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Abreviaturas y acronimos:

XDR: Resistencia extendida a los antimicrobianos (por sus siglas en inglés)
MDR: Multirresistencia a los antimicrobianos (por sus siglas en inglés)
PCV: Vacuna neumocadcica conjugada (por sus siglas en inglés)

PCV7: Vacuna neumocdcica conjugada 7-valente

PCV13: Vacuna neumococica conjugada 13-valente

CIM: Concentracion inhibitoria minima

PPSV: Vacuna neumocdcica polisacarida (por sus siglas en inglés)

PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés)
RMSP: Resistencia a macrolidos en Streptococcus pneumoniae

SIREVA: Sistema regional de vacunacion

CLSI: Instituto de estandares de laboratorios clinicos (por sus siglas en inglés)

GIVEBPVac: Grupo Interinstitucional para la Vigilancia de Enfermedades Bacterianas
Prevenibles por Vacunacion

CPS: Céapsula de polisacaridos (por sus siglas en inglés)
UFC: Unidades formadoras de colonias

ATCC: Cepa de control americana (American Type Culture Collection, por sus siglas en inglés)



1. RESUMEN

Streptococcus pneumoniae es el principal patdgeno implicado en las neumonias adquiridas en
la comunidad, asi como otras enfermedades invasivas como lo son; meningitis, bacteriemia,
septicemia, ademas de enfermedades no invasivas como otitis media aguda y sinusitis. Estas
enfermedades son la principal causa de morbilidad y mortalidad en los nifios menores de 5 afios
y en los adultos mayores, se estima que el neumococo es responsable de 1.6 millones de muertes
alrededor del mundo anualmente, por lo que sigue siendo una de las principales causas de
muerte prevenible por vacunacion. Actualmente se han identificado 100 serotipos capsulares
de S. pneumoniae, su distribucion varia segun la region geografica, asi como también su
capacidad de causar enfermedades y su capacidad de presentar resistencia a los antibidticos.

Para tratar las enfermedades causadas por este patdgeno se utilizan antimicrobianos con
espectro de accion en los Gram positivos, sin embargo, la resistencia de S. pneumoniae a los
antibidticos es un problema creciente, el desarrollo de cepas resistentes a penicilina,
macrolidos, entre otros antibiéticos ocurre gradualmente, la resistencia se puede deber a
mutaciones genéticas repetidas en la bacteria y por presion selectiva por el uso no regulado de
antibioticos, la principal preocupacion es la resistencia a p-lactdmicos y a los macrdlidos. La
resistencia a eritromicina en S. pneumoniae es conferida principalmente por dos mecanismos,
la bomba de eflujo codificada por el gen (mef) y la metilacién del sitio blanco por el gen (erm),
ademas algunas cepas de S. pneumoniae pueden expresar ambos genes de resistencia, o que
esta relacionado con concentraciones minimas de inhibicion (CIM) a los macrolidos, muy
elevadas.

Existen vacunas conjugadas compuestas cuya formulacién es especifica para controlar a los
principales serotipos causantes de enfermedades invasivas, sin embargo, desde la introduccion
de las vacunas neumocdcicas conjugadas, en casi todo el mundo, se ha observado un fenémeno
de remplazamiento de serotipos, los serotipos no vacunales han sido cada vez mas frecuentes.
El serotipo 19A emergié en muchos paises después de la introduccion de la PCV7, que no lo
contenia (vacuna neumocdcica conjugada), y su presencia esta bien relacionada con casos de
enfermedades invasivas complicadas, con alta resistencia a antibi6ticos, principalmente
betalactamicos y macrolidos. El objetivo del presente trabajo fue analizar las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de las cepas de Streptococcus pneumoniae serotipo 19A resistentes a
eritromicina antes y después de la introduccion de la vacuna neumocdcica conjugada PCV13
en México, durante el periodo de 1993-2019. Se analizaron un total de 334 muestras de S.
pneumoniae serotipo 19A resistentes a eritromicina, provenientes de los hospitales que forman
parte de la red GIVEBPVac (Grupo Interinstitucional para la Vigilancia de Enfermedades
Bacterianas Prevenibles por Vacunacion). En el periodo prevacunal, se identificé el fenotipo de
un total de 98 aislamientos, el 87.7% (86/98) presentaron el fenotipo MLSB, mientras que el
12.3% de las muestras (12/98), presentaron el fenotipo M. En el periodo post vacunal con un
total de 236 aislamientos, el 95% (224/236) presentaron el fenotipo de resistencia MLSh,
mientras que el 5% (12/236) resultaron con el fenotipo de resistencia M.

La resistencia a eritromicina en S. pneumoniae serotipo 19A se ha incrementado a traves del
tiempo, principalmente después de la introduccion de las PCVs, encontrando en este estudio la
presencia del fenotipo MLSB en mayor cantidad con respecto al fenotipo M.



2. INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae es un patégeno considerado un problema prioritario de salud pablica
ya que es la principal causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios y en adultos
mayores [1]. A nivel mundial y anualmente se estima que cerca de 0.8 a 1 millén de nifios
mueren de enfermedades invasivas causadas por S. pneumoniae. [2,3].

Este microorganismo se encuentra comunmente como comensal en la nasofaringe de los
humanos, ademas es un patdgeno oportunista que causa diversas enfermedades, conocidas
como enfermedades neumococicas que se dividen en invasivas y no invasivas. Las
enfermedades neumocdcicas invasivas causadas por este patdgeno son aquellas que penetran
los sitios estériles del cuerpo como; bacteriemia, meningitis y neumonia, mientras que las
enfermedades no invasivas son las que afectan a las mucosas del organismo, otitis media,
sinusitis y conjuntivitis. La transmision ocurre por el contacto directo de un individuo a otro, el
patégeno se adhiere y coloniza la nasofaringe y una vez que esto ocurre puede replicarse
localmente o diseminarse a otros tejidos [4].

Este patdgeno a través de los afios ha adquirido una importante y creciente resistencia a los
antibidticos mas comunmente utilizados, en 1980 la penicilina era el tratamiento principal
contra este patdgeno, sin embargo, en 1990 se comenzd a usar la eritromicina como tratamiento
alternativo debido a la presencia de una importante resistencia, desafortunadamente la
resistencia a macrélidos evoluciona rapidamente siendo que el nivel de resistencia a macrolidos
superd al de la penicilina [5].

La resistencia a antibi6ticos por S. pneumoniae es un problema creciente debido a que la
mortalidad aumenta proporcionalmente a la resistencia a antibioticos, la resistencia
antimicrobiana se puede deber a mutaciones genéticas repetidas en las bacterias, por presion
selectiva, presién por competencia, transferencia horizontal de genes y por el uso
indiscriminado de antibi6ticos [6].

Los macrélidos son un grupo de antibidticos cuya estructura quimica comprende un anillo
lactonico macrociclico de gran tamafio, tiene un amplio espectro antimicrobiano,
principalmente  empleados en el tratamiento de infecciones  respiratorias,
otorrinolaringoldgicas, cutaneas, y de tejidos blandos. Son compuestos bacteriostaticos que
inhiben la sintesis de proteinas al ligarse de forma reversible a la subunidad ribosomal 50S de
los microorganismos sensibles. A este grupo pertenecen la eritromicina, azitromicina,
claritromicina, oleandomicina, kitasamicina, entre otros [7].

La resistencia a eritromicina por S. pneumoniae ha sido reportada en todo el mundo desde 1968
[2], en los ultimos 20 afios la Resistencia a Macrolidos en Streptococcus pneumoniae (RMSP)
ha aumentado debido al indiscriminado uso de macrolidos. Son dos los principales mecanismos
de resistencia, el eflujo o bombeo del antibidtico al exterior de la célula, este mecanismo es
codificado por los genes mef, el segundo mecanismo consiste en la modificacion del sitio diana
codificado por los genes erm. Existen otros mecanismos menos comunes gue consisten en
mutaciones en los genes que codifican a proteinas ribosomales como L4, L22 o rRNA 23S [8].

La resistencia antimicrobiana del neumococo difiere entre sus serotipos y la distribucién de
estos serotipos difiere en todo el mundo. Los serotipos de Streptococcus pneumoniae, son
variantes que se distinguen unos de otros de acuerdo con los antigenos que se exhiben en su
capsula, por eso mismo cada serotipo es identificado de manera diferente por el sistema inmune.



El serotipo 19A de S. pneumoniae emergié como el serotipo predominante en varios paises
después de la introduccion de la PCV7 (formulada con los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F,
23F) afectando tanto a nifios como adultos. Se cree que esto ocurrio debido al fendbmeno de
remplazamiento de serotipos después de la introduccion de la vacuna; sin embargo, en paises
sin la introduccion de la PCV7 en sus programas de vacunacion también se reportd el aumento
del serotipo 19A [9]. Ademas de su mayor prevalencia, el serotipo 19A ha demostrado ser mas
virulento que otros serotipos al presentar mayor potencial de generar enfermedades invasivas y
el factor més alarmante del serotipo 19A es su alta resistencia a los antibiéticos mas comunes
[10].

La vigilancia de la resistencia a macrolidos de S. pneumoniae serotipo 19A es muy importante,
asi como la identificacion de los mecanismos de resistencia de las cepas circulantes, la
implementacién de estrategias como el uso prudente de antibidticos y la vigilancia de los
serotipos causantes de enfermedades neumocdcicas podria ayudar a controlar a este patdgeno,
disminuyendo el incremento de la resistencia en los casos de enfermedades neumocacicas [1].

3. MARCO TEORICO

3.1 EPIDEMIOLOGIA

En el mundo S. pneumoniae constituye la principal causa de las neumonias adquiridas en la
comunidad y de enfermedades invasivas y no invasivas como meningitis, bacteriemia, otitis
media aguda y sinusitis, principalmente en nifios menores de 5 afios y adultos mayores de 65
afios, con altas tasas de morbilidad y mortalidad que en las Gltimas décadas se ha visto agravada
por la cada vez mayor incidencia de cepas resistentes a los antibioticos mas comunes. [5].

S. pneumoniae es un comensal comun de la nasofaringe y la orofaringe, la tasa de colonizacion
es de 27-65% en nifios [11,4] y en la poblacion en general es del 20 a 40% [12]. La via de
transmision de este patdgeno es aérea, a traves de gotas de saliva de individuos portadores o de
enfermos, este organismo es susceptible al calor, el frio y la desecacién por lo que es necesario
de un contacto estrecho [13].

La Organizacién Mundial de la Salud en el 2015 estimé un total de 8.9 millones de casos de
neumonia causadas por S. pneumoniae, de las cuales 3.5 millones fueron severas. De las
muertes ocasionadas por este patdgeno el 81% corresponde a neumonias y el 12% restante a
meningitis [14].

ElI CDC (Centro de control de enfermedades por sus siglas en inglés) en Estados Unidos reporta
que hay mas de 2 millones de infecciones neumocacicas al afio resultando en mas de 6,000
muertes y mas del 30% de las infecciones el S. pneumoniae es resistente a mas de un antibidtico,
en los adultos se estima que hay 150,000 hospitalizaciones anualmente [15].

En Estados Unidos S. pneumoniae causa 40,000 infecciones fatales al afio [16]. Mientras que,
en Latinoameérica, se estimo la incidencia del neumococo en 358 casos por cada 100, 000 nifios
y un total de 5700 muertes estudios realizados en muchos paises acerca de la distribucién de
serotipos prevalentes en las comunidades han demostrado que la frecuencia varia con respecto
al tiempo, el cuadro clinico, edad y la region geogréfica [12].

Este patogeno representa un problema mundial en la salud publica, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) estima que cada afio mueren 700 mil nifios menores de 5 afos a causa del



neumococo, y es considerado como la mayor causa de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de 5 afios y en adultos mayores, los grupos méas vulnerables son los nifios
inmunocomprometidos por el VIH, reportando un estimado de 23,300 muertes este grupo a
nivel mundial. En los Gltimos afios S. pneumoniae ha presentado un incremento a la resistencia
de diversos antibidticos. En respuesta a esta problemética se ha resaltado la necesidad de una
eficiente vigilancia como estrategia para el combate a la resistencia a macrolidos, las vigilancias
internacionales juegan un papel muy importante al determinar la extension del problema de la
resistencia. Ademas, un analisis internacional puede proveer la informacién para la seleccion
antibacteriana, ayudar en el desarrollo de politicas para el uso de antibidticos esto segln la
informacidn regional de las susceptibilidades antimicrobianas [14]. En la lista del 2017 de los
patdgenos multirresistentes a antibioticos de la OMS, se considera a S. pneumoniae como una
prioridad mediana debido a las vacunas implementadas

3.2 S. pneumoniae serotipo 19A

El amplio uso de la PCV7 (vacuna neumocécica conjugada heptavalente) disminuyd
exitosamente la enfermedad neumocdcica de los serotipos contenidos en esta vacuna; a través
de los afios, la prevalencia de los serotipos no vacunales empezé a incrementarse. El serotipo
19A emergié como un serotipo importante en algunos paises y tanto en nifios como adultos
después de la introduccion de la PCV7.

S. pneumoniae serotipo 19A es el serotipo no vacunal mas prevalente después de la introduccion
de PCV7y se hadocumentado que ha desarrollado multirresistencia a antibiéticos, sin embargo,
paralelamente en las regiones donde las PCVs no estan disponibles la incidencia sigue en
aumentando por lo que se ha propuesto que el aumento de la incidencia del serotipo 19A puede
ocurrir de manera independiente y el uso de las PCVs de alguna manera han acelerado y
reforzado esta tendencia [9].

En general S. pneumoniae es un microorganismo que tiene una patogenicidad variable segun
sus serotipos, que es capaz de generar enfermedades neumocdcicas tanto invasivas como no
invasivas, en los principales grupos vulnerables. Sin embargo, posterior a la introduccion de la
PCV7 en muchos paises, el serotipo 19A se posicion6 como el de mayor importancia para la
salud, debido a que posee una prevalencia mayor a la de cualquier otro serotipo y que con el
paso de los afios se ha adaptado por medio de presion selectiva y presion por los antibidticos
con caracteristicas bioquimicas y genéticas que dificultan el control y tratamiento. Dichas
caracteristicas son: Multirresistencia (resistencia a tres 0 mas grupos de antibioticos) a los
principales antimicrobianos para su tratamiento, prevalencia en todas las regiones y climas en
casi todos los grupos de edad (dificultando su control incluso con las vacunas conjugadas) y
mayores probabilidades que cualquier otro serotipo para generar enfermedades invasivas. Estas
caracteristicas convierten al serotipo 19A en el serotipo més problematico a pesar de la
implementacion de las PCV. [17,9]



3.3 ASPECTOS HISTORICOS

S. pneumoniae fue descubierto por primera vez de manera casi simultdnea en 1881, por Louis
Pasteur y George Miller Sternberg, fue denominado “microbio septicémico de la saliva” por
Pasteur y Micrococcus pasteuri por Sternberg en ese mismo afio en el cual ambos
investigadores lo aislaron, Sternberg lo aislé6 mediante la inoculacidn de conejos con su propia
saliva, por su parte Pasteur aislé la bacteria de ratones a los que habia inoculado con la saliva
de un nifio muerto por el virus de la rabia. Pasteur publicd sus observaciones antes que las de
Sternberg en enero de 1881 en la Academia Francesa de Medicina en Paris [18], mientras que
Sternberg las publicé en abril de ese afio [19]. Desde entonces ha recibido varios nombres en
1884 fue denominado Micrococcus pneumoniae, posteriormente fue nombrado Diplococcus
pneumoniae debido a su morfologia, y finalmente fue denominado Streptococcus pneumoniae
en la octava edicion del Manual de Bacteriologia de Bergey cuya denominacion sigue vigente
[20].

3.4 CLASIFICACION TAXONOMICA

S. pneumoniae pertenece a la familia Streptococcaceae, género Streptococcus, especie pneumoniae,
son alfa hemolitica, esto debido a su caracteristica formacion de un halo por hemolisis alfa
alrededor de sus colonias, la mayoria de las especies de este género son anaerobios facultativos.
S. pneumoniae destaca del grupo por ser un importante patégeno humano.

3.5 CARACTERISTICAS GENERALES

S. pneumoniae es una bacteria Gram positiva con morfologia de diplococos lanceolados con
una capsula externa a la pared celular, de 0.5-1.25 pm de diametro, generalmente se encuentra
en cadenas cortas 0 en parejas, es inmovil, no forma esporas, su genoma es circular cerrado que
contiene generalmente entre 2.0 y 2.1 millones de pares de bases, el genoma puede variar en un
10% segun la cepa. Para su crecimiento y desarrollo se requieren condiciones y nutrientes
especificos [5,11]. Para su cultivo existen medios artificiales que contienen los nutrientes
necesarios para el crecimiento, son medios enriquecidos como agar soya tripticasa 0 agar
infusién cerebro/corazon con 10% de sangre ovina. En la placa de cultivo se observan
generalmente colonias lisas, pequefias de 1-3 mm de diametro, brillantes rodeados por un halo
verde por una marcada a—hemolisis. Es anaerobio facultativo, su crecimiento y desarrollo es
favorecido en un ambiente con 5 a 7% de COs, es catalasa y oxidasa negativo [21].

La nasofaringe es el principal reservorio de S. pneumoniae esto debido a que la nasofaringe es
colonizada sin que los individuos portadores presenten sintomas, pero migra a tejidos y érganos
causando infeccion, los principales portadores son los nifios, quienes transmiten el patégeno a
los adultos mayores [22].

S. pneumoniae es un patogeno formidable y adaptable debido a que posee una amplia lista de
factores de virulencia, estos promueven la invasion a los tejidos, reducen la capacidad del
sistema inmune de eliminar las bacterias y produccion de toxinas. S. pneumoniae es un patégeno
oportunista ya que se caracteriza por causar infecciones en individuos con un sistema inmune
débil, estos son los nifios menores de 5 afios, personas inmunocomprometidas y adultos
mayores.



3.6 FACTORES DE VIRULENCIA

Los factores de virulencia funcionan obstruyendo la respuesta del sistema inmune, evadiendo
los mecanismos de defensa o por contacto directo con los tejidos del huésped y con los
receptores de las superficies celulares que interfieren con la activacion de la respuesta y la
erradicacion bacteriana. Los factores de virulencia prevalecen y prosperan en las cepas debido
a la habilidad del patdgeno de adquirir nuevo material genético por medio de la transformacion
y recombinacion [16].

La capsula de polisacaridos es esencial para la patogenicidad del neumococo y es el factor de
virulencia mas importante, a partir de esta se puede obtener informacion bastante util para la
eficacia de las vacunas y en estudios de impacto [23]. La cépsula ayuda en la iniciacion de la
infeccion permitiendo la adherencia a las células del huésped causando inflamacion, provee
proteccion ante el sistema inmune esto por su habilidad de inhibir la fagocitosis de las células
del sistema inmune innato, previene la identificacion por los receptores del hospedero, los
factores del complemento y neutréfilos. También manipula como las inmunoglobulinas
reconocen a la bacteria y es capaz de inhibir las barreras fisicas del huésped como la mucosas
y cilios por medio de repulsidn electroestatica por su carga negativa [24].

La virulencia de la capsula de S. pneumoniae se ve reforzada por su capacidad de modificarse
debido a las mutaciones en los genes de sintesis (cps) esto produce nuevas céapsulas
promoviendo el remplazamiento de serotipos, ademas el remplazamiento puede ocurrir si una
nueva capsula es sintetizada por adquisicion de fragmentos de genes de otra cepa de neumococo
0 de especies relacionadas [25].

Este patdgeno produce toxinas que son perjudiciales para el huésped, también posee varias
proteinas superficiales que juegan un papel importante en la patogenicidad.

3.7 PRINCIPALES FACTORES DE VIRULENCIA

La neumolisina (Ply): Es una toxina citotoxica y proapoptotica importante en la virulencia de
S. pneumoniae que tiene la capacidad de formar poros en las membranas celulares, esta es
liberada mediante la lisis celular. Ademas de la lisis celular esta toxina induce la inflamacién,
promueve la formacion de biopeliculas, reduce el moco y puede interferir con el sistema inmune
del hospedero mediante la regulacion del sistema del complemento y reduccién de la fagocitosis
por las células inmunes [16].

Autolisina (LytA): Esta enzima es responsable de la autélisis bacteriana al digerir la pared
celular, actia como mediadora en el desprendimiento de la capsula en la invasién celular y
promueve la colonizacion de las células de la nasofaringe por medio de la liberacién de la
neumolisina, los acidos tedicos y otros componentes provenientes de la célula [24].

Proteinas superficiales: S. pneumoniae posee varias proteinas en su superficie que ayudan en la
patogénesis al actuar como adhesinas en las células del huésped ademas de evadir la respuesta
inmune del hospedero especialmente la respuesta del complemento.

Pili: Estas estructuras localizadas en la superficie de la bacteria asisten en el ataque y la
colonizacién de las células epiteliales, la nasofaringe y los pulmones del hospedero, también
ayuda a evitar la fagocitosis, ademas es muy importante para la transferencia horizontal de
genes (conjugacion) [26].



Inmunoglobulina Al proteasa: Esta enzima actla al fragmentar la IgA humana reduciendo la
unioén de la region efectora de la IgA en la cadena pesada, obstaculizando la muerte de la
bacteria por estos anticuerpos.

Peroxido de hidrogeno: S. pneumoniae secreta perdxido de hidrogeno (H=0:) que genera
afectaciones en el ADN hospedero, esto solamente se observa en las cepas que presentan
actividad de piruvato oxidasa mediada por el gen (SpxB), la produccion de H.O. también tiene
efectos bactericidas que S. pneumoniae utiliza para reducir el crecimiento competitivo de otras
bacterias [16].

Biopeliculas: Estas son estructuras comunitarias que consisten en agregados celulares rodeados
por una matriz extracelular de polisacaridos que se adhieren a las superficies y brindan
proteccion, capacidad de evadir la respuesta inmune y el aclaramiento mucociliar, aumentando
la virulencia de S. pneumoniae Ademas, por el contacto cercano de las bacterias dentro de las
biopeliculas los rangos de la transferencia horizontal de genes aumentan. Se ha reportado que
los tratamientos antimicrobianos no logran eliminar efectivamente las biopeliculas de S.
pneumoniae debido al incremento de resistencia [16] [24] (Figura No 1).

5\09 Polysaccharide capsule
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cell wall Lipoteichoic

acid

Pili
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space

l

Neuraminidase

Autolysin
LytA )
Pneumolysin

\ IgA protease

B Bacteriocin

Figura 1. Principales Factores de virulencia de S. pneumoniae. PsaA, Adhesina A de la superficie del neumococo;
PspA, Proteina superficial del neumococo; PspC, Proteina C superficial del neumococo; PiaA, adquisicion de hierro A
del neumococo; PitA, transportador de hierro del neumococo. [16]

4. IDENTIFICACION

La identificacion de S. pneumoniae se realiza por medio de su morfologia macroscopica y
microscopica, condiciones de cultivo, coloracion de Gram, susceptibilidad a la optoquina y
solubilidad en bilis.
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4.1 Morfologia

S. pneumoniae es un diplococo encapsulado, lanceolado, que frecuentemente se presenta en
cadenas rectas y cortas. En agar tiene el aspecto de colonias pequefias, grisaceas y
mucosas/mucoides, las colonias estan rodeadas de una zona verde de hemolisis a en agar
sangre. Las colonias jovenes son abultadas, pero después de 24-48 horas las colonias se achatan
y puede formarse una depresion en el centro en cada una. El aspecto mucoide dependera de
cuan fresco sea el medio y de la atmdésfera de incubacion, entre mas fresco el medio, mas
mucoides pareceran los cultivos. Algunos serotipos, como el tres tienen un aspecto muy
mucoide [21].

4.2 Condiciones de cultivo

S. pneumonie es un microorganismo fastidioso a la hora de ser cultivado, por lo que requiere
de medios enriquecidos para su aislamiento primario; tales como agar tripticasa soya, o agar
infusion cerebro-corazon, enriquecidos con sangre ovina, sangre de caballo o sangre de conejo.
Para obtener un correcto crecimiento de S. pneumoniae se requiere que los medios utilizados
contengan amino&cidos, péptidos, purinas, pirimidinas y vitaminas, suplementos que se
encuentran en las bases comerciales que contienen extracto de carne. Existen numerosas bases
comerciales que pueden ser usadas para preparar los medios enriquecidos con sangre, las mas
cotidianas son; Columbia y tripticasa soya. Paralelamente existen caldos de cultivo que
favorecen la buena recuperacion de S. pneumoniae, como el caldo Todd Hewitt, y la infusion
de cerebro-corazén (BHI) y caldo enriquecido con tioglicolato. Para el éptimo crecimiento en
medios liquidos, es importante que los medios sean suplementados carbohidratos fermentables
[21].

4.3 Condiciones atmosféricas:

S. pneumoniae es anaerobio facultativo; La mayoria de los aislamientos presentan un
crecimiento relativamente bueno, pero ocasionalmente se observan colonias pequefias. Algunos
aislamientos son dependientes CO2 (5-7%), esta atmosfera favorece su crecimiento, cuando se
cultiva en forma aerdbica acumula gran cantidad de H2O-. El rango de temperatura a la cual se
debe incubar es de 30 a 36° C [21].

4.4 Tincién de Gram

La coloracion de Gram de la colonia permite observar la morfologia microscopica, en el caso
de S. pneumoniae tiene una tincion purpura debido a que es Gram positivo y revela una
morfologia de diplococo lanceolado frecuentemente en disposicion de cadenas cortas.

4.5 Susceptibilidad a la optoquina

La optoquina (hidrocloruro de etilhidrocupreina), es un compuesto al cual S. pneumoniae es
susceptible en bajas cantidades (5 pg o menores) y por lo tanto inhibe su crecimiento. La
optoquina puede inhibir el crecimiento de otros Streptococcus o hemoliticos, pero en
concentraciones altas; es soluble en agua y se difunde rapidamente en el medio, por lo tanto,
discos de papel filtro de 6mm impregnados con optoquina son colocados directamente sobre la
superficie del agar para la realizacion de la prueba.

Las células de S. pneumoniae alrededor del disco son lisadas debido a cambios de tensién en la
superficie, produciéndose una zona o halo de inhibicidn. Para la prueba el quimico (optoquina)
es incorporado a discos de papel de 6mm, con una cantidad de 5 pg. Los discos se encuentran
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comercialmente en BBL (Taxo P), Difco (231554) (discos para diferenciacion de optoquina).
El disco es colocado sobre una placa de agar sangre ovina al 5%, la cual ha sido inoculada a
partir de una colonia del aislamiento a investigar. Despues de 18-24 horas de incubacion a 35°
C en ambiente CO:2 (5-7%), la caja es examinada para observar la inhibicién del crecimiento
alrededor del disco. Zonas de inhibicion mayores o iguales a 14mm son interpretados como
susceptibles, lo que permite realizar una identificacion presuntiva del aislamiento como S.
pneumoniae.

Algunos aislamientos presentan zonas de inhibicion dudosas o cuestionables (entre 6 y 14mm),
en esos casos se debe realizar como prueba confirmatoria la solubilidad en bilis; de esta manera
se descartan las especies o hemoliticas que presentan zonas intermedias de inhibicion [21].

4.6 Solubilidad en bilis

Las sales de bilis especificamente el desoxicolato y el taurocolato de sodio tienen la capacidad
de lisar S. pneumoniae, cuando en solucion se adicionan a una suspension de microorganismos
(suspension realizada a partir de un cultivo fresco de S. pneumoniae de 18 a 24 horas en agar
sangre ovina al 5%). S. pneumoniae produce enzimas autoliticas que son las responsables de la
caracteristica forma umbilicada de la colonia en cultivos viejos. La adicion de la solucién de
sales de bilis a la suspension de la bacteria acelera el proceso de lisis; proceso asociado con la
disminucion de la tension superficial entre el medio y la membrana celular bacteriana.

La prueba de solubilidad de bilis se puede realizar a partir de cultivos en caldo o en agar sangre
ovina al 5%. Dado que la solucion de desoxicolato de sodio puede precipitarse a pH de 6.5 0
menor, cuando se realiza la prueba de solubilidad en bilis a partir de cultivos en caldo, el medio
debe alcalinizarse para evitar una reaccion falsa negativa [21].

5. SEROTIPIFICACION

S. pneumoniae es un patdégeno capaz de producir diversas capsulas de polisacaridos con
diferentes estructuras, esta capsula es esencial en su patogenicidad. En la actualidad se han
reportado 100 serotipos capsulares, siendo el ultimo reportado en el afio 2020 [25]. Debido a
estas diferencias en las estructuras y componentes capsulares podemos caracterizar las variantes
del neumococo.

La serotipificacion es una herramienta para entender la epidemiologia y caracterizar las
diferentes variedades del neumococo gracias a las diferencias estructurales y los diferentes
componentes de su capsula. La técnica empleada para la serotipificacion es denominada la
reaccion de Neufeld-Quellung, la cual consiste en una reaccion de antigeno anticuerpo, este es
el método estandar de oro para la tipificacion capsular del neumococo, €l andlisis se realiza a
partir de una suspensién celular del neumococo con una mezcla de sueros polivalentes o
antisueros que reacciona con el polisacarido capsular haciendo evidente la capsula cuando es
observada en el microscopio.

La reaccion de Neufeld-Quellung fue descrita en 1902 por Neufeld, esta técnica se compone de
tres pasos principales, la preparacion de la suspension bacteriana, la mezcla de las células y el
antisuero en una laminilla y la lectura de la reaccion en el microscopio. Los antisueros estan
compuestos por diferentes mezclas de sueros que presentan antigenos afines ante 91 serotipos
la técnica puede ser usada una vez que los aislamientos son identificados como neumococos
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son examinados inicialmente con la mezcla de los sueros, posteriormente son examinados con
el antisuero especifico del tipo y grupo [23].

6. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Los antibidticos se definen como cualquier compuesto quimico utilizado para eliminar o inhibir
el crecimiento de microorganismos bacterianos infecciosos, estos pueden clasificarse segun; su
estructura quimica, la reversibilidad de su efecto, toxicidad, el espectro de accion, tipo de
resistencia, mecanismo de accion, entre otros (Tabla 1).

Una de las caracteristicas mas importantes es el efecto que ejerce sobre el microorganismo, los
antibidticos bacteriostaticos son aquellos que, al alcanzar la concentracién adecuada en el
organismo, inhiben el crecimiento, pero el microorganismo sigue viable y cuando se retira el
antimicrobiano se reinicia su multiplicacion. Los antibiéticos bactericidas son los que poseen
un efecto irreversible en el microorganismo, ejerciendo una accion letal sobre estos [27,28].

Tabla No. 1: Principales grupos de antibidticos segin su mecanismo
de accion

Mecanismo de accion Grupo de Ejemplos
antibidticos

Inhibicidén de la sintesis | -Betalactamicos -Penicilina

lul i
de pared celular -Cefalosporina

Inhibicién de la sintesis | -Sulfamidas -Sulfametazol

de acidos nucleicos . . .
-Quinolonas -Ciprofloxacina

-Aminoglucdsidos |-Gentamicina

Inhibicién de la sintesis | -Cloranfenicol -Tianfenicol
de proteinas . . .
P -Macrélidos -Eritromicina
-Tetraciclinas -Tetraciclina

La resistencia a antibioticos se define como la habilidad que desarrollan los gérmenes al
combatir a los antibi6ticos que tienen como objetivo eliminarlos, ocurre debido a multiples
razones como; presién selectiva, presion competitiva, transferencia horizontal de genes y/o la
adquisicion de material genético exdgeno por endocitosis de otras cepas, todo esto derivando
del uso sin regulaciones de antibioticos [27].

S. pneumoniae es un patdgeno que en 1978 fue denominado multirresistente (MDR) a los
antibioticos por su resistencia a penicilinas, macrolidos y tetraciclinas para ese afo, y en afios
mas recientes algunas cepas llegan a presentar resistencia extendida (XDR) (resistencia a casi
todos los grupos de antibidticos menos a uno), presentando resistencia en el 2012 a
levofloxacina y cefalosporina.
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Los mecanismos de resistencia surgen por diversas causas, las bacterias compiten por la
supervivencia, esto y el mal empleo de los antimicrobianos impulsa la aparicion de estos
mecanismos, para cada grupo de los antibioticos mas comunes en el tratamiento de infecciones
existe al menos un mecanismo de resistencia por parte de las bacterias, segun el tipo y el sitio
de accion, surge el mecanismo de resistencia especifico, aunque algunos mecanismos de
resistencia para un tipo de antibidtico pueden interferir con la accidn de otro 0 mas grupo de
antibioticos.

Los mecanismos de resistencia observados en S. pneumoniae se dividen en 3 tipos:

a) Modificacion del sitio blanco: Son modificaciones que ocurren en el sitio de accion del
antibiotico deteniendo su efecto sobre la bacteria.

b) Permeabilidad de la membrana plasmatica: Este mecanismo consta de la modificacion
de la afinidad de la membrana por ciertas moléculas, esto puede ocurrir mediante la
reduccion de proteinas presentes en la membrana.

c) Bombas de eflujo: Estas bombas, son proteinas membranales que reconocen al
antibiotico y lo expulsan fuera del medio celular, impidiendo su acumulacion.

6.1 Resistencia a B-lactamicos (Penicilinas y Cefalosporinas):

Las penicilinas y Cefalosporinas pertenecen al grupo de los B-lactdmicos, estos antimicrobianos
tienen su accion en la pared celular, funcionan inhibiendo la biosintesis de esta durante el
crecimiento y division celular, mediante la obstaculizacion de algin proceso en la sintesis de
peptidoglucano, el componente de la pared celular.

Los principales mecanismos de resistencia a este grupo de antimicrobianos son: La
permeabilidad de la membrana mediante la reduccion de porinas y la modificacion del
antibiotico por enzimas llamadas B-lactamasas.

6.2 Resistencia a Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina y Levofloxacina):

Las fluoroguinolonas son antimicrobianas que acttan inhibiendo la sintesis de DNA y RNA en
el nicleo, esto ocurre mediante la inhibicion de las topoisomerasas, estas enzimas actdan en la
liberacion de la tension en las hebras durante la sintesis de estas moléculas.

Los principales mecanismos de resistencia en las fluoroquinolonas son: La modificacion del
sitio blanco mediante cambios en la afinidad del sitio de accién, permeabilidad de la membrana,
al igual que los betalactamicos, la reduccion de porinas afecta a este grupo de antimicrobianos
también y bombas de eflujo.

6.3 Resistencia a Macroélidos (Eritromicina):

Los macrdlidos son antimicrobianos que se internalizan en la células por medio de difusion
pasiva gracias a su naturaleza lipofilica por medio de transportes activos dependientes de calcio,
actuan inhibiendo la sintesis de proteinas dependientes de RNA de la bacteria, estos actian en
la traduccion, en los diferentes momentos de esta segin en la fase que se encuentre, los
macrolidos comdnmente actGan en la elongacion inhibiendo la translocacién del péptido en la
subunidad ribosomal 50S, en el rRNA 23S [28]. (Figura No. 2).
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Figura 2. Mecanismo de accidn de la eritromicina, este macroélido actta en la
elongacidn situandose en el rRNA 23S en la subunidad ribosomal 50S impidiendo la
translocacion. Imagen extraida de:es.slideshare.net/alekseyga/macrolidos-41835430

En 1990 la eritromicina fue usada ampliamente en consecuencia de las ya presentes cepas
resistentes a la penicilina, también a los pacientes alérgicos a esta. Sin embargo,
desafortunadamente la resistencia a macroélidos en S. pneumoniae ha evolucionado muy rapido,
incluso sobrepasando los niveles de resistencia de la penicilina [8].

La eritromicina es un macrélido de origen natural, de primera generacion. Que pertenece al
grupo de antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas, posee 14 atomos carbonos/anillos
lacténicos, (Figura No 3), tiene efecto bacteriostatico ya que actta en la fase de elongacion de
la traduccidn, la eritromicina inhibe la translocacion de la cadena de aminoécidos en formacién,
e indirectamente inhibe también la transpeptidacion, el sitio de accién esta ubicado subunidad
ribosomal 50S en el rARN 23S.

OH

r4 N .

Figura 3. Estructura quimica de la eritromicina. Imagen extraida de:
es.123rf.com/photo_91297601_medicamento-antibi%C3%B3tico-eritromicina-clase-macr%C3%B3lido-

estructura-qu%C3%ADmica-f%C3%B3rmula-esquel%C3%A9tica-.html 15



Su espectro de accion se concentra en los cocos, bacilos y algunos Gram negativos,
principalmente se utiliza este antibidtico para tratar infecciones en piel, mucosas e infecciones
respiratorias, usado como primera opcion cuando se presenta alergia a la penicilina [28].

La eritromicina fue descubierta en 1952, este es un macrélido producido por
Saccaharopolyspora erythraeus cominmente conocido como Streptomyces erythraeus [29].

La resistencia a macrolidos en S. pneumoniae se debe principalmente a dos mecanismos de
resistencia; la modificacion del sitio blanco; ocurre por una di- metilacion en el rRNA 23S
especificamente en el residuo de adenina (A20580) en la subunidad ribosomal larga 50S por
una enzima codificada por el gen erm (Erythromycin ribosomal methylase), brindando una
resistencia cruzada a macrolidos lincomsamidas y estreptograminas B. El segundo mecanismo
funciona mediante una bomba de eflujo, que es codificada por el gen mef (Macrolide efflux
pump), este Gltimo mecanismo solo brinda resistencia a macrélidos con 14 y 15 anillos
macrociclicos, Ademas, otros mecanismos menos comunes son mutaciones en los genes L4,
L22, y/o el rRNA 23S que reducen la afinidad de la eritromicina. [29,30].

Las cepas que portan el gen de resistencia erm se les denomina portadores del fenotipo MLSDb,
(que significa que son resistentes a macrélidos, lincosamidas y estreptomicinas) y las cepas que
contienen el gen de resistencia mef se les denomina portadores del fenotipo M (que brinda
resistencia a macrolidos y susceptibilidad a lincosamidas y estreptomicina B). También existen
cepas que son portadoras de ambos genes de resistencia erm y mef. [31].
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7. VACUNAS

Las vacunas contra el neumococo estan disefiadas para inducir la produccién de anticuerpos
especificos capaces de reconocer la capsula de polisacaridos de los serotipos mas comunes
causantes de enfermedades, los anticuerpos proveen proteccion solamente contra los
neumococos con las cépsulas diana de la vacuna. [25,9]. A través del tiempo han surgido
maltiples vacunas que han sido implementadas en las diferentes estrategias de vacunacion de
las regiones del mundo, esto tuvo como resultado una considerable disminucidn en la incidencia
de las infecciones invasivas causadas por este patdgeno.

Las vacunas neumocaocicas polisacaridas fueron las primeras vacunas para brindar proteccion
contra el neumococo, estas vacunas incluyen polisacaridos capsulares purificados de S.
pneumoniae que inducen una respuesta inmune activa, vacuna polisacarida 23 Valente
(PPSV23), contiene los serotipos (1, 2, 3, 4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, Y 33F). Actualmente esta vacuna es aprobada y recomendada
para personas de 50 afios en adelante y a nifilos mayores de 2 afios los cuales tienen un riesgo
mayor para adquirir infecciones neumocadcicas. [32,33].

Las vacunas neumocacicas conjugadas (PCVs) son vacunas gue se conforman por los antigenos
de la capsula de polisacaridos de los serotipos mas importantes en la salud publica, estos
antigenos capsulares estan conjugados con proteinas antigénicas como la CRM197 de la
difteria, que son reconocidas facilmente por el sistema inmune [34].

Antes de la introduccion de las PCVs, en los paises menos desarrollados de las 8.8 millones de
muertes anuales en nifios menores de 5 afios en el 2008 cerca de la mitad de las muertes fueron
causadas por infecciones neumocdcicas. En paises desarrollados el reporte de incidencias en
nifios menores de 5 afios antes de la implementacion de las PCVs ha variado en rangos de entre
17.1 a 94.7 casos /1000 con las mayores incidencias en Norte América y las menores en los
paises europeos [35].

Las vacunas conjugadas del neumococo han estado disponibles desde hace algunas décadas en
varias regiones del mundo, pero desde el afio 2000 fueron implementadas en muchos programas
de inmunizacion de diferentes paises para infantes y nifios pequefios. Las PCVs disponibles
actualmente son seguras y eficaces y la OMS recomienda su uso en programas de inmunizacion
infantil de todo el mundo, en muchos paises el uso rutinario de las PCVs ha logrado reducir
drasticamente la incidencia de enfermedades graves causadas por los serotipos implementados
en las vacunas [36].

Vacunas Conjugadas de Neumococo

PCV7  Pfizer/Wyeth 4 6B 9V 14 18C  19F  23F
(2000)

PCVI0 GSK 4 6B 9v 14 18C 19F 23F 1 5 7F
(2010)

PCV13 Pfizer 4 6B 9V 14 18C 19F 23F 1 5 7F 3 6A 19A
(2011)
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Streptococcus pneumoniae serotipo 19A

Desde 1993 debido a la importancia que empezaban a tomar las neumonias y meningitis
bacterianas adquiridas en la comunidad, la OPS implemento un programa, la red SIREVA que
provee informacion sobre los datos de distribucion de serotipos y susceptibilidad de S.
pneumoniae, H. influenzae y N. meningitidis a los antibioticos, asi como informacion
epidemioldgica para la estimacion de la carga de estas enfermedades para la formulacion de
vacunas cada vez mas eficientes.

Este programa tiene varios objetivos, el principal es el producir una red con datos de calidad
junto con biolégicos almacenados para mantener una relacion estrecha con los laboratorios de
salud entre los paises que pertenecen a la red, logrando con esto orientar a las autoridades
nacionales en la toma de decisiones para mejorar el impacto de las intervenciones vacunales.

Entre el 2010 y el 2015 la red SIREVA reporto que de 6307 casos de enfermedades
neumocacicas invasivas 742 (11.8%) fueron del serotipo 19A. Otros datos no provenientes de
la red SIREVA reportaron 768 aislamientos de enfermedades neumocdcicas invasivas de las
cuales 41 (5.3%) fueron del serotipo 19A si se suman estos reportes un total de 7075
aislamientos de enfermedades neumocdcicas invasivas de los cuales 783 (11.1%) son del
serotipo 19A. No se encontraron diferencias en la prevalencia de S. pneumoniae 19A en los
datos de la red SIREVA y entre los no provenientes de dicha red [37].

El serotipo 19A es responsable de la prevalencia de enfermedades neumocacicas invasivas en
la poblacion pediatrica principalmente en los menores de 5 afios, se encontr6 una tendencia a
través del tiempo desde el 2008 con 0% al 2017 con un 33%. Mientras que en los menores de
18 afos la tendencia fue de 0% a 36% en el mismo periodo. En este estudio realizado en Bogota,
se analizaron 463 muestras invasivas de enfermedades neumococicas de las cuales 17.7%
(56/463), el diagnostico mas frecuente fue neumonia (80%) [38].

Recientemente en el 2018 la OPS denominé al serotipo 19A como el mas frecuente agente
causal de neumonia bacteriana y meningitis en nifios menores de 5 afios segun los datos
recopilados por la red SIREVA [39] (Tabla No 2).

Tabla No 2. Vigilancia del Serotipo 19A por la red SIREVA en nifios menores de 5 afios (2018)
Instituto o laboratorio encargado de la | No. aislamientos .
Pais Regién S.preumoniae Serofipo 074
. 0]
8 19A
Argentina Instituto Nacional de enfermedades
Infecciosas (ANLIS)
139 9 6.5%
Bolivia Laboratorio de Referencia Nacional en
Bacteriologia Clinica del Instituto Nacional
e 31 7 22.6%
de Laboratorios de Salud (INLASA)
Brasil Meningites, Pneumonias e Infecgdes
Pneumocacicas (NMPT) del Centro de 174 20 140.2%
Bacteriologia, Instituto Adolfo Lutz (IAL) a0
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Chile Instituto de Salud Publica, Santiago de Chile 118 26 22.0%

Colombia Instituto Nacional de Salud de Bogota 135 68 50.4%

Costa Rica Centro Nacional de Referencia de 7 1 14.3%
Bacteriologia - INCIENSA, San José

Cuba Instituto de Medicina Tropical, Pedro Kouri 63 14 21,5%
(IPK), Habana

Ecuador Instituto Nacional de Investigacion en Salud 38 26 68.4%
Piiblica “Leopoldo [zquieta Pérez” Guayaquil

Meéxico Instituto de Diagnostico y Referencia 6 3 33.3%
Epidemiologicos (InDRE)

Panama Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios
de la Salud (ICGES), Laboratorio Central de 1 3 27.3%
Referencia en Salud Publica (LCRSP), e
Ciudad de Panaméa

Paraguay Laboratorio de Referencia Nacional:
Laboratorio Central de Salud Pablica,

. 98 25 25.5%

Asuncion

Pera Laboratorio de Infecciones Respiratorias
Agudas (TRA), Instituto Nacional de Salud,
Li 23 9 39.1%

ima

Repiblica Hospital Infantil Dr. Robert Reid Cabral, 9 2 22.2%

Dominicana | Santo Domingo

Uruguay Departamento de Laboratorios, Ministerio de 27 1 3.7%

Salud Pablica, Montevideo

Datos obtenidos y seleccionados del informe regional reportado por la red SIREVA Il. [39]

En el 2019 en México se recolectaron 214 muestras de las cuales el (21%) 45/214 fueron
serotipo 19A. Su presencia aumento en la mayoria de los grupos de edad. El serotipo 19A sigue
siendo el mayor causante de enfermedad en los menores de 5 afios al igual que en los grupos
>5a 49y 50 a>60 afios. A pesar de que los casos de meningitis bajaron en consecuencia de la
cobertura con la vacuna, el serotipo 19A sigue presente a pesar de las PCVs, este serotipo
presenta un importante riesgo porque es el mas comun generador de enfermedades infecciosas
y si no se controla su presencia puede que en los afos siguientes vuelva a aumentar los casos
de meningitis y de otras enfermedades invasivas [40].

Actualmente con el analisis de los datos obtenidos por la red SIREVA, posterior a la
implementacion de la PCV13, se ha detectado el fendmeno de remplazamiento de serotipos,
principalmente se debe a la propagacion de los serotipos no vacunales como: el 24F, 6C, 12F,
23B, 15B y algunos otros. Esto indica que existe una gran necesidad de formar y mantener un
sistema de vigilancia que permita mantener el control del comportamiento de S. pneumoniae en
el constante cambio ambiental. Por esto mismo se estan desarrollando vacunas conjugadas de
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nueva generacion, la PCV15 que agrega los serotipos 22F y 33F a la PCV13 y la PCV20 que
agrega los serotipos 8, 10A, 11A, 12F y 33F respectivamente con esto se prevé una reduccion
en la aparicion de las infecciones neumocacicas a corto y mediano plazo [39].
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8. JUSTIFICACION

Actualmente S. pneumoniae es el agente responsable de la mayoria de las neumonias
bacterianas alrededor del mundo, siendo el serotipo 19A una causa prevalente de infecciones
invasivas y no invasivas principalmente en los nifios menores de 5 afios y adultos mayores, esto
aunado a su multirresistencia ante los antibidticos.

En México existe una vigilancia epidemioldgica, sin embargo, la identificacion y el anélisis de
la resistencia a eritromicina de S. pneumoniae serotipo 19A no ha sido reportada, es por eso que
resulta importante analizar la resistencia a través del fenotipo (M/MLSb) y genotipo (mefA y
ermB) en las muestras recolectadas por la red GIVEPBVac.

La implementacion de la vacunacion con la PCV13 en nuestro pais ha disminuido la incidencia
de enfermedades invasivas y no invasivas de los serotipos incluidos en esta incluyendo al
serotipo 19A, sin embargo, a pesar de que la vacuna ha sido efectiva al disminuir el nimero de
casos, estos se siguen reportando y con mayor resistencia a eritromicina.

La identificacion de la resistencia a eritromicina en cepas de S. pneumoniae serotipo 19A, asi
como la de los principales fenotipos (M/MLSb) y genotipos (mefA y ermB) que confieren dicha
resistencia resulta importante para identificacion y emergencia de nuevas cepas con alta
resistencia a eritromicina que circulan en nuestra poblacién

La vigilancia de la resistencia de S. pneumoniae es una estrategia importante para el control y
el uso adecuado de antimicrobianos, ya que en la actualidad cada afio aumenta
considerablemente la resistencia a eritromicina, una vigilancia constante se genera la
informacion necesaria para la toma de decisiones.

21



9. HIPOTESIS

El incremento de la resistencia a eritromicina en cepas de S. pneumoniae serotipo 19A, asi como
de sus fenotipos (M/MLSb) y genes (mefA y ermB) que la confieren mostraran diferencias
posteriores al periodo de vacunacion con la vacuna PCV13.
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10. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar las caracteristicas de resistencia en las cepas de Streptococcus pneumoniae serotipo
19A resistentes a eritromicina posterior a la vacuna PCV13 en México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Detectar el fenotipo de resistencia (M/MLSb) a eritromicina en cepas de Streptococcus
pneumoniae serotipo 19A en el periodo pre y post vacunal con la vacuna PCV13.

2.- Detectar los genes (mefA y ermB) que confieren resistencia a la eritromicina en cepas de
Streptococcus pneumoniae serotipo 19A en el periodo pre y post vacunal con la vacuna PCV13.
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METODOLOGIA DIAGRAMA EXPERIMENTAL

. . —
Muestras presuntivas a S. pneumoniae

provenientes de hospitales participantes

en la red GIVEBPVac
Metodologia
realizada por
l el grupo

Aislamiento, reeidentificacion,
serotipificacion y susceptibilidad
antimicrobiana

}

Cepas y datos de S. pneumoniae serotipo 19A recolectadas
por la red GIVEBPVac durante el periodo 1993-2019

(N= 550)

!

Seleccion de las cepas resistentes a eritromicina
de S. pneumoniae serotipo 19A

(n=334)

Identificacion de los fenotipos de Identificacion de los genotipos
resistencia mediante la técnica de de resistencia (mefA y ermB)

difusion de disco doble mediante PCR

l

Analisis de los resultados de las cepas de S.
pneumoniae serotipo 19A antes y después
implementacién de la PCV13
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11. METODOLOGIA

Se analizaron 334 cepas S. pneumoniae serotipo 19A resistentes a eritromicina, provenientes
de hospitales que forman parte de la red GIVEBPVac (Grupo Internacional para Vigilancia de
Enfermedades bacterianas Prevenibles por Vacunacién) (Tabla No. 3), dichas muestras fueron
obtenidas durante el periodo (1993-2019) en la Subdireccion de Prevencion y Vigilancia en
Enfermedades Infecciosas del Centro de Investigacion sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI)
en el Instituto Nacional de Salud Pablica

Tabla No. 3: Hospitales pertenecientes a la red GIVEBPVac

ESTADO HOSPITALES
C. de México Hospital de Cardiologia Ignacio Chavez (H. card)
C. de México Instituto Nacional de Pediatria (INP)
C. de México Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica
C. de México Hospital Infantil de México Federico Gémez. (HIM)
C. de México Instituto Nacional de Cancerologia. (INCan)
C. de México Instituto Nacional de Ciencias Médicas de la Nutricién. (INCMN)
C. de México Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. (INER)
C. de México Centro Médico Nacional. (CMN)
Morelia Hospital Infantil de Morelia (H. Morelia)
Veracruz Hospital Regional de Veracruz (H. Ver)
Tabasco Hospital del Nifio “Dr. Roberto Nieto Padron VHSA Tabasco. (HNTab)

Aguascalientes

Hospital de Especialidades Miguel Hidalgo Aguascalientes. (HEAQs)

Oaxaca

Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca (HREOax)

Estado de México

Hospital Regional de Alta especialidad de Ixtapaluca. (HRAIXt)

Estado de México

Hospital Para el Nifio de Toluca. (HNEM)

Guanajuato Hospital General de Ledn Guanajuato. (HMLIG)

Morelos Hospital del nifio Morelense. (HNM)

Puebla Hospital del Nifio Poblano. (HNP)

Monterrey Hospital universitario “José Eleuterio GSS” UALN. (H.Mont)
Monterrey Hospital San José Tec de Monterrey. (H.Mont)

Yucatan Hospital General Agustin O"Horan. (HGY)
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Guadalajara Hospital Civil de Guadalajara. (HIG)

Sonora Hospital Infantil de Sonora. (HIS)

Chiapas Hospitalidad de Especiales Pediatrica. (HEPChis)

San Luis Potosi | Hospital General de Dr. Ignacio Morones Prieto. (HSLP)

Durango Hospital General de Durango. (HGD)

Hidalgo Hospital del nifio DIF Hidalgo. (HNDHgo)

Cultivo e identificacion de las cepas de S. pneumoniae

Las muestras de S. pneumoniae analizadas forman parte de un cepario, las cuales fueron
inoculadas en agar Columbia enriquecido con 5% de sangre ovina, se incubaron de 18 a 24
horas a 37°C con 5% de CO.. La identificacion fue realizada empleando los métodos
convencionales (tincion de Gram, susceptibilidad a la optoquina y solubilidad en bilis). La
tipificacion se realiz6 por el método de Quellung y la susceptibilidad antimicrobiana por el
método de microdilucién segun los criterios del CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute
por sus siglas en inglés) 2019.

Prueba de susceptibilidad a optoquina

La prueba de susceptibilidad a la optoquina es el método estandar para la identificacion del
neumococo, se inoculé de manera masiva una placa de agar Mueller Hinton enriquecida al 5%
con sangre de carnero con una solucion bacteria previamente preparada con el estandar
McFarland y se colocé un disco impregnado con 5ug optoquina y se incub6 de 18-24hrs en una
atmosfera a 5% de CO- a una temperatura de 36°C. Posterior a la incubacion se leyeron los
resultados midiendo el halo de inhibicidn, los halos mayores a 14mm es confirmado sensible y
se identifica como neumococo.

Prueba de solubilidad en bilis

La técnica de solubilidad en bilis es la prueba confirmatoria para la identificacion del
neumococo. Se utilizan dos tubos por muestra uno de control y otro de prueba. En el tubo
control se le colocé 1ml de medio BHI mientras el tubo de prueba solo 0.5ml, para ambos tubos
se les coloca la misma cantidad de bacteria con el asa bacterioldgica y posteriormente se agrega
al tubo de prueba 0.5ml de solucion preparada con desoxicolato sodico concentrado al 10%. Se
incuban a 36° por 15 minutos después de este tiempo se observan los resultados, si el tubo de
prueba se ve claro (la muestra se lis0), se considera un neumococo.

Para la identificacion de los fenotipos y genotipos se realizé una seleccion de las cepas de S.
pneumoniae serotipo 19A resistentes a eritromicina recibidas en el laboratorio durante el
periodo de estudio, las cuales se descongelaron y se realizo la técnica de difusion de doble disco
(D test) para la identificacion del fenotipo y la técnica PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) para la identificacion de los genotipos.
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11.1 PRUEBA DIFUSION DE DOBLE DISCO

La prueba de difusion de doble disco consiste en la determinacion del fenotipo de resistencia
de una cepa mediante el uso de discos de eritromicina (15ug) y clindamicina (2jug), el fenotipo
es determinado por las caracteristicas morfologicas del halo de inhibicion, el fenotipo de
resistencia MLSb consiste en la ausencia del halo de inhibicion en ambos discos, indicando
resistencia a macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas b. El fenotipo de resistencia M es
representado por la presencia por un halo de inhibicién en el disco de clindamicina, esto indica
resistencia a macrélidos [41,29].

Las cepas seleccionadas se descongelaron y se inoculacion en agar Columbia suplementada con
sangre de carnero y se incubaron por 18/24hrs, a partir del subcultivo puro, se prepar6é una
suspension densa del microorganismo en solucion salina estéril al 0.8% hasta llegar a una
turbidez de 0.5 Mc Farland para inocular en placa de agar Muller Hinton suplementado con 5%
de sangre de carnero, la concentracion del estandar Mc Farland es de 0.5 x 10-s UFC, esta
concentracion es la establecida por el CLSI para esta prueba. [41]. Posteriormente se colocaron
los discos de eritromicina con 15ug y clindamicina con 2ug, estos se colocan de manera
centrada en la caja con una distancia de 4cm aproximadamente. Se incubd de 18 a 24hrs en una
atmosfera a 5% de CO: con una temperatura optima de 36°C.

Después de haber incubado las muestras por 18-24 horas se registraron los halos de inhibicion,
la ausencia de una zona de inhibicion alrededor de ambos discos indica resistencia constitutiva
(fenotipo cMLSB): El embotamiento en la zona de inhibicién de la clindamicina cerca del disco
de eritromicina indica resistencia inducible (fenotipo iMLSb); la susceptibilidad a clindamicina
sin embotamiento de la zona de inhibicién alrededor del disco de clindamicina indica el fenotipo
M. La interpretacion de los resultados consiste en la lectura del didmetro del halo de inhibicién
en los discos de la prueba Kirby Bauer, se interpreta como sensible los valores >21mm, valores
de entre 16 -20mm se interpretan como resistencia intermedia y los valores <15mm son
interpretados como resistentes segun los criterios del CLSI, 2020.

Los controles usados para la identificacion del fenotipo, asi como el control negativo fueron, la
cepa S. pneumoniae Tennese 23F como control positivo para el fenotipo (M), como control
positivo para el fenotipo (MLSb) se utilizd la cepa de S. pneumoniae Finland 6B y para el
control negativo se utilizo la cepa control de S. pneumoniae (ATCC 49619).

Figura 4. Protocolo Kirby-Bauer, prueba de difusidon de doble disco, izquierda concentracién estandar de Mc Farland
(0.5), Imagen central, Inoculacidn en placa de Muller Hinton al 5% con sangre de carnero y en derecha colocacion de
los discos de clindamicina (2ug) y eritromicina (15ug).
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11.2 PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)

La PCR es una técnica biotecnoldgica que consiste en amplificar una region especifica de DNA
miles de veces, sirve para identificar genes de interés de una muestra a analizar usando controles
positivos y negativos ademas del marcador de peso molecular, esta funciona usando una
polimerasa que permanece activa ante altas temperaturas, esta es capaz de amplificar un
fragmento en miles usando primers especificos [42].

Esta técnica permite amplificar pequefias cantidades de DNA entre cientos de miles y millones
de veces. La PCR consta de 3 etapas, la primer etapa es la desnaturalizacion, en esta etapa se
separan las hebras del DNA a una temperatura de entre 92°C a 95°C durante 30s, la segunda
fase es el annealing o hibridamiento, en esta etapa los primers se unen a la cadena, la
temperatura varia segun la concentracion de Gs y Cs durante 30s pero la temperatura 6ptima es
de 55°C a 60°C, la ultima etapa es la extension o polimerizacion y es cuando la polimerasa
empieza a correr polimerizando la hebra hija a base del templado, la temperatura éptima es de
72°C con un tiempo de entre 1 a 5 minutos [42].

Los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 19A se sembraron en agar Columbia enriquecido
con sangre de carnero al 10%, se incubaron de 18-24hrs a 5% de CO, a una temperatura de 35
a 37°C. La extraccion del DNA de las muestras se realizé por choque térmico. En un tubo tipo
Eppendorf se agregd 150p1 de H,O estéril y se agreg6 de 2 a 5 colonias de la muestra a analizar,

asi como cepas control de S. pneumoniae, posteriormente las muestras se hirvieron a 94° C por
10 minutos y al finalizar se colocaron a 4°C por 5 minutos, este procedimiento se realiz6 3
veces. Se centrifugaron los tubos a 14000 rpm por 10 minutos, al terminar se retiraron 100yl
de sobrenadante y se congel6 a -20°C.

Los genes de resistencia a macrélidos erm(B), y mef(A) fueron identificados y amplificados
usando la PCR con los oligonucleétidos (primers) especificos para cada gen de resistencia [42].
(Tabla No. 4).

Tabla No 4. Secuencia de los primers

Nombre del gen Secuencia (5'a 3") Posicion Longitud (pb)
ermB F: CGTACCTTGGATATTCACCG 721-740 224

R: GTAAACAGTTGACGATATTC 944-922
mefA F: CTGTATGGAGCTACCTGTCTGG 288-309

R: CCCAGCTTAGGTATACGTAC 581-562 294

Las condiciones de la PCR utilizadas fueron: 94°C por 20 segundos para la desnaturalizacion
de la muestra, 52°C por 20 segundos en la hibridacion de los primers, 72°C por 15 segundos
para la amplificacion y se repite el ciclo 30 veces. Los fragmentos de DNA amplificados fueron
analizados mediante una electroforesis con gel de agarosa al 1% y se tifio con bromouro de
etidio.

Los controles utilizados fueron S. pneumoniae ATCC 49619 como control (-), como controles
positivos S. pneumoniae Tennese 23F (mefA) y S. pneumoniae Finland 6B (ermB).
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11. 3 ANALISIS DE DATOS

Se elabor6 una base de datos de las cepas de S. pneumoniae serotipo 19A resistentes a
eritromicina colectadas en las que se incluyeron datos como: hospital de procedencia, sitio de
aislamiento, sexo, edad y diagndstico del paciente. Asi como periodo vacunal, se analiz6 como
periodo prevacunal PRE-PCV (1993-2011) y periodo postvacunal POST-PVC (2012-2019).
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12. RESULTADOS

De un total de 4186 muestras de S. pneumoniae obtenidas durante el periodo 1993-2019, 550
(37%) muestras fueron serotipo 19A, de las cuales 186 (33.8%) fueron sensibles a eritromicina,
8 (1.4%) poseen sensibilidades intermedias y 356 (64.7%) fueron resistentes. Se observd que
la susceptibilidad a eritromicina en las cepas de S. pneumoniae serotipo 19A ha cambiado a
través del tiempo, principalmente después de la introduccion de las PCVs, encontrando un
incremento de resistencia a eritromicina (Grafica No. 1).

Grafica No 1. Susceptibilidad antimicrobiana a eritromicina en cepas de S. pneumoniae serotipo
19A por afio N=550
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Introducciéon PCV13: Vacuna neumocdcica conjugada. (Por sus siglas en inglés)
M introduccion PCV7 en el esquema de vacunacion.

De las 356 muestras resistentes a eritromicina se trabajaron solo 334 debido a que el resto de
las muestras (22) no se recuperaron al descongelarse. Se consider6 al periodo PRE PCV de
(1993-2011) y al periodo POST PCV de (2012-2019). El 62% de las muestras fueron del sexo
masculino y el 38% fueron del sexo femenino (Grafica No. 2).

De las muestras analizadas 177 (53%) provenian de pacientes con diagnostico de enfermedad
invasiva y 157 (47.1%) provenian de pacientes con diagnostico de enfermedad no invasiva.

Las muestras de enfermedades invasivas se obtuvieron de sitios normalmente estéril;
hemocultivo (central y periférico) (70), liquido cefalorraquideo (33) y liquido pleural (73). Las
muestras no invasivas provenian de sitios como; absceso mastoideo (1), aspiracion
endotraqueal (1), aspiracién nasofaringea (1), aspiracion traqueal (2), broncoaspirado (72),
esputo (1), expectoracion pulmonar (18), sitio quirargico (1), lavado bronquio alveolar (1),
lavado bronquial (3), liquido articular (1), liquido peritoneal (4), secrecion de absceso (3),
secrecion bronquial (16), secrecion conjuntival (3), secrecion ocular (2) y secrecion otica (26).
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Grafica No. 2: Distribuciéon de cepas de S. pneumoniae serotipo 19A resistentes a
eritromicina por sexo n=334
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206, (62%)

El analisis de los fenotipos en las cepas resistentes a eritromicina mostré que de un total de 98
aislamientos obtenidos en el periodo prevacunal 87.7% (86/98) presentaban el fenotipo MLSB,
mientras que 12.2% (12/98), presentaban el fenotipo M. En el periodo post vacunal de un total
de 236 aislamientos, el 94.9% (224/236) presentaron el fenotipo de resistencia MLSb, mientras
que el 5% (12/236) resultaron con el fenotipo de resistencia M. La proporcion total de la
incidencia del fenotipo MLSb fue de 25.7% en el periodo prevacunal a 70.6% en periodo
postvacunal (Grafica No. 3).

Grafica No 3. Porcentaje de los fenotipos encontrados en cepas de S. pneumoniae serotipo
19A resistente a eritromicina en los periodos vacunales
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La resistencia a eritromicina se analizd en el periodo pre y post vacunal tanto en enfermedad
invasiva (muestra proveniente de liquidos estériles) como no invasiva (muestras provenientes
de liquidos no estériles). Los rangos mas bajos en la CIM (1-16 pg/ml) generalmente pertenecen
a las muestras que presentan el fenotipo My el gen de resistencia mef(A), por el contrario, los
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rangos de concentracion mas altos (64-128 pg/ml) estan relacionados estrechamente con el
fenotipo MLSb y el gen de resistencia erm(B) (Tabla No. 5).

Tabla No. 5: Analisis de los porcentajes en las concentraciones de la CIM a eritromicina en
enfermedad invasiva y no invasiva en S. pneumoniae serotipo 19A antes y después de la PCV13.

% CIM ERITROMICINA FENOTIPO

SEROTIPO 19A DIAGNOSTICO (1) 2) (4) (8) (16) (64) (2128) M MLSh
INV 0% 0% 0% 3.0% 41.8% 0% 13.2% n=7 n=50
(N=57) (7.1%) (51.0%)
NINV 1.0% 0% 1.0% 4.0% 23.4% 0% 12.2% n=5 n=36
(N=41) (5.1%) (36.7%)
INV 0% 0% 0.4% 1.2% 1.2% 0.4% 47.8% n=6 n=114
(N=124) (2.5%) (48.3%)

POST-PCV13

n=236 NINV 0% 0.4% 0% 0.4% 1.6% 0% 47.0% n=6 n=111
(N=118) (2.5%) (47.0%)

INV (enfermedades invasivas), NINV (enfermedades no invasivas) PCV: Vacuna Neumocdcica Conjugada

CIM: Concentracion Inhibitoria Minima
Puntos de corte segtin CLSI: Eritromicina (< 0.25: sensible), (0.5: intermedia) y (> 1 resistente)

O Muestras con fenotipo M [0 Muestras con fenotipo MLSB

El porcentaje de la distribucion y prevalencia de S. pneumoniae serotipo 19A por grupo de edad
a través de los periodos vacunales, indica que en el periodo post vacunal el nimero de casos
aumento en la mayoria de los grupos (Grafica No. 4).

vacunales

Grafica No. 4. Distribucién de S. pneumoniae serotipo 19A por grupo de edad en los periodos
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En la distribucion de los fenotipos por los grupos de edad, se encontré que el fenotipo MLSb
se presentd en mayor nimero de casos en el grupo de edad de 24 a 59 meses, alcanzando asi
hasta 80 casos con este fenotipo. En general este fenotipo de resistencia en las cepas de S.
pneumoniae serotipo 19A se encuentra en mayor cantidad en nifios menores de 5 afios que en
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cualquier otro grupo de edad. Mientras que en el fenotipo M se encuentra muy poco en las
muestras analizadas, no se registré mayor presencia en algun grupo (Grafica No. 5).

Grafica No. 5. Distribucién de fenotipos en cepas de S. pneumoniae serotipo 19A por grupo de edad
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El serotipo 19A tuvo un aumento en la expresion del fenotipo MLSb desde el afio 2010 y
posterior a la implementacion de la vacuna conjugada PCV13 en el 2011, se observa una
disminucion en este fenotipo en los afios siguientes. Mientras que el fenotipo M se ha mantenido
constante a través de los afios antes y después de la vacuna conjugada PCV13 (Gréfica No. 6).

Grafica No 6. Analisis de la expresion de los fenotipos en cepas de S. pneumoniae serotipo 19A
resistentes a eritromicina a través de los afios
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Para la deteccidn de los genes de resistencia a eritromicina en las cepas de S. pneumoniae
serotipo 19A, se realiz6 un PCR solo para 12 muestras las cuales se seleccionaron por su
fenotipo y CIM, debido al tiempo y las condiciones por la pandemia.

En el producto del PCR se identificaron los genes de resistencia de las muestras analizadas, se
observo que en cepas de S. pneumoniae serotipo 19A con una CIM 1-8 pg/ml con fenotipo M
presentaron el gen mef(A); por otro lado las cepas con una CIM de 16ug/ml y con fenotipo
MLSB presentaron el gen erm(B) y las cepas con una CIM igual o mayor a 128 ug/ml con
fenotipo MLSB presentaron ambos genes de resistencia erm(B) y mef(A) siendo esta la
estrategia mas frecuentemente adaptada por el serotipo 19A. Cabe mencionar que presentar el
fenotipo MLSb con ambos genes de resistencia esta fuertemente relacionado con
multirresistencia a antimicrobianos (MDR). Encontramos que todas las muestras analizadas que
presentaban el fenotipo MLSb (6 muestras) presentaban ambos genes de resistencia erm(B) y
mef(A), por otro lado, de las muestras analizadas que presentaban el fenotipo M se encontraron
solo 3 muestras con genotipo mefA mientras que, 2 muestras tuvieron el gen ermB y una muestra
presento ambos genes erm(B) y mef(A). (Figura No. 5)

hos INTERPRETACION
ATCC49619 pozo ug/mi FENOTIPO GENOTIPO
5 >16 M erm(B)
erm(B) 6 >16 M erm(8)
224pb  mef(A) 7 z v B—
22990 8 4 M mef (A)
9 1 M erm{B) y mef(A)
10 16 M mef (A)
11 >16 MLSb erm(B) y mef(A)
el ST Ll L L L 12 8 MLSb erm(8) y mef(A)
13 >16 MLSb erm(B) y mef(A)
erm(8) erm(8)  meflA) mef(A) + erm(B) 14 128 MLSb erm(B) y mef{A)
mef(A) 15 >128 MLSb erm(B) y mef(A)
16 >128 MLSh erm(B) y mef(A)

Figura 5. Resultados del producto de PCR, Amplificacién de las 12 muestras resistentes a eritromicina de Streptococcus
pneumoniae serotipo 19A. MP (Marcador de peso molecular), pozo -4 controles, pozos 5-16 muestras resistentes 19A,
(5-6, muestra positiva gen erm), (7-8, muestras positivas gen mef), (9-16, muestras positivas con ambos genes erm y
mef), pozo 17 control negativo.
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13. DISCUSION

La resistencia a antibi6ticos ha sido identificada como un problema critico en la salud humana,
si no se controla se ha previsto que causard millones de muertes anuales para el 2050 [27].
Actualmente han surgido alternativas en el tratamiento de las infecciones bacterianas, esto con
el fin de evitar la resistencia antimicrobiana, lamentablemente la mayoria se encuentra en etapa
experimental o son restringidas a ciertos tipos de infecciones, pero son interesantes de
considerar a futuro en cuanto la investigacion de estas esté més desarrollada, algunas de estas
alternativas son; el uso de péptidos antimicrobianos, fagoterapia y el uso de probioticos [43].

S. pneumoniae es el principal patégeno implicado en las neumonias adquiridas en la comunidad

y de las meningitis bacterianas en todo el mundo. En nuestro estudio el objetivo fue el de
identificar el fenotipo de resistencia a macrélidos de las muestras recolectadas por el grupo
GIVEBPVac en México durante los periodos pre y post vacunales con la PCV13 (1993-2019).
Actualmente por la problemética mundial que representa la resistencia antimicrobiana la
vigilancia epidemioldgica es una estrategia clave, analizar la resistencia de los patdégenos a
través del tiempo y ante las herramientas usadas para la prevencion (vacunas) como se realiz
en este trabajo nos permite generar un panorama de coémo puede ser el comportamiento de los
patdgenos a futuro, esto con el fin de poder prepararnos con nuevas herramientas y tratamientos
cada vez més efectivos.

La distribucidn de los aislamientos de S. pneumoniae a través del sexo mostro una significante
predominancia en el género masculino con 62% del total de las muestras lo que es similar a un
estudio en Estados Unidos [44]. Mientras que la distribucién a través de los grupos de edad es
similar en todas las regiones del mundo, esto es debido que muchos patdgenos oportunistas
como es S. pneumoniae afectan principalmente a los grupos mas vulnerables y en el caso del
neumococo el grupo de 24 a 59 meses de edad y los adultos mayores son los mas afectados.

La resistencia a eritromicina en cepas de S. pneumoniae serotipo 19A en este estudio se ha visto
incrementada a través de los afios, esta incrementd de 42.1% en el periodo prevacunal a 83 %
en el periodo post vacunal, con nuestros datos determinamos que esto pudo ocurrir por
presiones de competencia, por el fendmeno de remplazamiento de serotipos posterior a la
introduccién de la PVC13 y principalmente por la prevalencia de este serotipo. A pesar de que
hubo una reduccién en la presencia del serotipo 19A después de la introduccion de la vacuna
PCV13 en el 2011 observamos que las cepas que aun circulan presentan una alta resistencia a
eritromicina. Encontramos el predominio del fenotipo MLShb en todo el periodo de estudio con
93% en las muestras, mientras que solo el 7% fue fenotipo M.

En este estudio se identifico el genotipo de algunas muestras de S. pneumoniae serotipo 19A,
encontramos que todas las muestras analizadas que expresaban el fenotipo MLSb (6)
presentaban ambos genes de resistencia erm(B) y mef(A), por otro lado, en las muestras
analizadas que expresaban el fenotipo M (6), se encontraron solo 3 muestras con el gen mef(A),
2 muestras tuvieron el gen erm(B ) y una muestra presentd ambos genes erm(B) y mef(A). Estos
ultimos datos resultaron diferentes a lo esperado ya que nuestra investigacion bibliografica
previa nos indicaba que el fenotipo de resistencia M estaba mayormente relacionado con el
mef(A), sin embargo esto puede ser explicado por la diferencia geografica, los diferentes
complejos clonales e incluso los diferentes habitos en el uso de los antimicrobianos de las
diferentes poblaciones.
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En un estudio realizado en Estados Unidos en el 2017 con datos de vigilancia de 1994-1999, se
reportd que la incidencia de resistencia a macrolidos de S. pneumoniae serotipo 19A de 1999
al 2013 disminuy6 un 73.7%, esto por el uso de las vacunas conjugadas de 9.3 a 2.45 casos por
cada 100,000 habitantes.

Reportaron que la incidencia de resistencia a macrélidos en enfermedad neumocdcica invasiva
causada por el serotipo 19A se incremento significativamente después de la introduccion de la
PCV7 del 2003 al 2009 con 0.93 a 2.15 casos por cada 100,000 habitantes, dicho aumento fue
referido al incremento del gen erm(B) asi como el conjunto de ambos genes erm(B) y mef(A).
Posterior a la introduccion de la PCV13 en el 2010, la incidencia en la resistencia disminuy6 a
0.43 casos por cada 100 habitantes en el 2013. En todo su periodo de estudio se menciona que,
a diferencia de nuestros resultados, en Estados Unidos el gen de resistencia predominante es el
mef seguido por la combinacion de ambos genes mef (A) y erm(B), y el gen erm(B) fue el que
menos presencia tuvo en las cepas de S. pneumoniae 19A, a pesar de que la distancia entre
nuestras poblaciones de estudio es corta (comparada con otros estudios), si observamos
diferencias en los determinantes de la resistencia entre las cepas. [44].

En una investigacion llevada a cabo en Brasil en la cual se analizaron muestras de S.
pneumoniae serotipo 19A aisladas de pacientes con enfermedades invasivas y no invasivas
durante el periodo (2008-2014), en donde las muestras recolectadas durante el periodo 2008-
2010 fueron consideradas como del periodo prevacunal, mientras que las que fueron
recolectadas durante el 2011-2014 pertenecian al periodo post vacunal con la PCV10. En todo
el periodo de estudio se recolectaron 568 muestras de las cuales el 6.7% (38/568) fueron
serotipo 19A, 3.5% (6/173) del periodo pre vacunal y 8.1 (32/395) del periodo post vacunal; en
un posterior andlisis se determin6 que el 39.4% presentd ambos genes de resistencia mef(A) y
erm(B), el 60.5% presento el gen mef(A) y el 18.42% restante presento el gen erm(B)[45]. Estos
resultados difieren a los encontrados en nuestro estudio debido a que el gen mef(A) como
principal determinante de la resistencia no fue muy comun, al contrario en nuestra investigacion
se encontré mayor presencia del genotipo combinado mef(A) y erm(B) junto con el fenotipo
MLSb ambos determinantes de resistencia son relacionados con mayores valores de CIM
mientras que el gen mef(A) es reportado con menor frecuencia en este estudio y es relacionado
con menor resistencia en sus valores de la CIM.

En otro estudio realizado en el 2014 en la regién de la Republica Checa 36 aislamientos
resistentes a macrélidos de S. pneumoniae serogrupo 19 fueron recolectados, de los cuales 26
fueron serotipo 19A y todos los aislamientos presentaron el fenotipo MLSb. El 96.1% (25)
resultaron con el gen erm(B) y solo un aislamiento (3.9%) presentd ambos genes de resistencia
mef(A) y erm(B) [46]. Estos resultados son similares a los nuestros ya que encontramos que el
gen erm(B) relacionado con el fenotipo MLSb es mas com(n en nuestro estudio ya sea con el
gen de manera individual o en conjunto, las similitudes encontradas en el comportamiento
resistencia en los estudios a través del tiempo puede indicar que se han usado estrategias
similares en el tratamiento, prevencion y control de los antimicrobianos, por otro lado el éxito
de la propagacion exitosa de las cepas del serotipo 19A se debe a su diversidad genética, el
reemplazo de serotipos post-vacuna asi como el consumo de antibioticos por parte de ambas
poblaciones . [46].

Otro estudio con resultados similares fue llevado a cabo en Hungria, en esta investigacion un
total de 2262 muestras de nifios sanos fueron recolectadas y analizadas desde marzo del 2009
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hasta junio del 2012, el estudio se centr6 en analizar las caracteristicas epidemiolégicas del
serotipo 19A posterior a la introduccion de la PCV7. Las muestras fueron divididas en 2 grupos
segun la cobertura vacunal, el grupo 1 comprendio las muestras recolectadas de marzo del 2009
hasta abril del 2010, el segundo grupo comprendi las muestras recolectadas de octubre de 2010
a junio del 2012. El serotipo 19A representd 1.4% (3/218) en el grupo 1y 11.5% (58/530) en
el grupo 2. En total 61 muestras del serotipo 19A fueron identificadas, el 98.3% (60/61)
presentod el gen erm(B), mientras el 1.7% presenté ambos genes erm(B) y mef [47].

Al analizar nuestros resultados con estudios realizados en diferentes regiones observamos que
existe una variabilidad regional en la expresion de los fenotipos de resistencia a eritromicina.
La introduccion de la vacuna neumocdcica conjugada PCV13 en varios paises logré disminuir
los casos de enfermedades neumocdcicas causadas por el serotipo 19A, en este estudio
observamos un incremento de la prevalencia de cepas S. pneumoniae serotipo 19A con mayor
resistencia a eritromicina determinada por la expresion del fenotipo MLSb dada probablemente
por una presion selectiva ante el uso indiscriminado de los antibidticos, asi como por la
prevalencia de la bacteria logrando transferir dicha resistencia por medio de la transferencia
horizontal de material genético.
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14. CONCLUSION

La resistencia a eritromicina en S. pneumoniae serotipo 19A se ha incrementado a través del
tiempo, principalmente después de la introduccion de la PCV7 y PCV13, encontrando la
presencia del fenotipo MLSB en mayor porcentaje con respecto al fenotipo M.

Este estudio muestra el comportamiento y evolucion de la resistencia a eritromicina a través de
su fenotipo en los periodos pre y post vacunales con la PCV13. El incremento de la CIM en las
cepas estudiadas muestra una tendencia en la resistencia brindada por el fenotipo MLSB que
esta principalmente relacionado a la expresion del gen ermB. asi como también observamos la
presencia del fenotipo M en las cepas con una CIM baja, el cual se relaciona con la expresion
el gen mef(A).

Es importante continuar vigilando la resistencia de S. pneumoniae serotipo 19A debido a que
es un serotipo multirresistente siendo un problema de salud publica mundial. Para conseguir un
panorama mas completo de la resistencia circulante, se debe profundizar en la identificacion de
los genes que confieren la resistencia en todas las muestras

Limitaciones

En nuestro estudio tuvimos algunas limitaciones principalmente en la identificacion de los
genes de resistencia debido a la situacion actual del mundo, el estudio comprendia el analisis
del fenotipo, asi como del genotipo, sin embargo, el andlisis se tuvo que limitar a la
identificacion del fenotipo.

Perspectivas

Con los resultados obtenidos en la identificacion del fenotipo y el anélisis del genotipo de las
muestras seleccionadas, pudimos generar un panorama de como los genes de las cepas del
serotipo 19A pueden estar circulando, sin embargo, se debe continuar con la vigilancia de la
resistencia de S. pneumoniae serotipo 19A que circula en nuestra poblacion, ante las vacunas
existentes y de misma forma con las de nueva generacion. Estudios a nivel molecular més
extensos deben ser realizados con el fin de conocer la circulacion de las cepas resistentes a
eritromicina. Ejemplos de la necesidad de mayor investigacion fueron observados en nuestros
resultados, identificamos que en algunas muestras el fenotipo (M) sugeria que las cepas
presentaban rangos de la CIM bajos, sin embargo, al analizar el fenotipo y en algunas la
identificacion de los genes de resistencia junto con los datos recopilados por el grupo
GIVEPBVac se observo lo contrario, rangos en la CIM elevados (>16ug/ml), esto puede indicar
la presencia de otros mecanismos de resistencia menos comunes. Otro caso fue en el que cepas
gue expresaban el fenotipo MLSB presentaron valores de la CIM bajas (<16ug/ml), suponemos
que esto puede ser debido a que algunas cepas poseen los genes de resistencia, pero no llegan
a expresarlos.

Mas investigacion es requerida para mejorar la proteccion generada por las vacunas
antineumocacicas conjugadas ya que el neumococo es capaz de evadir la respuesta inmune y
en los dltimos afios se ha mostrado un incremento de su prevalencia y resistencia, con mas
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investigacion y el uso de nuevas tecnologias, se podrian generar nuevas formulaciones y
compuestos capaces de identificar eficientemente al neumococo a pesar de su gran capacidad
de evasion.
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ANEXO
PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Mueller Hinton (MCD LAB)

Se preparan 500ml de medio Mueller Hinton para realizar la prueba de identificacion de
susceptibilidad a la optoquina y la prueba de difusion de disco doble Kirby Bauer para
determinar el fenotipo de resistencia.

Se pesan 199 de medio Agar Mueller Hinton por cada 500ml de H,O 5 veces destilada, se

disolvio el medio en un matraz y se lleva a punto de ebullicion. Posteriormente se esteriliza en
la autoclave, se debe enfriar a una temperatura aproximada de 60°C y se le vierten 25ml de
sangre de carnero. Finalmente se miden 25ml del medio en una probeta y se vacia en las cajas
de Petri.

e Columbia Agar Base (BD)

Se pesan 21.25g de medio Columbia y se le agregan 2.5g de Extracto de levadura, se disuelve
en 500ml de agua 5 veces destilada en un matraz y se lleva hasta la ebullicion. Posteriormente
se esterilizan en la autoclave, Al salir de la autoclave debe enfriarse a una temperatura de
alrededor de 60°C, se le adicionan 50 ml de sangre de carnero y se vierte en cajas de Petri.

e Infusién de Cerebro-Corazén (BHI, por sus siglas en ingles)

Este es un medio liquido que se utiliza para realizar la prueba de identificacion por solubilidad
en bilis, se pesan 3.7g por 100ml de agua 5 veces destilada, se disuelve y se esteriliza.

e Solucidn salina al 0.8% J.T. Baker

Se pesan 1.08g de cloruro de sodio cristal y se disuelven manteniéndose en agitacién en 200ml
de agua 5 veces destilada, posteriormente se llenan tubos con 3ml de la solucidn y se esteriliza.

e Buffer TBE

Se utilizan 108g de Base Tri5, 55¢ de Ac borico, EDTA pH8 (0.5M) 40 ml y 1000ml de H,O
destilada 5 veces
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