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RESUMEN

Introduccion. El objetivo de este estudio es describir Ia
distribucion de los serotipos de Streptococcus pneumoniae,
su sensibilidad antimicrobiana y su relacion con las vacunas
en cepas de neumococo aisladas en hemocultivo de pacientes
adultos.

Métodos. Se estudiaron un total de 67 cepas de S.
pneumoniae. El serotipado se realizd mediante aglutinacion
con particulas de latex sensibilizadas y la reaccion de Quellung.
La concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a penicilina,
eritromicina, cefotaxima vy levofloxacino se determind
mediante E-test.

Resultados. Los serotipos mas prevalentes entre las
67 cepas fueron 22F (11,9%) y 3 (11,9%), sequidos de 7F
(7.5%) y 19A (7,5%). Los porcentajes de cepas cubiertas
por la vacuna neumococica 7-valente (VNC7V), vacuna
neumocoécica 13-valente (VNC13V) y vacuna polisacarida
23-valente (VNP23V) fueron respectivamente de 16, 49 y 820%.
Los serotipos 22F y 3 ocasionaron en conjunto 14 de los 48
episodios de neumonia bacteriémica (29,2%) y sélo 2 de los
de los 19 episodios (10,5%) de bacteriemia sin neumonia.
Segun el criterio del CLSI del 2007, 12 cepas (17,9%) fueron no
sensibles a penicilina. Once de estas 12 cepas (91,7%) fueron
simultaneamente resistentes a eritromicina.

Conclusiones. Los serotipos mas comunes fueron 22F, 3,
7F y 19A. Tres de ellos (3, 7F y 19A) son serotipos cubiertos
por la VNC13V pero no por la VNC7V. El serotipo 22F es un
serotipo emergente no cubierto por la VNC7V. Los porcentajes
de no sensibilidad a penicilina y resistencia a eritromicina se
encontraron en margenes comparables a los informados en
nuestro pais.
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ABSTRACT

Introduction. The aim of this study is to describe the
distribution of Streptococcus — pneumoniae serotypes, its
antimicrobial susceptibility profiles and the relation with
vaccines in pneumococcal invasive strains isolated from blood
cultures of adult patients.

Methods. All pneumococci isolated (67 strains) from
blood cultures were serotyped by latex agglutination
(Pneumotest latex) and Quellung reaction (Statens Serum
Institut, Denmark). Antimicrobial susceptibility testing to
penicillin (PEN), cefotaxime (CT), erythromycin (ERY) and
levofloxacin (LEV) was performed by the E-test method
(Biomerieux, France).

Results. Among the 67 strains isolated, the most prevalent
serotypes were 22F (11.9%) and 3 (11.9%), the second most
frequent were 7F (7.5%) and 19A (7.5%). The coverage of
the strains by the pneumococcal 7-valent conjugate vaccine
(VNC7V), pneumococcal 13-valent conjugate vaccine (VNC13V)
and pneumococcal 23-valent polysaccharide (VNP23V) were
16, 49 and 820, respectively. Serotypes 22F and 3 were
responsible for 14 of the 48 episodes of pneumonia with
bacteremia (29.2%) and only 2 of the 19 episodes (10.5%)
of bacteremia without pneumonia. According to the 2007
CLSI criteria, 12 strains (17.9%) were non-susceptible to
penicillin. Eleven of this 12 strains (91.7%) were resistant to
erythromycin, simultaneously.

Conclusions. The most common serotypes were 22F, 3,
7F y 19A. Three of them (3, 7F y 19A) are serotypes that are
covered by the new VNC13V but not by VNC7V. Serotype 22F
is a serotype emergent that is not covered by the VNC7V. The
percentage of non-susceptibility to penicillin and resistance to
erythromycin was comparable to the percentage reported in
our country.
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INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae €s un coco grampositivo
encapsulado con forma ovalada. las células se agrupan
en parejas (diplococos) o en cadenas cortas. Segun las
caracteristicas antigénicas de su polisacarido capsular los
neumococos se dividen en serotipos. En la actualidad se
conocen mas de 90 serotipos de neumococo’.

S. pneumoniae es un patégeno humano causante de
un gran numero de infecciones de severidad variable (otitis,
sinusitis, neumonia, meningitis, septicemia, peritonitis,
pericarditis, etc.). Afecta con mds frecuencia a ancianos,
ninos y personas inmunodeprimidas. Desde un punto de
vista microbioldgico, se considera enfermedad neumocdcica
invasora (ENI) todos aquellos procesos en los que aisla el
microorganismo a partir de muestras clinicas procedentes de
fluidos y tejidos habitualmente estériles?.

La principal respuesta inmune frente S. pneumoniae
es especifica para el polisacarido capsular’. Por ello, la
proteccion es en gran medida dependiente de serotipo. La
infeccion neumococica es en la actualidad una enfermedad
imunoprevenible. El desarrollo de vacunas antineumococicas
se ha basado en dos estrategias: las vacunas polisacaridas y las
vacunas conjugadas*.

Las vacunas conjugadas son de produccion mas facil,
resultan relativamente baratas y pueden incluir un numero
mds elevado de serotipos. Su desventaja estriba en que
generan un respuesta inmune T-independiente (es decir no
otorgan memoria inmunologica vy, por tanto, no son eficaces
en ninos)*. La vacuna neumococica polisacarida 23 valente
(VNP23V), que incluye los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y
33F, se ha recomendado para personas de edad avanzada®.

En las vacunas conjugadas los polisacaridos se unen a una
proteina transportadora que hace que la respuesta inmune sea
T-dependiente. Por este motivo si generan memoria inmunoldgica y
pueden ser administradas a nifos*. Estas vacunas son de produccion
mucho mas dificil (cubren pocos serotipos) y resultan mds caras. Las
vacuna neumococica conjugada 7 valente (VNC7V), que incluye los
serotipos que eran mas comunes en los afios 90 del siglo pasado
(serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F), fue aprobada en estados en
el afo 2000 y se comercializo en Europa en 2001. En la actualidad
existen dos nuevas vacunas conjugadas comercializadas en nuestro
pais. La vacuna neumocdcica conjugada 10 valente (VNC10V),
que afade a los serotipos cubiertos por la VNC7V los serotipos 1,
5,y 7F, y la vacuna neumococica conjugada 13 valente (VNC13V)
que ademas contiene los serotipos 3, 6A, y 19A. En la Comunidad
de Madrid la VNC7V se introdujo en el calendario sistematico de
inmunizacion infantil en noviembre de 2006 y fue reemplazada por
la VNC13V en junio de 20108,

El objetivo de este estudio es describir la distribucion de
los serotipos, su sensibilidad antimicrobiana y su relacién con
las vacunas en cepas de neumococo aisladas en hemocultivo
de pacientes adultos atendidos en el Hospital de la Princesa de
Madrid durante un periodo de dos afios.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el Hospital de La Princesa de
Madrid. Este centro cuenta con 560 camas y atiende personas
adultas de un sector de poblacion de 500.000 habitantes.

Se estudiaron un total de 67 cepas de S. pneumoniae
aisladas en hemocultivo. Estas cepas correspondian a 66
pacientes (un paciente sufrié dos episodios de ENI recurrente
separados por un intervalo superior a un mes) atendidos en el
Hospital de la Princesa entre agosto de 2007 vy julio del 2010.

En cada episodio se recogieron las siguientes variables:
sexo, edad, fecha de ingreso y fecha del alta o fallecimiento,
tabaquismo, enolismo y datos microbioldgicos de cada
aislamiento (serotipado vy perfil de sensibilidad antibiotica).

La identificacion de S. pneumoniae se realizd mediante
metodologia estandar (a-hemolisis en agar-sangre, sensibilidad
a optoquina y resultado negativo para la prueba de catalasa). El
serotipado se realizd mediante aglutinacion con particulas de
latex sensibilizadas (Pneumotest latex; Statens Serum Institut,
Copenhagen, Denmark) y la reaccion de Quellung (antisueros
del Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) frente
a penicilina, cefotaxima, eritromicina y levofloxacino se
determind mediante el método de E-test (AB biomérieux,
Solna Sweden). La clasificacion cualitativa de sensibilidad o
resistencia antibiotica se asigno utilizando los puntos de corte
para asilamientos no meningeos del Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) de 2007 y 2008”:%,

RESULTADOS

Los serotipos mas prevalentes entre las 67 cepas
estudiadas fueron 22F (11,9%) y 3 (11,9%), sequidos de
7F (7,5%) y 19A (7,5%). La tabla 1 muestra la distribucion
de serotipos y su relacion con vacunas neumococicas. Los
porcentajes de cepas cubiertas por las VNC7V, VNC13V vy
VNP23V fueron respectivamente de 16, 49 y 820k.

La edad media de los 66 pacientes estudiados fue 68,3
(rango 67, desviacion estandar 16,6). Veintinueve pacientes
eran varones y 37 mujeres. Un 71,6% de los episodios de ENI
correspondieron a neumonia bacteriémica (21 en hombres y
27 en mujeres) un 25.3% se trataron de bacteriemia sin foco
(5 en hombres y 9 en mujeres) y un 3.1% de meningitis con
bacteriemia (4 en hombresy 1 en una mujer).

Los serotipos 22F y 3 ocasionaron en conjunto 14
de los 48 episodios de neumonia bacteriémica (29,2%) vy
solo 2 de los de los 19 episodios (10,5%) de bacteriemia sin
neumonia (episodios de bacteriemia sin foco o meningitis con
bacteriemia) (p<0,05, test exacto de Fisher de 2 colas).

Entre los 48 pacientes que sufrieron neumonia, 32 (66,7%)
presentaban antecedentes de habitos toxicos de tabagquismo
y/o consumo habitual de alcohol mientras que solo 7 de los
19 (38,8%) con bacteriemia sin neumonia referian este tipo de
antecedentes (p<0,05, test de chi cuadrado)
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antibiotica
Tabla 1 Distribucion de serotipos y cobertura vacunal.
Serotipo Cepas (total) 9 Cepas (total) Vacuna

3 8 1.9 VNC13V, no VNC7V
22F 8 19 VNP23V, no vacunas conjugadas
19A 5 75 VNC13V, no VNC7V

7k 5 75 VNC13V, no VNC7V

1 4 6,0 VNC13V, no VNC7V

8 4 6,0 VNP23V, no vacunas conjugadas
6A 4 6,0 VNC13V, no VNC7V no VNP23V
4 4 6,0 VNC7V
12F 3 45 VNP23V, no vacunas conjugadas
14 3 45 VNC7V

19F 2 30 VNC7V

9N 2 30 VNP23V, no vacunas conjugadas
10A 2 30 VNP23V, no vacunas conjugadas
16F 2 30 No vacunal

21 2 30 No vacunal
11A 1 1.5 VNP23V, no vacunas conjugadas
35B 1 1,5 No vacunal
158 1 1,5 VNP23V, no vacunas conjugadas
18C 1 1,5 VNC7V
15A 1 1,5 No vacunal

6B 1 1,5 VNC7V
23A 1 1,5 No vacunal
17F 1 1,5 VNP23V, no vacunas conjugadas
28 1 1,5 No vacunal
67 100

Entre los pacientes incluidos en este estudio, 5 estaban
infectados por VIH. Todos ellos padecieron neumonia
bacteriémica. Uno de estos pacientes sufrio dos episodios
recurrentes causados por distintos serotipos (22F y 35B). La
distribucion de los serotipos en los episodios de ENI registrados
en pacientes VIH positivos fue la siguiente: dos serotipos 22F y
los cuatro restantes serotipos 1, 4, 19A 'y 35B.

Diez de los 66 pacientes (15,2%) fallecieron (ninguno
de ellos presentaba antecedentes e infeccion por el virus
del VIH). Entre los pacientes que murieron 5 sufrian
neumonia con bacteriemia (en dos pacientes se aisl6
el serotipo 3, y en el resto los serotipos 11A, 22F y 6B),
3 bacteriemia sin foco (serotipos 19A, 19F y 6A) y 2
meningitis (serotipos 12F y 7F).

Segun el criterio del CLSI de 2007 (>0,06 mg/L), 12 cepas
(17,9%) fueron no sensibles a penicilina (tabla 2). Estas cepas

pertenecieron a los serotipos 19A, 14, 19F, 22F, 35B, y 6B
(33,3%, 25,0%, 16,7%, 8,3%, 8,3% Yy 8,3% del total de cepas
no sensibles, respectivamente). Al considerar el punto de corte
del CLSI de 2008 (>2 mg/L) sélo una cepa (1,5%), perteneciente
al serotipo 6B, mostro sensibilidad intermedia a penicilina. Tres
cepas (4,5%; serotipos 14, 19A y 6B) presentaron sensibilidad
intermedia a cefotaxima. El nivel de resistencia a eritromicina
fue del 20,9% (13 cepas) (tabla 2). La distribucion de serotipos
entre las cepas resistentes a eritromicina fue 19A, 14A, 11A,
16F, 19F, 22F, 35B y 6B (30,8%, 23,1%, 7,7%, 7,7%, 7,7%, 7,7%,
7.7% y 7,7 del total de cepas resistentes, respectivamente).
No se detectd ningun aislamiento resistente a levofloxacino.
Once de las 12 cepas (91,7%) no sensibles a penicilina segun el
criterio del CLSI de 2007 fueron simultdaneamente resistentes a
eritromicina (serotipos, 19A [4 cepas], 14 [3 cepas], y 19F, 22F,
35By 6B).
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Tabla 2 Sensibilidad antibiotica.
Penicilina CLSI 2007  Penicilina CLSI 2008  Cefotaxima Eritromicina Levofloxacino
N % N % N % % N %
S 55 82,1 66 98,5 64 955 791 67  100,0
| 10 14,9 1 15 3 45 1,5 0 00
R 2 30 0 00 0 00 19,4 0 00
CMlso (mg/L) 0,016 0,016 0,023 0,125 0,75
M, (mg/L) 0,75 0,75 0,5 > 256 15

S: sensible, I=intermedio, R=resistente

CMISO: Concentracion minima inhibitoria para al menos el 50% de los aislamientos
CMlg(): Concentracion minima inhibitoria para al menos el 90% de los aislamientos

DISCUSION

En este estudio, llevado a cabo mayoritariamente en
el periodo comprendido tras la introduccion de VNC7V
en el calendario sistematico de inmunizacion infantil de
la Comunidad de Madrid y antes de su sustitucion por la
VNC13V, los serotipos cubiertos por la VNC7V supusieron
menos de una quinta parte de los aislamientos en pacientes
adultos con ENI. Por el contrario, los serotipos cubiertos por
la VNC13V agruparon en conjunto casi la mitad de las cepas.
En los ultimos afos y tras la comercializacion de la VNC7V se
ha detectado en nuestro pais una disminucion de los serotipos
incluidos en esta vacuna acompafada un aumento en la
proporcion de otros serotipos (mayoritariamente cubiertos por
la VNC13V)°. El empleo sistematico de la VNC7V ha provocado
en otros paises una disminucion de la incidencia de ENI, no
solo en nifos sino también en adultos no vacunados'. Este
fendmeno se conoce como inmunidad de grupo o de rebafo
(proteccion que ejercen los individuos inmunizados sobre el
resto de la poblacion a dificultar la transmision). EI descenso
en numeros absolutos de la incidencia de ENI se asocia con
una disminucion de los serotipos cubiertos por la VNC7V y
un aumento, en términos relativos (no en nimero absolutos),
de otros serotipos'®. Este incremento en la proporcion de
aislamientos correspondientes a serotipos no vacunales se
denomina fendmeno de reemplazo. En esta serie, los serotipos
mas comunes fueron 22F, 3, 7F y 19A (estos cuatro serotipos
supusieron el 38,8% de todos los aislamientos). Tres de ellos (3,
7Fy 19A) son serotipos cubiertos por la nueva VNC13V pero no
por la VNC7V. Entre los serotipos emergentes no cubiertos por
la VNC7V destacan el 22F® 1 19A, 7F'® y 1", Los serotipos 7F
y 19A% se incrementaron en Espafia como causa de ENI a partir
de los anos 90 del pasado siglo. El serotipo 22F no ha sido muy
comun en nuestro medio®. Sin embargo, en algunas naciones
europeas se ha observado su ascenso tras la introduccion de
la VNC7V'®"'. Dado que este serotipo no esta cubierto por
ninguna de las vacunas conjugadas actualmente disponibles,
este aumento podria llegar a ser preocupante. El serotipo 3

se ha mantenido constante durante las ultimas décadas en
nuestro pais®. En nifios, y tras la vacunacion con VNC7V este
serotipo ha sido menos prevalente que otros cubiertos por la
VNC13V pero no por la VNC7V™. Sin embargo, es muy comun
en pacientes de edad avanzada en los que se asocia con una
elevada letalidad®.

A pesar de los logros alcanzados en su prevencion, la
infeccion por S. pneumoniae continta representando una
importante causa de morbilidad y mortalidad. Se estima que en
Estados Unidos ocasiona anualmente 4 millones de episodios
de enfermedad, 445.000 hospitalizaciones y 22.000 muertes'.
El papel de S. pneumoniae en la enfermedad invasora depende
tanto de su virulencia como de su interaccion con el huésped,
de forma que las cepas de baja capacidad invasora afecten
preferentemente a huéspedes con factores de riesgo'™.
Habitualmente se considera que los niflos colonizados
constituyen un importante factor en la transmision del
neumococo a los adultos™ ™. El serotipo 19A se ha descrito
como un colonizador frecuente de la nasofaringe de nifios
sanos'’. Por el contrario, el porcentaje de nifios portadores de
los serotipos 3, 22F y 7F es muy bajo en nuestro entorno'’. Este
hecho plantea incognitas sobre el origen de la transmision de
estas cepas en adultos. En el presente estudio se aprecié que
los serotipos 3 y 22F estaban mds asociados con neumonia
que otros serotipos. El serotipo 3 se ha descrito cldsicamente
como de baja capacidad invasora (poca tendencia a pasar de
colonizador a invasor)'®. Sin embargo, recientemente se ha
observado que tanto el serotipo 3 como el 22F pueden exhibir
una elevada capacidad invasora'®.

La incidencia de ENI es superior en las edades extremas de
la vida (menores de 2 afios y mayores de 65)'®. Existen algunos
factores de riesgo para la adquisicion de ENI como son abuso
de alcohol, exposicion a humo de tabaco, insuficiencia cardiaca,
infeccion previa por virus de la gripe, diabetes mellitus, asma,
asplenia y estados de inmunodepresion (incluida la infeccion
por VIH)'®. En nuestro estudio la edad media de los casos
fue elevada y se observé una clara relacion entre neumonia
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neumococica y consumo de tabaco y/o alcohol. La letalidad
resulto superior a la observada en el conjunto de la poblacién®.

Los porcentajes de no sensibilidad a penicilina y resistencia
a eritromicina se encontraron en margenes comparables
a los informados en nuestro pais en los ultimos afios®. La
no sensibilidad a penicilina y resistencia a eritromicina se
relaciona en buena medida con el serotipo 19A°% Este fue
el serotipo mds frecuente entre las cepas no sensibles a
penicilina y simultaneamente resistentes a eritromicina. No se
detectd ninguna cepa resistente a levofloxacino. Pese a que la
resistencia a levofloxacino en Espafa es baja, en la Comunidad
de Madrid se ha informado un porcentaje de resistencia del
3,3%?" asociada con la aparicion de un clon perteneciente al
serotipo 8 que afecta con frecuencia a pacientes con infeccion
por VIH?,

Pese a las limitaciones derivadas del reducido numero de
cepas estudiadas, los resultados de este estudio sefialan que
los serotipos mas frecuentes entre pacientes adultos con ENI
atendidos en nuestro hospital no se corresponden con los
principales serotipos no cubiertos por la VNC7V causantes de
ENI pedidtrica en nuestro medio'. El serotipo 1, que puede
suponer casi una cuarta parte de los casos de ENI pediatrica
en Madrid, se detecto en solo un 6% de los casos en esta serie.
Por el contrario los principales serotipos en nuestro estudio
(22F y 3) no son tan comunes en nifos. En los proximos anos,
y tras la comercializacion de la nueva vacuna VNC13V vy su
inclusion en el calendario de vacunacion infantil de algunas
Comunidades Auténomas es muy probable que asistamos a
cambios similares a los acontecidos tras la introduccion de la
VNC7V, con fenémenos de reemplazo, inmunidad de grupo y
variaciones en la resistencia antibiotica. La vigilancia de estos
eventos, crucial en los grupos de edad sujetos a vacunacion,
debe hacerse extensiva a toda la poblacion.
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