina (0,016-256 mg/1), clindami-
cina (0,016-256 mg/l), levofloxacino (0,016-256 mg/l) y
moxifloxacino (0,016-256 mg/l) se calcularon por E-test®
(AB Biodisk, Solna, Suecia), siguiendo las indicaciones del
fabricante. A partir de un cultivo puro de 24 horas en AS se
prepar6 una suspensioén en tampdn fosfato pH 7,3 que se
ajusté a una densidad Optica (530 nm) correspondiente al
0,5 (1 para los mucosos) de la escala de McFarland. Se uti-
lizaron tres placas de AS de 15 cm de didmetro por cepa.
Las placas se sembraron homogéneamente con 100 pl de la
suspension y se dejaron secar durante 15 minutos antes de
aplicar las tiras de E-test®. La lectura se realiz6 después de

Tabla 3. Distribucion de los serogrupos/serotipos de S. pneumoniae por tipo de muestra.

N° de cepas
Serogrupo/ Aspirado Muestra
serotipo traqueobronquial desconocida Esputo Exudado Liquido pleural Sangre Total
1 1 1 2
3 2 10 1 3 16
4 2 1 1 4
6 3 2 8 6 2 21
7 1 1 2 4
8 3 2 5
9 5 2 2 1 3 13
10 2 1 1 1 5
11 1 3 1 5
14 1 1 2 1 2 5 12
15 1 4 1 2 8
16 1 1
17 1 1 1 3
18 1 1 2 4
19 5 2 7 3 7 24
20 1 1
21 2 1 3
22 1 1 3 5
23 3 3 12 2 20
24 1 1 2
29% 7 3 10
31 1 2 3
33 1 1 2
34 2 1 3
35 1 2 1 4
No tipificables 6 8 1 2 17
No serotipados 3 3 6 1 0 1
Total 43 20 82 19 4 43 197

*Los serotipos 29, 35 y 42 suelen tener reaccion cruzada, y cuando esto ocurri se consideraron serotipo 29 al reaccionar con diluciones mds al-

tas del antisuero.
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Figura 1. Distribucion y porcentaje acumulado de las CMI de penicilina.

24 horas de incubacién a 35-36 °C en una atmdsfera con un
5% de CO,. Como cepas control de calidad se utilizaron
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Los puntos de corte utilizados para considerar las cepas
sensibles, intermedias o resistentes a los diversos antibidti-
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cos se basaron en los recomendados por el NCCLS en el
documento M7-A5 (28). Para moxifloxacino se considera-
ron sensibles las cepas con una CMI <1 mg/l y resistentes
si la CMI era >4 mg/l.

RESULTADOS Y DISCUSION
Distribucién de los serotipos

De las 211 cepas recibidas, en 20 se desconocia la pro-
cedencia de la muestra. De las conocidas, la mayor parte
eran invasoras, el 79,7% procedian del aparato respiratorio
y un 20,4% de bacteriemias. En esputo se aislo el 38,9% de
las cepas, en sangre el 38,9%, en aspirado traqueobronquial
el 20,4% y en liquido pleural el 1,9% (Tabla 2).

En la Tabla 3 se muestra la distribucién de los serotipos
de las diferentes muestras evaluadas. De las 211 cepas, 14
(8,6%) no reaccionaron ante ninglin suero antineumococi-
co y se etiquetaron como no tipificables. En total se identi-
ficaron 25 serotipos/serogrupos. Siete serotipos/serogrupos
se aislaron con una frecuencia >5%, lo que representan el
63,1% de los aislamientos. Los serotipos mds frecuentes
(porcentaje >5%) fueron, por orden de frecuencia, el 19
(12,2%), el 6 (10,7%), el 23 (10,2%), el 3 (8,1%), el 9 (6,6%),
el 14 (6,1%) y el 29 (5,1%). En sangre el més frecuente fue
el 19 (16,6%), seguido del 14 (11,9%), mientras que en es-
puto los mas frecuentes fueron los serotipos 23 (15,79%) y
3 (13,15%).
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Figura 2. Porcentaje acumulado de las CMI de los antibiéticos probados, excepto penicilina.
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Tabla 4. Actividad de los antibiéticos sobre S. pneumoniae dependiendo de su sensibilidad a la penicilina.

Sensibles a la penicilina No sensibles a la penicilina

% sensibles % intermedias % resistentes % sensibles % intermedias % resistentes

Amoxicilina-ac. clavuldnico 100,0 0,0 0,0 87,9 11,0 1,1

Cefuroxima 99,1 0,0 0,0 36,3 52,7 11,0
Ceftriaxona 100,0 09 0,0 59,3 28,6 11,0
Moxifloxacino 99,1 0,9 0,0 95,6 2,2 2,2
Levofloxacino 98,2 1,8 1,8 95,6 22 2,2

Claritromicina 77,0 0,0 23,0 45,6 0,0 54.4
Azitromicina 77,0 0,0 23,0 45,6 1,1 53,3

Puntos de corte del NCCLS en su documento M7-A5, en mg/l: penicilina S < 0,064, I = 0,12-1, R > 2; amoxicilina-dcido clavuldnico S <2, [ =4,
R > 8; cefuroxima S < 1, I =2, R > 4; ceftriaxona S < 0,5, I = 1, R > 2; moxifloxacino S < 1, I = 1,5-3, R > 4; levofloxacino S <2,1=4,R > 8;
claritromicina S < 0,25, 1=0,5, R > 1; azitromicina S<0,5,I=1, R > 2.

Segun datos nuestros anteriores (1, 29), en 1979-1980
los serotipos mds frecuentes fueron el 6, el 14, el 23 y el 3,
y en los anos 1999-2000 cambiaron, considerados en con-
junto, al 19, el 6, el 23, el 14, el 3 y el 9; siendo los més fre-
cuentes en las muestras de origen respiratorio el 6, el 14, el
19 yel 23, y ensangre el 14 y el 19.

También en estudios previos (24, 30) vimos que en la
poblacién mayor de 65 afios los mas frecuentes fueron el 3,
el 6, el 19, el 23,el 9y el 29, y en los nifos el 19, el 6, el
23,el 14,el 3,el9yel 11.

Con la utilizacién de las nuevas vacunas antineumocoé-
cicas (conjugada heptavalente en nifios menores de dos afios
y polisacaridica 23-valente en adultos) algunos autores han
observado, junto con su eficacia, cambios en los serotipos
aislados o reemplazo de serotipos no incluidos en la vacu-
na después de implantarla, aunque otros no (29, 31-36).

Sensibilidad a los antibiéticos

En la Fig. 1 se representa la distribucién de la CMI de
penicilina y su porcentaje acumulado; en la Fig. 2 el por-
centaje acumulado de la CMI de todos los antibidticos en-
sayados; en la Fig. 3 los porcentajes de cepas sensibles, in-
termedias y resistentes a estos mismos antibidticos. El
55,6% de las cepas fueron sensibles a la penicilina (CMI
<0,06 mg/l) y el 7,9% tuvieron resistencia elevada (CMI >2
mg/l). El 94,6% fueron sensibles a amoxicilina-4cido cla-
vuldnico, el 71,2% a la cefuroxima y el 84,4% a la ceftria-
xona. A los macrélidos claritromicina y azitromicina fue-
ron sensibles el 63,1% de las cepas (CMI <1 mg/l y CMI
<2 mg/l, respectivamente), teniendo el mayor porcentaje de
cepas resistentes (36,9%) de todos los antibiéticos proba-

dos. Estos datos son semejantes a los informados en estu-
dios de vigilancia realizados con cepas espafiolas de los
afios 1999 y 2000 (22, 37).

Se ha planteado entre nosotros la influencia de las ce-
pas con sensibilidad intermedia a la penicilina en la evolu-
cion de la infeccién respiratoria. En concreto, en la neu-
monia, la mortalidad a los siete dias fue similar, indepen-
dientemente de si S. pneumoniae era sensible o intermedio
al antibidtico (38).

Frente a las fluoroquinolonas, S. pneumoniae se com-
portd con porcentajes de sensibilidad similares: el 98% de
las cepas fueron sensibles a moxifloxacino y el 97,1% a le-
vofloxacino, pero la actividad intrinseca de moxifloxacino

M Sensibles @ Intermedias O Resistentes

100

80

60 1

(%)

40 1

20 1

Figura 3. Sensibilidad de S. pneumoniae a los ocho antibidticos pro-
bados.
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Tabla 5. Porcentaje de cepas de S. pneumoniae resistentes
a otros antibioéticos segun su sensibilidad a la penicilina.

N° antibidticos
con sensibilidad

N° (%) de cepas con CMI de penicilina

reducida <0,064 0,12-1 >2
0 28 (24,6%) 20 (26,7%) 6 (37,5%)
1 47 (41,2%) 29 (38,7%) 3 (18,8%)
2 23 (20,2%) 18 (24,0%) 6 (37,5%)
3 14 (12,3%) 5 (6,7%) 1 (6,3%)
4 1 (0,9%) 3 (4,0%) 0 (0,0%)
5 1 (0,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Total 114 75 16

Tabla 6. Fenotipos y serotipos de las cepas de S. pneumo-
niae resistentes a la penicilina (CMI > 2 mg/l).

Fenotipo N° cepas Serotipo (n°)
R sdlo a penicilina 6 NT (2), 21 (1),
NS (1), 9 (1), 23 (1)
PVNS AZTNS 1 6 (1)
PVNS CLANS 1 9(1)
PVNS XMNS 1 19 (1)
PVNS CLANS AZTNS 2 14 (2)
PVNS XMNS AZTNS 1 19 (1)
PVNS XMNS CLANS 2 14 (1), NS (1)
PVNS XMNS LENS 1 14 (1)
PVNS XMNS CTXNSAZTNS 1 NT (1)

PV: penicilina; CTX: ceftriaxona; AZT: azitromicina; LE: levofloxaci-
no; XM: cefuroxima; CLA: claritromicina; NS: no serotipificado; NT:
no tipificado.

fue superior, con CMI; = 0,25 mg/l versus 1 mg/l. Cuatro
cepas fueron sensibles al moxifloxacino y resistentes al le-
vofloxacino (dos de aspirados traqueobronquiales, una de
esputo, una de origen desconocido), pero hubo una cepa
(de origen desconocido) que fue resistente al moxifloxaci-
no y sensible al levofloxacino.

Ultimamente la literatura cientifica estd aportando da-
tos sobre el aumento de la resistencia a los macrélidos y de
fracasos clinicos, y en menor grado, sin ser preocupante por
ahora, al levofloxacino, hecho posiblemente derivado del
empleo de dosis o intervalos inadecuados cuando esta qui-
nolona se administra por via oral (39-45).

En la Tabla 4 se presentan la sensibilidad a los antibi6-
ticos de las cepas sensibles y no sensibles a la penicilina, y
en la Tabla 5 se indica el porcentaje de cepas que fueron re-
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sistentes a mds antibiéticos dependiendo de su sensibilidad
a la penicilina. Entre las cepas no sensibles a la penicilina
se observé el mayor porcentaje de cepas resistentes a otros
antibioticos.

Pocas cepas fueron sensibles a todos los antibiéticos en-
sayados, s6lo 28 (15 de esputo, siete de aspirados traqueo-
bronquiales, dos de exudados nasales, una conjuntival, una
6tica y una de exudado de herida), destacando que de las 43
aisladas en sangre ninguna lo fue.

De las cepas aisladas en hemocultivo, s6lo la mitad (22
cepas) fueron sensibles a la penicilina, 38 fueron resisten-
tes a la azitromicina y tnicamente cinco (11,6%) se mos-
traron sensibles a ambos antibidticos.

Las 16 cepas con CMI de penicilina >2 mg/l procedian
de diversas muestras: ocho esputos, dos aspirados traqueo-
bronquiales, tres hemocultivos, un exudado nasal y dos de
origen desconocido. Los fenotipos y serotipos de estas ce-
pas se muestran en la Tabla 6.

En resumen, consideramos que los datos aportados son
una parte mas de la amplia informacién que existe en Es-
paiia sobre S. pneumoniae, su sensibilidad a los antibidticos
y su distribucidn por serotipos.

Correspondencia: Dra. Emilia Canton, Bacteriologia Experimental, Cen-
tro de Investigacion, Hospital Universitario La Fe, Avda. Campanar n° 21,
46009 Valencia. e-mail: canton_emi@gva.es
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