UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Serotipificacion y susceptibilidad antimicrobiana de
Streptococcus pneumoniae causante de infecciones
durante 2018

TESIS PROFESIONAL POR ETAPAS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I O L O G O
P R E S E N T A
DANIA STEPHANIE BRITO BELTRAN

_ DIRECTORA:
M. EN C. MARIA NOEMi CARNALLA BARAJAS

CUERNAVACA, MORELOS SEPTIEMBRE, 2020



AGRADECIMIENTOS

Por recibirme, guiarme y apoyarme durante todo este proceso lleno de experiencias y
vasto conocimiento. Por brindarme todos los recursos para llevar a cabo este proyecto.

M. en C. Maria Noemi Carnalla Barajas
Dra. Irma Gabriela Echaniz Avilés

Por sus comentarios y sus valiosos consejos que hicieron posible este trabajo.

Comité sinodal de tesis:
Presidente: Dra. Maria Luisa Castrejon Godinez
Secretario: Dra. Lilia Montoya Lorenzana
1° vocal: M. en C. Maria Noemi Carnalla Barajas
2° vocal: Biol. Rita Barreto Gonzélez

3° vocal: Dra. Irma Gabriela Echaniz Avilés

Por compartirme sus extraordinarios conocimientos y apoyo incondicional.

Laboratorio 1 planta alta del Centro de Investigaciéon Sobre Enfermedades
Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica:
T.S. Méaxima Larios Guzman
Biol. Margarita Hernandez Salgado

M. en C. Araceli Soto Noguerén



DEDICATORIA

Este trabajo va dedicado a mi maméa, Ma. De los Angeles Beltran Valladares que, gracias
a su esfuerzo, carifio y apoyo durante toda mi vida y trayectoria académica, pude culminar
este gran paso tan importante e indispensable en mi vida. Gracias por ser mi fuente de
inspiracion para seguir adelante y seguir superandome cada dia un poco mas.

A mi novio, Javier Rodriguez Hernandez, por acompafiarme en los mejores y peores
momentos de este camino, por darme los mejores consejos que pude haber tenido, por
ser tan paciente y comprensible conmigo y, por supuesto, por todo el amor que me
demuestras todos los dias. Este so6lo es el primer paso para una vida llena de éxitos y

felicidad que nos espera juntos.

A mis amigos, por acompafarme y compartir las experiencias que conlleva todo este
proceso, por todos esos momentos llenos de risas y alegria, por sus consejos...en fin,

gracias por brindarme su gran amistad.

Y, por ultimo, a mis amigos fieles, Copper y Oddi, que me acompafaron todas esas
noches de desvelos y ansiedad. No saben la gran fuente de apoyo emocional que son

para mi y la alegria que traen a mi vida. Los amo.

Solo Dios y el universo son testigos de cuanto los amo y lo importante que son para mi

cada uno de ustedes.



INDICE

RESUMEN.....cotiiiiiiiitiiiei ettt ettt et ee e e eeaae e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseessesesneaenneeennneenes 1
I INTRODUCCION ....ooiiiiiiiiitiiieeete ettt sttt sttt sttt ss e v 2
. MARCO TEORICO ..ottt sttt 4
|1 EPIAEMUOIOGIA ...ttt 4
B2 1=t =T =T =T L= RPN 5
[.3 FACIOreS e VIFUIENCIA ... ...ccoieeieiiiiie et e et e e e e e e e eeeenees 8
|.4 Susceptibilidad y resistencia antimiCrobDIana..............uuuuueeeiiiiiiiiiiees 11
IR TST] C0] 1] 010 1 13
1.6 VacuNas NEUMOCOCICAS ......uuuvuruuuurrrrrrirrreuneesnrannennsnssnnnsnssnsnnnannnnssnssnnannnnnnnnnaann——. 14
N A =18 = A S 19
IV. JUSTIFICACION ......ciitiiiiiitiitete ettt ettt sttt sttt sttt be st ans 29
RV o 1O I I ] 1 PP 30
VI OBJIETIVOS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeees 31
V1.1 ODJELIVO GENEIAI. ... uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiitie bbb 31
V1.2 ODjJEtIVOS ESPECITICOS ... uuutuiiiiiiiiiiiiiiiiiitiibt e 31
VI METODOLOGIA ..ottt ettt 32
VILLL. Material Y METOTO ......ieeeeieeeeeiiie e e e e e e e e e e e et e s e e e e e aeeennees 33
VII.2. Siembra y aislamiento de cepas de S. pneumoNiae ...........cccevvevevvvniiieeeeeeeennnnns 34
VII.3. Identificacion de cepas de S. PNEUMONIAE ........c.cceevrrvruiiiieeeeeeeeiiiiieaeeeeeeaeeennnns 34
VII.4. Serotipificacion de cepas S. PNEUMONIAE .........cccvverurrruiiiieeeeeeeeeriiiiaaeeeeeeaeeannnns 35
VII.5. Susceptibilidad antimicrobiana de S. pneumonNiae ............cccevveevvvveiiiieeeeeeeennnnns 36
V1.6 ANALISIS 08 TALOS......ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt ettt ettt et e e et e ee e et e e eeeeeeeeeeeeeeeees 38
VILRESULTADOS. ... 39
VIII.1 Caracteristicas de los aislamientos de S. pneumoniae ..........ccccccceeeeveeeeeeeeennns 39
VIII.2 DistribuCION d@ SEIOtIPOS .....cvvvriiiiieeeeiieeiiiee e e e e e e e e et s e e e e e e e e ea s e s e e e eaeeeeennes 42
VIII.3 Susceptibilidad antimiCrobiana ................uuiiiiiiiiiiiiece e 45
IX. DISCUSION ..ottt ettt ettt et s et st n s e e e nenens 51
X. CONCLUSIONES ... 56
Xl PERSPECTIV A S .. 57
Xl REFERENCIAS . ... 58
XILANEXOS ..o a e 66
ANEXO 1. OBTENCION DE MUESTRAS .....ooiviitiiieiteieeeteeeeteeteeteseseste e ee e 66
ANEXO 2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO ....cccoviviiieieecececeeeee e 67

ANEXO 3. SEROTIPIFICACION.......ocuiiuiiieeiecieeee e, 69



INDICE DE FIGURAS

[0 10 = PP P PP PP PPPPPPPPPPPPP 11
[0 10 = PP P PP PP PPPPPPPPPPPPP 15
[0 1 = R TP P PP PP PPPPPPPPPPPPPP 24
[0 10 = PP PP PP PPPPPPPPPPPP 34
[ 1 = T T PP P PP PPPPPPPPPPPPPPN 35
[0 10 = G TSP PPPPPPPPPPPPPPPP 35
[0 10 = PP PP PP P PPPPPPPPPPPPPP 36
[ 10 = T < TSP PPPPPPPPPPPPPPP 37
[ 10 = R PP P PP PPPPPPPPPPPPPP 39
[0 10 = O PP PP PPPPPPPPPPPPPP 42
[0 10 = U I PP PPPPPPPPPPPPPPP 44
[0 10 = PP PP P PPPPPPPPPPPPPP 45
[0 10 = B ST PP P PPPPPPPPPPPPP 46
[0 10 = U PP PPPPPPPPPPPPPP a7
[0 10 = U TP PPPPPPPPPPPPPP a7
[0 10 = U G PP PPPPPPPPPPPPPP 48
[0 10 = U PP PP PPPPPPPPPPPPPPN 48
[0 10 = TP PPPPPPPPPPPPPP 49
T U= N0 SRR 49
T U= N2 USRS 50

JLIE= 1 0] = 0 PSR UPPPPT 22
L= o] = 2O P PSRRI 25
JLIE= 1 0] = TG F PSSR PPPPPT 26
JLIE= 1 0] = SO P PRSPPI 33
JLIE= 1 0] = T T PSSP 38
L= 0] = G TR PR 40
JLIE= 1 o] = PP 41
JLIE= 1 0] =T F PP 42
JLIE=1 0] F= T TP 67
JLIE= 1 o] = 0 O PSRRI 68
JLIE= 1 o] = 0 5 PSP 68
JLIE= 1 o] = 0 PR 69



GLOSARIO DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABCs: Active Bacterial Core surveillance (Vigilancia Activa del Nucleo Bacteriano)
ATCC: American Type Culture Collection (Coleccion Americana de Cultivos Tipificados)
ATP: Adenosine Triphosphate (Adenosin Trifosfato)

ATPasa: Adenosintrifosfatasa

BHI: Brain Heart Infusion (Caldo Infusion Cerebro Corazon)

CISEI: Centro de Investigacion Sobre Enfermedades Infecciosas

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute (Instituto de estandares clinicos y de
laboratorio)

ENI: Enfermedades Neumocdcicas Invasivas

ENNI: Enfermedades Neumocdcicas no Invasivas

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

IgA: Inmunoglobulina A

IgM: Inmunoglobulina M

INSP: Instituto Nacional de Salud Publica

IPD: Invasive Pneumococcal Disease (Enfermedad Neumococica Invasiva)

NIPD: Non-Invasive Pneumococcal Disease (Enfermedad Neumocadcica no Invasiva)
IRA: Infecciones Respiratorias Agudas

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards (Comité Nacional de
Estandares de Laboratorio Clinico)

MDR: Multidrogorresistente

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

OMA: Otitis Media Aguda

SIREVA (ll): Sistema Regional de Vacunas

S. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae

TMP/SMX: Trimetoprima/ Sulfametoxazol

PCVT7: 7-valent pneumococcal conjugate vaccine (vacuna antineumocaocica conjugada 7-
valente)

PCV10: 10-valent pneumococcal conjugate vaccine (vacuna antineumocdécica conjugada
10-valente)

PCV13: 13-valent pneumococcal conjugate vaccine (vacuna antineumocécica conjugada
13-Valente)

PPV23: 23-valent pneumococcal polysaccharide vaccine (vacuna antineumocécica
polisacaridica 23-valente)



RESUMEN

Streptococcus pneumoniae representa una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial en niflos menores de cinco afos y adultos mayores de 65 afios
causando infecciones como neumonia, bacteremia, septicemia, meningitis, sinusitis y
otitis media. Segun la OMS cerca de un millbn de nifios mueren por enfermedades
neumocaocicas cada afio. Actualmente se conocen 97 serotipos de S. pneumoniae, los
cuales pueden variar de acuerdo a su distribucién geogréfica y cada uno de ellos varia
en su capacidad de causar enfermedad, asi como también pueden presentar resistencia
a los antibidticos. Existen vacunas conjugadas compuestas en base a los serotipos
capsulares de S. pneumoniae, sin embargo, después de la introduccién de las vacunas
antineumococicas conjugadas, se han observado cambios en la distribucion de los
serotipos. Asi como un incremento en la resistencia, debido a distintos factores dentro de
los que se encuentra una mala prescripcion y uso/abuso de antibidticos. Debido a ello,
en el presente trabajo se determinaron los serotipos y la susceptibilidad antimicrobiana
de S. pneumoniae en muestras de pacientes de hospitales participantes de la red
GIVEBPVac durante el 2018. Se analizo un total de 186 cepas de S. pneumoniae. Los
serotipos encontrados en mayor proporcion fueron el serotipo 19A y 3 dentro de los
serotipos vacunales, asi como también se observo un incremento en la prevalencia de
los serotipos no vacunales tales como 35B, 6C, serogrupo 15, 7C, 23B y no tipificables.
Los serotipos 19A, 6C y serogrupo 15 se vieron mas relacionados con enfermedades
neumococicas invasivas, mientras que, los serotipos 3, 35B, 7C, 15C, 23B y no
tipificables se presentaron en diagnésticos de enfermedades neumocécicas no invasivas.
Las cepas S. pneumoniae estudiadas en este periodo presentaron una importante
sensibilidad a penicilina en cepas no meningeas, pero una mayor resistencia en cepas
meningeas; lo mismo se presenta con cefotaxima meningea y no meningea. Se
encontraron altos porcentajes de resistencia para cloranfenicol, eritromicinay TMP/SMX.
Los resultados obtenidos son de utilidad para poder comparar el recambio de serotipos
gue se producen cada afio, asi como las enfermedades neumocdcicas que producen en
los distintos grupos etarios de nuestra poblacion, lo cual nos permitira comprender el

impacto que tienen las vacunas antineumocdcicas actuales y de futura introduccion.



.  INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae mejor conocido como neumococo constituye un problema
prioritario de salud publica debido a las elevadas tasas de morbilidad y mortalidad que
provoca, especialmente en la poblacion infantil, adultos mayores de 65 afios de edad y
pacientes inmunocomprometidos, asi como al incremento creciente de su resistencia a

los antibiéticos (Agudelo et al., 2009).

S. pneumoniae es una bacteria Gram positiva, capsulada, usualmente se dispone en
diplococos, aunque, también, llega a formar pequefias cadenas. En los humanos, forma
parte de la microbiota comin de la nasofaringe. Hasta el 27-65% de los nifios y <10% de
los adultos son portadores de S. pneumoniae de forma asintomatica, ésta colonizacion
implica una relacion de comensalismo entre la bacteria 'y el huésped (Weiser et al., 2018).
Sin embargo, la diseminacion del neumococo hacia otros sitios del cuerpo puede
provocar Enfermedades Neumococicas no Invasivas (ENNI) como otitis media aguda y
sinusitis; 0 en otros casos, si la bacteria logra llegar a sitios estériles del cuerpo provoca
Enfermedades Neumococicas Invasivas (ENI) como bacteremia que, a su vez,
desencadena una sepsis, también causa neumonia y, en situaciones mucho mas graves,

meningitis.

Los patdgenos de circulacion comunitario como S. pneumoniae, se han vuelto cada vez
mas resistentes a los antimicrobianos. Por esta razon, en el 2017, la Organizacion
Mundial de la Salud incluy6 a S. pneumoniae como uno de los 12 patdgenos prioritarios
y estima que, en paises en desarrollo, cerca de un millon de niflos mueren por
enfermedades neumococicas cada afio. La resistencia a los antimicrobianos del
neumococo conduce a cambios en la presentacion clinica de la enfermedad
neumocoacica, lo que dificulta el diagndstico y el tratamiento y esta aumentando a nivel
mundial, siendo la principal preocupacion, la resistencia a los p-lactamicos y macrolidos
(Cilloniz et al., 2016; Organizacion Mundial de la Salud, 2015).

Actualmente se conocen 97 serotipos de S. pneumoniae, los cuales se clasifican en base

a la composicién de su capsula polisacaridica, definidos por numeros y letras. Los



serotipos de S. pneumoniae poseen caracteristicas quimicas e inmunoldgicas distintas
entre uno y otro. Solo unos pocos van a ser responsables de la mayoria de los casos de
ENI. Para la enfermedad neumocécica invasiva, se ha demostrado que el tipo de cdpsula
es un predictor mas fuerte del potencial invasivo que el genotipo (Devine et al., 2017). La
frecuencia de aislamiento de cada serotipo va a depender de la edad, la presentacion
clinica, el area geogréfica y la temporada del afio (Méndez et al., 2015). Una de las
principales estrategias para disminuir la morbilidad y mortalidad asociadas con las

infecciones invasivas causadas por S. pneumoniae es la vacunacion.

Después de la introduccion y aplicacion en nifios de la vacuna antineumocécica
conjugada heptavalente (PCV7), en el afio 2000 en Estados Unidos, se evidencié una
gran reduccion de los serotipos vacunales tanto en los infantes como en adultos,
reflejando que los nifios son el reservorio y el vector de la ENI en adultos y que la vacuna
proporciona inmunidad de grupo (efecto rebafo) (Méndez et al., 2015). Asi mismo,
algunos paises, incluyendo México, que incorporaron esta vacuna en su esquema de
vacunacion, mostraron un fenémeno conocido como reemplazo de serotipos que consiste
en una disminucion constante en los serotipos incluidos en la vacuna, pero un aumento
de los serotipos que no estaban incluidos dicha vacuna. Por esta razon, las vacunas
conjugadas (PCV10 y PCV13) han sido disefiadas y elaboradas segun sea la prevalencia

de los serotipos de S. pneumoniae causantes tanto de ENNI y ENI (Echaniz et al., 2015).

Debido a la variabilidad en la distribucion de serotipos que puede haber en cada pais, es
de suma importancia conocer cuales serotipos son mas predominantes en cada regiony
asi poder evaluar el impacto que han tenido las vacunas antineumocdcicas en la
poblacién. Dichos datos podrian ser de importancia para la formulacién de nuevas

vacunas y la toma de decisiones a nivel clinico.



II. MARCO TEORICO

l.1 Epidemiologia

S. pneumoniae se encuentra como parte de la microbiota en las vias respiratorias altas
y, en algunas ocasiones, es capaz de producir enfermedades que afectan al aparato
respiratorio, tanto superior como inferior. Es el principal agente etiolégico en infecciones
no invasoras: otitis media aguda y sinusitis aguda; en infecciones invasoras: neumonia,
meningitis, septicemia y bacteremia; y mas raramente artritis, endocarditis y peritonitis
(Alvarez de Luna et al., 2005).

La susceptibilidad a las infecciones neumocécicas es universal; es decir, todas las
personas son generalmente susceptibles a las infecciones causadas por este agente. Sin
embargo, algunas condiciones aumentan la susceptibilidad a esta bacteria:enfermedades
cronicas como diabétes, cancer, insuficiencia renal, hacinamiento, pobreza, exposicion
activa o pasiva al humo de tabaco e infecciones concurrentes del tracto respiratorio
superior. La infeccion neumococica es mas frecuente entre las edades de dos meses y
tres afos, aunque disminuye después de los 18 meses. El riesgo aumenta nuevamente
después de los 65 afos. Entre las causas de muerte por infeccion neumocodcica, la
neumonia representa el 81% y la meningitis el 12% (Organizacion Panamericana de la
Salud PAHO/WHO, 2016). La neumonia es la principal causa individual de mortalidad
infantil en todo el mundo. Se calcula que fue la causa de muerte de 920,136 nifios
menores de cinco afos en 2015, lo que supone el 15% de todas las defunciones de nifios

menores de cinco afios (De la Osa et al., 2017).

Este patégeno se transmite por via aérea, significando un riesgo mayor las nucleo-gotitas
de <10 um que permanecen en suspension mas de 30 minutos y alcanzan facilmente el
alvéolo con riesgo de producir infeccion del parénquima pulmonar. Su capsula
polisacaridica le permite evadir la fagocitosis, con riesgo de invasividad, o que ocurre en
nifios con cierta frecuencia en forma sinérgica con infecciones virales respiratorias. Los

virus respiratorios ejercen un efecto citopatico sobre los cilios de la mucosa respiratoria



destruyéndola o alterando su cddigo genético. La alteracién de los mecanismos de
barrera en esta situacion favorece el incremento de los indculos de S. pneumoniae en

nifios previamente colonizados (Ruvinsky, 2001).

.2 Generalidades

S. pneumoniae pertenece a la familia Streptococcaceae, género Streptococcus, especie
pneumoniae. Es un coco Gram positivo, capsulado. Las células bacterianas tienen una
forma lanceolada, miden 0.5 a 1.2 um de didmetro y se disponen en pares o diplos (Prado,
2001). Estas bacterias no forman esporas ni tienen movilidad y al igual que otros
estreptococos, no producen catalasa y fermentan la glucosa produciendo acido lactico.

Presentan tres cubiertas principales: membrana plasmatica, pared celular tipica de los
Gram positivos y capsula. La pared esta constituida por el peptidoglucano, polisacaridos
complejos (&cido teicoico rico en residuos de galactosamina, fosfato y colina), acido
lipoteicoico y proteinas. En la pared celular de S. pneumoniae existen dos formas de
acido teicoico: uno expuesto sobre la superficie celular (sustancia C) que es especifico
de especie y el otro unido de forma covalente a los lipidos de la membrana plasmatica.
La capsula es la cubierta de mayor espesor, estd compuesta de polisacaridos y en su

estructura se basa la clasificacion serologica (Castro, 2014).

Son bacterias anaerobias facultativas. Para su crecimiento y multiplicacion tienen
requerimientos especificos, como aportes de proteinas y suplementos hematolégicos, por

lo que es considerada una bacteria fastidiosa (Prado, 2001).

Cultivo

Los medios artificiales que aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento de S.
pneumoniae son medios enriquecidos como agar soya tripticasa o agar infusion
cerebro/corazén con adicién de 10% de sangre de cordero. Carece de la enzima catalasa,
la cual debe ser aportada en forma exdgena; en la practica es proporcionada por la

sangre (Prado, 2001). Existen numerosas bases comerciales que pueden ser usadas



para preparar los medios enriquecidos con sangre, las mas conocidas son: Columbia y
tripticasa soya. Paralelamente existen caldos de cultivo que favorecen la buena
recuperacion de S. pneumoniae, como el caldo Todd Hewitt, BHI (Brain Hearth Infusion,
por sus siglas en inglés) y el caldo enriquecido de tioglicolato. Para un 6ptimo crecimiento
de S. pneumoniae en medios liquidos, es importante que los medios utilizados sean
caldos suplementados con carbohidratos fermentables (Instituto Nacional de Salud,
1994). El crecimiento y desarrollo bacteriano se ve facilitado en un ambiente con 5 a 7%
de CO,, temperatura que va de 30 a 36°C, a un pH ideal de 7.8 y una incubacién de 18 a
24 horas.

En los medios de cultivo antes sefialados este patdgeno crece formando colonias
redondas, mucosas y grisaceas, de 1 a 3 mm de diametro, las cuales al cabo de 48 horas
presentan un aspecto umbilicado con una depresién central producida por una autolisis
celular progresiva. En estos medios con sangre, las colonias producen una a hemoalisis,
es decir, digestion parcial de la hemoglobina y la colonia se rodea de un halo verdoso
(Instituto Nacional de Salud, 1994).

Cabe mencionar que la morfologia colonial también puede depender de la capsula del
microorganismo. Si bien, las cepas con capsulas mayores presentan colonias grandes,
grisaceas, de varios milimetros de diametro y con apariencia mucoide (como es el caso
del serotipo 3) (Ovalle, 2007).

Identificacion

Los criterios para identificar a los neumococos incluyen la prueba de solubilidad en bilis
y la de sensibilidad a la optoquina, previa realizacion de frotis al Gram y observacion de
la actividad hemolitica de las colonias (Ovalle, 2007). La susceptibilidad a la optoquina
es un pilar para la identificacion de neumococos debido a la facilidad de realizacién de la
prueba, cuya base es la inhibicibn de la optoquina de la ATPasa neumocdcica,
caracteristica que generalmente no comparten los Streptococcus viridians (Brown et al.,
2015). La prueba de optoquina se realiza en placas de agar sangre de cordero (5%) a las

cuales se agrega un disco impregnado con la con 5 pg de optoquina (disco P) previa



siembra del microorganismo en forma masiva. El cultivo se incuba a 37°C, 5% de CO2 y
se examina después de 18 a 24 horas, después de las cuales se realiza la lectura
correspondiente: los heumococos se habran lisado en la cercania del disco, creandose
una zona de inhibicion alrededor de él. Se debe observar un halo de inhibicion del
crecimiento (dependiendo del disco comercial) > a 14 mm si es BBL 0 >16 mm si es Oxoid
(Ovalle, 2007).

La especificidad de la prueba de solubilidad biliar sigue siendo alta, y es la Unica prueba
mas especifica para la identificacion de S. pneumoniae (Brown et al., 2015). Esta prueba
diferencia S. pneumoniae (positivo) de los estreptococos alfa-hemoliticos (negativos). La
bilis 0 una solucién de una sal biliar, como desoxicolato de sodio, lisa con rapidez las
colonias de los neumococos. La lisis depende de la presencia de una enzima autolitica
intracelular (N-acetilmuramil-L-alanina amidasa codificada por el gen IytA). Las sales
biliares disminuyen la tension superficial entre la membrana de la célula bacteriana y el
medio de cultivo, lo que acelera el proceso autolitico natural del microorganismo (Forbes
et al., 2007). La prueba se realiza agregando una solucién de sales biliares a un cultivo
liquido o a una placa con el microorganismo problema. En el caso del cultivo liquido, se
agrega una solucidn de sales biliares al 10%, se incuba por un periodo minimo de 30
minutos a 35-37°C y se observa comparandose contra un tubo control: el resultado se

considera positivo cuando desaparece la turbidez del cultivo (Ovalle, 2007).

Si los resultados obtenidos con la prueba de optoquina fueron positivos (halo de inhibicion
>14) y ademas se solubiliza en presencia de sales biliares a una concentracion de 10%,

esta cepa se identifica como S. pneumoniae.

Serotipificacion

La serotipificacion de S. pneumoniae se realiza por la reaccion de Quellung, es el
estandar de oro que se utiliza tradicionalmente para tipificar aislamientos de neumococo
y fue descrita por Neufeld en 1902. El método implica probar una suspension de células

neumocacicas con antisueros especificos dirigidos contra el polisacarido capsular.



Una vez que el asilamiento bacteriano se identifica como un neumococo, se analiza
secuencialmente con grupos de antisueros (Pool) hasta que se observa una reaccion
positiva, cada pool de antisueros contiene diferentes mezclas de anticuerpos para los 91

serotipos neumocécicos (Habib et al., 2014).

.3 Factores de virulencia

La virulencia de S. pneumoniae es atribuible fundamentalmente a su capacidad para
resistir la opsonizacion, la fagocitosis y la destruccion intracelular de las células
fagociticas (Figura 1) (Winn et al., 2006).

» Capsula polisacarida
La capsula es el factor de virulencia mas importante, ya que las cepas capsuladas
dificultan la fagocitosis y determina la capacidad diferencial de los serotipos para
sobrevivir en el torrente circulatorio y la posibilidad de causar enfermedad. Hay
serotipos de neumococo que permiten la degradacion de componentes de C3b del
complemento en iC3b y C3d, esto evita la opsonizacién del microorganismo y lo

hace mas resistente a la fagocitosis (Castro, 2014).

Los polisacéaridos capsulares en S. pneumoniae estdn compuestos por polimeros
largos de unidades repetidas formadas por dos a siete monosacaridos, algunos de
los cuales pueden estar en cadenas largas o ramificadas. Estos polimeros se
sintetizan por el agregado de porciones de hidratos de carbono al extremo proximal
de la cadena y la mayoria de los tipos estan fijados al peptidoglucano y al

polisacarido C de la pared (Winn et al., 2006).

» Pared bacteriana
La pared celular de S. pneumoniae cuenta con una fosforilcolina en el acido
teicoico y el acido lipoteicoico, que tiene la importancia de contribuir en la
respuesta del huésped a la infeccion asociandose con la inflamacion aguda

(Aguirre, 2013). Durante la lisis bacteriana estos activan la via alterna del



complemento, lo que estimula a su vez, la produccion de citosinas dando como

resultado fiebre y shock séptico (Instituto Nacional de Salud, 1994).

Neumolisina

Es una proteina que pertenece a la familia de toxinas tiol-activadas y se encuentra
en el citoplasma bacteriano. Cuando el microorganismo sufre lisis por accion de la
enzima autolisina, la neumolisina es liberada. A altas concentraciones de
oligbmeros de neumolisina son depositados sobre las membranas de las células
del hospedero, formando poros y produciendo lisis celular. Ademas, la neumolisina
destruye los cilios de las células epiteliales respiratorias humanas, rompe las
monocapas de células epiteliales del aparato respiratorio superior, asi como de los
alveolos, disminuye la actividad bactericida, la migracion de neutrofilos y activa la
via clasica del complemento (Castro, 2014).

Neuraminidasa

La adherencia del neumococo al epitelio nasofaringeo se favorece por la
produccion de neuraminidasa, la cual rompe el acido sidlico que forma parte del
tejido conectivo del hospedero y permite la exposicion de receptores, favoreciendo
la adherencia (Castro, 2014).

Autolisina

La enzima N-acetil-muramico-alanina amidasa es localizada en la pared celular y
se encuentra unida a la colina presente en el acido lipoteicoico de la membrana
celular. De esta manera, la autolisina es inactiva, pero puede activarse mediante
la autolisis celular cuando el neumococo se encuentra en la fase estacionaria de
crecimiento o cuando entra en contacto con antibiéticos tales como la penicilina.
Su papel en la patogénesis seria generar productos de degradacion de la pared

celular con propiedades inflamatorias (Ovalle, 2007).



Proteasa para IgA

Las proteasas para IgA son enzimas extracelulares que causan infeccion en
mucosas de los humanos. La IgA proteasa contrarresta el mecanismo de defensa
de mucosa: rompe la IgA a nivel de la bisagra (Castro, 2014).

Hialuronidasa
Enzima que degrada el &cido hialurénico, facilitando la propagacion de los
microorganismos en el tejido conectivo del hospedero (Jimenez, 2003).

Proteina de superficie PspA

Esta localizada en la superficie celular del neumococo, la cual participa en su
adherencia a la célula huésped causando dafio a los cilios del epitelio (Mejia,
2011). Esta proteina presenta una gran variabilidad estructural y antigénica entre
las diferentes cepas neumocdcicas y se localiza en la mayoria de los cultivos
clinicos del microorganismo. Se sugiere que esta molécula aumenta la virulencia

de S. pneumoniae, inhibiendo la activacion del complemento (Ovalle, 2007).

Proteina de superficie PspC

Esta proteina es parte de un grupo de 12 distintas proteinas que se encuentran en
la superficie celular. Interactia con la via del complemento uniéndose a C3 y al
factor H, promueve la adherencia de S. pneumoniae a células activadas por
citosinas, parece jugar un papel importante sobre las superficies mucosas y

participa en la colonizacidon neumocécica de la nasofaringe (Ovalle, 2007).

Peroxido de Hidrogeno

La produccién neumocécica de peroxido de hidrogeno ejerce efectos tdéxicos sobre
las células epiteliales y puesto que la cantidad de este oxidante es similar a la
producida por neutréfilos activados, se ha inferido su importante participacion en

la patogénesis del dafio pulmonar in vivo (Ovalle, 2007).
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Figura 1. Factores de virulencia de S. pneumoniae (Figura modificada de Kasper et al., 2017).

.4 Susceptibilidad y resistencia antimicrobiana

El incremento de la resistencia de S. pneumoniae a los antibidticos que se ha producido
en los dltimos afios ha dado lugar a un renovado interés por este microorganismo
causante de numerosas infecciones localizadas preferentemente en el tracto respiratorio,

desde su descubrimiento hace mas de un siglo (Ruiz et al., 2001).

El uso de antibidticos contribuye a la resistencia antimicrobiana de diferentes maneras:
el efecto selectivo simultaneo (el tratamiento antibiético elimina patdgenos susceptibles,
mientras que los patdgenos resistentes a los antibioticos persisten y se propagan), el
efecto competitivo posterior (microorganismos oportunistas y resistentes a los
medicamentos podrian llenar el vacio que aparece después de la erradicacidn antibiética
de patdgenos y otros microorganismos comensales) y la transferencia horizontal de
genes (transferencia de genes de resistencia a antibiéticos a otras bacterias); este ultimo

factor es importante en S. pneumoniae porque este microorganismo es naturalmente



transformable, por lo tanto capta ADN exdgeno y lo integra en su cromosoma (Cillniz et
al., 2016).

Los métodos de referencia aceptados por CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), para determinar la susceptibilidad de S. pneumoniae frente a los antibiéticos
pueden clasificarse en métodos cuantitativos y cualitativos, Los métodos cuantitativos
son aquellos procedimientos que permiten determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI). Se define CMI como la minima concentracion de antibiotico que, en un periodo de
tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un indculo bacteriano
previamente estandarizado (concentracion conocida de gérmenes). La determinacion de
la CMI puede realizarse por micro o macro dilucién en caldo, dilucién en agar o E-test
(marca comercial). Los métodos cualitativos (disco difusion) son aquellos procedimientos
gue permiten clasificar directamente a un microorganismo como sensible o resistente, sin

embargo, tiene el inconveniente de que no determina la CMI (Taroco et al., 2006).

Resistencia a B-lactamicos

Los antibioticos B-lactdmicos se unen a las enzimas que sintetizan la pared celular
(lamadas proteinas de unidn a la penicilina, PBP) e interfieren con la biosintesis y la
remodelacion de la pared celular del neumococo durante el crecimiento y la division
celular. El principal mecanismo de resistencia a la penicilina es la alteracién en uno o mas
PBP, que disminuye la afinidad por la penicilina. Aunque se han identificado varias PBPs
en el neumococo, PBP1a, PBP2x y PBP2b tienen un papel principal en la resistencia a 3
-lactdmicos. La resistencia a los B -lactamicos en los neumococos es un proceso gradual,
mientras que a mas mutaciones en PBP, mas altos son los niveles de resistencia a la

penicilina (Cilléniz et al., 2016).

Resistencia a macroélidos
Los macrolidos se unen a una subunidad ribosémica, lo que inhibe el inicio de la unién

del ARNm vy, por lo tanto, inhibe la sintesis de proteinas.



Hay dos formas predominantes en las que el neumococo adquiere resistencia a los
macrolidos. La primera es a través del mecanismo de expulsion del antibidtico por
bombas de eflujo codificado por los genes mef (confieren resistencia a los macrélidos de
14 miembros y 15 miembros, conocido como fenotipo M) con CMI mas bajas (en
comparaciéon con las del gen erm). El segundo mecanismo es la metilacion de dos
adeninas del sitio E de la regidén 23S rRNA por metilasas codificadas por los genes erm
(confiere resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas, conocido como
fenotipo MLSB) con CMI muy altas (Cilloniz et al., 2016).

Resistencia a fluoroquinolonas

La resistencia a las fluoroquinolonas en los neumococos es gradual y esta relacionada
con los cambios de aminoacidos en la ADN girasa y la topoisomerasa 1V, que son el
objetivo de estos agentes antibacterianos. Para la mayoria de las fluoroquinolonas, como
ciprofloxacina y levofloxacina, el objetivo primario es topo IV (ParC y ParE), lo que
confiere un bajo nivel de resistencia, mientras que los cambios adicionales en GyrA
(objetivo secundario) confieren un alto nivel de resistencia. Sin embargo, la ADN girasa
es el objetivo principal de moxifloxacina. La sobreexpresion de algunas bombas de eflujo
gue afectan a las fluoroquinolonas puede complementar las mutaciones mencionadas
anteriormente como un mecanismo de resistencia a estos agentes antibacterianos
(Cilloniz et al., 2016).

1.5 Serotipos

S. pneumoniae se divide en mas de 90 serotipos (97) en base a la composicion de la
capsula, pero solo unos pocos van a ser responsables de la mayoria de los casos de
Enfermedad Neumocécica Invasiva (ENI). La frecuencia de aislamiento de cada serotipo
va a depender de la edad, la presentacién clinica, el area geografica y el tiempo.
Diferentes estudios muestran la asociacion de los factores de riesgo, comorbilidad y

letalidad con los diferentes serotipos (Méndez et al., 2015).



S. pneumoniae continda siendo un microorganismo que con mayor frecuencia se aisla
en nifios con enfermedad invasora, tanto en paises industrializados como en paises en
vias de desarrollo. Esto se ha hecho mas notorio luego de que S. pneumoniae ocupara
el nicho ecoldgico dejado por Haemophilus influenzae a partir de la inclusién, en la
mayoria de los paises, en la vacuna contra esta bacteria dentro de sus programas de
inmunizacién obligatoria. Al mismo tiempo que continla siendo una bacteria de frecuente
aislamiento, su capacidad de resistencia a los antibiéticos se ha convertido en un
verdadero problema de salud publica mundial (Echeverri y Giraldo, 2006).

Después del inicio de la vacunacion en la infancia con la vacuna conjugada 7-valente
(PCV7) se evidenci6 una gran reduccion de los serotipos vacunales en adultos, reflejando
gue los nifios son el reservorio y el vector de la ENI en adultos y que la vacuna

proporciona inmunidad de escala mundial (Méndez et al., 2015).

.6 Vacunas neumocoécicas

Existen dos tipos de vacunas frente al neumococo: las que contienen los polisacaridos
puros y las que contienen los polisacaridos capsulares conjugados a una proteina
acarreador. Por ser antigenos T-independientes, las vacunas que contienen polisacaridos
puros no inducen memoria inmunolégica ni respuestas secundarias de anticuerpos y son
poco inmunogenas por debajo de los dos afios de edad. Esto es debido a que las células
B reconocen el antigeno a través del receptor de células B, ésta interaccion es suficiente
para desencadenar la expansion clonal de las células B y la produccion de anticuerpos.
Las respuestas de anticuerpos estan dominadas por la produccién de IgM, y no se
produce maduracion por afinidad de anticuerpos o produccién de células B de memoria
(Figura 2). Por otra parte, la administracién repetida de estas vacunas conduce a una
disminucién en la respuesta de anticuerpos (tolerancia), aunque este hecho ha sido
cuestionado recientemente. Las vacunas conjugadas contienen antigenos T-
dependientes, inducen memoria inmunoldgica y dan lugar a respuestas secundarias de
anticuerpos (mucho mas rapidas, con titulos mucho mas elevados y con mayor avidez y

afinidad por el antigeno). Esta respuesta es provocada cuando las células B reconocen



el antigeno de polisacarido a través del receptor de células B al mismo tiempo que
absorben la proteina transportadora, la procesan y la presentan a las células T. Las
células T proporcionan la coestimulacién necesaria para el cambio de la clase de
anticuerpos, la maduracion por afinidad y la generacion de células B de memoria (Figura
2). Ademas, son inmundgenas desde los primeros meses de vida y generan inmunidad
en las mucosas, disminuyendo el estado de portador nasofaringeo (Comité Asesor de
Vacunas de la AEP, 2016).
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Figura 2. Diferencias en la respuesta inmune entre vacunas polisacaridicas y vacunas conjugadas
(Redondo, 2016).

Vacunas constituidas por polisacaridos capsulares

Desde 1977 se desarroll6 una vacuna compuesta de 14 polisacaridos con fines
preventivos ante la enfermedad neumocadcica, presentando una eficacia de 60 a 70% en
términos de reduccién de episodios de bacteremia neumocécica, sin embargo, la
informacion sobre la respuesta de anticuerpos fue limitada y no existian estudios de
correlacién clinica o microbiolégica con los datos inmunoldgicos. En 1983 se introdujo en
el mercado estadounidense la vacuna antineumocécica polisacaridica 23-valente 23PPV

(Pneumovax 23®) compuesta de los polisacaridos capsulares de los 23 serotipos de



Streptococcus pneumoniae aislados méas frecuentemente en pacientes con enfermedad
neumocoacica; siendo los siguientes: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F Y 33F. La inmunogenicidad de esta vacuna en
adultos sanos se ha estimado en 80% con un incremento de anticuerpos de dos o
superior al del titulo basal y la mayoria de los anticuerpos persisten elevados durante
cinco afios 0 mas. Por el contrario, el uso de esta vacuna en nifios sanos suele inducir
una respuesta inmune baja, la cual esta condicionada por la edad del nifio (Villena, 2017).
En México, la PPV23 esta dentro del esquema de vacunacion para la poblacién de 60 a
64 afios con factores de riesgo (1 dosis inicial y 1 revacunacion Unica) y para toda la

poblacion de 65 afios de edad (1 dosis Unica) (Secretaria de Salud, 2015).

Vacunas conjugadas

Desde 1929, Avery y colaboradores demostraron que la unidén covalente de polisacaridos
capsulares a una proteina aumenta la inmunogenicidad de los polisacéaridos. Las
proteinas que han demostrado ser buenas compafias inmunocompetentes son: la
proteina de H. influenzae tipo b, el toxoide tetanico, toxoide diftérico y la proteina de
membrana exterior del meningococo del grupo B. En la vacuna conjugada, la proteina
actia como un interruptor que induce una respuesta timo-dependiente, lo que conlleva a
la induccion de células B de memoria, dando como resultado una mayor respuesta
inmunoldgica en infantes debida a la maduraciéon progresiva del sistema inmunolégico
humano (Kdhler, 2014).

En el afilo 2000 fue administrada la vacuna antineumocécica conjugada 7-Valente PCV7
(Prevenar 7®), en la que se incluyen los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F,
conjugada con la proteina transportadora CRMas7, su efectividad en la prevencion de
enfermedad neumocadcica invasiva es de 98% para cada uno de los serotipos incluidos.
El primer pais en adoptar esta vacuna fue Estados Unidos de América. La vacuna PCV7
reduce la colonizacion nasofaringea debido a la produccion de inmunidad de grupo, de
esta manera, proporciona una disminucion en el nimero de portadores. En México, esta
vacuna se administré por primera vez a grupos seleccionados de nifios de alto riesgo en

2006 y luego se incorpord al programa nacional de vacunacién en 2008. En la practica



privada, se aplican tres dosis mas un refuerzo (a los dos, cuatro, seis y 12 meses),
mientras que el Programa Nacional de Vacunas incluye dos dosis primarias a los dos y
cuatro meses de edad y un refuerzo a los 12 meses de edad (Echaniz et al., 2015).

Synflorix® es una vacuna 10-valente que incluye tres serotipos adicionales a los de
Prevenar 7® (1, 5y 7F), y utiliza la proteina D de H. influenzae no tipificable para conjugar
ocho de los 10 serotipos incluidos. Esta indicada para la inmunizacion activa frente a ENI
y OMA causadas por S. pneumoniae en lactantes y nifios a partir de seis semanas de
edad y hasta los dos afos de edad (Morano et al., 2011).

La inmunogenicidad es similar a la heptavalente: protege contra infecciones por
neumococo (serotipos de la vacuna), incluidas las invasivas. Ademas, obtendria una
respuesta importante contra la otitis media provocada por neumococos (Morano et al.,
2011). En México, durante el periodo de 2008 a 2010, PCV10 se introdujo en un programa
de tres dosis a la poblacion pediatrica asegurada por el Instituto Mexicano del Seguro

Social (IMSS), que cubre la mitad de la poblacién (Soto et al., 2016).

En 2010, se autorizé una vacuna antineumocécica conjugada 13 valente PCV13
(Prevenar 13®) en los Estados Unidos de América. Contiene los siete serotipos de la
vacuna PCV7 mas los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A que también estan conjugados con
CRMz197 (Comité Asesor de Vacunas de la AEP, 2016).

Los datos de ABCs (Active Bacterial Core surveillance) indican que, en 2008, antes de
gue PCV13 reemplazara a PCV7 para uso rutinario entre nifios, aproximadamente el 61%
de los casos de enfermedad neumocacica invasiva en nifilos menores de cinco afos eran
atribuibles a los serotipos incluidos en PCV13, correspondiendo el serotipo 19A al 43%

de los casos (Moore y Pilishvilli, 2015).

En México, desde el 2011, PCV13 se encuentra incluida en el Programa Nacional de
Vacunacion y se ha aplica en infantes con 3 dosis a los dos, cuatro y 12 meses de edad

(Soto etal., 2016). En diciembre de 2011, la Administracién de Alimentos y Medicamentos



en Estados Unidos aprobo la PCV13 como una dosis Unica para la prevencion de la
neumonia y la enfermedad invasiva causada por los serotipos vacunales de S.

pneumoniae en personas de 50 afios 0 mas (Moore y Pilishvilli, 2015).



.  ANTECEDENTES

Streptococcus pneumoniae causa enfermedad neumocécica invasiva (IPD) (neumonia
bacteremia, septicemia, meningitis) y no invasiva (NIPD) (otitis media, sinusitis,
conjuntivitis, artritis, etc.), principalmente en la poblacion pediatrica y adultos mayores
(Soto et al., 2016).

En Japdn, Nakano et al., realizaron un estudio de vigilancia de los serotipos,
susceptibilidad antimicrobiana y epidemiologia molecular de aislados de S. pneumoniae
invasivos y no invasivos en pacientes pediatricos después de la introduccién de la vacuna
conjugada 13 valente. Se recolectaron 343 aislamientos con IPD y 286 aislamientos no
IPD. De los aislamientos de IPD, los serotipos identificados mas comunes incluyeron 19A,
24F y 15A. La prevalencia de aislamientos de serotipos no incluidos en la PCV13
aumento significativamente entre 2012 y 2014 (51.6-71.4%, p=0.004). Los serotipos 19A,
15A y 35B no fueron susceptibles a penicilina. De los aislamientos no IPD, los serotipos
mas identificados incluyeron 19A, 15A y 3 (Nakano et al., 2016).

En Corea, Hyun y colaboradores durante el periodo 2008-2014, analizaron la distribucion
de serotipos y resistencia a los antimicrobianos de 378 aislamientos de S. pneumoniae
causantes de enfermedades neumocdcicas invasivas y no invasivas en pacientes
adultos. Los serotipos/serogrupos comunes fueron: 3 (13.5%), 35 (10.8%), 19A (9.0%),
19F (6.6%), 6A (6.1%) y 34 (5.6%). Se observo resistencia a multiples farmacos (MDR)
en 34.7% de los aislamientos de S. pneumoniae, principalmente en los serotipos 19A y
19B. La tasa de resistencia a la levofloxacina aumento significativamente (Hyun et al.,
2016).

Houri et al., en el 2017 reportaron la distribucion de serotipos de S. pneumoniae y
patrones de resistencia de aislamientos invasivos pediatricos en Teheran Iran. El serotipo
mas frecuente fue el 23F (24.5%), seguido de los serotipos 19F (18.9%), 19A (7.5%) y

9V (7.5%). El 21% de los aislados neumocécicos no fueron sensibles a penicilina y el



serotipo 19A se asocié significativamente con la resistencia a la penicilina (Houri et al.,
2017).

Mendes et al., reportaron la distribucién de serotipos y susceptibilidad antimicrobiana de
aislados de S. pneumoniae en EE. UU., antes y después de la introduccién de la vacuna
antineumocadcica conjugada 13 valente, encontrando el serotipo 19F en un 3.7% y 6B en
4.0% de todos los aislados de ambos periodos. Los serotipos de PCV13 representaron
el 42.9% de los aislados en 2008 y el 30.1% en el segundo periodo, y esta disminucion
fue impulsada por 19Ay 7F; los serotipos no incluidos en PCV13 (23A, 15B/15C, 7C, 8y
31) aumentaron. El porcentaje de no sensibilidad a la penicilina fue de 9.6-10.0%.
Tambien se observaron variaciones en el porcentaje de susceptibilidad entre serogrupos/
tipos a eritromicinay TMP/SMX (Mendes et al., 2014).

El Consenso de la Sociedad Latinoamericana de Infectologia Pediatrica (SLIPE) sobre
Epidemiologia del Neumococo en Latinoamérica cuyo proposito fue obtener informacion
epidemiologica para la estimacion de la carga de estas enfermedades, la distribucion de
los serotipos y la susceptibilidad del neumococo a los antibidticos en la Region de las
Américas y el Caribe, reportd que entre los afios 1993-1999 se obtuvieron 4,105
aislamientos de neumococo procedentes de liquidos estériles, de los que 31 aislamientos
(0.76%) no pudieron tipificarse y 4,071 (92%) si se tipificaron y se distribuyeron en 54
tipos capsulares. Entre 81.4 y 88.6% de los aislamientos se agruparon en 13 serotipos.
Los serotipos 14, 6A, 6B, 5, 1 y 7F fueron los cinco predominantes en el Cono Sur
(Argentina, Chile y Uruguay), el serotipo 23F ocupé el tercer lugar en Colombia, el
segundo lugar en México, Peru y Republica Dominicana. En un andlisis de asociacion se
encontré6 que 86.2% de los casos de neumonia, 78.3% de meningitis y 76.9% de
bacteremia o sepsis fueron causados por 11 tipos capsulares con variaciones de

prevalencia en los diferentes paises (Macias et al., 2012).

En el mismo reporte, se observa que durante el periodo 2000 y 2005 se evaluaron 17,303
aislamientos procedentes de 20 paises, con mayor proporcion de niflos menores de seis

afios con diagndésticos de meningitis y neumonia. Se demostré que la mayor parte de la



patologia se concentra en 13 serotipos (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F,
23F). A partir del afio 2006 el SIREVA Il reporta anualmente los aislamientos del
neumococo (Macias et al., 2012).

En el afio 2009 se registraron 3,297 aislamientos en los paises ya mencionados y se
puede observar que las patologias por grupos de edad y la prevalencia de los diferentes
serotipos en ese afio muestran una distribucion similar a la encontrada en el periodo
2000-2005 (Macias et al., 2012).

De los 93 serotipos que se habian identificado hasta ese momento, 13 son los que
causaban 86% de las infecciones en América Latina. En nifios menores de 5 afios, el
serotipo 14 fue el mas frecuente y represent6 30.4% de los aislamientos, seguido del 6B
(8.6%) y del 1 (7.3%) como se observa en la Tabla 1. En Cuba y Venezuela se observo
un predominio del serotipo 6B, Guatemala el 9B, México el 19F y Uruguay el 5, en el resto
de los paises estudiados predominé el serotipo 14 (Tabla 1). En Chile hubo incremento
del serotipo 1 de 6.7% reportado en el 2005 a 10.6% en el informe de 2009 y en México
el aumento de los serotipos 19A, de 6.4 a 12.3% y del serotipo 6A de 4.1 a 8.5%
reportados en el periodo 2000-2005 en relacion con el afio 2009, respectivamente
(Macias et al., 2012).



Tabla 1. Distribucion en Latinoamérica de serotipos de neumococo en nifios menores de cinco afios
SIREVA Il 2009 (Macias et al., 2012).
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Por lo que se refiere a la sensibilidad del neumococo a la penicilina en el afio 2008 el
CLSI cambi6 los puntos de corte de S. pneumoniae para definir resistencia a este
antibidtico en los aislamientos meningeos y no meningeos, lo que impide comparar el
reporte del afio 2009 con los reportes previos de sensibilidad a la penicilina. Los nuevos
criterios para las cepas meningeas consideran sensible una concentracion minima
inhibitoria (CMI) < 0.06 mg/mL vy resistente si CMI 2 0.12 pg/mL. Para las no meningeas
son sensibles las que tienen CMI < 2 pg/mL, intermedias CMI = 4 pg/mL vy resistentes
CMI = 8 pg/mL (Macias et al., 2012).

En forma global, el 38.3% de las cepas meningeas de neumococo, en nifios menores de
cinco anos, son resistentes a la penicilina, lo que contrasta con las cepas no meningeas,

gue muestran una sensibilidad de 89.2%; el 9% muestra resistencia intermedia y solo



1.8% resistencia. Esto hace que la penicilina sea el tratamiento de eleccion para tratar

las infecciones neumocodcicas fuera del sistema nervioso central.

El serotipo 14 fue el que mostré6 mayor resistencia a penicilina (80.5%), seguido del 23F
(61.5%), 19F (57.1%), 9V (50%), 6B (47.8%) y 19A (42.8%). Estos seis serotipos
representan mas de 40% de las cepas meningeas resistentes. Si se analizan los paises
con mas de 10 aislamientos meningeos, se encuentra que los que tienen mayor
porcentaje de resistencia a la penicilina son: México (72.7%) y Bolivia (60%) y los que
menos resistencia tienen son Cuba (9%) y Paraguay (10%). Los paises con mas de 10
aislamientos no meningeos, con mayor porcentaje de resistencia a la penicilina son:
Bolivia (12.5%), México (9.6%) y Ecuador (3%). En cambio, en Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, Costa Rica, Panama, Paraguay, Perl, Republica Dominicana, Uruguay y
Venezuela no presentd aislamientos resistentes a la penicilina (de acuerdo a las
modificaciones del CLSI) (Macias et al., 2012).

En forma global, el 18.7% de los aislamientos de neumococo fueron resistentes a la
eritromicina, con una tendencia ascendente, similar a la observada en el resto del mundo.
En Estados Unidos, de 1979 a 1987 se analizaron 5,000 aislamientos de neumococo y
se encontro resistencia a eritromicina de 0.3%, que se incremento a 23% en el periodo
1990-1999 y a 28.9% en 2004. La resistencia a eritromicina varia en los diferentes paises
analizados, con mayor resistencia en: México (40%), Nicaragua (40%), Costa Rica
(33.3%), ElI Salvador (33.3%) seguido de los paises del cono sur: Chile (27.4%) y
Argentina (26.4%) y de paises andinos: Ecuador (26.3%) y Peru (23.3%). Los paises con
menor resistencia a macrélidos son: Uruguay (4.5%), Paraguay (5.1%), Brasil (6.6%) y
Colombia (6.8%).

El neumococo mostro una alta resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol (45.4%), lo que
contraindica a este antibiético como tratamiento empirico para infecciones graves en las
gue el neumococo es el microorganismo predominante. En México, la resistencia a
trimetoprim-sulfametoxazol es aun mayor (66.5%), por este motivo hoy dia no es un

antibidtico recomendado para el tratamiento empirico de enfermedades en donde el



neumococo pueda ser la causa. Todos los aislamientos de neumococo en el continente

son sensibles a vancomicina (Macias et al., 2012).

Por otra parte, Los datos publicados por la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
en el afo 2013, indican que la neumonia esta dentro de las tres primeras causas de
morbilidad y mortalidad, y que S. pneumoniae sigue siendo el agente prevalente en la
region y con la tasa de mortalidad mas alta. De hecho, la mortalidad por meningitis
neumocdcica se puede estimar hasta en 60% en toda la region. Los diferentes serotipos
de S. pneumoniae muestran diversos patrones de susceptibilidad y muchos son
resistentes a los antimicrobianos cominmente prescritos (Instituto de Salud Publica de
Chile, 2015).

Durante el periodo de 2007 a mayo 2015, en Chile, el Instituto de Salud Publica de Chile,
analizo un total de un total de 6,398 cepas provenientes de casos de ENI, de las cuales,
los serotipos prevalentes fueron 14, 1 y 7F, con porcentajes de 23.5%, 13.5% vy 7.2%

respectivamente y los serotipos 3, 19A y 6A con porcentajes menores (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion porcentual de serotipos de Streptococcus pneumoniae de ENI por afio en Chile,

2007-2015 (Instituto de Salud Puablica de Chile, 2015).



Se observo un predominio del serotipo 14 en los afios 2007, 2009, 2010, 2011 y 2012
respecto a los otros serotipos, mientras que en el 2008 el serotipo 1 fue el mas frecuente,
en 2013 el serotipo 3 y 2014 el serotipo 19A. En el afio 2014 se observo el predominio
de los serotipos 19Ay 3, al igual que en el periodo enero a mayo de 2015. En el afio 2014
destacd el aumento en la representacion porcentual y en el nimero de cepas de S.
pneumoniae correspondientes al serotipo 19A, de 6% en el 2013 (39 cepas) al 13% en el
2014 (84 cepas). Ademas, se observé un aumento de la representacion porcentual del
serotipo 3 desde el afio 2008 en forma gradual (Figura 2) (Instituto de Salud Publica de
Chile, 2015).

El andlisis de susceptibilidad antimicrobiana para las cepas estudiadas, los casos de
meningitis tuvieron un porcentaje de sensibilidad a penicilina entre 67 y 78%. En cepas
con diagnosticos distintos de meningitis, el porcentaje de sensibilidad a penicilina oscild
entre 94 y 99% en todo el periodo.

El porcentaje de cepas sensibles a cefotaxima aisladas de casos de meningitis alcanzo
el 96% en el afilo 2013. En cepas aisladas de diagnosticos distintos a meningitis, el
porcentaje de sensibilidad oscilé entre 92 y 99% (Tabla 2) (Instituto de Salud Publica de
Chile, 2015).

Tabla 2. Susceptibilidad in vitro a penicilina y cefotaxima en cepas de S. pneumoniae en Chile, 2007-
2015 (Instituto de Salud Publica de Chile, 2015).

Antimicrobiano 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015

%S | 72% | 78% | 69% | 67% | 73% | 75% | 77% | 68% | 67%
Meningitis | %R | 28% | 22% | 31% | 33% | 28% | 25% | 23% | 32% | 33%

n 109 | 102 97 105 80 73 84 88 30

Penicilina %S | 97% | 99% | 97% | 94% | 98% | 98% | 99% | 94% | 96%
No %l 3% | 2% | 3% | 5% 1% 2% 1% | 5% | 4%
meningitis | %R 0% 0% 0% 1% 1% 0% 0% 1% 1%
n 776 | 767 | 804 | 670 | 644 | 598 | 611 | 573 | 183
%S | 90% | 93% | 89% | 89% | 86% | 95% | 96% | 89% | 90%
Meningitis %l 6% | 4% | 10% | 4% | 13% | 5% | 4% | 8% | 10%
%R | 5% | 3% 1% | 8% 1% | 0% | 0% | 3% | 10%

n 109 | 102 97 105 80 73 84 88 30
%S | 96% | 98% | 98% | 92% | 98% | 98% | 99% | 94% | 96%
No %l 3% | 2% 1% 6% 2% 1% 1% | 6% | 3%
meningitis | %R | 0% 0% 0% 1% 0% 0% 0% 0% 1%
n 776 | 767 | 804 | 670 | 644 | 598 | 611 | 573 | 183

Cefotaxima




Los porcentajes de sensibilidad para eritromicina, levofloxacina y vancomicina de las
cepas provenientes de casos de ENI, para cada afio del periodo de estudio se
mantuvieron relativamente constantes a través del tiempo, para cada uno de los
antimicrobianos, con menores niveles de sensibilidad para eritromicina (Tabla 3).

Tabla 3. Susceptibilidad in vitro a eritromicina, levofloxacina y vancomicina en cepas de S. pneumoniae.
Chile, 2007-2015 (Instituto de Salud Pudblica de Chile, 2015).

Antimicrobiano 2007 | 2008 | 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

%S 73% | 73% 2% 69% 64% 71% 75% 70% 71%
Eritromicina %l 1% 1% 1% 1% 1% 0% 1% 0% 0%
%R 26% | 26% | 27% 30% 35% 29% 24% 29% 29%

n 886 870 901 775 725 671 695 661 213

%S | 95% | 93% | 97% | 99% | 99% | 99% | 99% | 100% | 100%
Levofloxacina | % | 4% | 6% | 3% 1% 1% 1% 0% 0% 0%
evotioxacina | o/0 | 00 | 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
n 887 | 870 | 901 | 775 | 725 | 671 | 695 | 661 213
%S | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

n 887 870 901 775 725 671 695 661 213

Vancomicina

En el 2009, Echéaniz y colaboradores, como parte del Sistema Regional de Vacunas
(SIREVA), realizaron un estudio para determinar la susceptibilidad antimicrobiana y los
serotipos capsulares de S. pneumoniae invasivo aislados en nifios menores de 5 afos
de la ciudad de México. Se colectaron 220 aislamientos y se encontraron 33 de los 90
serotipos conocidos en ese periodo, siendo mas comun el serotipo 23F, seguido de los
serotipos 6A+B, 14,19F, y 19A. Una alta resistencia a la penicilina fue encontrada en 49
cepas (22.2%), 31 de estas cepas correspondian al serotipo 23F. Veintinueve cepas
(13.1%) fueron resistentes a la eritromicina, 95 (43.1%) fueron resistente al cloranfenicol

y 24 (10.9%) fueron resistentes a la cefotaxima. No se encontraron cepas resistentes a

vancomicina (Echaniz et al., 2009).

Echaniz et al., en el 2015 en el grupo SIREVA Network-México, reportaron serotipos de
S. pneumoniae en nifios mexicanos con enfermedad invasiva antes (periodo prevacunal)
y después de la introduccién de PCV7 (1993-2012). En dicho estudio se colectaron un

total de 1,346 aislamientos de S. pneumoniae. En el periodo prevacunal los serotipos



incluidos en PCV7 representaron el 59.7% de las cepas, mientras que en 2012 solo el
21% de los casos, con lo cual, se observé una disminucion significativa en todos los
serotipos incluidos en PCV7. Se detecté un aumento gradual del serotipo 19A durante el
periodo de vacunacion del 7% en 2008 al 39% de los aislados en 2012 (Echéniz et al.,
2015).

Soto et al., en el periodo 2000-2014 determinaron la distribucion de los serotipos y la
susceptibilidad antimicrobiana de 126 aislamientos clinicos de S. pneumoniae causantes
de ENI'y ENNI en nifios de 60 dias en hospitales de México. Los serotipos mas frecuentes
antes de la introduccion de la vacuna PCV7 fueron: 19F, 23F, 7F y 35B. Los serotipos 3,
6A, 10A, 12F y 15A/B aumentaron después de la introducciéon de PCV7. El serotipo 19A
se aislo con mayor frecuencia en los casos de neumonia y meningitis solo después de la

introduccion de PCV7, y mostrd una alta resistencia a la penicilina (Soto et al., 2016).

En México, desde 1993, como parte de la Red SIREVA, el INSP realiza la vigilancia de
S. pneumoniae con el fin de conocer la distribucion de los serotipos capsulares y sus
patrones de resistencia. Ahora, a través del Grupo Interinstitucional para la Vigilancia de
Enfermedades Prevenibles por Vacunacion (GIVEBPVac), se continuda la vigilancia. En
2016, el INSP realizé un reporte de serotipos y susceptibilidad antimicrobiana de S.
pneumoniae, en el que analizaron 166 aislamientos, de los que, el 40% de ellos fueron
de nifios menores de 5 afios de edad. El principal diagnéstico asociado a los aislamientos
fue neumonia, seguido de sepsis y por ultimo meningitis. Observaron la tendencia del
reemplazo de serotipos, el cual se presentd en todas las edades. Los serotipos no
vacunales que resaltaron fueron los serogrupo 15 y 23. El serotipo 19A predomino en
frecuencia como uno de los serotipos incluidos en la PCV13. Respecto a la
susceptibilidad antimicrobiana, el 69.2% de las cepas meningeas y el 30% de cepas no
meningeas fueron resistentes a penicilina. Observaron altos niveles de resistencia a
eritromicina (45.8%) y TMP/SMX (85%) (Instituto Nacional de Salud Publica, 2016).

Para el afio 2017, analizaron 134 aislamientos de los cuales el 44% provenian de casos

de meningitis y septicemia. Se observo una disminucién de ese tipo de enfermedades en


https://www.insp.mx/lineas-de-investigacion/medicamentos-en-salud-publica/sireva.html
https://www.insp.mx/lineas-de-investigacion/medicamentos-en-salud-publica/sireva.html

la poblacion de menores de dos afios (que son la poblacion blanco de la vacuna PCV13).
En este afio se observd nuevamente el fendbmeno de reemplazo de serotipos,
particularmente en la poblacién de menores de 5 afios de edad, en donde registraron el
44% de los casos de enfermedades invasoras y no invasoras causadas por serotipos
incluidos en la PCV13 y el 55.3% causados por serotipos no incluidos en ella. Los
serotipos de reemplazo que aparecieron con mayor frecuencia fueron los serogrupos 15
y 23 y destacaron la presencia de los serotipos 6C, 11A y 35B. El serotipo 19A sigui6
presentdndose con mayor frecuencia en poblacién de menores de 5 afios. Observaron
qgue el 57% de las cepas meningeas y 36.6% de cepas no meningeas fueron resistentes
a penicilina. Hubo un nivel alto de resistencia para eritromicina (50%) y TMP/SMX (81.3%)
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2017).



IV. JUSTIFICACION

Después de la introduccion de las vacunas antineumocécicas conjugadas se ha
observado un aumento de serotipos de S. pneumoniae no vacunales, causantes de
enfermedades neumocdcicas invasivas y no invasivas. En adicién a esa situacion, la
resistencia de cepas bacterianas de S. pneumoniae ha ido en aumento debido a distintos
factores dentro de los que se encuentra una mala prescripcion y uso/abuso de

antibioticos.

Por lo tanto, es necesario conocer la distribuciéon de serotipos de S. pneumoniae
circulantes, asi como la susceptibilidad antimicrobiana en nuestra poblacion, los cuales
seran importantes para la formulacion de nuevas vacunas y la toma de decisiones a nivel

clinico.



V. HIPOTESIS

Con base en resultados obtenidos por estudios realizados en México y el resto de
Latinoamérica en los que se reporta un aumento en la prevalencia de serotipos de
reemplazo, después de la introduccion de vacunas antineumocadcicas, en este trabajo se
espera observar una mayor proporcion de esos serotipos en las cepas de S. pneumoniae
provenientes de los hospitales participantes en la red GIVEBPVac durante el 2018.
Ademas, también se espera un aumento en la resistencia de S. pneumoniae frente a

ciertos antibioticos como eritromicina y TMP/SMX.



VI. OBJETIVOS

VI.1 Objetivo General

e Determinar los serotipos y la susceptibilidad antimicrobiana de S. pneumoniae en
muestras de pacientes de hospitales participantes de la red GIVEBPVac durante
el 2018.

V1.2 Objetivos especificos

1. Determinar la distribucién de los serotipos de S. pneumoniae prevalentes durante
el periodo de estudio.

2. Evaluar el recambio de serotipos de S. pneumoniae causantes de enfermedad
invasiva y no invasiva que se produjo despueés de la introduccion de las vacunas.

3. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de S.

pneumoniae.



VI. METODOLOGIA

Cepa de S. pneumoniae proveniente de
hospitales participantes en la red GIVEBVAC
durante el 2018

A\ 4

Envio de muestras de S. pneumoniae al
laboratorio de evaluacién de vacunas del CISEI
perteneciente al INSP

Recepcion en el laboratorio de muestras
presuntivas a S. pneumoniae

\ 4

Siembra y aislamiento de cepas de S.
pneumoniae

A\ 4

Reidentificacion y congelacion de cepas de S.
pneumoniae

l

Serotipificacion de cepas S. pneumoniae

l

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de S.
pneumoniae

l

Andlisis de resultados




VII.1. Material y método

Tipo de estudio y disefio: estudio descriptivo y/o transversal.

Lugar de realizacion del estudio: en el Departamento de Evaluacién de Vacunas del
Centro de Investigacion sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI) perteneciente al
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).

Universo de estudio: cepas de S. pneumoniae provenientes de pacientes de hospitales
participantes en la red GIVEBPVac durante el periodo 2018 (Tabla 4).

Tabla 4. Estados e instituciones participantes de la red GIVEBPVac durante el periodo de estudio.

Estado Institucion

Chiapas

Ciudad de México

Durango
Estado de México
Guadalajara
Guanajuato
Morelia
Morelos

Nuevo ledn
Oaxaca

Puebla

San Luis Potosi
Tabasco

Yucatan

Hospital de Especialidades Pediatricas, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (HEPChis)
Instituto Nacional de Pediatria (INP)

Instituto Nacional de Cardiologia “Doctor Ignacio Chavez” (Hcard)
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan)

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)

Instituto Nacional de Ciencias Médicas de la Nutricion (INCMN)

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN)

Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional. Siglo XXI, IMSS (CMN)
Hospital Infantil de México “Dr. Federico Gémez” (HIM)

Hospital de Especialidades, CMN, La Raza (La raza)

Hospital General Zona 2a Troncoso (Troncoso)

Hospital General de Durango (HGD)

Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca

Antiguo Hospital Civil, Fray Antonio Alcalde de Guadalajara (HIG)
Hospital Materno Infantil de Le6n Guanajuato (HMILG)

Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano de Lopez Mateos” (H. Morelia)
Hospital del Nifio y Adolescente Morelense (HNM)

Hospital San José Tecnolégico de Monterrey (H. mont)

Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca (HRAEOax)

Hospital para el Nifio Poblano (HNP)

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HSLP)

Hospital de Alta Especialidad del Nifio “Dr. Rodolfo Nieto Padron” (HNTab)

Hospital General de Mérida Yucatan “Dr. Agustin O’ Moran”



VII.2. Siembra y aislamiento de cepas de S. pneumoniae

Un total de 205 muestras presuntivas a S. pneumoniae provenientes de 23 hospitales
fueron enviadas para su andlisis (Anexo 1), se sembraron en agar Columbia base con
10% de sangre de cordero (Anexo 2) e incubadas a una atmosfera de 5-7% de CO, a
35°C del8 a 24 horas, para obtener el crecimiento de colonias de S. pneumoniae en
placas. Se tomé una colonia aislada y se sembr6 en otra placa de agar Columbia con
10% de sangre de cordero y se incubd en las condiciones ya mencionadas anteriormente
(Figura 4).

Figura 4. Aislamiento de S. pneumoniae en agar Columbia sangre.

VII.3. Identificacion de cepas de S. pneumoniae

Después de haber observado la morfologia colonial y la hemolisis parcial (a), se
realizaron las pruebas de optoquina, oxacilina y solubilidad en bilis para su identificacion.
Las pruebas de oxacilina y optoquina se realizaron sembrando por toda la placa y en
varias direcciones para producir un crecimiento homogéneo, un inoculo de la bacteria en
una placa de agar Mueller-Hinton con sangre de cordero al 5% (Anexo 2). Se colocaron
los discos de optoquina y oxacilina sobre el inoculo y fueron incubados a 5-7% de CO», a
35°C de 18- 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se midi6é el tamafio (en mm) de
la zona de inhibicion de ambos discos. En la optoquina, el halo de inhibicion debid ser
214 mm para haber sido positivo a S. pneumoniae. Para oxacilina, el halo de inhibicién

debi6 ser de 220 mm diametro para ser una cepa sensible a penicilina (Figura 5).



Oxacilina (Ox)

Optoquina (P)

Figura 5. Prueba de optoquina y oxacilina.

La prueba de solubilidad en bilis se realiz6 agregando 1 ml de BHI en un tubo control y
0.5 ml de BHI en un tubo prueba. Ambos tubos se les agregd una suspension igual de la
bacteria con una turbidez igual de 0.5 estandar de McFarland. Al tubo prueba se le agreg6
0.5 ml de desoxicolato de sodio al 10%. Posteriormente fueron incubados a 37°C por 30
minutos. Finalmente, se examiné la lisis bacteriana por aclaramiento, es decir, se
comparé la lectura del tubo control (el cual debi6 estar turbio) y el tubo de prueba (el cual
debié presentar lisis 0 aclaramiento del medio para que pudiera ser positiva a S.

pneumoniae) (Figura 6).

Tubo Tubo
Prueba Control

Figura 6. Prueba de solubilidad en bilis

VIl.4. Serotipificacién de cepas S. pneumoniae

Para identificar los serotipos de S. pneumoniae se realiz6 la prueba de Quellung,
utilizando los antisueros producidos por el Statens Seruminstitut de Copenhague,
Dinamarca. Las cepas fueron probadas utilizando nueve pools de antisueros (A, B, C, D,

E, F, G, H, I). Una vez identificado el pool positivo se utilizaron los antisueros P, Q, R, S,



T, que determinan en que grupo/tipo se encuentra la bacteria, y para finalizar, se

emplearon los factores del suero los cuales identificaron el serotipo de S. pneumoniae.

El protocolo consistié en, un portaobjetos de vidrio, se mezcl6é una pequefia porcion de la
colonia en estudio con un 1 pl de PBS, posteriormente se mezclan las células y antisueros
especificos siguiendo la guia para la tipificacion de los serotipos de S. pneumoniae (con
antisueros producidos por el Statens Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca) (Anexo
3) y se realiza la lectura de la reaccion de Quellung usando un microscopio a 100X (Habib
et al., 2014).

Se produce una reaccién positiva de Quellung cuando un anticuerpo tipo especifico se
une al polisacarido capsular del neumococo y causan un cambio en el indice refractivo
de la capsula haciéndola aparecer “hinchada”, también puede causar una aglutinacién de
la bacteria, lo cual nos indico el serotipo al que pertenece esa cepa de S. pneumoniae
(Figura 7) (Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades, 2010).

L ¥,
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Figura 7. Prueba de Quellung. Hinchamiento capsular de S. pneumoniae, en donde se aprecian las
células neumocdcicas rodeadas por un “halo” translucido.

VIIL.5. Susceptibilidad antimicrobiana de S. pneumoniae

La susceptibilidad antimicrobiana se realizdé por la técnica de microdilucion en placa
segun los lineamientos de CLSI, determinando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

de todas las cepas de S. pneumoniae frente a siete antimicrobianos: penicilina,



cefotaxima, cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX),
levofloxacina y vancomicina. En esta técnica se utilizé el medio Mdueller-Hinton
suplementado con 3% de sangre de caballo lisada (Anexo 2), y se realizaron diferentes
diluciones de cada uno de los antibiéticos. Las microplacas se llenaron con 50 uL de la
diluciébn de cada antibidtico y se inocularon con 50 pL de la bacteria a estudiar.
Posteriormente las placas se incubaron a 35°C durante 18-20 horas en aerobiosis.
Después del periodo de incubacion se realizo la lectura visual de las microplacas para
determinar la concentracion minima inhibitoria en donde la concentracion del antibiotico
ya no permitié el crecimiento bacteriano (Figura 8). S. pneumoniae ATCC 49619 se us6
como cepa control, asi como control de crecimiento y esterilidad. Los criterios de
interpretacion para cada uno de los antibidticos se realizaron de acuerdo a los
lineamientos del CLSI 2018 (Tabla 5).

Figura 8. Técnica de microdilucién en caldo. A) diluciones del antibiético marcadas por el CLSI. B) cepas

de S. pneumoniae a estudiar. C) cepa ATCC 49619. D) control de esterilidad. E) control de crecimiento.



Tabla 5. Criterios de interpretacion de la CMI de acuerdo a los lineamientos del CLSI 2018.

Antibibtico CriSterios de interpretalcién de la CMI (pgll?ml)
Penicilina (no meningea) <2 4 =8

Penicilina (meningea) <0.06 20.12
Cefotaxima (no meningea) <1 2 24
Cefotaxima (meningea) <0.5 1 =2
Vancomicina <1
Eritromicina <0.25 0.5 21
Levofloxacina <2 4 28

TMP/SMX <0.5/9.5 1/19-2/38 24/76
Cloranfenicol <4 28

VII.6 Andlisis de datos

Se elabor6 una base de datos de las cepas de S. pneumoniae recolectadas en las que
se incluyeron datos como: hospital de procedencia, fecha de recepcion, fecha de toma
de muestra, sitio de aislamiento, nUmero de muestra, sexo, edad y diagndstico del
paciente. Resultados de laboratorio: pruebas de optoquina, oxacilina, solubilidad en bilis,
serotipo y susceptibilidad antimicrobiana a los siguientes antibioticos: penicilina,

cefotaxima, eritromicina, cloranfenicol, TMP/SMX, vancomicina y levofloxacina.



VIIl.  RESULTADOS

VIII.1 Caracteristicas de los aislamientos de S. pneumoniae

Durante el periodo de estudio se recibieron un total de 205 cepas bacterianas causantes
de Enfermedades Invasivas y no Invasivas provenientes de 23 hospitales participantes
en la red GIVEBPVac, a las cuales se les realizaron pruebas de identificacion y solo 186
cepas fueron identificadas como S. pneumoniae, 95 (51.08%) de las cepas provenian de
pacientes del sexo masculino y 91 (48.92%) del sexo femenino.

La mayoria de las cepas de S. pneumoniae recibidas fueron del Instituto Nacional de
Pediatria (INP) 17.20%, el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (Hcard)
13.98%, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) 8.06% y del Antiguo
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” (HIG) 8.06% como se muestra en la
Figura 9.

-

18%

16%

N
14%
12%
10%
8% .
6%
4%
1

ssnns 13l

E&

0%
S
rb\ee

. g . X
@}\@ ‘?{(/\+ L \e\éq & P & Q‘(‘\a : & QS\‘Q

F L PO DS
S K FPFrLLYIIFTNI
&E TN e e T TS
Hospital
- J

Figura 9. Porcentaje de cepas de S. pneumoniae recibidas por hospital participante en la red GIVEBPVac
durante el 2018.



Durante el periodo de estudio, el numero de cepas recibidas fue diverso en cada mes, se
observé un incremento en el numero de aislamientos recibidos durante los primeros
meses del afio con un 29%; sin embargo, durante el mes de junio se recibié un 13.98%
(n=26) de las cepas totales de S. pneumoniae, el segundo mes con mas cepas fue enero
con un 12.90% (n=24) y en tercero estuvo el mes de septiembre con 22 cepas (11.83%)
(Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de cepas de S. pneumoniae por mes durante el periodo de estudio.

Mes NUumero de muestras Porcentaje
Enero 24 12.90%
Febrero 20 10.75%
Marzo 13 6.99%
Abril 6 3.23%
Mayo 18 9.68%
Junio 26 13.98%
Julio 6 3.23%
Agosto 13 6.99%
Septiembre 22 11.83%
Octubre 20 10.75%
Noviembre 14 7.53%
Diciembre 4 2.15%
Total 186 100%

Respecto a los grupos de edad se observo que 13.98% de las cepas fueron aisladas en
pacientes menores de 12 meses de edad, 6.99% (n=13) en pacientes de 12-23 meses,
16.13% (n=30) en pacientes de 24 a 59 meses, 19.89% (n=37) en pacientes de 5-14
afos, 9.68% (n=18) en pacientes de 15-29 afios, 10.22% (n=19) en pacientes de 30-49
afnos, 6.99% (13%) en adultos de 50-59 afios y el 12.90% (n=24) correspondian a adultos
mayores a 60 afios. Observandose mayor porcentaje en aislamientos de nifios menores

a cinco anos de edad.



Del total de los aislamientos, 88 (47.32%) fueron invasivos y 98 (52.69%) fueron no
invasivos. El sitio mas comun de aislamiento invasivo fue el hemocultivo (25.27%),
seguido del liquido cefalorraquideo (12.37%) y liquido pleural (9.68%). Dentro de los
aislamientos no invasivos encontramos en primer lugar al broncoaspirado (31.72%),
seguida de otros sitios como expectoracion, orina, etc., (17.74%) y en menor porcentaje

tenemos a la secrecion 6tica y ocular (0.54% y 0.54% respectivamente) (Tabla 7).

47.84% de las cepas provenian de pacientes con ENI y 52.16 % de cepas de pacientes
con ENNI. Dentro de las ENI observamos que la mas comun fue bacteremia/sepsis
(24.19%), seguida de meningitis (12.90%) y neumonia invasiva (10.75%). Por otro lado,
la neumonia no invasiva (37.10%) fue la mas frecuente dentro de las ENNI, en segundo
lugar, estan otras enfermedades como fibrosis quistica, infeccion de herida, etc. (13.98%)
seguida de conjuntivitis y otitis media aguda con 0.54% y 0.54% respectivamente (Tabla
8).

Tabla 7. Distribucion de cepas de S. pneumoniae por sitio de aislamiento.

Sitio de aislamiento Numero de muestra Porcentaje

Hemocultivo a7 25.27%
LCR 23 12.37%

Liquido pleural 18 9.68%
Aspirado traqueal 4 2.15%
Broncoaspirado 59 31.72%
Secrecion ocular 1 0.54%
Secrecion oGtica 1 0.54%
Otros* 33 17.74%

Total 186 100%

Otros*: expectoracion, orina, secrecion de herida, secrecion nasal, liquido peritoneal y sin dato.



Tabla 8. Distribucion de cepas de S. pneumoniae por diagnéstico.

Diagnadstico NUumero de muestra Porcentaje
Bacteremia/ Sepsis 45 24.19%
Meningitis 24 12.90%
Neumonia Invasiva 20 10.75%
Neumonia no Invasiva 69 37.10%
Conjuntivitis 1 0.54%
Otitis Media Aguda 1 0.54%
Otros* 26 13.98%
Total 186 100%

Otros*: fibrosis quistica, infeccion de herida, IRA, 1VU, peritonitis y sin dato.

VIII.2 Distribucion de serotipos

Se encontraron 32 diferentes serotipos causantes de ENI y ENNI durante el periodo de
estudio. Se observa que aun persisten algunos serotipos vacunales como 6B (0.54%),
19F (3.23%), 3 (6.99%), 6A (0.54 %) y 19A (17.20%), en donde este ultimo tuvo mayor
prevalencia, seguido del serotipo 3. Dentro de los serotipos no vacunales encontramos
con mas frecuencia al serotipo 35B (9.14%), 6C (7.53%), 15B (5.91%), 7C (5.38%) y los
serotipos 15A, 15C, 23B y no tipificables con un 4.3% cada uno (Figura 10).
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Figura 10. Distribucion de serotipos de cepas de S. pneumoniae.



De los serotipos con mayor frecuencia encontramos que el serotipo 19A se presenta
comunmente en nifios menores de 5 afios (40.63%) y en nifios dentro de un rango de 5-
14 afios presenta un 28.13%. Se observd que este serotipo es causante de bacteremia
(28%), neumonia invasiva (28%) y no invasiva (28%).

El serotipo 35B fue mas frecuente en nifios menores de 5 afios (47.05%) y nifios dentro
de un rango de edad de 5-14 afios (29.41%). Siendo causante de neumonia no invasiva
(53%). La distribucion del serotipo 6C fue igual para nifios menores de 5 afios (50%),

presento mayor distribucién en cepas causantes de neumonia no invasiva (43%).

El serotipo 3 se presenté con mayor frecuencia en adultos mayores de 60 afios (38.46%)
y fue méas frecuentemente aislado de pacientes con neumonia no invasiva (31%). El
serotipo 7C fue mas frecuente en niflos menores de 5 afios (30%), en nifios dentro del
rango 5-14 afos y adultos mayores de 60 afios (20%). Se observo que este serotipo esta

asociado con cepas causantes de neumonia no invasiva (50%).

Dentro del serogrupo 15, el serotipo 15A se encontré6 mayormente distribuido en nifios de
24 a 59 meses y jovenes dentro del rango de 15-29 afios (25%), causante de neumonia
no invasiva (38%). El serotipo 15B tuvo una mayor distribucion en nifios menores de 5
afos (36.36%) y niflos de 5-14 afos (27.27%), se encontrd0 con mas frecuencia en
diagnosticos de neumonia no invasiva (36%). El serotipo 15C fue mas frecuente en nifios
menores de 5 afios (50%) en pacientes con bacteremia-sepsis y neumonia no invasiva
(38%).

El serotipo 23B se encontr6 mayoritariamente en nifios menores de 24-59 meses y nifios
de 5-14 afos (25%) y su distribucion fue mayor en enfermedades como fibrosis quistica,

infeccion de herida, IRA, IVU, etc. (38%), meningitis y neumonia no invasiva (25%)

Los serotipos no tipificables (NT) fueron mas frecuentes en nifios menores de 5 afios

(75%) y se encontraron en cepas causantes de neumonia no invasiva (75%) (Figura 11).
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Figura 11. Serotipos de S. pneumoniae por grupo de edad.

En general, dentro de los serotipos vacunales los serotipos 19F y 3 se encontraron con
mayor frecuencia en enfermedades no invasivas, mientas que el serotipo 19A fue mas
comun en enfermedades invasivas. Dentro del grupo de serotipos no vacunales, el
serotipo 34, 10A, serogrupo 15, 16F, 17F, 22F, 24F, 6C y 9N presentaron mayor
prevalencia en enfermedades neumocdcicas invasivas, por su parte los serotipos 10A,
11A, 15C, 23B, 24F, 35B, 7C y no tipificables fueron mas frecuentes dentro de las

enfermedades no invasivas (Figura 12).
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Figura 12. Serotipos de S. pneumoniae por tipo de enfermedad neumocacica.

VIII.3 Susceptibilidad antimicrobiana

Del total de 186 cepas de S. pneumoniae, se tomaron en cuenta solo 185 ya que, una
cepa no crecié cuando se le realizo la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por

microdilucion en caldo.

Los porcentajes de resistencia a penicilina no meningea se observaron en bajos niveles
de resistencia 5.83%, susceptibilidad intermedia de 30.43% y alta sensibilidad del
62.73%. El 75% de las cepas meningeas fueron resistentes a penicilina y solo un 25%
fueron sensibles. En cefotaxima no meningea hubo resistencia del 14.29%,
susceptibilidad intermedia de 29.81% y una alta sensibilidad del 55.90%. En cefotaxima
meningea se observo resistencia del 37.50%, susceptibilidad intermedia del 8.33% y
sensibilidad de 55.90%.

En el caso de eritromicina hubo resistencia del 47.03%, susceptibilidad intermedia de
1.62% y sensibilidad del 51.35%; en cloranfenicol se observé que el 47.70% de las cepas

fueron resistentes y el 57.30% fueron sensibles, en TMP/SMX la resistencia fue mayor



gue en los otros antibidticos (67.03%), presentd susceptibilidad intermedia de 15.14% y
baja sensibilidad de 17.84%. Todas las cepas fueron sensibles a levofloxacina y

vancomicina (100%) como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Susceptibilidad antimicrobiana de S. pneumoniae durante el periodo de estudio

La susceptibilidad a penicilina en cepas meningeas mostro alta resistencia en los
serotipos 6C, 15B, 15A, 23B, 35B (Figura 14). Los serotipos 19A,19F y 23B muestran
resistencia a penicilina en cepas no meningeas, asi como los serotipos 19A, 35B, 15B,
10A, 15Cy 6C mostraron una alta susceptibilidad intermedia en este tipo de cepas (Figura
15)
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Figura 14. Susceptibilidad antimicrobiana a penicilina de cepas de S. pneumoniae meningeas por
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Figura 15. Susceptibilidad antimicrobiana a penicilina de cepas de S. pneumoniae no meningeas por
serotipo.



Los serotipos que mostraron mayor numero de cepas resistentes a cefotaxima meningea
fueron: 15B, 35B y 6C, encontrandose mayor susceptibilidad intermedia en los serotipos
19F y 15B a este antibiético (Figura 16). En cepas no meningeas, los serotipos con mas
cepas resistentes a cefotaxima fueron 19A, 15B, 15A, 35B, y 6C, con susceptibilidad
intermedia estuvieron los serotipos 19A, 35B, 15B, 19F, 10A y no tipificables (Figura 17).
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Figura 16. Susceptibilidad antimicrobiana a cefotaxima de cepas de S. pneumoniae meningeas por
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Figura 17. Susceptibilidad antimicrobiana a cefotaxima de cepas de S. pneumoniae no meningeas por
serotipo.



Se observé mayor numero de cepas con resistencia a eritromicina en los serotipos 19A,
15B, 6C, 15A, 19F, 10A y 15C (Figura 18).
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Figura 18. Susceptibilidad antimicrobiana a eritromicina de cepas de S. pneumoniae por serotipo.
Los serotipos que presentaron mayor resistencia a cloranfenicol fueron 19A, 15B, 15A,
19F, 35B y 15C (Figura 19).
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Figura 19. Susceptibilidad antimicrobiana a cloranfenicol de cepas de S. pneumoniae por serotipo.



Se observo una alta resistencia a TMP/SMX en todos los serotipos encontrados. Por otra
parte, los serotipos con mas cepas sensibles a este antibidtico fueron el serotipo 3, 7C y
17F (Figura 20).
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Figura 20. Susceptibilidad antimicrobiana a TMP/SMX de cepas de S. pneumoniae por serotipo

Dentro de los serotipos encontrados los serotipos 3 y 7C presentaron alta sensibilidad a
los siete antibidticos probados. Por otro lado, algunos serotipos fueron
multidrogoresistentes (MDR) principalmente: 19A, 19F, 35B, 10A, 23B, 24F, 6C,

serogrupo 15, y serotipos no tipificables.



IX. DISCUSION

La prevalencia de los 97 serotipos de S. pneumoniae varia de acuerdo a la edad, regién
y el periodo de estudio. En México, se observé que después de la introduccion de la
vacuna conjugada heptavalente (PCV7) hubo cambios en la prevalencia de serotipos;
tendié a disminuir los serotipos vacunales y a aumentar aquellos serotipos que no

estaban dentro de las PCVs; serotipos no vacunales o serotipos de reemplazo.

A lo largo de este estudio, se encontrd que los serotipos vacunales como 6B, 6A, 19F, 3
y 19A siguen presentdndose. De estos, los serotipos 3 y 19A fueron los mas frecuentes,
lo cual coincide con los resultados de vigilancia de la red GIVEBPVac de afios anteriores,
en donde reportaron que los serotipos vacunales 3 y 19A fueron los mas frecuentes
durante el afio 2016 y 2017 (Instituto Nacional de Salud Publica, 2016; Instituto Nacional
de Salud Pdublica, 2017). Este fenbmeno también se presenta en varios paises de
América en donde estos serotipos vacunales son los mas frecuentes; en Estados Unidos
(2011-2012), la prevalencia del serotipo 3 fue de 8% y 14% para el 19A , en Chile el
serotipo 3 presento una prevalencia del 10% (2014) y 14% (2015) y 19A con 13% (2014)
y 10% (2015), en Canada (2011-2015) los serotipos vacunales mas comunes fueron el
7F, 19A y 3; para Brasil (2013-2015), en donde no se aplica la PVC13, sino la PCV10,
los serotipos vacunales con mayor proporcion fueron los serotipos 4 y 23F, mientras que
el 19A fue de los mas frecuentes pero dentro del grupo de los serotipos no vacunales con
una proporcion del 12.7% (Mendes et al., 2014, Instituto de Salud Publica de Chile, 2015;
Adam et al., 2018; Christophe et al., 2018).

Por otro lado, en Corea (2008-20014) la prevalencia del serotipo 3 fue de 13.5% y para
el 19A fue de 9% (Hyun Kim et al., 2016). En Japon (2014-2016) el serotipo 3 presento
una prevalencia de 9.6% y el serotipo 19A tuvo 9,4% (Miyazaki et al., 2016). En China
durante el periodo 2011-2016 el serotipo 19F estuvo en primer lugar, seguido de otros
serotipos vacunales como 19A, 6B y 6A (Zhao et al., 2017). Con esto se puede observar
gue las vacunas antineumococicas conjugadas tienen baja efectividad frente a podria

estos serotipos, ya que, se ha observado que los serotipos 19A y 3 han prevalecido en la



mayoria de los paises a pesar de estar incluidos a la PCV13. Resultados obtenidos de
otros estudios como el de Hernandez et al., en donde también se observa la prevalencia
de estos serotipos vacunales (en especial el serotipo 3) en nifios con neumonia
complicada, sugieren que la baja efectividad de la PCV13 es muy puntual en estos dos
serotipos. Ademas, se ha observado que en estudios de inmunogenicidad el nivel de
anticuerpos opsonofagociticos contra el serotipo 3 era inferior al de los otros serotipos de
la PCV13 (Vanderkooi et al., 2012) Por lo cual, Hernandez et al., mencionan que la baja
efectividad de esta vacuna frente a estos serotipos puede ser provocada por diversos
factores, por lo cual, la cobertura de la vacuna debe aumentarse aun més para reducir la
circulacion de los serotipos de la vacuna, asi como una continua vigilancia de los casos
de IPD y la implementacién de no solo técnicas de cultivos sino, también, de técnicas

moleculares como la PCR para caracterizar si existen fallas de las vacunas.

El serotipo 19A surgié como un serotipo predominante en varios paises, tanto en nifios
como en adultos, después de la introduccion de PCV7, asi como en otros paises sin
programas de vacunacion con PCV7. Posibles factores que contribuyen a las altas tasas
de serotipo 19A incluyen la no sensibilidad a la penicilina, asi como el recambio capsular,
es decir, una recombinacién genética que resulta en la adquisicion de un nuevo serotipo

capsular (Isturiz et al., 2017).

Respecto al serotipo 3, Choi et al., sugieren que la ineficacia del conjugado de serotipo 3
en la PCV13 puede ser una consecuencia directa de la liberacion del polisacarido
capsular por parte del microorganismo, un proceso que diferencia el tipo 3 de otros
serotipos incluidos en las vacunas conjugadas actuales. Por esta razén se sugiere que,
para tener una proteccion 6ptima contra las enfermedades provocadas por el serotipo 3,
se requieren de estrategias alternativas como vacunas basadas en proteinas o células
completas (Choi et al., 2015).

Por otra parte, los serotipos no vacunales con mayor prevalencia durante este periodo
fueron los serotipos: 35B, 6C, 15B, 7C, 15A, 15C, 23B y no tipificables los que

presentaron mayor frecuencia. Comparando nuestros resultados con previos reportes de



GIVEBPVac, en el 2016 el serotipo 23B fue el mas frecuente, seguido del serotipo 11A,
15A, 35B, no tipificables, 6C, 15B y 15C. Con esto podemos observar que los serotipos
35B, 6C, 15B y 15C aumentaron en nuestro periodo de estudio, mientras que el 15A, 23B
y no tipificables disminuyeron. Respecto al serotipo 7C en el 2016 tuvo una frecuencia
del 4.21% y el 11A en nuestro estudio solo represent6 el 2.69 % de todos los serotipos
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2016). Resultados similares a los nuestros se
observaron para el afio 2017 GIVEBPVac en donde se reporté que los serotipos con
mayor frecuencia fueron: 35B, 6C, 15A, 23A, 11A, 23B, 15C y no tipificables; excepto los
serotipos 15A y 23B disminuyeron un poco para el 2018 (Instituto Nacional de Salud
Publica, 2017).

Nuestros resultados de la distribucion de serotipos no vacunales muestran una tendencia
similar en un estudio realizado en Estados Unidos en el periodo 2011-2012, en donde los
serotipos 35B, 23A, 11A, 22F, 22A, 15B, 15C, 6C y 23B fueron los que mostraron
mayores porcentajes (Mendes et al., 2014). Por otra parte, comparando con Canada, se
observa que, hay una gran diferencia en la distribucion de serotipos no vacunales ya que
para este pais los serotipos 22F, 12F, 11A, 9N, 33F, 15A fueron los de mayor prevalencia
(Adam et al., 2018). La misma discrepancia se nota en Brasil, donde los serotipos no
incluidos en la PCV10 predominantes fueron el 19A, 22F, 8 (6%) y 9N. (Christophe et al.,
2018).

En paises como Japon (2014-2016), podemos ver similitud con nuestro estudio, ya que,
reportaron que los serotipos mas comunes fueron 35B, 15A, 11A, 10A, 6C, no tipificables,
15B y 23A (Miyazaki et al., 2016). En China (2011-2016) los serotipos no vacunales con
mayor prevalencia fueron del serogrupo 15, seguido por el serotipo 17F (Zhao et al.,
2017). En otro estudio realizado en China ya se habia reportado el predominio de los
serotipos 15B/C en el 2013 por Pan et al. Para Corea (2008-2014) el serogrupo 35 fue el
mas comun, seguido del serotipo 34, 6D y 6C, mostrando una similitud con nuestro

estudio en la presencia de dos de estos serotipos 35y 6C (Hyun Kim et al., 2016).



Se observa un incremento de los serotipos no vacunales en la mayoria de los paises
comparados, en especial la predominancia de los serotipos 35B y serogrupo 15 por lo
tanto, se les debe dar un mejor seguimiento a través de vigilancias y considerarse en las

vacunas antineumocdcicas de proxima generacion.

Estudios previos confirman que las cepas del serotipo 35B parecen haber tenido
originalmente cpsulas de 9V, es decir, cambiaron a una capsula 35B después de la
aplicacion de la vacuna PCV13 en la poblacién. Con esto se podria reafirmar que, los
serotipos de S. pneumoniae llevan a cabo un intercambio capsular bajo la presién de
seleccion producida por los anticuerpos presentes en las vacunas antineumococcicas

conjugadas (Swanson et al.,2017; Chochua et al., 2017).

Las infecciones causadas por S. pneumoniae han sido tratadas tradicionalmente con
antibidticos B-lactamicos, a los cuales esta especie era extremadamente sensible cuando
se introdujo por primera vez la penicilina. Desafortunadamente, después de la aparicion
y el incremento de resistencia de S. pneumoniae hacia estos antibiéticos, se ha tenido
gue optar por el uso de macrélidos, fluoroquinolonas y otros antibiéticos no B-lactamicos

para tratar las enfermedades neumocécicas (Zhao et al., 2017).

En paises asiaticos como Iran la resistencia a penicilina no meningea fue de 28.6%, para
penicilina meningea fue del 15.6%, cefotaxima no meningea 9.5%, 6.25% para
cefotaxima meningea, eritromicina 76.1% y 66.65 para TMP/SMX (Houri et al., 2017). En
China el 66.7% de las cepas fueron resistentes a penicilina meningea y solo el 10.7% a
penicilina no meningea y presentaron altos porcentajes para eritromicina 97.2% vy
TMP/SMX 79.9% (Pan et al., 2015). Zhao et al, en 2017 realizé un estudio en donde
encontré resistencia de 51.6% para penicilina y 95.2% para eritromicina (Zhao et al.,
2017). En la mayoria de los paises, podemos observar que los porcentajes de resistencia
a penicilina no meningea son mas bajos que los de penicilina meningea, lo cual sugiere
gue la penicilina en cepas no meningeas podria seguir siendo el antibiotico de eleccién

para el tratamiento de algunas enfermedades neumocadcicas, mientras que para los otros



antibidticos se deben buscar alternativas como es el caso de la eritromicina y TMP/SMX

los cuales muestran altos niveles de resistencia.

Durante nuestro periodo de estudio los serotipos 19A, 19F, 23B mostraron mayor
resistencia a penicilina no meningea, por su parte para penicilina meningea los serotipos
6C, 15 A/B, 23B y 35B fueron los mas comunes. Lo cual tiene similitud con lo reportado
por Hackel et al., (2013) en donde los serotipos 19A, 6A, 19F, 14, 6B, 9V, 35B, 23Ay 15A
mostraron mayores niveles de resistencia a este antibidtico. Igualmente coincide con
paises como China, en donde los serotipos que concuerdan con nuestro estudio son el
19F y 15B, para Japoén son los serotipos 19A, 15A y 35B, en Corea fueron el serogrupo
35, serotipo 19A y 19F, en Tunisia los serotipos 19F y 19A y para Estados unidos fueron
los serotipos 19A y 19F. Algunos otros serotipos con altos niveles de resistencia a
penicilina fueron 14, 23A/B/F, 6A/B, 9V/A (Zhao et al., 2017; Hyun Kim et al., 2016; Ktari
et al., 2017; Mendes et al., 2014).

Durante la ultima década, cepas de S. pneumoniae Multidrogorresistentes (MDR) se
diseminaron rapidamente en todo el mundo. La multidrogorresistencia se define como la
resistencia a mas de dos clases de los siguientes agentes: cefuroxima, un macrélido,
penicilina, tetraciclina (si esta disponible) y trimetoprim-sulfametoxazol (Houri et al.,
2017). En el presente estudio se observaron que los serotipos 19A, 19F, 35B, 10A,
serogrupo 15, 23B, 24F, 6C y serotipos no tipificables presentaron multidrogorresistencia.
Esto se observa en paises como China, Corea, Brasil y Canada en donde los serotipos
MDR mas comunes fueron 19F y 19A ademas de otros serotipos como 23F, 6A, 6B, 9V,
14, 28A, 35A (Zhao et al., 2017; Hyun Kim et al., 2016; Christophe et al., 2018; Adam et
al., 2018).



X.  CONCLUSIONES

A pesar de la introduccion de las vacunas antineumocadcica conjugada en el programa
nacional de vacunacibn aun se observa la presencia de serotipos vacunales
principalmente el serotipo 19A y 3. Asi como un incremento en la prevalencia de los
serotipos no vacunales tales como 35B, 6C, 15B, 7C, 15A,15C, 23B y no tipificables.

Los serotipos como 19A, 6C y serogrupo 15 se encontraron con mayor frecuencia en
pacientes con enfermedades neumocadcicas invasivas, mientras que, los serotipos 3, 35B,
7C, 15C, 23B y no tipificables se presentaron en diagndsticos de enfermedades

neumocadcicas no invasivas.

Respecto a la susceptibilidad antimicrobiana, se observé que, las cepas de S.
pneumoniae estudiadas en este periodo aun presentan una importante sensibilidad a
penicilina en cepas no meningeas, pero una mayor resistencia en cepas meningeas; lo
mismo se presenta con cefotaxima meningea y no meningea. Se encontraron altos
porcentajes de resistencia para cloranfenicol, eritromicina y TMP/SMX. Por esta razon las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son indispensables en el manejo de ENI y
ENNI, de esta manera los antibioticos para su tratamiento pueden ser prescritos de

manera adecuada.

En general, el monitoreo de la resistencia bacteriana y la distribucion de los serotipos
prevalentes son importantes para poder controlar y prevenir enfermedades
neumocacicas en la poblacion, a su vez, los datos obtenidos pueden tener relevancia

para el disefio de vacunas apropiadas para la region en estudio.



Xl.  PERSPECTIVAS

Se debe continuar con la vigilancia de los serotipos prevalentes para poder comparar el
recambio que se producen cada afio, asi como las enfermedades neumocécicas que
producen en los distintos grupos etarios de nuestra poblacion, lo cual nos permitir4
comprender el impacto que tienen las vacunas antineumocécicas actuales y de futura

introduccion.

De igual manera es de suma importancia seguir monitoreando los niveles de
susceptibilidad que presenta S. pneumoniae a antibiéticos para poder tener un mayor
control de este microorganismo y evitar que cepas multidrogorresistentes vayan en
aumento. En especial, se debe tener mas precaucion con antibioticos como eritromicina,
cloranfenicol y TMP/SMX, ya que diversos estudios respaldan los hechos de que la

resistencia de estos ha ido incrementando en los ultimos afos.

Son necesarios estudios a nivel molecular de las cepas resistentes a B-lactamicos y
macrolidos con el fin de determinar los genes de resistencia que se encuentran circulando

en nuestra poblacion.
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ANEXO 2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

o Agar Columbia base con 10% de sangre de cordero

o

Para preparar el Agar Columbia se debe pesar la cantidad deseada y resuspenderla en
agua destilada, agitar y hervir el medio hasta disolver perfectamente el polvo (Tabla 9).
Esterilizar por 15 minutos a 121°C. Posteriormente, se debe dejar enfriar entre 45°C-50°C
para agregar 50 ml sangre de cordero, homogenizar y vaciar el medio en cajas Petri,
dejar enfriar, rotular las cajas con el nombre del medio y fecha de preparacion.

Finalmente, conservar a 4°C hasta su utilizacion.

Tabla 9. Preparacion del medio de cultivo agar Columbia

Componentes Cantidad

Base de agar Columbia 21.25¢g
Levadura 25¢g
Agua destilada 500 ml

Agar Mueller-Hinton con 5% de sangre de cordero

Para la preparacion del medio agar Mueller-Hinton se debe pesar la cantidad deseada,
resuspender en agua destilada, agitar y hervir el medio hasta disolver perfectamente el
polvo (Tabla 10). Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Posteriormente, dejar enfriar entre

45°C-50°C para agregar 25 ml sangre de cordero, homogenizar y vaciar el medio en cajas



Petri, dejar enfriar, rotular las cajas con el nombre del medio y fecha de preparacion,

conservar a 4°C hasta la utilizacion.

Tabla 10. Preparacion del medio de cultivo agar Mieller-Hinton

Componentes Cantidad

Agar Mueller-Hinton 199

Agua destilada 500 ml
Caldo Mueller-Hinton con 3% de sangre de caballo

Resuspender el caldo Muieller-Hinton en agua destilada, agitar perfectamente y hervir el
medio hasta disolver completamente el polvo; posteriormente, esterilizar por 15 minutos
a 121°C (Tabla 11). Consecutivamente, dejarlo enfriar para agregar por cada 100 ml de
caldo Mueller-Hinton 6 ml de sangre lisada de caballo, la cual debe estar previamente

diluida al 50% con agua destilada estéril.

Tabla 11. Preparacion del medio de cultivo caldo Miieller-Hinton

Componentes Cantidad

Caldo Mueller-Hinton 21g

Agua destilada 500 ml



ANEXO 3. SEROTIPIFICACION

Tabla 12. Sistema del “tablero de ajedrez” para la tipificacion de S. pneumoniae con el empleo de antisueros

polivalentes.
Pool P Q R S T Tipos/grupos no vacunales

A 1 18* 4 5 2

B 19* 6 3*

C T* 20 24* 31,40

D o* 11* 16*,36,37

E 12* 10* 33* 21,39

F 17* 22* 27,32*41*

G 29, 34, 35*%, 42, 47*

H 14 23* 15* 13, 28*

I 25*, 38, 43, 44, 45, 46, 48
*Grupos.

Fuente: Statens Seruminstitut, Copenhague.



Tabla 13. Clave para la tipificacion de los serotipos de S. pneumoniae con antisueros producidos por el
Statens Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca.

Grupo de Tipo de Grsg)o Factor de
suero suero suero suero
Tipo 1 1 AP 1 Suero tipo 1
Tipo 2 2 AT 2 Suero tipo 2
Tipo 3 3 B, R 3 Suero tipo 3
Tipo 4 4 AR 4 Suero tipo 4
Tipo 5 5 A'S 5 Suero tipo 5
6 A B, Q 6 6b Factor de suero 6b
Grupo 6 6B B, Q 6 6C Factor de suero 6¢
6C B, Q 6 6d Factor de suero 6d
7F C,P 7 7b Factor de sueros 7b+7¢c
Grupo 7 7A C,P 7 7h, 7c Factor de suero 7c
7B C,P 7 7e Factor de suero 7e
7C C,P 7 7f Factor de suero 7f
Tipo 8 8 B, S 8 Suero tipo 8
9A D, R 9 ad Factor de sueros 9d+9g
9L D, R 9 9b Factor de sueros 9b+9e
Grupo 9
9N D, R 9 9b, 9e Factor de suero 9e
)Y D, R 9 9d, 99 Factor de suero 99
10F E,S 10 10b Factor de sueros 10b, 10d, 10f
Grupo 10 10A E,S 10 10d Factor de sueros 10d, 10b
10B E, S 10 10d, 10d Factor de sueros 10b, 10d
10C E, S 10 10b, 10f Factor de suero 10f
11F D, T 11 11b, 11g Factor de sueros 11g+11f
11A D, T 11 1lc Factor de sueros 11c+11b
Grupo 11 11B D, T 11 11b, 11f, 119 Factor de sueros 11f+11g
11C D, T 11 11b, 11c, 11f Factor de sueros 11c+11f
11D D, T 11 11b, 11c Factor de sueros 11b+11c+11f
12F E,R 12 12b Factor de sueros 12b+12c
Grupo 12 12 A E,R 12 12c Factor de sueros 12c+112b
12B E,R 12 12b, 12c, 12e Factor de suero 12e
Tipo 13 13 13 Suero tipo 13
Tipo 14 14 H, P 14 Suero tipo 14
15F H, S 15 15b, 15c Factor de sueros 15b+15c
Grupo 15 15A H, S 15 15¢ Factor de sueros 15c+15b
15B H, S 15 15¢c, 15e, 15h Factor de sueros 15h
15C H, S 15 15e Factor de sueros15e+15h
Grupo 16 16F D 16 16b Factor de suero 16b
16 A D 16 16¢ Factor de suero 16¢
Grupo 17 17F F, S 17 17b Factor de suero 17b
17A F, S 17 17¢ Factor de suero 17c
18F A Q 18 18c, 18e, 18f Factor de suero 18f
18 A A Q 18 18d Factor de suero 18d
Grupo 18
18B A Q 18 18e Factor de sueros 18e+18c
18C A Q 18 18c, 18e Factor de sueros 18c+18f
19F B, P 19 19b Factor de suero 19b
Grupo 19 19A B, P 19 19¢c Factor de suero 19c
19B B, P 19 7h Factor de sueros 7h
19C B, P 19 19f, 7h Factor de suero 19f
Tipo 20 20 C,T 20 Suero tipo 20
Tipo 21 21 21 Suero tipo 21
Grupo 22 22F F,T 22 22b Factor de suero 22b
22 A FT 22 22¢ Factor de suero 22c
23F H, Q 23 23b Factor de suero 23b
Grupo 23 23 A H, Q 23 23c Factor de suero 23c
23B H, Q 23 23d Factor de suero23d



Grupo 24
Grupo 25

Tipo 27
Grupo 28
Tipo 29
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Grupo 32

Grupo 33

Tipo 34
Grupo 35

Tipo 36
Tipo 37
Tipo 38
Tipo 39
Tipo 40
Grupo 41

Tipo 42
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Tipo 45
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Grupo 47

Tipo 48

Fuente: Statens Seruminstitut, Copenhague
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