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Introducció

La malaltia pneumocòccica invasiva (MPI) causada per Streptococcus pneumoniae, 
causa important de morbi-mortalitat a nivell mundial.

>1M nens menors de 5 anys, moren cada any en països en vies de 
desenvolupament [OMS]. 

O’Brien KL, Lancet, 2009



Introducció

S.pneumoniae, patogen comú a l’espècie humana. Hàbitat: Nasofaringe

30-50% colonització en nens sans; colonització 2-3 vegades superior en països en vies 
de desenvolupament [1]

Portadors asimptomàtics, pas previ per a desenvolupament MPI

[1]Rodrigues F, Microb Drug Resist, 2009

Càpsula polisacàrida: Principal factor de virulència

92 tipus diferents amb diferent capacitat d’invasió
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[2] Weatherholtz R, Clin Infect Dis, 2010

2000: Autorització vacuna conjugada heptavalent (PCV7) a EEUU
Reducció de la taxa de MPI causada per serotips inclosos a la vacuna [2]



Introducció

Augment de la malaltia en nens menors de 5 anys produïda per serotips no 
inclosos a la vacuna [3,4]; augment del serotip 19A a EEUU [5] i també a la nostra 
àrea geogràfica [6].

[3] Dagan R, Clin Microbiol Infect, 2009
[4] Tsigrelis C, Mayo Clinic Proc, 2009
[5] Moore MR, J Infect Dis, 2008
[6] Muñoz-Almagro C, J Infect, 2009

EEUU

Hospital Sant Joan de Déu (Barcelona)



Introducció

Vacuna Serotips inclosos

PCV7 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F 

PCV10 PCV7 + 1, 5, 7F

PCV13 PCV10 + 3, 6A, 19A

2010: Avaluar l’impacte de la PCV7, abans de la introducció de les vacunes 10 i 
13-valent

Major incidència de la malaltia en països com Àfrica o Àsia, accés a vacunes i 
tractament limitat

Escassetat de recursos, dificultat de realitzar estudis a nivell local, enviar 
mostres a centres de referència

Vigilància epidemiològica de la malaltia invasiva pneumocòccica, amb l’objectiu de 
conèixer les característiques epidemiològiques i l’evolució d’aquests processos



Introducció

CULTIU MICROBIOLÒGIC

Diagnòstic clàssic de la malaltia

• Tècnica molt específica, baixa sensibilitat. 

• Necessitat de mantenir el microorganisme viu.

• Dificultat recollir volum adequat de mostra en pacients pediàtrics, antibioteràpia 

prèvia falsos negatius

PCR EN TEMPS REAL
Identificar i quantificar fragments de DNA del pneumococ en 
<3hores

• Elevada especificitat i sensibilitat

• Rapidesa del mètode i detecció del patogen present a baixa concentració

• Detecció dels gens ply, lytA, wzg en mostra directa de plasma, líquid pleural, LCR 
entre altres.



Introducció

SEROTIPAT

Reacció de Quellung

Precipitació entre antisèrums específics 

i l’antigen del polisacàrid del bacteri 

que fa visible, microscòpicament, la 

seva càpsula.

PCR en temps real

Serotipat mitjançant la detecció de 

gens capsulars específics (Tarragó et al, 

CMID 2008)



Tècniques moleculars

Serotip Gen Sonda TaqMan MGB

1 udg CAGTTATGAAATATAATCCTGATGC

5 udg ATTGCGGTTAATTTGAAG

3 wchE TTGCTGAAGCCTTTTGT

4 wciJ CAGGAGATGCTAAAATA

6A wciP CTGGCTATGATAGTT

6B wciP ACTGTCTCATGATAATT

7F/A wcwA CTATTCCAGAAGAATCTC

8 udg CACGAATCGGCTCTC

Serotip Gen Sonda TaqMan MGB

9V/A/N/L udg CCACGTATAGGAAATCAT

14 wzy AATGGAATGGAAATGTTAC

15B/C wzy TAATGGGCTGGGAATT

19A wchO ATGCAAAATGCTCACCTAG

19F/B/C wchO ATGCAAAAGTCAAATTTAGA

18C/B gct AAAGTCAGATGTTAAAGACTAC

23F wchV TTGCTCTTCGAAAAATGT

23A wchV TTGCTCCTCGAAAAGTGT

Tarragó et al, CMID 2008



Tècniques moleculars

Mostres conservades en paper de filtre o dried‐spot

‐ DNA/RNA  atrapat i estabilitzat a la matriu

‐ Conservació de les mostres a T ambient

‐ Mostres de sang seca

‐ Desenvolupament de tècniques moleculars (CMV, HIV, VHC)

Paper Whatman®



Tècniques moleculars

Mostres conservades en paper de filtre o dried‐spot

300μl de PBS

Extracció Chelex-100
50μl

50μl a cada spot
Extracció robot 
NucliSENS®EasyMag®

Real-time PCR múltiple

1 setmana Tº 
ambient

gen ply i gen capsular (wzg)

A

B Extracció robot 
NucliSENS®EasyMag®

Real-time PCR múltiple

SEROTIPAT

DETECCIÓ

SEROTIPAT

SOQUES (1, 5, 19A, 19F, 14, 3, 7F, 4, 6A, 6B, 8, 9N, 18C, 23A, 23F) 

Validació

Aplicació



Tècniques moleculars

Dried‐spot: Resultats validació 

Spearman’s rho: 0,9; P<.0001

Comparació del Ct (threshold cycle) de les 
soques control de S.pneumoniae
conservades a temperatura ambiente sobre 
paper de filtre (dried spot) i les soques 
fresques extretes directament.



Tècniques moleculars

Resultat de la identificació de S.
pneumoniae en mostres de sang seca (DBS)
de Sierra Leone

Resultats de la detecció i serotipat
de S. pneumoniae de les mostres
positives procedentes de Sierra
Leona.

Nota: Altres: no tipa per cap dels serotips testats 
per PCR (1, 5, 19AFBC, 14, 3, 7FA, 4, 6AB, 8, 9VNL, 
18CB, 23AF)

Dried‐spot: Resultats aplicació
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Tècniques mleculars

Hemocultiu 
positiu

gen ply i gen capsular (wzg)

Real-time PCR múltiple

DETECCIÓ

SEROTIPAT

NO extracció DNA



Tècniques moleculars

Hemocultius: Resultat



Resultats

Distribució de serotips



Resultats

210 casos de MPI en 210 pacients

•52.4% nenes

•mitjana edat: 29 mesos (3 a 49m)

124; 59%

86; 41%

Distribució de casos per cultiu i PCR

PCR Cultiu

80; 93%

91; 73,4%
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Resultats

Diferències en la distribució de serotips en pacients amb cultiu positiu vs pacients 
amb cultiu negatiu



Resultats

Cobertura de les vacunes conjugades PCV7, PCV10 i PCV13

Pacients diagnosticats només per Real-Time 
PCR
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Resultats



Resultats

Manifestació clínica de les soques de pneumococ serotip 3

263 casos de MPI, 207 casos serotipats

•SEROTIP 3: 27 casos (13.0%)

•mitjana edat: 29 mesos



Resultats

Mètode d’identificació de les soques de pneumococ serotip 3



Conclusions

L’ús de paper de filtre o dried spot és un sistema de recollida i transport de mostres
útil per la detecció i serotipat del neumococ. Permet conservar la mostra a
temperatura ambient.

La PCR multiplex en temps real és molt útil per a estudis de vigilància
epidemiològica de la MPI, principalment, en pacients que han estat exposats a
tractament antibiòtic previ.

El serotip 3 del pneumococ s’infradiangostica per cultiu i té un paper important en
la MPI en nens.

La PCR en temps real és una eina per al diagnòstic i identificació de la MPI,
exemple, serotip 3.



Moltes gràcies per la vostra atenció!
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