ORIGINALES

Distribucion de serotipos y perfiles de sensibilidad
a los antimicrobianos de cepas de Streptococcus
pneumoniae aisladas en nifios en Misiones, Argentina

Sandra Grenon?, Martha von Specht?, Alejandra Corso®, Julio Pace” y Mabel Regueira

aServicio de Microbiologia. Hospital Provincial de Pediatria de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales. Universidad Nacional
de Misiones. "Departamento de Antimicrobianos. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas C. Malbrén. Misiones. Argentina.

ANTECEDENTES. El objetivo de este trabajo fue evaluar los
patrones de resistencia antibidtica local y los serotipos
de Streptococcus pneumoniae implicados en
enfermedades invasivas en pacientes pediatricos

del Hospital Provincial de Pediatria de Misiones,
Argentina.

METtopos. Se estudiaron 101 cepas aisladas de niios a
partir de muestras estériles, entre junio de 1998 y junio
de 2001. Las muestras se procesaron por el método
habitual, y los patrones de resistencia antibiética se
determinaron segun pautas del National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), por técnicas
de difusion y dilucion. La serotipificacion se efectuo
mediante la reaccion de Quellung.

ResuLTADOS. El 62% de las neumonias, el 70% de las
neumonias con derrame y de las meningitis y 78% de
las sepsis correspondieron a ninos menores de 2 afios
de edad (74% del total de pacientes).

Se identificaron 12 serotipos entre 71 cepas analizadas.
Los tipos 14 (37,1%), 5 (21,4%), 1 (10%), 6A/6B (7,1%),
9N y 19A (5,7%) y 9V (4,3%) fueron los mas frecuentes.
Se observo sensibilidad disminuida a penicilina en el 39%
de los aislamientos, el 17,5% de los cuales presento
resistencia intermedia y el 21,5% alto nivel de resistencia.
Para ningun aislamiento la concentracion inhibitoria
minima (CIM) fue superior a 4 pg/ml. La resistencia

a penicilina quedé circunscrita a cinco serotipos,
correspondiendo en el 84% de los casos al 14. Entre

71 aislamientos en que se efectué la CIM a cefotaxima,
50 presentaron un valor menor o igual a 0,5 pg/ml;

18 una CIM de 1 pg/ml y tres de 2 pg/ml. No se
detectaron cepas cuya CIM fuera superior a 2 pg/ml.

El 22% de los aislamientos fue resistente a tetraciclina,
el 48% a trimetoprima-sulfametoxazol, el 11% a
cloranfenicol y el 6,8% a eritromicina. Ninguin aislamiento
fue resistente a vancomicina, ofloxacino ni rifampicina.
Los patrones de resistencia combinada mas comunes,
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entre las cepas no sensibles a penicilina, fueron:
penicilina-trimetoprima-sulfametoxazol (20%) seguido
de penicilina-cefotaxima-trimetoprima-sulfametoxazol
(7%; 3 aislamientos con CIM a cefotaxima = 2 png/ml)

y penicilina-trimetoprima-sulfametoxazol-cloranfenicol
(5%).

CoNncLUSIONES. Los patrones de resistencia y los tipos
capsulares circulantes locales observados en este trabajo
permiten adecuar esquemas terapéuticos a nuestra
realidad y brindan informacion al equipo médico para
evaluar el uso de vacunas como herramienta de
prevencion y control de las infecciones invasivas por
S. pneumoniae.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae. Resistencia
antibidtica. Infeccion pediatrica. Serotipos.

Distribution of serotypes and antibiotic susceptibility patterns
of Streptococcus pneumoniae strains isolated from children
in Misiones, Argentina

BAckGROUND. The aim of this study was to assess the
local resistance patterns and serotypes of Streptococcus
pneumoniae implicated in invasive infections in

children in Hospital Provincial de Pediatria in Misiones,
Argentina.

MEeTHODS. A total of 101 strains isolated from sterile sites
between June 1998 and June 2001 were studied. Strains
were identified according to standard methods. Resistance
patterns were determined by disk diffusion and a
macrodilution method according to NCCLS guidelines.
Capsular typing was based on the Quellung technique.
ResuLTs. Among the total, 62% of pneumonia cases,

70% of pneumonia with pleural effusion and meningitis,
and 78% of sepsis occurred in children younger than

2 years old (74% of the total).

Twelve serotypes were detected among 71 strains
analyzed. Types 14 (37.1%), 5 (21.4%), 1 (10%), 6A/6B
(7.1%), 9N and 19A (5.7%) and 9V (4.3%), were the most
frequent.

Penicillin (PEN) resistance was detected in 39% of isolates:
17.5% had intermediate levels and 21.5% high levels
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of resistance. None of the strains had PEN MICs of

> 4 ng/ml. PEN resistance was limited to 5 serotypes,
with 84% corresponding to type 14. Among the 71 strains,
in 50 CTX MICs were = 0.5 pg/ml, in 18 the MIC was

1 pg/ml and in 3 the MIC was 2 pg/ml. None of the
strains had CTX MICs of > 2 ng/ml. Twenty-two percent
of strains were resistant to tetracycline, 48% to
trimethoprim-sulfamethoxazole (TMS), 11% to
chloramphenicol (CLO) and 6.8% to erythromycin. None
of the isolates were resistant to vancomycin, ofloxacin
or rifampin. The most common combined resistance
patterns were PEN-TMS (20%), PEN-CTX-TMS

(7%, 3 strains with a CTX MIC of 2 ng/ml) and
PEN-TMS-CLO (5%).

ConcLrusions. The local drug resistance patterns and
serotype distribution defined in this study allow
appropriate empirical therapy to be established in our
area and provide information that can be used assess
vaccination strategies as a preventive tool for the control
of invasive pneumococcal infections.

Key words: Streptococcus pneumoniae. Antibiotic
resistance. Invasive infections in pediatrics. Serotypes.

Introduccion

Streptococcus pneumoniae es una de las causas mas co-
munes de infeccién bacteriana invasiva en nifios y de ma-
yor morbimortalidad en todo el mundo, en especial en los
paises en desarrollo. Es el agente etiolégico mas frecuente
en neumonia extrahospitalaria y una causa importante de
meningitis, bacteriemia con o sin endocarditis, sinusitis y
otitis media agudal.

En Argentina los serotipos 14, 5, 1, 6A/6B, 7F, 9V, 19F,
19A, 16F y 23F constituyen los més frecuentes entre las
cepas que circulan en la poblacién de ninos menores de
6 afios®.

Si bien desde su introduccién, la penicilina ha consti-
tuido el tratamiento empirico de eleccién para estas infec-
ciones, su resistencia se ha diseminado rapidamente a tra-
vés del mundo en la década de 1980, principalmente en
Sudafricat, Espafia®, Hungria®, Checoslovaquia’$, Asia®,
Estados Unidos!'%!!, Australial? y otros paises de Euro-
pal®15, Argentina, que por esa época presentaba, segun in-
formes parciales, un 15% de aislamientos con sensibili-
dad disminuida a penicilina, comunicé hacia mediados de
1990 un incremento a mds del 30%!15.

Los datos de los que se disponen en Argentina, como los
de otros paises, indican que las infecciones por neumoco-
cos resistentes constituyen un problema creciente, que exi-
ge la implementacién de medidas de control como la in-
munizacién activa a grupos de riesgo en los que la vacuna
tenga eficacia reconocida y sobre todo una racional utiliza-
cién de los antibi6ticos®1719,

Este trabajo tuvo por finalidad establecer los serotipos
predominantes de S. pneumoniae aislados de procesos in-
vasivos en nuestra regién y determinar el perfil de sensi-
bilidad a distintos antimicrobianos para establecer pautas
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de tratamiento empirico en el Hospital de Pediatria de Mi-
siones y evaluar la probable eficacia del uso de las vacunas
conjugadas en esta poblacién.

Métodos

El Hospital Provincial de Pediatria de Misiones (HPPM; Posadas,
Argentina), actia como centro de referencia en la regién. Cuenta con
100 camas, y recibe derivaciones de otras localidades de Misiones,
como también del norte de la provincia de Corrientes, y del sur de la
Republica de Paraguay.

Se estudiaron cepas de S. pneumoniae aisladas de procesos invasivos
de 101 pacientes pedidtricos (> 1 mes y < 14 afios) que fueron ingresa-
dos por diferentes procesos en el HPPM durante el periodo comprendi-
do entre el 1 de junio de 1998 y el 30 de junio de 2001. La poblacién fue
clasificada en lactantes (< 2 afos), preescolares (> 2-4 afios) y escolares
(> 5 afios).

Las cepas estudiadas, consecutivas y no relacionadas, fueron aisla-
das de los siguientes materiales: liquido cefalorraquideo (LCR), liqui-
do pleural, hemocultivos, liquido ascitico y otros liquidos estériles. Las
muestras se inocularon en placas de agar sangre de carnero al 5%
(base Tripticasa Soja: Britania S.A., Buenos Aires, Argentina), agar
chocolate (base Columbia, Britania), caldo tioglicolato (Britania) y cal-
do sangre de carnero al 5% (base caldo tripteina Soya, Britania). La
incubacién se efectué en atmésfera de 5% de diéxido de carbono, a
35 °C durante 24-48 h. Se evaluaron las colonias con morfologia ca-
racteristica, y se identificaron como neumococo por medio de la sensi-
bilidad con el disco de optoquina (Britania) y la solubilidad en sales bi-
liares (Merck, Darmastadt, Alemania)!8.

Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos se efectuaron
por los métodos de difusién con discos y de macrodilucién en caldo, si-
guiendo las pautas del National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) 0.

Por método de difusién se ensayaron rifampicina (5 pg, oxacilina
(1 pg), eritromicina (15 pg), cloranfenicol (30 pg), vancomicina (30 pg),
trimetoprima-sulfametoxazol (1,25/ 23,75 ug), ofloxacino (5 pg) y tetra-
ciclina (30 pg), utilizandose monodiscos de Lab. Britania, Buenos Aires,
Argentina; y por el método de macrodilucion, penicilina (Richet, Buenos
Aires, Argentina) y cefotaxima (Argentia, laboratorios Bristol-Myers
Squibb, Buenos Aires, Argentina).

El control de calidad de ambos métodos se realizé utilizando la cepa
de referencia S. pneumoniae ATCC 49619%.

Las cepas se enviaron al Instituto Nacional de Enfermedades In-
fecciosas (INEI-ANLIS) Dr. Carlos G. Malbran, para su confirmacién
de especie y determinacién de serotipo y factor. El serotipo se deter-
ming por la técnica de Quellung, utilizando antisueros especificos pro-
ducidos por el Statens Seruminstitut (Copenhagen, Dinamarca).

La conservacion de los microorganismos se realizé mediante sus-
pensién en leche descremada al 10%, a —20 °C.

Se utiliz6 el programa Epi-info versién 6 para la recogida de los da-
tos de cada paciente, asi como para evaluar los resultados obtenidos
por el laboratorio. Se consideré estadisticamente significativo un va-
lor de p < 0,05.

Resultados

Las 101 cepas de S. pneumoniae fueron aisladas de: LCR
(16,8%); liquido pleural (31,7%); hemocultivos (47,5%), y
otras muestras (liquido ascitico, puncién de hematoma, li-
quido pericardico, puncién de valvula hidrocefalico, 3,9%).
Los diagnésticos correspondieron a: meningitis, 17 (16,8%);
neumonia con o sin derrame, 66 (65,3%); sepsis, 9 (8,9%), y
otros (artritis, pericarditis, peritonitis, fiebre de origen
desconocido, hidrocefalia), 9 (8,9%). El 74% de los nifios
eran lactantes; el 17%, preescolares, y el 9%, escolares. El
62% de las neumonias, el 70% de las neumonias con derra-
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Figura 1. Distribucién de serotipos de S. pneumoniae aislados de infecciones
invasivas (n = 71) seglin grupos de edad.

me, el 70% de las meningitis y el 78% de las sepsis se diag-
nosticaron en nifos menores de 2 afios de edad.

De los 101 aislamientos, se enviaron 71 para serotipifi-
car, detectdndose 12 serotipos diferentes. Una cepa resul-
t6 no tipificable. La frecuencia de los mismos y la distri-
bucién por grupos de edad se muestran en la figura 1.
Para los propésitos de este estudio, los serotipos 6A y 6B
se evaluaron juntos (6A/6B). El serotipo 14 fue el detecta-
do con mas frecuencia entre los lactantes, mientras que los
serotipos 5, 14 y 1, sin diferencias significativas, fueron
los prevalentes entre los nifios mayores. No se observé
asociacion entre diagnésticos de meningitis o neumonia y
serotipo aislado.

La resistencia a penicilina se detect6 en el 39% de los
101 aislamientos, quedando circunscrita a cinco seroti-
pos. El1 84% de 1a misma correspondié6 al serotipo 14. Se
detectaron niveles intermedios de resistencia en el 17,5%
de los casos (18 cepas) y altos niveles en el 21,5% (22 ce-
pas). Para ningtn aislamiento la CIM a PEN fue superior
a4 pg/ml (tablas 1y 2).

Se observo mayor resistencia en los aislamientos de nifios
menores de 2 afios (42%, 32 ninos) respecto a la de los otros
grupos de edad (29%, 8 nifios), sin detectarse diferencias
significativas. La edad promedio de los pacientes con cepas
resistentes a penicilina fue de 1,8 + 0,3 afos, y la de los ni-
fios con cepas sensibles a penicilina fue 2,6 + 0,5 afios. Del
total de pacientes en los que se aislé S. pneumoniae resis-
tente a penicilina, en el 67% el diagnéstico fue neumonia
(27/40), mientras que en el 10% fue meningitis (4/40).

De los 71 aislamientos en los cuales se efectué CIM a
cefotaxima, 50 presentaron un valor igual o menor a
0,5 pg/ml; 18 cepas, 1 pg/ml, y 3 cepas, 2 pg/ml. No se de-
tectaron valores de CIM superiores.

Entre las 10 cepas aisladas de cuadros meningeos, ocho
fueron sensibles y dos presentaron CIM a cefotaxima de
1 pg/ml. Estas correspondieron al serotipo 14 y se aislaron
de lactantes.

De los 61 aislamientos extrameningeos, 58 fueron sensi-
bles a cefotaxima y 3 cepas presentaron CIM de 2 pg/ml.
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TABLA 1. Distribucion de los serotipos y perfiles de resistencia
a penicilina de Streptococcus pneumoniae aislados de infecciones
invasivas (n = 71)

s . Total Frecuencia Resistencia (n? [%])
erotipo

casos (%) s I R
14 27 37,1 5(19) 6 (22) 15 (59)
5 15 21,4 15 (100) 0 0
1 7 10 7(100) 0 0
6B/6A 5 7,1 4 (80) 1(20) 0
IN 4 5,7 4 (100) 0 0
19A 4 5,7 3 (75) 1(25) 0
19F 2 29 2(100) 0 0
9V 3 43 2 (66) 1(33) 0
23B 1 1,4 0 1(100) 0
7F 1 1,4 1(100) 0 0
13 1 1,4 1(100) 0 0
NT 1 1,4 1(100) 0 0
S: sensible; I: intermedio; R: alta resistencia.
TABLA 2. Streptococcus pneumoniae, resistencia a penicilina
detectada entre los diferentes diagnosticos (n = 101)

. o Total Cepas Cepas
Diagnésticos de casos |intermedias (%) resistentes (%)

Neumonia 66 7(10,6) 20 (30,3)
Meningitis 17 4 (23,5) 0
Sepsis 9 4(44,4) 0
Otros 9 3(33,3) 2(22)

Estas 3 cepas, clasificadas con resistencia intermedia, per-
tenecieron al serotipo 14 y se aislaron de pacientes lac-
tantes con cuadros de neumonia.

No se aislaron cepas sensibles a penicilina que fueran
resistentes a cefotaxima.

Sobre 101 cepas ensayadas, se observaron los siguientes
perfiles de resistencia: eritromicina (6,8%); cloranfenicol,
(11%); trimetoprima-sulfametoxazol (48%); tetraciclina
(22%); no se detecté resistencia a vancomicina, rifampici-
na y ofloxacino.

E1 48% de los neumococos tuvo resistencia al menos a
uno de los antimicrobianos probados. Del total de las ce-
pas resistentes a penicilina, el 51% lo fue a mas de un an-
tibidtico y el 33% de éstas fue multirresistente, compro-
metiendo a tres o mas compuestos. Una cepa presento
resistencia a cinco antimicrobianos de los nueve estudia-
dos (penicilina, cefotaxima, trimetoprima-sulfametoxazol,
tetraciclina y cloranfenicol).

Entre las cepas no sensibles a penicilina, el patrén de
resistencia combinada mas frecuente fue penicilina, tri-
metoprima-sulfametoxazol (8 aislamientos, 20%) seguido
de penicilina-cefotaxima-trimetoprima-sulfametoxazol
(7%, 3 aislamientos con CIM a cefotaxima = 2 pg/ml) y
penicilina-trimetoprima-sulfametoxazol,-CMP (2 aisla-
mientos, 5%).

Discusion

Se han publicado numerosos estudios sobre la distribu-
cién de tipos capsulares de neumococos provenientes de
procesos invasivos, que demuestran las variaciones en di-
ferentes zonas geograficas. Los datos actualizados en Ar-
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gentina pueden no reflejar la realidad de nuestra 4rea,
considerando la irregular distribucién de la poblacién en el
pais??, La provincia de Misiones se encuentra ubicada en
el extremo nordeste de la republica, con una extensién de
29.801 km?2 y 961.000 habitantes, y no presenta centros
de gran densidad poblacional.

El serotipo 14, con una frecuencia del 38% en este tra-
bajo, es el de mayor predominio en nuestro pais y, salvo al-
gunas diferencias regionales, también en Brasil y Uru-
guay>?4%6, Este serotipo estd ampliamente distribuido en
el mundo entero, siendo (con algunas excepciones como
Esparia o Pakistan) uno de los mas prevalentes. Los tipos
1y 5, que casi no se aislan en Estados Unidos y Esparia,
ocupan el segundo y tercer lugar entre los ninos de Ar-
gentina, al igual que en este estudio, seguidos en orden de
importancia por los serotipos 6A/6B.3510.11, ’

Ningun aislamiento correspondi6 al serotipo 23F. Este,
usualmente asociado con resistencia a penicilina, es fre-
cuente en paises como México o Colombia, pero es infre-
cuente entre los ninos de Argentina y el cono sur de Amé-
rica Latina®16.26,

En este trabajo y en coincidencia con autores argenti-
nos observamos diferencias significativas entre los tipos
capsulares detectados en los lactantes y los nifios mayo-
res®. En concordancia con investigadores brasilefios?* y ar-
gentinos®, entre los lactantes predominé el serotipo 14. Sin
embargo, en los nifios mayores no se detectaron variacio-
nes significativas entre los serotipos 5, 14 y 1.

Segun esta informacién epidemiolégica, la vacuna hep-
tavalente disponible en el mercado tendria una cobertura
tedrica frente al 60% de los serotipos causantes de enfer-
medad invasiva en nifios menores de 2 afos de edad en
nuestro medio.

Entre 1993 y 1998 varios grupos de trabajo latinoame-
ricanos han publicado datos sobre la variacién de los ni-
veles de resistencia a penicilina en cepas de neumococos
causantes de enfermedad invasora en poblacién pedia-
trica?8?7, En 1998 la resistencia global a este antimicro-
biano alcanza un 34,2%, que oscila entre el 22,3% en Bra-
sil al 49,4% en México. En este periodo, se public6 en
Argentina un incremento del 22 al 45%?!.

Los perfiles detectados en este estudio resultan simi-
lares a los de otros autores del pais?!2” y extranje-
ros®1226, La resistencia de bajo nivel (categoria clinica de
intermedio) a cefotaxima cercana al 4% entre los cuadro
extrameningeos es inferior a la publicada para toda la
Argentina?!. En nuestro hospital, la incidencia de este
perfil entre aislamientos de pacientes con diagnéstico
meningitis, y al igual que en otros centros pediatricos
nacionales?’, sigue siendo baja. Se ha observado una mar-
cada asociacién entre resistencia a penicilina y a cefa-
losporinas de tercera generacién en todo el mundo?82°,
Nuestros hallazgos refrendan esos resultados. No se ha
observado ninguna cepa con resistencia, en sentido es-
tricto, a cefotaxima.

Las primeras cepas de neumococo con resistencia mul-
tiple se encontraron en la poblacién pedidtrica. Desde en-
tonces, se ha observado que éstas son mas comunes en ni-
fios que en adultos. La razén de esta asociacién no esta
clara, pero probablemente refleje el amplio uso de anti-
bidticos!®17,

En cuanto a los antimicrobianos no betalactamicos, los
niveles de resistencia a eritromicina, trimetoprima-sulfa-
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metoxazol y rifampicina resultaron similares a los comu-
nicados para el pais, siendo nuestros hallazgos mayores
para cloranfenicol y tetraciclina?'.

Si bien se han informado aislamientos resistentes a fluo-
roquinolonas3’, no se han detectado cepas resistentes a
ofloxacino en este trabajo.

Al igual que lo observado por Culasso et al?” del Hospital
de Nifios de Cérdoba (Argentina)?’, el patrén de resistencia
combinada mas frecuente encontrado entre las cepas no
sensibles a penicilina en este estudio, fue penicilina-trime-
toprima-sulfametoxazol (20%), seguido de penicilina-tri-
metoprima-sulfametoxazol-cefotaxima (7%), si bien ningu-
na de las 3 cepas presenté resistencia estricta a cefotaxima.

Con este estudio se ponen en evidencia los perfiles de re-
sistencia de nuestra zona, llevando la necesidad de adecuar
los esquemas terapéuticos a la realidad local, que mediante
el uso racional de los antibiéticos permitira frenar el au-
mento alarmante de cepas resistentes a diversos farmacos.

Ademés de la falta de recursos en los hospitales que im-
pide la toma de hemocultivos en todos los pacientes que
llegan con sintomas de neumonia o meningitis, los proble-
mas en el aislamiento, cultivo e identificacién de S. pneu-
moniae contribuyen a la falta de informacion y a la poca
recuperacion de esta bacteria. El empleo indiscriminado
de antimicrobianos y la falta de un control de calidad es-
tricto en los medios de cultivo favorecen ain més una re-
cuperacién pobre y, por lo tanto, un estudio muy limitado
de la sensibilidad antimicrobiana. Los pocos farmacos
para tratar el creciente nimero de cepas multirresisten-
tes, la frecuencia de infecciones respiratorias y meningi-
tis causadas por los neumococos en nifnos, sanos, la pre-
sencia y gravedad de estas infecciones en recién nacidos,
adultos y pacientes inmunodeprimidos, asi como el au-
mento en la prevalencia de esta bacteria, hace que el de-
sarrollo de una vacuna efectiva sea una prioridad.
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