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Se realiz6 un estudio observacional para conocer los serotipos y la susceptibilidad
antimicrobiana de los aislamientos de Streptococcus pneumoniae responsables de meningitis
en Cuba, donde aun no se vacuna para prevenir la enfermedad neumocécica invasiva. El estudio
incluyé el total de los aislamientos remitidos al Instituto “Pedro Kouri” entre el 2007-2012 (N =
237). Laidentificacion de los serotipos se realiz6 por la prueba de hinchazén capsular. Mediante
la determinacién de la concentracién minima inhibitoria, por el método de microdilucion en
caldo, se estudié la susceptibilidad a los antimicrobianos. Predominaron los serotipos 6A, 6B,
14, 19F y 23F, ademas en el 29,1% de los aislamientos se identificaron 18 serogrupos/serotipos
no incluidos en las vacunas conjugadas. Se observé una tendencia al incremento de la
resistencia a la penicilina (44,3%); los patrones de resistencia mas frecuentes fueron: penicilina-
trimetoprim/sulfametoxazol y penicilina-eritromicina (21,1% y 10,5%, respectivamente). Los
resultados de la vigilancia demuestran que el 70,4% de los aislamientos estudiados se
corresponden con los serotipos incluidos en la vacuna neumocécica conjugada de 13-valencias
y que con las vacunas de 7 y 10 valencias se alcanzaria una cobertura potencial de vacunacién
inferior (52,3 y 56,1%, respectivamente). Esta informaciéon debe considerarse al evaluar la
decision del uso en Cuba de alguna de las vacunas comercialmente disponibles o la propuesta
de otra estrategia de vacunacion a partir de candidatos vacunales autéctonos.
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Introduccién

Streptococcus pneumoniae (Neumococo), uno La complejidad de la prevencion de la
de los colonizadores mas frecuente de la enfermedad neumocécica invasiva (ENI) radica
nasofaringe humana, produce infecciones en en la dificultad del desarrollo de una vacuna para
todos los grupos de edades pero en los nihos proteger a todos los individuos susceptibles, al
menores de 5 anos constituye la primera causa considerar que las cepas capsuladas expresan
de muerte por enfermedades inmunoprevenibles uno de los mas de 90 serotipos descritos
en todo el mundo. La neumonias y meningitis por actualmente. Al mismo tiempo, el manejo
esta bacteria representan un importante empirico de estas infecciones se complica ante
problema de salud por su elevada frecuencia y el creciente aumento de la resistencia a la
gravedad, a pesar del diagndstico precoz y de la penicilina y cefalosporinas de tercera generacion
administracién de un tratamiento adecuado (2).

pueden causar secuelas e incluso la muerte (1).

* Licenciada en Microbiologia, Dra. en Ciencias de la Salud, Profesora e Investigadora Auxiliar. Responsable del Laboratorio Nacional de Referencia para Streptococcus pneumoniae y
Haemophilus.
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En Cuba, el Programa Nacional de Prevencion y
Control de Sindromes Neurolégicos Infecciosos
(PNPC-SNI) regula la remision al Instituto “Pedro
Kouri” (IPK) de todos los aislamientos
bacterianos responsables de dichas infecciones
en la comunidad, entre ellos S. pneumoniae, pero
para los aislados responsables de otras formas
de ENI no existe tal disposicion. De este modo,
desde 1994, el Laboratorio Nacional de
Referencia de Neumococo en el IPK (LNRN-IPK)
realiza una vigilancia pasiva de los serotipos y la
resistencia a antibiéticos de los aislamientos de
neumococos responsables de meningitis en el
pais.

Entre el 2000 y 2006, periodo en el que a través
de la actividad de referencia se estudiaron 1332
aislamientos de S. pneumoniae recuperados de
casos de meningitis y neumonias, se demostré
que los menores de 6 afnos y los adultos mayores
de 65 anos son los mas afectados por la ENI y
como serotipos responsables estuvieron: 1, 3, 4,
5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F.
También se puso de manifiesto un bajo
porcentaje de aislamientos con resistencia a la
penicilina y a la ceftriaxona, lo que situé a Cuba
entre los paises de Latinoamérica con los
indicadores mas bajos de susceptibilidad
disminuida y resistencia a la penicilina (3-5).

Sin embargo, a partir del 2006, el niumero de
aislamientos de S. pneumoniae que se
estudiaron en el laboratorio de referencia
disminuy6 sustancialmente por lo que los datos
de la vigilancia de los serotipos y la
susceptibilidad antimicrobiana de estos pueden
resultar no representativos de la situacién real
entre aislamientos responsables de enfermedad
meningea en el pais (3, 4).

La necesidad de incluir la vacuna antineumocécica
en el calendario de inmunizacién en Cuba exige el
fortalecimiento a nivel nacional de la vigilancia
microbiolégica de todas las formas de ENI para
contribuir al conocimiento de la incidencia actual del
problema y poder medir el impacto de la vacunacion.

Siendo objetivo del presente estudio, investigar
los serotipos y los patrones de resistencia a los
antimicrobianos de los aislamientos de S.
pneumoniae causantes de meningitis entre el
2007 y 2012, periodo en el que a través de las
encuestas epidemiolégicas del PNPC-SNI de la
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Vice-Direccion de Epidemiologia-IPK y del
Ministerio de Salud Publica (MINSAP) se
notificaron 472 meningitis por este agente.

Materiales y Métodos

Se realizé un estudio observacional en el que
quedaron incluidos el total de aislamientos
viables de S. pneumoniae recibidos en el LNRN-
IPK entre enero del 2007 y diciembre del 2012;
de este modo, el universo se constituy6 por 237
aislamientos, remitidos en cunas de agar
chocolate desde los 14 Centros Provinciales de
Higiene y Epidemiologia y Microbiologia
(CPHEM) del pais. Los aislamientos se recibieron
acompanados del modelo de envio de cepas para
el trabajo de referencia nacional en el IPK, a
partir del cual se obtuvo la edad de los pacientes.

Para la confirmacién como S. pneumoniae los
aislamientos se inocularon en placas de agar sangre
de carnero al 5% (agar Columbia, Biolife) y se
incubaron a 35-36 °C por 24 h en atmésfera de CO;
5%. Se corroboré la presencia de colonias
sugerentes de neumococo («-hemoliticas y con
depresion central) y de diplococos lanceolados
grampositivos a través de la tincion de Gram. La
identificacion se realizd de acuerdo a las pruebas de
susceptibilidad a la optoquina y solubilidad en bilis

(6).

Para la determinacién de los serotipos capsulares se
empled la reaccién de hinchamiento capsular, se
utilizé el juego de reactivos Pneumotest (Statens
Serum Institute, Dinamarca) (6, 7). La susceptibilidad
antimicrobiana se estudié empleando el método de
microdilucién en caldo a penicilina, ceftriaxona,
vancomicina, eritromicina, cloranfenicol y
trimetoprim/sulfametoxazol, segun las directrices del
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) (8).

La informacién se introdujo en una base de datos en
soporte digital utilizando el programa Microsoft Office
Excel 2007 y se proces6 mediante el paquete estadistico
SPSS para Windows version 18.0.

Se emplearon tablas de frecuencias para el andlisis
descriptivo de los datos y se analiz6 la asociacion entre las
variables serotipos y susceptibilidad a penicilina,
mediante la prueba de Spearman para un nivel de
significacién estadistica de p<0,05.
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Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se muestran, por afnos de estudio, el
nimero de meningitis por S. pneumoniae que se
notificé a través de las encuestas epidemioldgicas y
el nimero de aislamientos meningeos caracterizados
en el LNRN-IPK.

Tabla 1. Aislamientos meningeos de S. pneumoniae
estudiados anualmente en el LNRN-IPK y meningitis
notificadas por este agente en Cuba, 2007-2012.

Ano de Ndmero de Numero de casos

estudio aislamientos de de meningitis por S.
S. pneumoniae en el  pneumoniae
LNRN-IPK

2007 10 65

2008 29 73

2009 49 105

2010 42 66

2011 57 91

2012 50 72

Total 237 472

Fuente: Registros de aislamientos de S. pneumoniae del
Laboratorio Nacional de Referencia de Neumococo en el
Instituto “Pedro Kouri” y encuestas epidemiolégicas del
Programa Nacional de Prevencién y Control de Sindromes
Neurolégicos Infecciosos de la Vice-Direccion de
Epidemiologia-IPK y del MINSAP.

Durante los dos primeros anos se recibieron escasos
aislamientos para la actividad de referencia nacional lo
que se puede atribuir a la disminucion de las capacidades
diagndsticas en la red de laboratorios de microbiologia a
lo largo del pais, como consecuencia de deficiencias
organizativas y carencias materiales. A partir del 2009 y
hasta el 2012 se estabilizo la cifra de los aislamientos de
neumococo que pudieron estudiarse, aunque atin resulta
insuficiente y no representativa del total de casos de
meningitis por neumococo que se notificaron en el pais
para igual periodo. En resumen, solo fue posible la
caracterizacion de 237 aislamientos, los que
representaron el 50,2% de las meningitis neumocdcicas
informadas por el PNPC-SNI de la Vice-Direccion de
Epidemiologia-IPK y del MINSAP.

En la Tabla 2 se desglosa el nimero de aislamientos de S.
pneumoniae responsables de meningitis en los diferentes
grupos de edad. Es evidente el predominio de
aislamientos que se recuperaron a partir de meningitis
diagnosticadas en pacientes con 5 afios 0 mas (72,1%),
fundamentalmente en el grupo entre 15y 59 afos (42,2%),
a diferencia de la etapa previa de la vigilancia en el pais,
en la que es superior el nimero de aislamientos
meningeos entre nifnos menores de 5 anos de edad (5,9).

Tabla 2. Aislamientos meningeos de S. pneumoniae
estudiados en el LNRN-IPK en funcién de los grupos de
edad de los pacientes, Cuba, 2007 - 2012.

Grupos de edad Aislamientos de S. pneumoniae

Ndmero %

< 12 meses 28 11,8
12 - 23 meses 27 11,4
24 - 59 meses 11 4,6

Subtotal 66 27,8
5 - 14 anos 23 9,7

15 - 59 afnos 100 42,2
= 60 anos 48 20,3
Subtotal 171 72,1
Total 237 100
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Serotipos de S. pneumoniae

Entre los 237 aislamientos se demostraron 30
serotipos diferentes. En la Tabla 3 se presentan por
grupo de edad. Se consideré para el analisis los
incluidos en las vacunas conjugadas antineumococo.

Los mas frecuentes fueron: 6A, 6B, 14, 19F y 23F. En
69 aislamientos se informaron otros serotipos; 60
provenientes de pacientes con 5 afos 0 mas y nueve
entre menores de 5 anos. Entre estos se notificaron
18 serogrupos/serotipos: 8, 9N 10*, 11B, 11D, 11F,
15B, 15C, 15F, 17*, 18A, 18B, 18F, 19B, 20, 22*, 23A
y 23B (*no se dispuso de factores para determinar
serotipo). Al respecto se debe atribuir especial
atencion al hallazgo de 19 aislamientos del
serogrupo 15; entre ellos, 14 responsables de
meningitis en mayores de 15 afos.

Los serotipos mas frecuentes en este estudio coinciden
con los que se declararon en el periodo de vigilancia 2000-
2006 en Cuba y con los de mayor prevalencia entre
aislamientos responsables de la ENI en América Latina y
el Caribe (10). Al mismo tiempo, el hallazgo de serotipos
poco frecuentes o no declarados en la etapa anterior de la
vigilancia en Cuba se corresponde con la emergencia de
serotipos no vacunales documentada internacionalmente
tras laintroduccion de la vacunacién. Entre el 2005 y 2007,
en Ohio, Estados Unidos, se observd un incremento del
207% en la incidencia anual de estos con respecto a la
anunciada en el ano 1999; los serotipos para los cuales se
registrd el mayor incremento fueron el 19A, 6C, 22F y el
serogrupoi15 (11). Previamente, también en Estados
Unidos, luego del uso de la vacuna neumocdcica
conjugada heptavalente (VCN7v) se comunicé un
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Tabla 3. Serotipos de S. pneumoniae responsables de meningitis en los diferentes grupos de edad, Cuba 2007

- 2012.
Grupo de edad de los pacientes
Serotipos vacunales Meses Total ARos Total
<12 12-23 24-59 < 5 anos (%) 5-14 15-59 >60 > 5anos (%)
1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 2 0 3 (4,6) 0 4 1 5(2,9)
4 0 0 0 0 0 4 3 7 (4,1)
5 0 0 0 0 0 1 0 1(0,6)
6A 1 4 3 8 (12,1) 0 8 1 9 (5,3)
6B 8 5 1 14 (21,2) 3 8 1 12 (7,0)
7F 2 0 0 2 (3,0) 0 5 1 6 (3,5)
9V 0 0 0 0 0 2 0 21,2
14 4 10 2 16 (24,2) 3 6 2 11 (6,4)
18C 2 0 1 3 (4,6) 5 5 1 11(6,4)
19A 1 2 0 3 (4,6) 1 4 1 6 (3,5)
19F 3 1 1 5 (7,6) 3 8 7 18(10,5)
23F 1 2 0 3 (4,6) 2 13 7 22 (12,9)
Subtotal 23 26 8 57 (86,4) 17 68 25 110 (64,3)
Otros serotipos 5 1 3 9 (13,6) 6 31 23 60 (35,1)
Serotipo no 0 0 0 0 0 1 0 1(0,6)
determinados
Total 28 27 11 66 (100) 23 100 48 171 (100)

incremento de la ENI en nifios, que se debié a los
serogrupos 15 y 33 y se indicaron los serotipos 15B y 15C
como los mas frecuentes (12).

La notificacion de los serotipos/serogrupos no
vacunales que se notificaron en este estudio no
puede atribuirse a un efecto de la vacunacién
antineumocoécica pues esta aiun no se ha
introducido en Cuba, y plantea la incertidumbre
de que la proporciéon de serotipos circulantes
varie al estudiar un nUamero mayor de
aislamientos, por lo que estos constituyen datos
utiles y oportunos que alertan sobre la necesidad
de fortalecer la vigilancia de la ENI en el pais.

Para poder discutir en el futuro el impacto de la
vacunaciéon en el reemplazo de serotipos es
importante reducir al minimo los sesgos en la
vigilancia durante el periodo prevacunal,
teniendo en cuenta que la infrecuencia con que
se informan algunos responde en gran medida a
una menor invasividad y esto conduce a un
enmascaramiento de su relevancia (1).

En la Tabla 4 se resume la informacién acerca de los
serotipos responsables de meningitis en Cuba
durante el periodo de estudio, en funciéon de los
contenidos en las vacunas conjugadas
antineumococicas y definiendo dos grupos de edad

Tabla 4. Cobertura potencial de la vacunacién para S. pneumoniae estimada a partir de los serotipos

responsables de meningitis en Cuba, 2007 - 2012.

Aislamientos de S. pneumoniae

Vacunas conjugadas antineumocadcicas <5 afos >5 afos Total
(serotipos incluidos) n =66 n=171 n = 237

# % # % # %
VNC7v (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) 41 62,1 83 48,5 124 52,3
VNC10v (VNC7 + 1,5y 7F) 43 65,1 90 52,6 133 56,1
VNC13v (VNC10 + 3, 6Ay 19A) 57 86,3 110 64,3 167 70,4
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para el andlisis (<5 y >5 anos). La representatividad
de los tipos capsulares incluidos en las vacunas
antineumocdcicas conjugadas de 7, 10y 13 valencias
(VNC7v, -10v y -13v), varié entre 48,5 y 86,3%. Solo
para la vacuna VNC13v se obtiene una cobertura
potencial superior al 80% pero exclusivamente para
el grupo de los menores de 5 anos. Al considerar el
namero total de aislamientos y sin hacer distincion
del grupo de edad se estimé un 70,4% de
congruencia entre los serotipos responsables de
meningitis y los incluidos en esta vacuna. Cuando se
compardé con los resultados del mismo analisis para
el periodo 2000-2005 en Cuba, se aprecié una
notable disminucién en la posible cobertura vacunal
(88,3% empleando la vacuna VNC7v en ninos
menores de 5 afnos); sin embargo, no debe obviarse
que en el periodo anterior fue posible el estudio de
un mayor nimero de aislamientos responsables de
meningitis en este grupo de edad (n=842) (13).

Un meta-analisis a nivel internacional de los datos
sobre los serotipos causantes de ENI en menores de
5 anos entre 1980 y el 2007 reveld que los serotipos
incluidos en la VNC7v son responsables del 49% o
mas de los casos, aunque con variaciones regionales
considerables; la mayor cobertura de serotipos
corresponde a Norteamérica y Europa. La proteccion
estimada para este mismo grupo de edad al emplear
la VNC10v y -13v fue del 70% o mas en ambas
regiones (14).

Susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos
de S. pneumoniae

El 44,3% de los 105 aislamientos que se estudiaron,
revelaron resistencia a la penicilina. Para la
eritromicina y el trimetoprim/sulfametoxazol se
observé un 18,6 y 24,4% de resistencia (44 y 58
aislamientos, respectivamente) y frente a este Gltimo
farmaco en 53 aislamientos (22,3%) se observo
susceptibilidad intermedia. Para el cloranfenicol y la
ceftriaxona se informaron 11 (4,6%) y 8 (3,4%)
aislamientos resistentes respectivamente. Para la
ceftriaxona se detect6 ademas uno con
susceptibilidad intermedia (0,42%). Se corroboré la
ausencia del fenémeno de resistencia a la
vancomicina.

En la etapa anterior de la vigilancia en Cuba también
se notific6 escasa resistencia a cefalosporinas, a
pesar de la resistencia que se observo para la
penicilina (nula para aislamientos procedentes de
ENI entre menores de 6 anos, 1% para el grupo de 6-
14 anos y 3,7% en el grupo de los mayores de 14
anos) (5,9). De manera similar, investigaciones en
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Oman, comunicaron un 56% de aislamientos
resistentes a penicilina contra un 99% de
susceptibilidad a ceftriaxona (15). Asimismo, la baja
resistencia declarada en el presente estudio para el
cloranfenicol (4,6%) estd en correspondencia con
reportes internacionales, pues la resistencia a esta
droga es un fendmeno infrecuente. Durante mucho
tiempo el cloranfenicol se utilizé para el tratamiento
de las meningitis, pues ademas de constituir un buen
agente bacteriostatico, es bactericida para
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis y S.
pneumoniae; ante la disponibilidad de
antimicrobianos menos téxicos quedé en desuso,
pero se considera un antibiético alternativo en caso
de alergia a los B-lactamicos. La recomendacién de
mantener la vigilancia de la susceptibilidad de los
aislamientos de S. pneumoniae frente a este farmaco

permite  registrar informes esporadicos de
aislamientos resistentes (16).
En relacion al trimetoprim/sulfametoxazol la

resistencia demostrada (24,4%) es similar a estudios
previos en Cuba (22-37%) y en otros paises de
Latinoamérica, en algunos de los cuales se
encontraron valores mas elevados: Colombia
(33,9%), Argentina (61,9%) y Uruguay (53,2%). En
cuanto a la eritromicina, el nivel de resistencia
(18,6%) es también analogo al de otros estudios de
vigilancia en Latinoamérica, donde se estimé que
alrededor del 25% de los neumococos pueden
resultar resistentes a macroélidos, aunque en algunos
llegd a ser mas elevada la cifra (México, 40%) (5, 9,
10). El hallazgo de un 44,3% de resistencia a la
penicilina revela una evolucion del fenémeno entre
aislamientos meningeos de S. pneumoniae en Cuba.
Entre el 2000 y 2005 los datos reunidos por el
proyecto SIREVA (Sistema de redes de vigilancia de
los agentes bacterianos responsables de neumoniay
meningitis en Latinoamérica y el Caribe, financiado
por OPS) revelaron para la region un 38% de
neumococos con susceptibilidad intermedia a la
penicilina, sin embargo, Cuba se situé entre los
paises de la regiébn con mas baja resistencia con
valores de 1,9% y en México se observé un 8,4% (13).

El mayor nimero de aislamientos resistentes a penicilina
en el presente estudio se observé en los serotipos 6B, 14,
19F y 23F (17, 12, 9 y 13 aislamientos, respectivamente)
pero también se advirtié de la emergencia del fenébmeno
entre los serotipos 8, 11B, 15B, 15C, 18C, 20 y 23A. El
analisis de este resultado indicoé asociacién significativa
(p<0,05) de la resistencia a penicilina solo para los
serotipos 14, 19F y 23F, lo que coincide con lo referido a
nivel internacional antes del uso extendido de la vacuna
VNC7v, etapa en la que se consideraron a los llamados
serotipos pediatricos (6B, 6A, 9V, 14, 19A, 19F y 23F)
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como los clasicamente asociados a la resistencia. Esto
correlaciona con el hecho de que estos serotipos son los
que se describen con mayor frecuencia para el estado de
portador nasofaringeo (17). Por otra parte se impone
comentar que en el presente estudio la resistencia a
penicilina se presentdé acompahada a la resistencia a
eritromicina y a trimetoprim/sulfametoxazol, en el 14,3% y
29,1% de los aislamientos, respectivamente, y que el
patron de resistencia mudltiple penicilina-eritromicina-
trimetoprim/sulfametoxazol se observé en el 11,3 % de
ellos.

La progresion de la resistencia a penicilina y a macrolidos
en S. pneumoniae es un fendmeno preocupante a nivel
mundial que se atribuye a la diseminacion de clones
resistentes, cambios en la circulacion de serotipos,
fluctuaciones naturales y al abuso en el consumo de
antimicrobianos. Para prevenir su avance a nivel nacional
es preciso la adopcion de medidas para regular el uso de
macrolidos, fundamentalmente los de vida media larga,
como claritromicina y especialmente azitromicina, los que
se consideran inductores de resistencia a penicilina tanto
en S. pneumoniae como Streptococcus pyogenes (18).
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meningeal isolates of

An observational study was conducted to know the serotypes and antimicrobial susceptibility of
isolates of Streptococcus pneumoniae responsible for meningitis in Cuba, where there is no
vaccine yet to prevent invasive pneumococcal disease. The study included the total number of
isolates submitted to the "Pedro Kouri" Institute between 2007 and 2012 (N=237). Serotypes
identification was performed using capsular swelling test and antimicrobial susceptibility was
studied by determining the minimum inhibitory concentration using the broth microdilution
method. Predominant serotypes were 6A, 6B, 14, 19F and 23F and other non-vaccinal 18
serogroups/serotypes were identified in 29.1% of the isolates. A tendency to an increased
resistance to penicillin (44.3 %) was observed; the most common resistance patterns were:

penicillin-trimethoprim/sulfamethoxazole and penicillin-erythromycin  (21.1%

and 10.5%,

respectively). The largest number of isolates resistant to penicillin was in serotypes 6B, 14, 19F
and 23F and the possibility of resistant non-vaccine serotypes emergence should be considered.
The results show that 70.4 % of the isolates studied corresponds to the serotypes included in
13-valent conjugated pneumococcal vaccine, but with 10-valent it would achieve a lower
vaccination potential coverage (56.1%). This information must be considered when evaluating
the decision to use in Cuba any commercially available vaccine or the proposal of another
strategy of vaccination from autochthonous vaccine candidates.

Key words: Streptococcus pneumoniae, meningitis, vaccination.
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