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Resumen

Objetives: Las infecciones por Streptococcus pneumoniae pro-
ducen una morbi-mortalidad elevada. Existen méas de 90 serotipos
de esta bacteria con distinta distribucidn geogréfica lo que dificulta
el desarrollo de una vacuna de aplicaciéon universal. Los objetivos
fueron conocer la sensibilidad de S. pneumoniae frente a los anti-
microbianos y determinar la prevalencia de los distintos serotipos
causales de infecciones neumocoéccicas no invasoras en pacientes de
la ciudad de Cérdoba, Argentina. Materiales y métodos: Se determiné
la prevalencia de los serotipos aislados de infecciones no invasoras
en nifios menores de 6 afios y la sensibilidad a antibacterianos
de los mismos. Durante el periodo 2005 - 2008 se estudiaron
60 aislamientos provenientes de cultivos de otitis media aguda
(n=44), sinusitis maxilares (n=8) y conjuntivitis (n=8). Resultados:
Se identificaron 17 serotipos y 6 fueron no tipificables (NT). El
serotipo predominante fue el 19F (18,3 %), seguido de 19A y 6A
(13,3 %); 6By NT (10%); 22F (6,7%); 23F y 3 (5 %); y 23B (3%).
Los porcentajes de resistencia observados fueron: trimetoprima-
sulfametoxazol 33,3 %, eritromicina 33,3%, clindamicina 20 % y
tetraciclina 10 %. No hubo resistentes a penicilina, vancomicina,
rifampicina ni levofloxacina. Coenclusiones: Se requieren nuevos
estudios y un mayor nimero de aislamientos para realizar un analisis
adecuado de la cobertura de las infecciones no invasivas en pediatria
en nuestra regién, aunque parece evidente la eficacia in vitro de
las aminopenicilinas.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, serotipos, infecciones
no invasoras.

Abstract

Introduction and ebjectives: S. pneumoniae infections cause a high
rate of morbi-mortality. More than 90 pneumococci serotypes have
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been recognized with a different geographical distri-
bution, making difficult the development of a global
vaccine. The objective was to identify the susceptibi-
lity of S. pneumoniae to antimicrobial agents and to
determine the prevalence of the different serotypes
that cause non-invasive pneumococcal infections in
our area. Materials and methods: The prevalence of
pneumococci serotypes isolated from non-invasive
infections and their antibiotic susceptibility was deter-
mined in children aged less than 6 years old. During
the 2005-2008 period, 60 isolates recovered from
acute middle otitis (n=44), maxillary sinusitis (n=8)
and conjunctivitis secretions (n=8) were studied. Re-
sults: Seventeen serotypes were indentified and six of
them were non-typable (NT). The prevalent serotype
was 19F (18.3%) followed by 19A and 6A (13.3%);
6B and NT (10%); 22F (6.7%); 23F and 3 (5%);
and 23B (3%).The observed rates of resistance were:
trimethoprim-sulphametoxazol, 33.3%; erythromycin,
33.3%; clindamycin 20% and tetracycline, 10%. We
did not found isolates resistant to penicillin considering
the CLSI break point for non meningeal infections as
well as for, vancomycin, rifampin or levofloxacin. Ami-
nopenicillins show 100% susceptibility to non invasive
pneumococci. Conclusions: New studies and a larger
number of isolations are required in order to perform
an accurate analysis of the prevention and treatment
of pneumococcal infections in our area.

Key words: Streptococcus pneumoniae, serotypes,
non invasive diseases.

Introduccidn

Streptococcus pneumoniae juega un rol preponde-
rante en las infecciones invasivas como bacteriemias,
neumonias, meningitis y no invasivas: otitis media
aguda (OMA) sinusitis y conjuntivitis.®

La elevada prevalencia de OMA vy sinusitis impli-
ca un gasto importante en el uso de antibacterianos,
particularmente en pediatria, lo cual ha favorecido la
aparicion de elevados porcentajes de resistencia. Por
esto existe un creciente interés en la utilizacién de va-
cunas que prevengan la aparicion de estas patologias.?

Se han identificado mas de 90 serotipos inmunlé-
gicamente distintos de S. pneumoniae basados en la
composicién de los polisacaridos capsulares especifi-
cos lo que dificulta las estrategias de vacunacién. Las
vacunas antineumocécicas disponibles en la actuali-
dad han sido disefiadas para la prevencion de enferme-
dades invasoras pero existen resultados controvertidos
cuando se refiere a enfermedades no invasivas como la
otitis mediay no existen antecedentes de evaluaciones
de la vacuna en sinusitis y conjuntivitis. Hay trabajos
donde se observa un incremento en la incidencia de
otitis por serotipos no vacunales.®

34

Objetivos

Los objetivos fueron determinar la prevalencia
de los distintos serotipos de S. pneumoniae causa-
les de infecciones neumocéccicas no invasoras y
conocer la sensibilidad frente a los antibacterianos
en nuestra area.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio observacional, descriptivo
transversal. Durante el periodo abril 2005 a julio
2008 se estudiaron 60 aislamientos provenientes de
pacientes pediatricos de O a 6 que concurrieron di-
rectamente o por derivacién de otros centros provin-
ciales a la Clinica Universitaria Privada Reina Fabiola
de la ciudad de Cérdoba, Argentina. La institucion
es de caracter polivalente, consta de 120 camas y
un servicio de Pediatria y Neonatologia. Se excluye-
ron los recuperados de pacientes provenientes de
patologias invasivas y la de los nifios mayores de 6
afios. La poblacién fue agrupada en dos categorias
(menores de 2 afios y de 2 a 6 afios). Las muestras
fueron obtenidas por timpanocentesis, puncién de
senos paranasales e hisopados conjuntivales res-
pectivamente de infecciones no invasoras que se
categorizaron como otitis media aguda, sinusitis
maxilares y conjuntivitis. Los especimenes de oido
medio y senos paranasales fueron sembrados en
placas de agar chocolate y caldo tioglicolato e incu-
bados en capnofilia a 35°C por 72 hs. Las muestras
conjuntivales fueron sembradas en forma semicuan-
titativa de ocho “C”, en placas de agar chocolate e
incubadas en CO2 (método de la vela), a 35°C por 72
hs. La identificacién de S. pneumoniae fue realizada
por sensibilidad a optoquina y solubilidad en sales
biliares. El serotipo se determiné por la técnica de
Quellung aplicando el esquema de Skov Sorensen
utilizando antisueros especificos producidos por el
Stattens Seruminstitut (Copenague, Dinamarca). El
lote consta de un denominado “omniserum” mezcla
de todos los serotipos de neumococos. Se consideré
a una cepa como no tipificable serolégicamente
cuando no reaccioné con el “omniserum” ni con
ninguno de los 12 sueros polivalentes; antes de
considerarlos como tales se sembraron nuevamente
y se repitio todo el proceso hasta tres veces.

Las pruebas de sensibilidad se efectuaron por el mé-
todo de difusién en agar a los siguientes antimicrobia-
nos: eritromicina (Eri), clindamicina (Cli), levofloxacina
(Lev), tetraciclinas (Tet), trimetoprima-sulfametoxazol
(TMS), rifampicina (Rif) vancomicina (Van) y oxacilina
(Oxa). Para determinar la sensibilidad a penicilina (Pen)
se usé inicialmente un disco de Oxa 1 pgy a aquellos
aislamientos que dieron un halo de inhibicién menor o
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igual a 19 mm se les efectu6 CIM a Pen por macrodilu-
cion en caldo siguiendo las sugerencias del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, M2-A8). Se utilizé
como control de calidad la cepa de S pneumoniae ATCC
49619. Se emplearon los puntos de corte sugeridos por
CLSI M-100-S19 (2009),

Se procesaron los datos de acuerdo a los estadisticos
descriptivos posibles con el paquete estadistico SPSS.

Resultados

De un total de 60 cepas estudiadas, el 65%
correspondi6 a varones. El 83.3% fueron menores
de 2 afios y el 16.7% entre 2 y 6 afios. Las mues-
tras obtenidas correspondieron a infecciones no
invasoras que incluyeron otitis media aguda (n=44),
sinusitis maxilares (n=8) y conjuntivitis (n=8). Se
identificaron 17 serotipos y 6 cepas resultaron NT.
La frecuencia de los mismos y la distribucién por
grupos de edad se muestran en la tabla 1. En la
figura 1 se observa los serotipos mas frecuentes
segln la localizacion.

Los porcentajes de resistencia a los antimicro-
bianos ensayados se observa en la tabla 2. De los
60 aislamientos, 27 (45%) presentaron halos de
inhibicion a oxacilina mayor o igual a 20 mm, siendo
considerados sensibles a la penicilina. A las 33 cepas
que presentaron halos menores o iguales a 19 mm,
se les efectué CIM a Pen. De ellas, 31 presentaron
una CIM de 0.1-1 pg/ml y a este grupo perteneci6 el
75% de los serotipos 19A, 19F y 6A. El resto de los
serotipos con valores de CIM a penicilina entre
0.1-1 pg/ml fueron: 6B, 23B, 23F, 1, 15C y NT. Dos
de los 33 aislados (6A y 14) presentaron una CIM de
2 pg /ml.

Segln los nuevos puntos de corte propuestos por
CLSI para penicilina para infecciones respiratorias en
2009 no se detectd resistencia a esta droga. Todos los
aislados fueron sensibles a levofloxacina, rifampicina
y vancomicina. Los perfiles de resistencia observados
con mayor frecuencia fueron: Eri-Cli-Tet-TMS 8,8%,
Eri-TMS 7 % y Eri-Cli-TMS 7% (tabla 3).

Discusion

Las variaciones de los serotipos mas prevalentes
se deben a diferencias geogréficas, localizaciéon de
la infeccién, periodo de tiempo estudiados y la edad
de los nifios, entre otros factores.®”’ En Argentina
existen numerosos trabajos referidos a sensibilidad
de esta bacteria en muestras no invasoras pero las
investigaciones realizadas sobre serotipificacién de
neumococos se centran principalmente en enferme-
dades invasoras.®©&9

Nuestros datos deben ser considerados como
representativos de una ciudad Argentina, Cérdoba de

Tabla 1. Porcentajes de serotipos de S. pneumoniae aislados
de infecciones no invasoras por grupo etareo

Serotipo Men~or a2 | Mayor o_lgual Total %
anos a2 aiios
19F 10 1 11 18,3
6A 7 1 8 13,3
19A 6 2 8 13,3
NT 3 3 6 10,0
6B 5 1 6 10,0
22F 3 1 4 6,7
23F 3 3 5,0
3 3 3 5,0
23B 1 1 2 3,3
7F 1 1 1,7
33F 1 1 1,7
18C 1 1 1,7
15C 1 1 1,7
158 1 1 1,7
10A 1 1 1,7
14 1 1 1,7
11 1 1 1,7
1 1 1 1,7
Total 50 10 60 100,0
12 7
10
8 1 0O OMA
n 6 4 — B CON

4 1 O SIN

1 ol |

0 — . : -]

19F B6A 19A
serotipos mas frecuentes
OMA: otitis media aguda; CON: conjuntivitis; SIN: sinusitis

Figura 1. Serotipos mas frecuentes segiin la localizacion

1.309.536 habitantes y no deben ser extrapolados
a la poblacién argentina total. Destacamos en este
estudio la alta frecuencia del serotipo 19A consi-
derado como uno de los emergentes en diferentes
paises!®1Vy |a muy baja frecuencia del serotipo 14,
que es curiosamente prevalente en cepas aisladas de
procesos invasivos en Argentina.®8912 En un estu-
dio multicéntrico sobre serotipos causales de OMA,
Lépez en Argentina encontr6 una prevalencia del
serotipo 14 (53,5%) seguido de 19A, 6B y 3; estos
hallazgos difieren a los observados en el presente
trabajo, lo que confirma la caracteristica geogréfica
de la seroprevalencia.!® Cantén en Valencia, Es-
pafia, observé que los serotipos 9y 6 representaron
el 86,4% de los aislamientos 6ticos®™ mientras que
en otros paises de Europa y USA prevalecieron los
serotipos 19F, 23F, 14 y 6B en el mismo tipo de
muestra.*® Shouval D. en Israel encontré una aso-
ciacion positiva de OMA con los serotipos 1, 3, 5,
12F, 19Ay 19F.%% En nuestro trabajo el 10% de los
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Tabla 2. Sensibilidad de Streptococcus pneumoniae a los antibacterianos

Eri Clin Lev Tet ™S Rif Van Pen *
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sensible 40 (66,7) 48 (80) 60 (100) 54 (90) 40 (66,7) 60 (100) 60(100) 60 (100)
Intermedio 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Resistente 20(33,3) 12 (20) 0,0 6(10) 20 (33,3) 0,0 0,0 0,0
Total 60 60 60 60 60 60 60 60

Eri: eritromicina, Clin: clindamicina, Lev: levofloxacina, Tet: tetraciclina, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol, Rif: rifampicina, Van: vancomicina, Pen: penicilina, -Segtin los puntos de corte

de CLSI 2008, M100-S9.

aislamientos correspondié a cepas NT. Existen repor-
tes que comunican la asociacién de cepas NT con se-
creciones conjuntivales y cultivos nasofaringeos. 1419
En Espafia, Marco obtuvo un porcentaje similar de
NT (9,6%) en muestras respiratorias incluidas otitis
media.!®

Diversos estudios han mostrado que la introduccién
de la vacuna heptavalente ha disminuido significativa-
mente el nimero de infecciones invasoras causadas por
serotipos contenidos en la misma entre nifios menores
de 24 meses de edad.®®17-29 Sin embargo, en un
estudio finlandés sobre la eficacia de la vacuna PV7
para OMA los episodios de esta infeccién causados por
serotipos no vacunales aumenté 33% para los nifios
que recibieron la vacuna versus el placebo.?? Los
serogrupos 15y 33 estdn emergiendo como serotipos
de reemplazo;7?? al mismo tiempo que se observa
una declinacion en el serotipo 14.47 Es necesario un
ndmero muy significativo de casos para opinar sobre
la capacidad de cobertura de las vacunas polivalentes
disponibles o futuras.

Desde la aparicion de las primeras cepas de S.
pneumoniae no sensibles a penicilina en la década de
1980 la resistencia ha ido en aumento y actualmente
varia segln los diferentes paises.56817.23) Nuestro
estudio ratifica que en nuestro medio en aislados de
neumococos no invasores no hallamos resistencia a
penicilinay por ende a aminopenicilnas, considerando
los PC de CLSI para infecciones respiratorias.

Para eritromicina en infecciones respiratorias que
incluyen sinusitis, OMA, neumonia y exacerbaciones
de bronquitis crénica, la mayor resistencia se observé
en paises de Asia (79,6%) seguidos de Bélgica, Italia
y Espafia; para Latinoamérica fue del 15,3% siendo
la méas elevada la de México (27,6%).?%

Se compararon los porcentajes de resistencia
a TMS y Eri propios y de aislados de infecciones
invasoras en Latinoamérica (SIREVA Il) y se en-
contré diferencias notorias.?® En coincidencia con
otros autores®®® creemos que el incremento a nivel
mundial de la resistencia a macrélidos y azalidos
obedece a su abusivo uso empirico en el tratamiento
de las infecciones respiratorias altas derivado de un
descreimiento de la eficacia de aminopenicilinas
0 sus combinaciones con IBL en estas patologias.
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A la vista de las variaciones geogréaficas obser-
vadas tanto en las series extranjeras como en las
argentinas, consideramos importante incrementar el
nimero de trabajos con el objetivo de acercarnos al
mejor conocimiento de los serotipos y sensibilidad de
los neumococos prevalentes en nuestro medio. Es de
desear que el estudio de sensibilidad y serotipos de
cepas no invasoras se extienda no solo a nuestro medio
sino a toda América Latina dada la alta morbilidad de
estas bacterias en la poblacion pediatrica. Con estos
datos contribuimos a la informacién disponible hasta
el momento, la cual sera sin dudas de utilidad a la
hora de elaborar programas de vacunacién apropiados
para nuestras regiones.
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