_sed all over the world.

g et

L s ’ S %

iy HE SR Vv i, : 4
Trabajos de investigacién completos

Resistencia antimicrobiana y distribucion de serotipos
de Streptococcus pneumoniae aislados de infecciones
invasivas en el Hospital de Nifios de Santa Fe

Mayoral, C. * (1); Rossi, A. (2); Regueira, M. (3); Corso, A. (2); Pace, J.(3); Beltramino, J. C. (4); Bulletich, A. (1).
(1) Seccién Bacteriologia. Hospital de Nifios "Ricardo Gutiérrez", Santa Fe.

(2) Divisién Antimicrobianos . INEI. A.N.L.I.S. "Dr. Carlos G. Malbran" , Buenos Aires.

(3) Divisién Bacteriologia Clinica. INEI. A.N.L...S. "Dr. Carlos G. Malbran" , Buenos Aires.

(4) Servicio de Clinica Médica. Hospital de Nifios "Ricardo Gutiérrez", Santa Fe.

Resumen

En la dltima década ha aumentado el nimero de aislamientos de . pneumoniae resistentes a penicilina y a cefalosporinas
de tercera generacion, en todo el mundo.

En el Hospital de Niiios de Santa Fe, dentro del marco del Proyecto Nacional Multicéntrico de Vigilancia Epidemioldgica
de S. pneumoniae, dirigido por el INEL. ANLIS “Dr. C. Malbrdn™, nos propusimos estudiar, entre julio de 1993-diciembre
de 1999, la distribucién de serotipos , su resistencia a penicilina y a cefotaxima de aislamientos a partir de 114 nifios con
infecciones invasivas y también la relacién entre resistencia y serotipos con variables clfnicas y epidemioldgicas.

Las concentraciones inhibitorias mfnimas de penicilina y cefotaxima , fueron realizadas por el método de dilucién en agar.
Para otros antimicrobianos, se empled el método de difusién con discos, ambos, de acuerdo a las normas de NCCLS.

Las resistencias a penicilina y cefotaxima resultaron ser 29,35% y 18,5%, respectivamente. Si bien la resistencia a peni-
cilina se observé més frecuentemente en neumonias que en meningitis y en nifios menores de dos afios que en mayores,
no hubo asociacién significativa entre ésta y alguna patologia en particular, ni con estos grupos etdreos.

Los serotipos: 14,1, 6B, 9N'y 7F fueron los mds frecuentes en orden decreciente.

El 14 mostré asociacién estadisticamente significativa con la resistencia a penicilina y con cefotaxima y no asf con alguna
determinada patologfa. Es de nuestro interés, continuar con la vigilancia epidemiolgica de S. pnewmoniae, especialmente
de su resistencia, a fin de adecuar el tratamiento empirico de las infecciones invasivas producidas por este microoiganismo.

Antimicrobial resistance and serotype distribution of
Streptococcus pneumoniae isolated from invasive
infections in the Children’s Hospital of Santa Fe

Snmmary

/

In the last ten years, the frequency of S. pneumoniae resistant to penicillin and third generation cephalosporins, has increa- *

This study was performed in the Santa Fe Children’s Hospital from july 1,1993 to december 31,1999, as part of the
National Multicenter Epidemiological Surveillance Network of S. pneumoniae coordinated by the INEI- ANLIS “Dr
Carlos Malbrén”. One hundred and fourteen children with pneumococcal invasive infections were studied. The serotype
distribution and the resistance rate to penicillin and cefotaxime of the correspondent isolates were determined as well as
their epidemiologic and clinical relation.

Minimal inhibitory concentrations of penicillin and cefotaxime were performed’ by the agar dilution method according
to NCCLS guidelines. Other antimicrobial agents were tested by the NCCLS disk diffusion method. Resistance rates to pe-

* Direccién postal: Rivadavia 2441, (3000) Santa Fe, Argentina. Fax: 054 - 0342 - 4529028. E-mail: cmayoral@fbeb.unl.edu.ar
Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, resistencia, penicilina, cefotaxima, distribucién de serotipos.
Key words: Streptococcus pneumoniae, resistance, penicillin, cefotaxime, serotype distribution.
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nicillin and cefotaxime were 29.4% and 18,5%, respectively.

Penicillin resistance was more frequently observed in pneumococci isolated from patients with pneumonia than in those
with meningitis and more frequently in infants than in older children. However, there was not found a significant asso-
ciation between penicillin-resistance and any particular pathology or any age group.

The most frequent serotypes, in decreasing order, were 14, 1, 6B, 9N, 7F. Type 14 showed a statistically significant corre-
lation with penicillin-resistance but not with isolates from any special pathology.

We will continue with the surveillance of S. prcimoniae, mainly its resistance , in order to improve the schemes for the

cmpirical treatment of pnecumococcal invasive infections.
Introduccién

Las primeras cepas de Streptococcus pneumoniae resisten-
tes a penicilina (PEN) fueron comunicadas en Boston en
1965,en Nueva Guinea y Australia en 1967 y seguida-
mente en Sudéfrica, donde se aislaron cepas invasivas
resistentes a PEN y a cloranfenicol (CLO), como también
cepas multirresistentes. Patrones similares de resistencia
han sido documentados en Espaiia (1) y Hungria (2).

En los dltimos 10 afios, estas cepas resistentes han proli-
ferado a tal grado que se encuentran distribufdas en todo
el mundo (3,4,5). También ha habido numerosos infor-
mes sobre fracasos terapéuticos en el tratamiento de infec-
ciones invasivas por S. pneumoniae con ceftriaxona (CRO)
y cefotaxima (CTX)(6,7,8,9,10).

Dentro del marco del Proyecto Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica de S. pneumoniae (11), coordinado por
cl INEI - ANLIS “Dr. Carlos Malbrén”, nos propusimos
cstudiar la distribucién de serotipos y la resistencia a PEN
y CTX de S. pneumoniae aislados de infecciones invasi-
vas en el Hospital de Nifios de Santa Fe, en el periodo
comprendido entre julio de 1993 y diciembre de 1999.
También se analizd, en los 6 afios y medio de estudio, la
correlacién entre: resistencia a penicilina y serotipos ; re-
sistencia a penicilina y patologia; resistencia a penicilina
y cdad; serotipos y patologfa y las caracteristicas clinicas
de los pacientes con infecciones invasivas debidas S. pneu-
maoniae a que presentaron resistencia a PEN y a CTX.

Materiales y Métodos

Sc cstudiaron 114 cepas de S. pneumoniae, aisladas de
pacientes pedidtricos cuyas edades estaban comprendidas
entre 28 dias y 13 afios de edad,-internados en el Hospital
por: neumonia (n=63),meningitis (n=37), sepsis (n=6). ar-
tritis (n=2), peritonitis (n=4), y otras patologias (n=2). La
media de la edad de los nifios fue de 14 meses; 85 de cllos
(74.5 %) eran menores de 2 afios. Los aislamientos prove-
nian de cultivos de sangre (n=65), liquido cefalorraquideo
(n=36), liquido pleural (n=20), punci6n de caderd (n=2) y
liquido peritoneal (n=3). Se recolectaron dos muestras de
hemocultivos por cada paciente. En una ficha epidemio-
logica se registraron los datos de edad, nutricién, terapia
con antibidticos beta-lactdmicos en los tres meses anterio-
res al aislamiento de S.pneumoniae, internaciones previas

y enfermedad subyacente.

En el servicio de Bacteriologia de dicho Hospital se iden-
tificé S. pneumoniae con la prueba de sensibilidad a la
optoquina y la de solubilidad en desoxicolato de sodio al
10% y se realizaron pruebas de sensibilidad por el méto-
do de difusi6n por disco de oxacilina (OXA) 1 ug, eritro-
micina (ERY) 15 pg, rifampicina (RIF) 5 pg, trimetopri-
ma-sulfamctoxazol (TMS) 1,25/23,75 pg, CLO 30 pg, y
vancomicina (VAN) 30 pg segiin recomendaciones del
NCCLS (12,13). Didmetros de inhibicién menores o igua-
les a 19 mm alrededor del disco de OXA fueron conside-
rados indicativos de probable sensibilidad intermedia o
resistencia a penicilina [Concentracién inhibitoria mfnima
(CIM) = 0,1-1 6 > 1mg/l, respectivamente]. Didmetros
mayores de 20 mm, fueron interpretados como indicado-
res de sensibilidad a PEN (CIM < 0.06 mg/l).

Se utiliz6 a S. pneumoniae ATCC 49619 como cepa de re-
ferencia.

De las 114 cepas aisladas en el Hospital de Santa Fe, 92
fueron enviadas al INEI- ANLIS “Dr. Carlos Malbréin”
donde se realizé la serotipificacién, utilizando la Reac-
cion de Neufeld-Quellung (14) y las CIM, siguiendo las re-
comendaciones antes mencionadas.

El andlisis estadfstico de los resultados se realizé con el
programa EPIINFO 6. Para las variables cualitativas se
utilizé cl test de chi-cuadrado con correccién de Yates.
Como medida de asociacién se us6 odds ratio (OR) con
un intervalo de confianza (CI) de 95%.

Resultados

En la Tabla | se presenta la resistencia de S. pneumoniae
aPEN y a CTX. Se obtuvicron valores de 29,4% y 18,5%
para la suma de las cepas resistentes y de sensibilidad in-
termedia con PEN y CTX respectivamente.

En 87 de los 92 aislamientos hubo correlacién entre el mé-
todo de “screening” con discos de OXA y la CIM de
PEN (datos no mostrados).

La distribucién de serotipos segtin el diagndstico clinico
y la resistencia a PEN se muestra en la Tabla 2.

Los 92 aislamientos serotipificados, correspondieron a 18
serotipos diferentes. La mayoria de ellos (92,4 %) esta-
ban inclufdos en la vacuna polisacdrida 23-valente . Tam-
bién se aislaron cepas de los serotipos 15, 18 y 33 y dos
no pudieron ser tipificadas por el esquema de Sorensen.
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En orden decreciente, los scrotipos mds frecuentes fuc-
ron: 14, I, 6B, 9N y 7F. Se encontré una asociacién sig-
nificativa entre el serotipo 14-y la resistencia a PEN ya
CTX (p<0,00001). Su resistepcia a PEN, del 75%, fuc sig-
nilicativamente mayor que la observada cn los otros sero-
tipos [OR=34,42 (8,73< OR <148,97)]. El serotipo 14 se
recuperé en el 33,3% de las neumonias y en ¢l 28% de las
meningitis ncumocécicas, pero esta diferencia no fue es-
tadisticamente significativa (p>0,05).

En la Tabla 3 se observa la distribucién de S. pneumoniae
resistentes a PEN segtin diagnéstico clfnico. Si bien la re-
sistencia a PEN fue més frecuente en pacientes con neu-
monias (35,1%), que en aquellos con meningitis (20%) ,
esta diferencia no mostré asociacién significativa
(p>0,05).

El porcentaje de aislamientos de S. pnewmoniae resisten-
tes a PEN fue mayor en nifios menores de 2 afios (32.9%).
comparado con los mayores de 2 aiios (15,8%), aunquc cs-
ta diferencia de porcentajes no resulté estadisticamente
significativa (p>0,05) (Tabla 4).

Uno de los 17 aislamientos de S. pneumoniae con sensi-
bilidad disminufda a CTX tuvo una CIM de 4 mg/L, tres
tuvieron una CIM de 2 mg/L y los restantes presentaron
sensibilidad intermedia (1 mg/L). Nucve dc los 17 fue-
ron resistentes a PEN , con CIM de PEN dec 2 mg/Ly los
restantes tuvieron valores de CIM entre 0,5 y | mg/L. Dos
de estos aislamientos provenfan de nifios con meningitis
y 15 de neumonias

g e : 5 i
disminuida a CTX y PEN: Los 17 pacicntes habfan reci-

bido administracién de algin beta-lactdmico, por cuadro
respiratorio u otitis, dentro de los 3 meses previos a su in-
feccién. En uno de ellos las CIM de CTX y PEN para una
cepa de S. pnewmoniae aislada de liquido cefalorraquideo
fueron de 1'y 2 mg/l, respectivamente. Este habia recibi-
do cefuroxima por via endovenosa en una internacién pre-
via cn su lugar de origen por diagnéstico de neumonfa; lue-
£o sc le administré cefuroxima por via oral cn forma
ambulatoria durante 7 dias. Transcurrido esc tiempo se
interné nuevamente y se lo trat6 con ceftriaxona durante
5 dias por via endovenosa. Lucgo se decidié su derivacion
al Hospital de Nifios de Santa Fe, donde ingresd por neu-
monfa y desnutricién, siguiendo con ceftriaxona por 72hs.
Cuando sec aislé S.preumoniae de liquido cefalorraqui-
deo. intratamiento y atin no teniendo cl dato de su sensi-
bilidad a los antibiéticos, sc agregd VAN, no obstante
fallecié al tercer dia. Al segundo pacicntc con meningitis
por S. pneumoniae resistente a CTX YPEN(CIM=1y2
mg/l, respectivamente) se le administré CRO a su ingre-
0. Como cl paciente no tuvo buena evolucidn, se aiiadié
VAN observindose una franca mejoria.

Los pacientes con neumonias originadas por aislamientos
recuperados de hemocultivos, con sensibilidad disminui-

106

da a CTX y PEN, fucron tratados con cefuroxima cndo-
venosa o amoxicilina (80 mg/kg/dfa), con bucna evolucién.
Sélo en un caso fue necesario cambiar ¢l tratamiento por
ampicilina endovenosa (100 mg/kg/dia).

Los scrotipos de 8. pueumoniae resistentes a ambos anti-
microbianos PEN y CTX, pertenceian a los siguientes se-
rotipos: 14 (n=15), 9V (n=1) y 23F (n=1). Los 17 pacien-
tes de los cuales fucron recuperados presentaban
hospitalizaciones previas (n=10), desnutricién (n=12) y
enfermedades subyacentes como cardiopatia congénita y
atclectasia (n=0).

Las cepas resistentes a CTX fucron resistentes a PEN y to-
das las sensibles a PEN también lo fueron a CTX.

Los 92 aislamientos de S. pneumoniae fueron sensibles a
ERY, RIFy VAN. El 40,2% presentd resistencia a TMS
yel22%aCLO.

De los 114 pacientes, con infecciones invasivas por S.
prcunmoniae, sicte fallecicron (6,1%). Las cepas de estos
pacientes fucron sensibles a PEN.

Discusién

El rdpido incremento de la resistencia de S. pneumoniae
a PEN en numcrosos pafses de América, Africa, Asia y Eu-
ropa, excepto Alemania (15), donde el nivel de resisten-
cia sc mantiene bajo, ha complicado la eleccién del esque-
ma antibidtico para el tratamicnto de enfermedades
neumocdcicas, especialmente en infecciones invasivas.
Mis alarmante aiin resulta cl aumento de la resistenciaa
cefalosporinas de tercera gencracion, dado su uso en cl
tratamicnto empirico inicial de las meningitis bacterianas
agudas. E

La correlacién entre el método de “screening” del disco
de OXA 1 ug y laCIM a PEN fuc de 94,5%, cifra simi-
lar a las publicadas por otros autores argentinos (16,1 Ty
extranjeros (18). .

La falsa resistencia por el disco de OXA , observada en cin-
co de las 65 cepas sensibles, ¢s una discrepancia que ha si-
do descripta previamente (17,18.19). Barry y Fuchs (19),
por cjemplo, encontraron 37 cepas con halos de OXA me-
nores de 20 mm y con valores de CIM de 0.06 mg/l, cer-
canos al punto de corte pero dentro del rango de sensibi-
lidad.

Las cepas resistentes a CTX tambicén presentaron scnsi-
bilidad disminuida a PEN. Es interesante sciialar quc una
de cllas presentd resistencia a CTX (CIM =4 mg/l) y
sensibilidad intermedia a PEN (CIM = 0.5 mg/l).

La correlacion entre la resistencia a CTX y a PEN ya fuc
descripta por numerosos autores, como Jette y col. (20),
quicnes obscrvaron que la CIM a cclalosporinas de cs-
pectro extendido aumenta a medida que se cleva la CIM
a PEN.

De los 92 aislamicntos scrotipificados, prevalecié el 14, si-
guiéndole en frecuencia, el 1. 6BYN, 7F y cl 5. Esta dis-
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TABLA 1. Resistencia a penicilina y cefatoxima en aislamientos de S. prieumoniae (julio 1993-diciembre 1999).

Catcgon’a Penicilina Cefotaxima

N° de cépas %o N’ de cepas %o
Sensible 65 70,6 75 81,5
Intermedia 16 174 13 14,1
Resistente 11 12,0 4 44
Total 92 100,0 92 100,0

tribucién es similar a la descripta en Uruguay (21) y es-
ta tendencia no presenté modificaciones durante los afios
en que duré el estudio. El 77,7 % de las cepas resistentes
correspondieron al serotipo 14, mostrando una significa-
tiva asociacién con la resistencia a PEN, en coincidencia
con los estudios multicéntricos del pafs, del Uruguay (21)
y de Brasil (22). Sin embargo en México (23) y Colombia
(24) la mayoria de las cepas resistentes correspondicron al
serotipo 23F, que ha sido claramente asociado tanto con re-
sistencia a PEN como a miiltiple resistencia.

Es destacable que todos los aislamientos de S.pneunio-
niae que no eran sensibles a cefotaxima correspondieron
a nifios que habfan recibido antimicrobianos beta-lactdmi-
cos dentro de los tres meses previos a su infeccién. Este

hecho ha sido destacado por algunos autores (25,26) co-
mo uno de los factores predisponentes de las infecciones
invasivas causadas por S. pneumoniae resistente a PEN.
La resistencia a PEN y a cefalosporina de tercera genera-
cién, se ha convertido en un serio problema terapéutico en
nuestro pais y en el mundo. Bradley y col. (27), advirtie-
ron sin embargo, que el fracaso terapéutico era menos pro-
bable en casos de ncumonias que en aquellos de meningi-
tis causadas por S. pneumoniae con igual grado de
resistencia. En nuestro Hospital PEN, amoxicilina o cefu-
roxima siguen siendo, con algunas excepciones, las dro-
gas de eleccién en el tratamiento empirico de neumonfas.
Es de nuestro interés, continuar con la vigilancia epidemio-
16gica de S. pneumoniae, especialmente de su resistencia,

TABLA 2. Distribucién de los serotipos de S. pneumoniae segiin el diagnéstico clinico y la resistencia a penicilina

(julio 1993 - diciembre 1999).

Serotipos/grupo Neumonia Meningitis

N’ de cepas

14
1
6B
9N
7F
5
A2f
19a
19f
23f
33f
6a
9V
15b 1
13 1
3 1
18b ] 1
27 il
33 ‘ 1
15 1
NT 1 1
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.'
TABLA 3. Distribucién de S. pneumoniae resistentes a penicilina scgl'lh diagnastico clinico.
Categoria Neumonia Meningitis Scpsis \
N° de cepas ™ * % N° de cepas %o N° de cepas Yo :
R+1I* ;| %4 961 5 20,0 2 333 [
Sensibles 37 64,9 20 80,0 4 66,7
Total 57 100,0 25

100,0 6

100,0

*R+I: resistentes + intermedias

TABLA 4. Distribucién de S. pneumoniae resistentes a penicilina segtin edad.

R+1*

Edad Sensibles Total
<2 aiios 24 ** 49 73
>2 aiios 3 16 19
27 65 S AR s e

*R+I: resistentes + intermedias ** Nimero de cepas

a lin de adecuar el tratamiento empirico de las infecciones
invasivas producidas por este microorganismo y de los
cambios en la distribucién de serotipos para que las vacu-
nas que se utilicen incluyan en su formulacién los seroti-
pos prevalentes en todo el pafs.
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