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I RESUMEN

Streptococcus pneumoniae es uno de los principales patdgenos causantes de infecciones respiratorias e invasivas, por
lo que es importante identificar répidamente este microorganismo y determinar la susceptibilidad a los antibidticos fre-
cuentemente utilizados, para la realizacidén de terapias adecuadas. Con este fin se realizé la identificacién de 32 ais-
lamientos de Streptococcus pneumoniae, a partir de pacientes con infecciones respiratorias e invasivas; para su
identificacion se utilizaron métodos microbioldgicos convencionales y como pruebas confirmatorias, métodos mole-
culares por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), amplificando regiones de los genes lyt Ay ply y métodos se-
rolégicos para la determinacion del antigeno capsular. Se realizaron antibiogramas para determinar la susceptibilidad
a Penicilina y Eritromicina. Los resultados revelaron, un mayor nimero de aislamientos en menores de 10 afios y en
mayores de 49 afios y en relacion a épocas estacionales, de aislamientos un mayor nimero durante los meses de in-
vierno. En las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos se encontré una sensibilidad disminuida a Penicilina (SDP)
de 46.88 %; resistencia a eritromicina de 6.25 % y resistencia intermedia de 15,63%. Realizando un anélisis esta-
distico de los tres métodos como pruebas de reconfirmacion, se observé una correlacion baja, por lo que la prueba
de la optoquina con fines de reconfirmacion para Streptococcus pneumoniae, es inferior a las pruebas seroldgica y
molecular.

PALABRAS CLAVE: Streptococcus penumoniae, PCR, identificacion, genes lyt A, ply, antigeno capsular, sensibilidad

penicilina, eritromicina.

I ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is one of the main pathogens that cause breathing and invasive infections, that is why is
important a quick identification of this microorganism and determine the sensitivity of the frequently used antibiotics,
to execute appropriate therapies. With this purpose the identification of 32 isolates of Streptococcus pneumoniae from
patients with breathing and invasive infections were carried out, conventional microbiological tests were applied for
identification and for confirmation were used molecular techniques based on the chain reaction of polymerase (PCR),
amplifying the regions of Iyt A and ply genes and serological methods for the determination of the capsular antigen.
Antibiograms were carried out in order to determinate the sensitivity to penicillin and erythromycin. The results sho-
wed a higher amount of isolates in children under 10 and adults over 49, and according to seasons, more isolates on
winter months. Regarding sensitivity to antibiotics, we found a drop of 46.88% to penicillin, a drop of 6.25 to eryth-
romycin and an intermediate drop of 15.63%. The statistical analysis among the three techniques used for reconfir-
mation revealed there is a low correlation among them. Therefore, optochin, used as a re-confirmation method, is lower
than serological and molecular tests.

KEY WORDS: Streptococcus pneumoniae, identification; lyt A, ply, capsular antigen, sensitivity penicillin,

erythromycin.
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INTRODUCCION

Los neumococos, Streptococcus pneumoniae son diplo-
cocos gram positivos que se caracterizan porque llevan
una capsula de polisacaridos que permite su identifica-
cion y serotipificacion. Estos neumococos son habitantes
normales de las vias respiratorias superiores enun 5 a
40% de los humanos, y son causantes de neumonias, si-
nusitis, otitis, bronquitis, bacteriemia, meningitis y otros
procesos infecciosos en el tracto respiratorio.!

El neumococo actualmente se ha constituido en uno de
los primeros agentes causales de neumonias bacterianas
y de otitis media aguda en todo el mundo. La neumonia
neumocécica es responsable de 10 a 25% de todas las
neumonias, estimandose una tasa de mortalidad mundial
de mas de 1 millén de decesos anuales en nifios menores
de 5 afios y en personas mayores de 65 anos.?

Los métodos que se utilizan para identificar Streptococcus
pneumoniae incluyen pruebas microbioldgicas clasicas
como la prueba de la optoquina?, sin embargo en la ac-
tualidad se utilizan otros como la determinacion del anti-
geno capsular (método seroldgico)> o métodos
moleculares para la determinacion de genes de virulen-
cia, como la autolisina (lyt A) y la pneumolisina (ply),
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
que ya fueron recomendados y utilizados en estudios an-
teriores.?#56

En el tratamiento de las neumonias generalmente se uti-
lizan B-lactdmicos como la penicilina, y macrolidos como
la eritromicina.’® Sin embargo, en los Ultimos afios se ha
reportado un incremento de resistencia a los antibidticos
tradicionalmente utilizados para infecciones causadas por
Streptococcus pneumoniae.®10-11-12

Estos datos justifican la necesidad de realizar investiga-
ciones sobre este microorganismo, implementando nue-
vos métodos como el molecular y seroldgico para una
especifica y rapida identificacion. También es necesario
determinar la susceptibilidad a los antibidticos frecuen-
temente utilizados para las infecciones causadas por
Streptococcus pneumoniae, debido a que en nuestra re-
gién se hace un uso indiscriminado de los antibidticos, por
automedicacion y prescripcion médica sin el analisis pre-
vio de susceptibilidad, con los consiguientes fracasos te-
rapéuticos. Es importante que la identificacion de la
bacteria, se realice con técnicas de alta sensibilidad, es-

pecificidad y estabilidad, lo que justifica la implementa-

cién y comparaciéon de métodos: microbioldgico, serolo-
gico y molecular aplicados para el diagnostico de Strep-
tococcus pneumoniae.

El objetivo del presente trabajo identificar las caracteris-
ticas moleculares y seroldgicas del Streptococcus pneu-
moniae y su suceptibilidad a penicilina y eritromicina en
la ciudad de Cochabamba.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo es un estudio descriptivo, transversal y ana-

litico. Se trabajo con 32 aislamientos de Streptococcus
pneumoniae, obtenidos por métodos microbioldgicos con-
vencionales, a partir de pacientes con infecciones respi-
ratorias. 19 de los 32 aislamientos fueron remitidos por
los laboratorios del Instituto Gastroenteroldgico Boliviano
Japonés, Escuela Técnica de Salud, Hospital Albina Pa-
tifo, Seguro Social Universitario y Hospital Elizabeth
SETON, al Laboratorio Asistencial y Laboratorio de Biolo-
gia Molecular de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de
la Universidad Mayor de San Simén; 8 de los 32 aisla-
mientos se obtuvieron en el Laboratorio Asistencial de la
Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad
Mayor de San Simdn, a partir de 40 muestras clinicas de
pacientes con diagndstico de neumonia hospitalizados en
el Complejo Hospitalario Viedma, de acuerdo a criterios
de inclusion, segin convenio establecido con la jefatura
de Infectologia de dicha institucion y 5 de los 32 aisla-
mientos, se obtuvieron de 103 muestras clinicas con
diagnostico presuntivo de tuberculosis pulmonar y con
BAAR negativo procedentes de la Escuela Técnica de
Salud e Instituto gastroenteroldgico. Los 32 aislamientos
de Streptococcus pneumoniae se obtuvieron en el pe-
riodo de Octubre 2007 a Noviembre 2008

La toma de muestras se realizé de acuerdo a protocolos
establecidos en el Laboratorio Asistencial de la Facultad
de Bioquimica y Farmacia.

Métodos microbiolégicos

Para la identificacion microbioldgica se realizo el cultivo
en medio Agar sangre, tincidon de gram, la reaccidn ne-
gativa a la catalasa de la colonia sospechosa y la prueba
de la optoquina.®3

Susceptibilidad a penicilina y eritromicina
Para determinar la susceptibilidad a estos antibioticos se
realizé un antibiograma, siguiendo el método de Kirby
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Bauer, utilizando discos de oxacilina de 1 ug, conside-
rando como SDP (sensibilidad disminuida a la Penicilina)
cuando presenta un halo de inhibicion menora 19 mm? vy
para la eritromicina un disco de 15 ug, considerando re-
sistente con un halo igual o menor a 15 mm vy resistencia
intermedia con un halo de 16-20 mm.

Métodos moleculares de confirmacion

Para confirmar los aislamientos de Streptococus pneu-
moniae, se realizd la extraccion de ADN, tomando algunas
colonias y resuspendiendo en un Buffer (Tris-HCI10mM-
EDTA1mM), llevando a Bafio Maria por 20 minutos, y
agregando cloroformo, después de la centrifugacién se
separd la fase acuosa que contenia el ADN crudo, con el
cual se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa. Los
cebadores utilizados fueron Lyt A y Ply, descritos por Su-
zuki et al.* Lyt A amplifica la regidén que codifica para la
autolisina en Streptococcus pneumoniae y genera un pro-
ducto de amplificacién de 308 pb y Ply amplifica una re-
giéon del gen de la pneumolisina de 329 pb. Las
secuencias de los cebadores utilizados fue: Lyt A 5" -
CAA CCG TAC AGA ATG AAG CGG - 3" y 5" - TTATIC
GTG CAA TAC TCG TGC G - 3. Cebadores Ply ; 5" — ATT
TCT GTA ACA GCTACCAACGA-3"y5" -GAATICCCT
GTC TTT TCA AAG TC-3.

Las condiciones de amplificacion fueron: Desnaturaliza-
cion inicial 94 °C por 5 minutos y 35 ciclos de desnatu-
ralizacion 94 © C por 10 segundos, hibridacion a 58 °C
por 15 segundos, elongacion a 72°C por 1 minuto y
elongacion final a 72 °C por 7 minutos. Los productos ob-
tenidos fueron revelados por electroforesis en gel de aga-
rosa al 1,2% y con bromuro de etidio 0.5 pg / ml.

Métodos seroldgicos

Para determinar la presencia del antigeno capsular, se uti-
liz6 el test BBL PNEUMOSLIDETM, es un método serolé-
gico de aglutinacién en latex para la deteccién cualitativa
de antigenos capsulares de Streptococcus pneumoniae, a
partir de colonias aisladas o cultivos puros.

Comparacion de métodos para reconfirmacion de
Streptococcus pneumoniae

Con el fin de evaluar los tres métodos con fines de re-
confirmacidn, se trabajo con 27 de los 32 aislamientos
iniciales, utilizando los métodos descritos anteriormente.
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Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el pro-
grama SPSS,
bondad de ajuste por el nUmero de muestras, para de-

utilizando la prueba de chi-cuadrado de

terminar las diferencias entre los grupos etareos y épo-
cas estacionales.

Para establecer la diferencia de susceptibilidad a los an-
tibidticos se utilizd el test de proporcion con un 95% de
intervalo de confianza.

Finalmente para comparar los métodos por su reprodu-
cibilidad con fines de reconfirmacion, se realizé una valo-
racion de sensibilidad y especificidad de la prueba
molecular y la prueba seroldgica frente a la prueba de la
optoquina.

RESULTADOS

IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA, Y MOLECU-
LAR DE AISLAMIENTOS DE Streptococcus pneumo-
niae

Durante el periodo de estudio, se trabajé con un total de
32 aislamientos de Streptococcus pneumoniae, identifi-
cados por la prueba microbioldgica de la optoquina y con-
firmados por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se pueden apreciar en la figura 1 y figura 2, los resulta-

dos de la amplificacidon obtenida con los cebadores Iyt A

y ply.
1 2 34 5 6 7

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

308 pb

Figura 1. PCR realizada con gen Lyt A., 1; Marcador de tamafio, 2; control
negativo 3, ATCC y de 4 a 18 aislamientos de Streptococcus pneumoniae
identificados previamente por métodos microbiolégicos.

1 234 56 7 8 9101112 13 141516 17 1819

Figura 2. Producto de PCR gen Ply . 1; Marcador de tamafio, 2; control
negativo 3, ATCC y de 4 a 19 aislamientos Streptococcus pneumoniae .
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En relacién a la presencia de neumococo en los diferen-
tes grupos etareos, se observd que existe un mayor nu-
mero de aislamientos de Streptococcus pneumoniae en
nifos menores de 10 afios y adultos mayores a 49 afios.
(Figura 3).
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Figura 3. Grupos etareos de pacientes con enfermedades neumocdcicas res-
piratorias e invasivas causadas por Streptococcus pneumoniae

Aplicando a estos datos una prueba de X? de bondad de
ajuste, con a = 0.05, el valor de X?es : 11.07, se afirma
que las frecuencias son significativamente diferentes
entre los grupos de edad (valor p =0.000).

En la figura 4, se observa la distribucién de Streptococcus
pneumoniae en el periodo de estudio 2007-2008, agru-

pado trimestralmente de acuerdo a épocas estacionales.
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Figura 4. Aislamientos de Streptococcus pneumoniae, agrupado trimestral-
mente por épocas estacionales.

Aplicando a estos datos una prueba de chi-cuadrado x?
de bondad de ajuste, se obtuvo x?, de 9.75, a nivel de
a=0.05, con g/= 3, el valor de x? es: 7.82. Por tanto
siendo 9.75 > 7.82, permite afirmar que la distribucion
de las frecuencias es diferente en los trimestres del afo,
(valor

P =0.021). Por lo tanto mayor frecuencia de aislamien-

tos, se presento6 en los meses de invierno.

Susceptibilidad a la Penicilina
Del total de muestras el 53,13% (17 aislamientos) fueron
sensibles a Penicilina sin embargo el 46,88% (15 aisla-

mientos) presentaron sensibilidad disminuida a la Penici-
lina (SDP).

Susceptibilidad a la Eritromicina.

De acuerdo a los resultados de susceptibilidad, la sensi-
bilidad a la Eritromicina fue del 78,13 %, (25 aislamien-
tos), el 15.63 % (5 aislamientos) tuvo una sensibilidad
intermedia, y el 6.25 % (2 aislamientos) fueron resisten-
tes.

El test de proporcion para comparar la sensibilidad a pe-
nicilina y eritromicina, demostré que la proporciéon de
sensibilidad al antibidtico es mayor para la eritromicina
que para la penicilina. (Tabla 1)

Antibiotico [Sensibilidad|Sensibilidad| Total | Proporcidn | Proporcion 1-P
(+) Disminuida
Oxacilina 17 15 32 0.53 0.47
Eritromicina 25 7 32 0.78 0.22

Tabla 1. Tabla de proporcion entre la sensibilidad a penicilina y eritromicina

Comparacion de la reproducibilidad de los métodos
con fines de reconfirmacion de Streptococcus
pneumoniae

Para verificar la reproducibilidad de los métodos aplica-
dos en el estudio, para reconfirmacidon con fines epide-
mioldgicos, se conservaron las cepas aisladas en el medio
de conservacion Skim Milk a -20°C; asi mismo se con-
servo el material genético de cada cepa en TE ( Buffer
Tris EDTA) a -20°C. Se realizaron subcultivos de los ais-
lamientos , a partir del medio de conservacion utilizado.
Para esto se trabajo con 27 de las cepas aisladas. Se re-
pitieron las prueba de la optoquina y las pruebas serolo-
gicas, y a partir del material genético conservado se
repitieron las pruebas moleculares- gen ply y gen Iyt A.
La figura 5, muestra que en la prueba de la optoquina de
los 27 aislamientos el 77.78 % (21 aislamientos) tuvieron
sensibilidad a la optoquina y el 22.22 % (6 aislamientos)
fueron resistentes a este farmaco.
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En la serologia de 27 muestras, 26 fueron positivas y una
negativa y en la prueba molecular las 27 muestras fueron
positivas como se observa en la figura 5.

Para realizar la comparacion entre las técnicas utilizadas,
se aplico un test estadistico de especificidad y sensibilidad
concluyendo que los métodos molecular y seroldgico son
altamente sensibles, especificas y reproducibles en re-
lacion al método microbioldgico de la optoquina, cuando
se aplica a las mismas muestras en dos momentos dife-

rentes.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante el periodo de estudié se trabajo con muestras
clinicas, y con aislamientos remitidos por los hospita-
les/laboratorios participantes, obteniéndose 32 aisla-
mientos de Streptococcus pneumoniae. En relacion a los
grupos etareos de los pacientes, se observd que existen
principalmente dos grupos afectados por esta bacteria,
que son nifios menores de 10 afios con un porcentaje de
40,63% (13 de 32 aislamientos) con edades comprendi-
das entre los 2 meses y 7 afios; y adultos mayores a 49
afios con un porcentaje de 46,88% (15 de 32 ); se pre-
sentd un grupo minoritario entre 20-25 afios 12,50%, (4
de 32 aislamientos), estos casos son raros y podria de-
berse a que en los pacientes jovenes, Streptococcus
pneumoniae se comporta como un patégeno oportunista,
ya que todos ellos se encontraban inmunodeprimidos, dos
de ellos eran VIH +, y uno de ellos padecia de lupus eri-
tematoso.

Respecto a los resultados en grupos etareos, es impor-
tante mencionar que en estudios realizados en Latino-
américa, se reportd mayor frecuencia de infeccién en
nifios menores de dos afios, disminuyendo después de los
10-15 afios, para posteriormente incrementar dicha fre-
cuencia en personas mayores de 60 afios.2121415

En relacion al nimero de aislamientos obtenidos en las
diferentes épocas estacionales, se observé un mayor nu-
mero (13 de 32) en los meses de invierno; segun el re-
porte de SEDES (2008) en estos meses existe mayor
frecuencia de infecciones respiratorias agudas y neumo-
nias; aumentando por tanto la posibilidad de que el neu-
mococo se encuentre circulando en la poblacién.

El test de susceptibilidad a penicilina, mostré una sensi-
bilidad de 53,13% y un porcentaje de sensibilidad dismi-
nuida a la penicilina de 46,88 %. Los datos nacionales
proporcionados por INLASA (2005), muestran una sensi-
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bilidad disminuida a la penicilina de 52 %, dato similar
al obtenido en esta investigacién durante el periodo de
estudio.

En la prueba de susceptibilidad a eritromicina, el
78,13% mostro sensibilidad; el 15.63 % sensibilidad in-
termedia, y 6.25 % resistencia; estos resultados son apo-
yados por los datos reportados a nivel nacional por
INLASA que el afio 2005, informa una resistencia del 7%.
Es importante resaltar que en nuestro pais todavia existe
una buena sensibilidad a la eritromicina en relacién a la
penicilina. Sin embargo la susceptibilidad a penicilina y
eritromicina es variable en diferentes paises latinameri-
canos.%101617 v en paises europeos,!® coincidiendo en un
incremento de resistencia en los diferentes afios. El alto
porcentaje de resistencia a penicilina en paises de Lati-
noameérica, segun Hortal y Camou’ es el resultado de dos
fendmenos epidemioldgicos: La importacion de clones
qgue poseerian atributos especiales de virulencia y even-
tos de transferencia de resistencia a cepas sensibles, que
ocurren de manera independiente y localizada; asi como
el uso de este antibidtico en un esquema inicial de trata-
miento, sin la realizacion previa del antibiograma.12
También se ha indicado que las cepas resistentes a peni-
cilina suelen ser resistentes a otros antibidticos.1:1°

La evaluacion estadistica de valoracién de sensibilidad y
especificidad para comparar la reproducibilidad de los
métodos de identificacién microbiolégico, seroldgico y
molecular, aplicados a subcultivos sucesivos de Strepto-
coccus pneumoniae, muestra que el método microbiold-
gico de identificacidon de la optoquina revela un aumento
de resistencia a la optoquina del 22.22% en subcultivos
sucesivos del neumococo, con una sensibilidad de 77.78
%, esta disminucion de la sensibilidad puede ser alterada
por diversos factores, como las transformaciones genéti-
cas o mutaciones especialmente a nivel del gen atp C,
que codifica para la ATPasa’?° o por subcultivos repeti-
dos.

La prueba seroldgica de aglutinaciéon de BBL™ Pneumos-
lide™, reportd un porcentaje de 96,30 % de positividad y
un 3.7 % de negatividad. Comparando estos resultados
con el test de la optoquina, muestra una sensibilidad de
96% Yy una especificidad del 100%, lo que permite con-
cluir que el este método seroldgico de “Pneumoslide, TM”
tiene mayor reproducibilidad en relacion a la prueba de la
optoquina en subcultivos de neumococo. La prueba mo-
lecular dio 100% de positividad en los subcultivos.
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Estos resultados indican claramente que los métodos
moleculares, permiten reconocer caracteristicas genéti-
cas de las bacterias no reveladas por las técnicas con-
vencionales. Los genes lyt- A y ply han sido muy usados
en la identificacion del Streptococcus pneumoniae en va-
rios trabajos de investigacion, como se describe en el de
Suzuki et al,* que utilizd estos genes como marcadores
en la identificacion molecular de Streptococcus pneumo-
niae, también, Ron Dagan et al,?? indica que la técnica
molecular de PCR es un test altamente sensible para la
deteccion de S pneumoniae, entre otros, se encuentra el
trabajo de Parra E, Castafieda E, Moreno24 que utilizan la
PCR para la Identificacion de Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis
usando el gen lyt-A como marcador de S pneumoniae ;
por los resultados obtenidos con esta técnica su uso fue
recomendado por el Instituto Nacional de Salud de Co-
lombia en su programa de vigilancia de Streptococcus
pneumoniae.?

En la actualidad con el fin de asegurar la especificidad de
este método se estan implementando la técnica PCR-
RFLP, para la deteccién de este microorganismo,® mas aln
ya se reportaron varios trabajos utilizando la PCR en
tiempo real, basada en la identificacion de los genes Iyt A
y pLy, utilizando sondas especificas, método que sera im-
portante implementar mas adelante, para obtener inclu-
sive mejores resultados.?>26

Esta investigacion nos permitié concluir que Streptococ-
cus pneumoniae es agente causante de infecciones res-
piratoria agudas y de neumonias, presentandose con
mayor frecuencia en nifios menores a 10 afios y adultos
mayores a 49 afios, circulando en mayor porcentaje de la
poblacién durante los meses de invierno. Se observd un
alto porcentaje de susceptibilidad disminuida a la penici-
lina y en menor porcentaje a la eritromicina, datos que
nos permiten recomendar la realizacion de cultivo y anti-
biograma antes de iniciar el tratamiento.

En relacion a la reproducibilidad de los tres métodos uti-
lizados con fines de reconfirmacion para este microorga-
nismos, se puede concluir que la técnica microbioldgica
no es una técnica reproducible y estable después de sub-
cultivos sucesivos, para ser utilizada con fines de recon-
firmacion en el diagndstico de Streptococcus pneumoniae,
recomendando por lo tanto, el uso de las pruebas mole-
culares y seroldgicas, por presentar mayor sensibilidad y
especificidad frente a la prueba de la optoquina.
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