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Serotipos y susceptibilidad a los
antibacterianos de S. pneumoniae
aislados de poblaciones infantiles

(1987—1990)

Dres. Mar}’a Hortal, Claudia Fajardo, Teresa Camou, Rosario Palacio,

Carlos Pallas y Cristina Mogdasy

Resumen

Cepas de S. pneumoniae aisladas entre 1987 y 1990, de nifios con
neumonia, otitis media aguda o ambos, de la nasofaringe de pacientes
con esas patologias y de controles sanos, fueron tipificadas y
estudiada su susceptibilidad a la penicilina y cotrimoxazol,

Se determind la presencia y frecuencia de los 83 serotipos de S.
pneumoniae en las cepas invasivas (n = 70), en las que producian
infecciones localizadas (n = 12}y en las que colonizaban la orofaringe
{n=98).

Ei serotipo 14 predoming entre las cepas invasivas (34.3%).
Conjuntamente con los tipos 9V, 1, 3 y 5 constituyeron la mayoria
(76.7%). En escaso niumero de pacientes, los serotipos de cepas
aisladas de la sangre o de derrame pleural, coincidieron con los
resullados de los cuftivos de Ja orofaringe.

La resistencia a la penicilina fue baja en el total de cepas tipificadas
(4.6%} y menor aln en las cepas invasivas (2.6%). S6lo 68.7% de las
cepas fueron sensibles al cotrimoxazol. [as cepas resistentes a los
farmacos mencionados no se asociaron a ningun serotipo en especial.

Se concluye que son pocos los serotipos que se asocian a las
neumonias del nifio, y que Ja resistencia a la penicilina, hasta el

Palabras clave: Neumonia.
Infecciones neumococcicas. |
Infecciones del tracto respiratorio.
Streptococcus pneumoniae.
Otitis media.

Dra. Maria Hortal =
Jefe Unidad de Microbiologia e
Investigador Principal Programas {1RA.
Dra. Claudia Fajardo, Dra. Teresa
Camou,
Dra. Rosario Palacio, Dr. Carlos Pallas
Asistentes de laboratorio

or el Programa IRA.

ra. Cristina Mogdasy .
Jefe del Laboratorio Clinico de la Sociedad

momento, no constituye una limitacion para su uso.

Esparniola 12 de Socorros Mutuos y
colaboradora del Programa IRA.

Introduccion

Aun hoy S. pneumoniae, continla siendo uno de los
principales patégenos bacterianos, responsable de me-
ningitis y neumonias. La neumonia neumocéccica cons-
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tituye una seria amenaza para la vida de los nifios en los
paises en desarrollo, y persiste como una importante
causa de morbilidad en los paises industrializados (1).
También tiene relevante participacion en la otitis media
aguda del lactante y preescolar.

En algunos paises, como Sudéfrica y Espafia, se ha
observado un aumento notorio de la multirresistencia de
las cepas aisladas en los dltimos afos (2). Sin embargo,
la circulacidn de esas cepas que pertenecen ai serotipo
23F, tienen una distribucion regional y su difusién a otras
areas, cuando se produce, es hasta ahora restringida.
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Teniendo en cuenta esta peculiar situacion epidemiolégi-
ca, resulta oportuno revisar los resultados obtenidos en
un estudio realizado en los Gltimos cuatro afos, que
cubrié diferentes grupos de nifios, colonizados por S.
pneumoniae 0 con procesos respiratorios agudos por
este mismo agente.

En Montevideo, estudios prospectivos llevados a cabo
entre 1987 y 1990, permitieron reconocer la distribucién
y frecuencia de serctipos de S. pneumoniae como agente
etiolégico de neumonias del nifio menor de 5 afios (3), su
participacion en la otitis media aguda (resultados no pu-
blicados), y su presencia colonizando el tracto respiratorio
superior de pacientes con las patologias antes menciona-
das y de nifios sanos (4). El mismo estudio permitié,
ademas, monitorear el comportamiento de las cepas ais-
ladas frente a los antibacterianos y relacionarlo con los
diferentes serotipos.

Material y método

Entre 1987 y 1990 se aislaron 275 cepas de S. pneumo-
niae como parte de estudios prospectivos realizados en
diferentes poblaciones de nifios. Las técnicas de identifi-
cacion fueron las habituales (5): comportamiento frente a
la optoquina con un halo > 15 mm (Difco, 3/8"), e inmu-
no—diagnéstico mediante la identificacion de los polisacé-
ridos especificos con suero polivalente (Omni serum,
Statens Seruminstitut, Dinamarca) por contrinmuno elec-
troforesis (ClE)o coaglutinacion o ambos (CoA, Pharma-
cia).

La susceptibilidad a las penicilinas se exploré primaria-
mente por el método de Kirby-Bauer madificado, con
discos de oxacilina (Difco, 1 MCG), considerando resis-
tentes aquellas cepas con halos <20 mm. A los S pneu-
moniae resistentes se les determiné la concentracion
inhibitoria minima (MIC).

También por técnica de difusién en agar, se determiné la
susceptibilidad al cotrimoxazol (trimetoprim—sulfameto-
xazol, Difco, 256 MCG), considerando resistentes a las
cepas con halos < 10 mm, y con resistencia intermedia a
las que producian halos de 11 a 15 mm.

La serotipificacion se realizé por CIE. En los casos en que
la tipificacién no se realizé enseguida del aislamiento, las
cepas fueron conservadas en skim milk a =70°C, hasta
que se completd el estudio. La primera aproximacién ala
tipificacion se hizo enfrentando las cepas problema a
nueve pooles de sueros, cada uno de estos conteniendo
mezclas de 7 a 11 antisueros, lo que permite cubrir los 83
serotipos. Una vez identificado el pool que daba una
reaccién positiva, se procedid de la misma manera, em-
pleando por separado cada uno de los antisueros mo-
noespecificos. Los pooles y los sueros monoespecificos
fueron producidos en el Statens Seruminstitut de Dina-
marca, que es el Centro de Referencia para S. pneumo-
niae designado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). Periddicamente, se enviaron a dicho Centro algu-
nas de nuestras cepas para control de calidad, dilucidar
problemas vinculados al diagnéstico del serotipo 14 y
para completar la serotipificacién con subtipos Gnicamen-
te alli disponibles.

La coleccién de cepas asi caracterizada se conserva
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congelada para ulteriores estudios antigénicos, genétices

LSS ETRS

y de comportamiento frente a antibacterianos.

Los aspectos clinicos relacionados con los casos de los
cuales se aislé S, pneumoniae, asi como la evaluacién de
las técnicas de diagndstico etiolégico, seran objeto de un
andlisis aparte.

Resultados

Del total de cepas estudiadas (n = 275), 112 correspon-
dieron a 1987, 62 a 1988, 49 a 1989, y 52 a 1990. Se
realiz6 la serotipificacién en toda las cepas invasivas, en
las productoras de infecciones localizadas y en las aisla-
das de portadaores sanos, asi como en una muestra rep-
resentativa de las cepas que colonizan las vias respirato-
rias altas de pacientes con IRA. La susceptibilidad a los
antibacterianos fue explorada en latotalidad de los aisla-
mientos a que se hace referencia,

Enelcuadro | se muestra enordendecreciente lafrecuen-
cia de los serotipos de las cepas invasivas (n = 70), de las
cepas de infecciones localizadas (n = 12), de las que
colonizan a nifios con IRA (n = 69), y las que se hallan en
la rinofaringe de nifios sanos (n = 29). El serotipo 14
representa 34.3% del total, que con el agregado de los
serotipos 9V,1, 3, y 5, constituyen la mayoria de los
serotipos identificados hasta el momento (75.7%).

Se observa ademas, que 14 de los seretipos reconocidos
en este estudio, aparecen Unicamente colonizando la
rinofaringe de pacientes y/o de nifios sanos.

En el cuadro |l, se presenta un ejemplo de la correlacién
existente entre serotipos de cepas invasivas y los corres-
pondientes a S. pneumoniae aislados del tracto respira-
torio superior del mismo paciente, as{ como la presencia
de flora normal, o de otros agente potencialmente paté-
genos en otros de los casos. También se muestra que
mas de un serotipo pueden colonizar simultdneamente a
un mismo individuo.

En el cuadro lll se muestra el comportamiento de las
cepas resistentes a la penicilina y el correspondiente
serotipo; se establece una relacion similar también para
el cotrimoxazol. En el primer caso la frecuencia de la
resistencia en el total de las cepas tipificadas es baja
(4.6%), y los MICs de las cepas resistentes a la penicilina
oscilaron entre 0.04y 0.4 ug/ml. Sise considera solamen-
te las cepas invasivas la resistencia es aun menor (2.9%).
No sucedié lo mismo con el comportamiento de los S.
pneumoniae frente al cotrimoxazol, cuya resistencia se
evidencid en 31.3% de las cepas.

Discusidn

La informacién presentada es fundamentalmente epide-
mioldgica, apropiada para evaluar tendencias det com-
portamiento bioldgico en conjuntos de cepas. Por ese
motivo, y por los recursos técnicos necesarios, este tipo
de estudios no es apropiado ni necesario para realizarse
en laboratorios de bacteriologia clinica. Es por ello conve-
niente que la serotipificacion y el monitoreo del compor-
tamiento de S. pneumoniae frente a los antibacterianos
se realicen en forma centralizada, para disponer a nivel
nacional de esa informacion. Es un hecho demostrado
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CUADRO 1
Frecuencia de serotipos de S. pneumoniae aislados de diferentes localizaciones.

Cepa inf.
localiz.

Serotipo Cepas invas.

Coloniz. Coloniz. Total

enfermos sanos

14 24 7
9V
6B

3

1

5
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6A
19A -
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que la prevalencia de los distintos serotipos sufre varia-
ciones temporales, que varian ademas segln los grupos
etarios estudiados y las diferentes areas geogréficas.

Las cepas de S. pneumoniae del serotipo 14 fueron las
mas frecuentemente aisladas de nifios con neumonia y
otitis media aguda, verificandose una escasa participa-
cion de tipos como el 6, 19 y 23, que en otros paises se
asocian en alta proporcién a estas patologias pediétricas
(6). Barker y col (7), estudiando la historia natural de la
infeccidn neumocdcceica en una cohorte de nifios segui-
dos desde el nacimiento, llegd a la conclusion que las
cepas mas invasivas no eran las que colonizaban habi-
tualmente el tracto respiratorio superior de los nifios. Los
datos consignados en el cuadro | concuerdan con esas
afirmaciones. Es de destacar el hecho que la mayoria de
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ios serofipos identificados en el presente estudio, se
encuentran representados en la vacuna gue inmuniza
frente a 23 polisacaridos especificos (8).

En 73.7% de los casos bacteriémicos por serotipo 14, no
se demostré la presencia del mismo tipo en las vias
respiratorias altas; dicho de otro modo, en la mayoria de
los pacientes, los cultivos del exudado faringeo mostraron
la presencia de una flora normal, de un serotipo diferente
del aislado de la sangre o del derrame pleural, u otro
agente. Sucedié algo similar con los serotipos de menor
frecuencia. Esa baja correspondencia de los serotipos
reconocidos en las cepas invasivas con su homélogo
aislado de las vias respiratorias altas, recalca la imposi-
bilidad de extrapolar, en nifios con neumoenia, los resulta-
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CUADRO Il
Correlacion de aislamientos del medio interno y de las vias respiratorias altas
N2 casos Serotipo C. invasivas* Ex. Faringeo Cultivo Serotipo

3 14 S. pneumoniae 14
2 14 S. pneumoniae no tipificado

11 14 Flora normal no corresponde
1 14 H. influenzae no corresponde
1 14 S. pneum. + H. infl. 6A
1 14 S. pneumoniae 21
2 oV 8. pneum. (1 + H. infl.) v
3 oV Flora normal no corresponde
4 5 Fiora normal no corresponde
1 5 S. pneum + H. infl. 5
1 3 S. pneumoniae 3
2 3 Flora normal no corresponde
2 7F Flora normal no corresponde
1 4 S. pneumoniae 4,7F y1a
1 4 Flora normal no corresponde
1 6B S. pneumoniae no tipificado
1 1 Flora normal no corresponde
1 33F Flora normal no corresponde

* Hemocultivo o derrame pleural

CUADRO Il
Sensibilidad de S. pneumoniae a la penicilina y al cotrimoxazol

14 V 6A 11A 1

4 19A 19F 6B 15C 23B 16F 23F 33F NT*

R apenilcilina) ox R cotr S 1

sola o cotrimox.| ox R cotr | 2
ox Rcotr R 1 1 1
R a cotrimox.jox S cotr R 14 *] 4 2 1 1 1
ox Scotrl 7 2 1 1 2 1 1
Total 22 11 5 5 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1
NT: No tipificados S: sensibles
R:resistentes Cotr: cotrimoxazol
Ox: oxacilina I: intermedio

dos obtenidos por cultivo de exudado faringeo, para pre-
sumir la etiologia del proceso intratoracico.

También se pudo comprobar que a veces las vias respi-
ratorias altas pueden estar colonizadas por mas de un
serotipo de S. pneumoniae. Segln algunos autores, las
cepas mas frecuentemente invasivas, cuando recién co-
lonizan a un individuo tienen mas posibilidades de invadir
y causar enfermedad (9). En los estudios realizados sélo
se pudo vetificar la presencia de S. pneumonias, pero no
fue posible establecer la secuencia con que se instald en
la orofaringe, ni el periodo durante el cual un nifio estuvo
colonizado. No obstante, resulta llamativo que el serotipo
14 se halla casi exclusivamente en hisopados faringeos
de pacientes y no de nifios sanos. El nimero reducido de
controles estudiados (n = 29) obliga a plantear en forma
provisoria este hecho que surge de los datos disponibles.

El cuadro [l permite apreciar la baja frecuencia de resis-
tencia a la penicilina hallada tanto en las cepas serotipifi-
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cadas (4.6%), como en las cepas invasivas (2.9%). A
pesar del predominio del serotipo 14, inicamente una de
las cepas fue resistente a la penicilina, distribuyéndose
las restantes entre 7 serotipos diterentes. Los MICs com-
probados, si bien indican resistencia a ia penicilina, su
nivel es menor que las concentraciones establecidas en
cepas aisladas en otros paises (10). La susceptibilidad al
cotrimoxazol fue observada en casila tercera parte de los
aislamientos. No se observo, sin embargo, el predominio
de un serotipo ligado a una resistencia selectiva para un
antibiético o a multirresistencia, como ocurre en algunos
paises con el serotipo 23F (10).

Segln los datos consignados hasta el presente, es posi-
ble concluir que la penicilina sigue siendo el farmaco de
eleccién para el tratamiento de las neumonias, ya que su
resistencia es poco frecuente y que las cepas resistentes
tuvieron MICs relativamente bajos. No por ello se debe
dejar de sefialar la conveniencia de mantener a nivel
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nacional un monitoreo continuo del comportamiento de
los S. pneumoniae frente a los antibacterianos. También
corresponde destacar que un niimero restringido de se-
rotipos se halla ligado a los cuadros clinicas provocados
por cepas invasivas, pero que la frecuencia de estas en
las vias respiratorias superiores es relativamente baja
como para ejercer una vigilancia efectiva mediante el
estudio de nifios portadores del agente.
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Résumé

Entre 1987-1990, des cépes de S. pneumoniae isolées
chez des enfants a pneumonie et/ou otite moyenne aigue,
du nasopharynx de patients ayant ces pathologies et de
controles sains, furent typifiées et leur susceptibilité a la
pénicilline et le cotrimoxazol fut étudié.

I fut déterminé la présence et la fréquence des 83 séroty-
pes de S. pneumoniae aux cépes envahissantes (n = 70),
celles qui provoquaient des infections locales (n = 12) et
celles qui colonisaient Feropharynx (n = 98).

Ce fut le sérotype 14 qui prédomine parmi les cépes
envahissantes (34.3%). Avec les types 9V, 1, 3, et 5, ils
furent les plus nombreux (75.7%). Chez peu de patients,
les sérotypes de cépes isolées du sang ou 'épanchement
pleural, coincidérent avec les résultats des cultures de
l'oropharynx.

La résistance a la pénicilline fut basse pour toutes les
cépes typifiées (4.6%) et encore plus basse pour les
cépes envahissantes (2.6%). Seulement 68.7% des cé-
pes fut sensible au cotrimoxazol. Les cépes résistants aux
drogues évaluées ne furent asociées & aucun sérotype
spécial.

On tire comme conclusion quil y a peu de sérotypes
pouvant étre asociées aux pneumonies de 'enfant, et que
la résistance a la pénicilline n'est pas un empéchement
pour son emploi.

Summary

S. pneumoniae strains isolated between 1987 and 1990,
from children with pneumonia or acute otitis media, from
the nasopharynx of patients or healthy controls, were
typed and their susceptibility to penicillin and to cotrimo-
xazol evaluated. '
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The presence and frequency of the 83 S. pneumoniae
serotypes was explored among the invasive strains (n =
70), the ones producing localized infections (n = 12), and
those colonizing the upper respiratory tract (n = 98).

Among the invasive strains, serotype 14 was the most
frequent (34.3%), and adding serotypes 9V, 1, 3, and 5
were majority (75.7%).

In few patients strains isolated from the blood or the
pleural tiuid had the same serotype as the ones obtained
from the oropharynx.

Resistance to penicillin was low (4.6%), but this was not
the case for cotrimoxazol {31.3%). Resistance was not
associated to any serotype in particular,

It is possible to conclude that to date, few serotypes are
related to severe infections, and that resistance to penici-
llin does not interfere with its use for the pneumonia
treatment.
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