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RESUMEN

Streptococcuspneumoniae(Spn),es el agente etiolégico de aproximadamente el 60% de las
neumonias bacterianas adquiridas en la comunidad;es el segundo agente causal de
meningitis bacteriana en la poblacién adulta y de mas de la mitad de casos de otitis media
aguda en la poblacion infantil a nivel mundial. En las Gltimas décadas se ha incrementado de
manera drastica su resistencia a los antimicrobianos como los B-lactamicos, macrélidos,
azalidos y lincosaminas.Se estudiaron en forma retrospectiva-observacional entre el 1 de
Julio de 2014 y 31 de Diciembre de 2015 en adultos, todas las cepasde Spn aisladas de
muestras respiratorias, hemocultivos, liquido ascitico, liquido pleural, orina y exudado de
cornea. Del total de 49 cepas estudiadas, un 2,00% mostroresistencia a penicilina, no
observandose resistencia a cefotaxima o ceftriaxona. Un 36,70% presentd resistencia a
macroélidos, con una predominancia del fenotipo M.Se comprobdque los antimicrobianos [3-
lactamicos, continian siendo los mas adecuados para tratamientos de primera linea,
mientras que macrélidos deberian utilizarse con precaucion por el alto porcentaje de

resistencia.
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INTRODUCCION

Streptococcuspneumoniae (Spn) se encuentra en la microbiota normal del tracto
respiratorio superior humano, aislandose en un 5-70% de la poblacion adulta sana (1-3). En
los dltimos afios se han producido cambios importantes en la epidemiologia de la infeccién
neumocoécica. En primer lugar, el incremento de la prevalencia de dichas infecciones en
determinados grupos de riesgo, como los pacientes mayores de 65 afios, pacientes VIH+ y
aquéllos que presentan enfermedades debilitantes cronicas. Spn es el agente etiolégico mas
comunmente implicado en la neumonia extra hospitalaria (teniendo una incidencia estimada

de 68-260 casos cada 100.000 habitantes por afo), la meningitis bacteriana y la otitis media



(poblacion infantil) y es poco frecuente como agente causal de endocarditis, artritis séptica,
peritonitis y de otras enfermedades infecciosas (1,2,4-7). En 2005 la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) estimé las muertes por infecciones debidas a Spn, en mas de un 1
millébn de personas por afio, sobre todo en paises en desarrollo, pronosticando un

incremento de este nimero debido a la resistencia a los antimicrobianos de eleccion (8).

La versatilidad adaptativa del microorganismo le ha permitido crear mecanismos
capaces de sobreponerse a las agresiones terapéuticas con un grado variable de eficacia (2,
4, 5). La resistencia a la penicilina tiene una mayor prevalencia en la poblacion pediatrica (9,
10). Esta se debe a modificaciones en las PBPs (PenicilinBindingProteins), siendo las mas
afectadas la, 2a, 2b y 2x, donde Spn adquiere material genético de otras bacterias con las
gue coexiste intimamente, como son los estreptococos del grupo viridans de la nasofaringe

(11-16).

La resistencia a macrdélidos es la mas prevalente debido a su utilizacién en terapias
empiricas, sobre todo en neumonias adquiridas de la comunidad (17-19). La resistencia se
da principalmente por dos mecanismos, como es la modificacién del sitio target por
metilacién del ARNr 23S producida por el gen ermB, confiriendo resistencia a macrélidos,
lincosaminas y estreptogramina B, generando un fenotipo constitutivo o inducible
(MLSbc/MLSbi). ElI gen mefA codifica proteinas que actian como bombas de eflujo,

afectando solo a macrolidos, generando el fenotipo M (14,18-26).

Este estudio se disefi6 con el objetivo de determinar la presencia de los mecanismos
de resistencia a eritromicina, clindamicina y penicilina, en cepas de Spn aisladas en

pacientes adultosen un periodo de 18 meses.



MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y poblacion estudiada.

Se ided un estudio retrospectivo-observacional entre el 1 de Julio del 2014 y 31 de
Diciembre del 2015 en el Hospital Cérdoba, donde se estudiaron las 49 cepas aisladas de
pacientes adultos, de diferentes tipo de muestras biolégicas estériles como hemocultivos,
liguidos cefalorraquideos, liquido pleural, liquido ascitico, exudado de cérnea y orina, y

muestras no estériles como esputo y aspirado traqueal.

Aislamiento bacteriano.

Las muestrasfueron sembradas en agar sangre de carnero desfibrinada y cultivadas
por 24hs a 35°C al 5% de CO,.Spn fue identificado por la a-hemdlisisde la colonia en el
cultivo, por coloracion de Gram, por pruebas bioquimicas como la sensibilidad a Optoquina
(OPT) vy solubilidad en bilis (5,27). Ademas también fueron tipificadas mediante sistemas
automatizados como  Phoenix (BectonDickson, EE.UU.) 'y Vitek2 Compac

(Biomerieux,Marcy-I'Etoile Francia).

Test de sensibilidad antimicrobiana.

Los aislamientos fueron testeados frente a un conjunto de antimicrobianos, que
incluian oxacilina de 1ug (OXA) para evaluar sensibilidad a penicilina (PEN), eritromicina de
15ug (ERI), clindamicina de 2ug (CLI), levofloxacina de 5ug (LEV), vancomicina de 30ug
(VAN), trimetoprin-sulfometoxazol de 1,25/23,75ug (TMS), tetraciclina de 30ug (TET) y
cloranfenicol 30ug (CHO), por la metodologia de Kirby-Bauer (difusion en placa) utilizando
agar Muller-Hinton con sangre ovina al 5% (Biomerieux,Marcy-I'Etoile Francia y Hemo G de
Gribaudo). El inéculo bacteriano fue preparado por suspension directa de colonias puras de
cultivo de 18-24hs, en caldo de Mueller-Hinton y ajustado a una turbidez equivalente a 0,5
MacFarland. Las placas fueron incubadas durante 18-24hs a 35°C en una atmésfera de 5%
CO,. Junto con la tipificacion se obtuvo el correspondiente antibiograma por los sistemas

automatizados de Phoenix BD y Vitek2 Compac; ademas se utilizé la técnica E-test (Gold-
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Standard) para determinar en paralelo con los sistemas automatizados la CIM
(Concentracion Inhibitoria Minima) a PEN, en los casos donde los halos de inhibicion para

OXA eran £20mm.

Los resultados de difusién en placa yde CIM fueron interpretados de acuerdo a las
guias CLSI 2015 (Clinical and Laboratory Standars Instituve) y controlados utilizando la cepa
ATCC (American Type Culture Collection) S.pneumoniae 49619 (6, 8, 13, 28-30). Los
criterios de interpretacion para CIM en aislamientos no meningeos y meningeos se

muestran en las Tablas 1y 2.
Tabla 1:CIM para aislamientos ho meningeos.

ANTIMICROBIANOS SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE

<1pg/mi =2ug/ml >4ug/ml
<1ug/ml =2ug/ml >4ug/ml
<0,25ug/ml =0,5ug/ml >1ug/ml

Eritromicina <0,25ug/ml =0,5ug/ml >1ug/ml

Tabla 2: CIM para asilamientos meningeos.

ANTIMICROBIANOS SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
Penicilina <0,06pg/ml - >0,12pg/ml
Ceftriaxona <0,5ug/ml =1ug/ml >2ug/ml

Cefotaxima <0,5ug/ml =1ug/ml >2ug/mi

El fenotipo de resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B (MLSB) se
determind por la prueba de difusion utilizando discos de ERI y CLI enfrentados a una

distancia de 15mm de centro a centro de los discos (31). Esta metodologia permite



diferenciar la resistencia MLSB inducible y constitutiva del mecanismo de eflujo (M). Se
considerd fenotipo MLSBc cuando se observo resistencia (halos <15mm) para ERI y CLI
simultdneamente, en tanto que el fenotipo MLSBI cuando fue resistente a ERI y sensible a
CLI (halo 219mm) con achatamiento de su halo de inhibicion (D-test). Se determiné fenotipo
M cuando fue resistente a ERI y sensible a CLI sin achatamiento de su halo (3,9,13,30). La
sensibilidad o resistencia a ERI se extrapolé a otros macrdlidos (claritromicina) y azalidos

(azitromicina) (9).

RESULTADOS

El 55% de las cepas es tudiadas se aislaron de muestras estérilescomo hemocultivo
(n=18), liquido pleural (n=1), liquido ascitico (n=2), LCR (n=3), exudado de cérnea (n=1) y
orina (n=2); mientras que el 45,00% de las cepas se aislaron de muestras no estériles como
esputo (n=8) y aspirado traqueal (n=14). Sélo un 10,20% de las cepas estudiadas provenian
de consultorio externo y el 89,90% de origen intrahospitalario.La distribucion de cada tipo de
muestras por servicio se describe en el Grafico I. En la poblacion intrahospitalaria
predominaron los hemocultivos con el 40,90% y en la poblacion ambulatoria la supremacia

fue compartida por esputo (n=2) y orina (n=2) con el 40,00% cada una.

La resistencia a ERI y CLI se observé en un 28,50%(n=14) y 8,16% (n=4)
respectivamente, del total de cepas estudiadas. Obteniéndose un 85,70% (n=12) resistente
a ERI con una CIM=4ug/ml y un 14,30% (n=2) con una CIM=2ug/ml; mientras que para CLI
se obtuvo un 100% de resistencia con una CIM=2ug/ml. En el Grafico Il se muestran los
fenotipos observados. La resistencia a ERI (CIM=4ug/ml, halo de inhibicién <15mm)
aument6 cuando hubo sensibilidad disminuida a PEN, siendo que el 7,14% (n=1) de las

cepas compartian resistencia a ambos antimicrobianos.

Dentro de las muestras no estériles, el 12,50% (n=1) de las cepas aisladas de esputo

fue resistente a PEN y el 62,50%(n=5) resistente a ERI por medio del fenotipo M; mientras



que el 21,40%(n=3) de las cepas provenientes de aspirados traqueales fueron resistentes a
ERI y CLI por medio del fenotipo MLSBc. De las muestras estériles el 16,60% (n=3) de las
cepas aisladas de hemocultivos fueron resistentes a ERI por el fenotipo M y el 5,50% (n=1)
resistente a ERI y CLI por el fenotipo MLSBc; mientras que para liquido pleural y liquido

ascitico fue 100% (n=1) y 50% (n=1) respectivamente, resistentes a ERI por el fenotipo M.

En el servicio de Clinica Médica se obtuvo el mayor porcentaje de resistencia a ERI
(50%), donde el 85,70% (n=6) de las cepas expresaban el fenotipo M y el 14,30% (n=1) el
fenotipo MLSBc. Mientras que Consultorio Externo tuvo el mayor porcentaje de resistencia a

CLI (50%).

Grafico I: Distribucion de muestras por servicio.
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CANTIDAD DE MUESTRAS.
UTI: Unidad de Terapia Intensiva; UTI/Q: Unidad de Terapia Intensiva del Instituto del

Quemado; UCI: Unidad de Cuidados Intermedios; UCO: Unidad Coronaria; Sala de Tx: Sala
de Transpalnte.

Durante el periodo examinado, el 2,00% (n=1) de las cepas mostré resistencia de
alto grado a PEN (CIM=8ug/ml, halo de inhibicion <20mm) proveniente de muestras no
estériles (esputo) de Consultorio Externo; esta cepa al igual que las 48 restantes fueron

sensibles a CRO y CTX.



Grafico Il: Antimicrobianos y mecanismos relacionados.
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DISCUSION

Los esfuerzos para tratar enfermedades neumocécicas en adultos y nifios han
producido un aumento en la resistencia a los antimicrobianos, debido en parte a las
presiones selectivas ocasionadas por su uso indiscriminado, y a la expansion 'y propagacion

de cepas multirresistentes (11,13,15,17,26,29,31-34).

En los estudios de vigilancia epidemiolégicos mundiales se demuestra que Spn
presenta, entre el 8,40% y 20,70% de resistencia de alto nivel (CIM>8ug/ml) (9,29,35,37,38).
En nuestro estudio se observé una sola cepa con resistencia de alto grado, esto podria
deberse a que las tasas de resistencia de Spn en Argentina son bajas en comparacion con
paises como Espafia que tiene una de las mayores tasas de resistencia a antimicrobianos
en el mundo, y ademas en la poblacion adulta el aislamiento de Spn es menor en

comparacion a la poblacién pediatrica.



Las cepas susceptibles a PEN son rara vez resistentes a otros antimicrobianos,
mientras que las que son resistentes, es probable que lo sean a multiples antimicrobianos,
especialmente a macrélidos(12,24,39-42).El aumento de resistencia a macrolidos se debe a
luso indiscriminado de antimicrobianos diferentes a los 3-lactdmicos (18,30,33,39). Saldias y
col. en 2005 obtuvieron un 21% de resistencia a ERI (38). Weyland y col. en 2011,
obtuvieron un 20,3% de resistencia, con un 83% de prevalencia del fenotipo M y un 17% del
fenotipo MLShc/i (9). Ramos y col. en 2013 exhibieron un 62,7%, 2,7% y 34,6% de fenotipos
MLSBc, MLSBi y M, respectivamente (43).En nuestro estudio se observo, que el 36,6% de
las cepas estudiadas tenian resistencia a ERI y CLI por diferentes mecanismos, teniendo
prevalencia el fenotipo M por sobre el fenotipo MLSbc/i del total de cepas aisladas; lo que
correlacionariacon un predominio del genotipo mefA sobre el genotipo ermB. En semejanza
a lo observado en EEUU, Alemania y Finlandia donde el 85% de resistencia esta dado por el
fenotipo M, no asi como en otros paises de Europa, Asia y Sud Africa donde la prevalencia

del fenotipo MLSbc/i se da en el 70% de los aislamientos (9).

Como conclusion, Spn continba incrementando su resistencia a agentes
antimicrobianos comunes, limitando las opciones terapéuticas y aumentando el potencial de
fallas en el tratamiento, constituyéndose en un grave problema de salud publica, lo cual esta
siendo considerado en las recomendaciones internacionales para el manejo de las
infecciones del sistema nervioso central y el tracto respiratorio inferior (38). Determinando en
este estudio que los B-lactamicos como PEN, continlan siendo los antibiéticos mas
adecuados para el tratamiento empirico y que CTX o CRO podrian ser utilizadas como
alternativas terapéuticas, en caso que haya resistencia a PEN, sobre todo de infecciones
respiratorias. Mientras que los macrdlidos deberian utilizarse con precaucion por el alto

porcentaje de resistencia hallado.
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