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RESUMEN

Las enfermedades invasivas meningitis y neumonias producidas por
Streptococcus pneumoniae aun contindan siendo un problema muy importante de
salud que afecta a la edad pediatrica, especialmente en los paises en vias de
desarrollo. Varios serotipos de neumococos son los responsables de producir estas
enfermedades invasivas, los mismos que varian de acuerdo al tiempo, al area
geografica y la edad.

El presente estudio prospectivo, se realizo con la finalidad de determinar los
serotipos circulantes de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes, productores
de meningitis y neumonia, durante los afios 2.000 — 2.005 en nifios menores a los
cinco afos hospitalizados en las salas de pediatra de ocho hospitales centinela de
las ciudades de Cochabamba, Santa Cruz y La Paz. La técnica empleada para la
serotipificacion fue la de Quellung o de precipitacion de la capsula.

De un total de 112 aislamientos, 59(52,70%) correspondieron a LCR, 41
(36.60%) a sangre y 12(10,7%) de liquido pleural; la edad de los pacientes oscilo
entre 0 a 5 afios de edad, el 79,50% pertenecian al grupo comprendido entre 0-25
meses de edad (menor a 2 afios) grupo mas afectado por casos de Meningitis en
un 58,90% y 41,10% por casos de Neumonia; con un intervalo de confianza de
95% (ICgs) de 70,8 a 86,5. El promedio de edad en meses es de 17,5; una
desviacion estandar de 16,5; la mediana de 12,5 meses.

Los serotipos encontrados en orden de frecuencia son: 6, 19, 14, 23, 5, 7,
18, 1, 9, 11, 12, 24, 10, 28, 33, 4, 8, 15, 17 y 34, de los cuales 12 son los mas
frecuentes; ocupando los serotipos 6(18,80%), 19(17,90%) y 14(15,20%), los tres
primeros lugares; estos mismos serotipos han sido reportados en otros paises del
mundo particularmente en paises en desarrollo.

Se realiz6 el estudio analitico, utilizando medidas de asociacion estadistica
de acuerdo a la clasificaciébn de variables principalmente Chi cuadrado, la cual
mostrdé que no existia ninguna asociacion con los serotipos y el tipo de muestra,
procedencia, sexo, edad ni cuadro clinico mostrando un valor p de significancia de
0.2111, 0.1096, 0.4187, 0.2953, 0.14215 respectivamente, siendo el valor p de
asociacion < 0,05.

Los resultados obtenidos nos dan una visién de los serotipos que estan
afectando a este grupo etareo, asi mismo nos permitira elaborar estrategias de
control y prevencion de estas patologias a través de la aplicacion a futuro de una
vacuna conjugada que contenga los serotipos mas predominantes encontrados en
estos tres departamentos, sin embargo es necesario continuar con la vigilancia de
este patdgeno, ampliando el proyecto a todos los departamentos de Bolivia lo cual
nos permitird un mayor conocimiento epidemiolégico de la infeccion neumocadcica.



SUMMARY

The invasive diseases meningitis and pneumonias produced by
Streptococcus pneumoniae still continue being a very important problem of health
that affects the pediatric age, specially in the developing countries. Several
serotypes of pneumococcus produce these invasive diseases, wich vary according
to the time, the geographic area and the age.

The present study prospective was made with the purpose of determining the
more frequent circulating serotypes of Streptococcus pneumoniae producers of
meningitis and pneumonia, wich is during years 2.000 — 2.005, in children smaller to
five years, hospitalized in the pediatric rooms of eight sentinel hospitals of
Cochabamba, Santa Cruz and La Paz cities. The technique used for the
serotypification was the Quellung or capsule precipitation.

Of a total of 112 isolations, 59(52,70%) corresponded to LCR, 41(36,60%) to
blood and 12(10,7%) of pleural liquid; the age of the patients oscillated between 0
to 5 years of age, 79,50% belonged to the group between 0-25 months of age
(smaller to 2 years) group more affected by cases of Meningitis in a 58,90% and
41,10% by cases of Pneumonia; with an confidence interval of 95% (IC g50,) from
70,8 to 86,5. The average of age in months is of 17,5; a standard deviation of 16,5;
the medium one of 12,5 months.

The serotypes found in frequency order are: 6, 19, 14, 23, 5, 7, 18, 1, 9, 11,
12, 24, 10, 28, 33, 4, 8, 15, 17 and 34, of which 12 are the most frequent; occupying
serotypes 6 (18,80%),19(17,90%) and 14(15,20%), the three first places; the same
serotypes have been reported in other countries particularly in developing countries.

The analytical study was made, using statistical association according to the
variables classification mainly Chi- square, which showed no association with the
serotypes and the type of sample, origin, sex, age nor clinical picture showing a p
value significance of 0.2111, 0.1096, 0.4187, 0.2953, 0.14215 respectively, being
the value p of association <0,05.

The obtained results give us a sight of the serotypes that are affecting to this
group, as well as it let us to make control and prevention strategies of these
pathologies through eventual application of a conjugate vaccine that contains the
prevailing serotypes founding in these three departments, nevertheless is necessary
to keep going with this pathogen surveillance, extending the project to all the
Bolivia's departments wich would give us a biggest epidemiologyc
acknowledgement of the neumococcic infection.



1. INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae (neumococo), se ubica dentro de las principales
prioridades como problema de salud publica tanto en paises industrializados como
aguellos menos desarrollados. Es responsable de una elevada morbilidad y
mortalidad a nivel mundial,(*) causa una gran variedad de cuadros clinicos que van
desde infecciones benignas como otitis media y sinusitis agudas, a infecciones
severas como endocarditis, meningitis, neumonia y septicemias.(?)

La neumonia como sindrome afecta aproximadamente a 4 millones de nifios
menores de cinco afios y de un numero similar de adultos mayores de 60 afios en
el mundo, por otro lado con el transcurso del tiempo se ha producido un cambio
epidemioldgico de las infecciones causadas por este agente con un aumento real
de la incidencia sobre todo en infecciones sistémicas como meningitis.(*)

Los principales factores de riesgo sefialados por la OPS/OMS (Organizacion
Panamericana de Salud y Organizacion Mundial de la Salud) son el hacinamiento,
déficit de vacunas especificas, ausencia de lactancia materna, bajo peso al nacer,
desnutricion, barreras de acceso a la consulta médica, y en algunos casos por
déficit de vitamina A. La via de transmision de este agente es aérea, a través de
gotas de saliva, por contacto estrecho de persona a persona, todas las edades,
razas y sexos son susceptibles a la enfermedad.(>*°)

La cépsula polisacarida es el principal factor de virulencia de esta bacteria,
actualmente se han descrito 90 serotipos de Streptococcus pneumoniae en base a
la composicion antigiénica de la capsula, esta variedad fenotipica se observa
también a nivel genotipico, recientemente se ha determinado que el gen Gaaj es el
responsable de la biosintesis del polisacarido capsular que dan los distintos
serotipos, sin embargo la experiencia clinica mundial muestra que son doce los
serotipos con mayor impacto clinico, y son: 1,3,4,5,6,7,8,9,14,18,19,23
responsables del 80% o mas de las infecciones neumocécicas invasoras.

Los portadores pueden albergar diferentes serotipos al mismo o en diferentes
tiempos, de modo continuo o en forma intermitente, varian con el tiempo, el cuadro
clinico y la region geogréfica, su distribucion es diferente en los nifios y en los
adultos, algunos son aislados en todas las edades, mientras unos cuantos son
aislados més frecuentemente en los nifios.(>*°)

La identificacion de serotipos se realiza mediante reacciones antigeno-
anticuerpo, existiendo numerosas técnicas, las mas utilizadas son: Reaccion de



Quellung, aglutinaciéon de particulas de Latex y Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).(})

Nuestro pais no cuenta con datos respecto a los serotipos circulantes, en la
poblacién infantil menor de cinco afios que cursan con procesos invasivos, por ello
el presente trabajo dirigido pretende realizar un estudio que determine los serotipos
de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes, empleando para tal efecto la técnica
de Reaccién de Quellung o precipitacion capsular utilizando antisueros especificos.



2. JUSTIFICACION

Streptococcus pneumoniae, continua siendo hoy en dia, mas de un siglo
después de su descubrimiento, un patdégeno bacteriano capaz de producir
enfermedades graves como meningitis y neumonias y otras enfermedades menos
graves como otitis, sinusitis, etc.

Siendo que estas enfermedades invasivas constituyen una causa principal de
morbilidad y mortalidad infantil tanto a nivel mundial como en nuestro pais; en el
que se registra alrededor de 200 casos anuales de meningitis bacteriana y 180
casos de neumonias bacterianas, junto a las secuelas graves que se produce en
algunas de ellas, hace que resulte importante la prevencién de las enfermedades
tanto desde el punto de vista de tratamiento como por la posibilidad de actuar
preventivamente a través de programas de vacunaciéon, es por esta razdn que
surge el presente trabajo dirigido como una urgente necesidad de disponer de
datos regionales sobre la frecuencia de serotipos circulantes en cepas de
Streptococcus pneumoniae aislados de Liquido cefalorraquideo (LCR), Sangre y
Liquido Pleural, que afectan principalmente a la poblacién pediatrica menor a cinco
afios, tomando en cuenta ademas que el pais no cuenta con datos ni estudios que
se hubiesen realizado sobre este tema.

El conocimiento de los serotipos de Streptococcus pneumoniae que circulan en
el pais sera de gran importancia no solo para evaluar las coberturas de las vacunas
gue actualmente se estdn aplicando en otros paises, si no también dicha
informacion sera de utilidad para el desarrollo a futuro de una vacuna conjugada
especifica que permita una vigilancia continua en Bolivia, considerando ademas
gue las vacunas utilizadas actualmente han sido elaboradas en base a serotipos
encontrados en otros continentes, los cual no significa que necesariamente sean
los encontrados en nuestro pais, ya que los serotipos varian con el tiempo, la edad
y el area geografica.

Para el siguiente estudio se han seleccionado ocho hospitales que concentran
mayor poblacién pediatrica, ademés de tener capacidad previa instalada clinico-
epidemioldgica y de laboratorio bacteriolégico en el pais, ubicados en los
departamentos de La Paz, Cochabamba, Santa Cruz, quienes fueron identificados
como hospitales centinela para la vigilancia de este microorganismo, cuya funcion
es el aislamiento de cepas, para posteriormente remitirlos al laboratorio coordinador
de bacteriologia del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud — INLASA, quien se
encargara de la serotipificaciéon de cepas de acuerdo al sistema de nomenclatura
Danés, utilizando la técnica de Quellung o precipitacidn capsular que es la que
actualmente se utiliza a nivel latinoamericano.



Se determino que el laboratorio coordinador para la vigilancia de este
microorganismo, sea el laboratorio de bacteriologia del INLASA, porgue como
centro Nacional de Referencia cuenta con la tecnologia y experiencia necesaria
como para garantizar la calidad de los resultados obtenidos, ademéas de la
accesibilidad de obtencién de las cepas no solo de la ciudad de La Paz, sino
también del interior del pais.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Determinar los serotipos circulantes en cepas de Streptococcus pneumoniae
aislados de procesos invasivos como neumonia y meningitis en nifios menores de 5
afos internados en hospitales centinela pediatricos de los departamentos de La
Paz, Cochabambay Santa Cruz de Bolivia desde los afios 2000 a 2005

3.2 Objetivos Especificos

e Serotipificar todas las cepas de Streptococcus pneumoniae enviadas por
los laboratorios centinela empleando el método de reacciéon de Quellung,
utilizando antisueros especificos, previa confirmacion de diagnostico

bacteriolégico.
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4. DISENO TEORICO
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Las cepas de Streptococcus pneumoniae aisladas de procesos invasivos en
niflos hospitalizados menores de cinco afios, serdn recolectados y enviadas desde



los laboratorios centinela de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz, al laboratorio de
Referencia Nacional del INLASA (Instituto Nacional de Laboratorios de Salud),
donde previa confirmacién de diagndstico bacteriolégico a través de pruebas
bioquimicas, seran serotipificadas siguiendo el método de Quellung, utilizando
antisueros especificos contenidos en 12 pooles y adquiridos del Statens
Seruminstitut de Dinamarca.

Todos los procedimientos, desde la toma de muestra, identificacion y
serotipificacion se realizaran bajo estricto control de calidad, utilizando cepas ATCC
(American type Control Culture), siguiendo normas de la NCCLS (National Comitee
for Clinical Laboratory Standard), actualmente denominada CLSI (Clinical Laboratoy
Standard Internacional).

4.2. MARCO REFERENCIAL

4.2.1. ANTECEDENTES

Datos estadisticos proporcionados por la OMS (Organizacibn Mundial de la
Salud), revelan que en 1.998 3,5 millones de personas murieron de neumonia en
todo el mundo, mas que cualquier otra enfermedad infecciosa, siendo el agente
causal mas frecuente Streptococcus pneumoniae. (*)

La OPS (Organizacion Panamericana de Salud), inform6 en 1.999 el
fallecimiento de 72.000 nifios menores de cinco afos por infecciones respiratorias
agudas (IRAS), de ellas el 80% son neumonias y el 50% causado por el
Streptococcus pneumoniae. ()

Segun datos aportados por el BID (Banco Interamericano de Desarrollo) en
Latinoamérica se producen cada afio 9.000 casos de meningitis bacteriana aguda
con un 10% de letalidad promedio y 30% de secuelas.(?)

Las tasas por 100.000 habitantes en paises industrializados fueron menores, asi
en Finlandia 6,3 %, en EE.UU. 15%, los Angeles 16,5%, en Israel 16,7%.(%

En Francia, la incidencia de enfermedad invasora especialmente neumonia
neumocacica es alta, datos proporcionados en Gambia sefialan una taza superior a
554/100.000 en nifios menores de un afio, que seria mas de 10 veces superior a la
registrada en paises desarrollados como EE.UU.(*7)

En EE.UU se estima que el neumococo provoca anualmente 3.000 casos de
meningitis, 50.000 de bacteriemias y 500.000 de neumonias.(*?)

A nivel mundial se estima que en el afio 2.000 ocurrieron casi 4 millones de
defunciones por infecciones de vias respiratorias inferiores.



Estudios de vigilancia epidemiolégica de mas de 4.000 aislamientos en
hospitales municipales de diferentes areas de EE.UU. han encontrado 12 serotipos
que son los causantes del 80% de las infecciones, estos son el
8,4,14,7,12,9,1,18,6,23, cerca del 65% fueron aislados de lactantes y nifios y los
serogtipos responsables de bacteriemias son los mismos a excepcion del serotipo
12.(9)

Un estudio con 3.600 pacientes bacteriemicos en 10 hospitales de EE.UU.
mostré 6 tipos capsulares (18,14,1,2,4,3) cuya frecuencia va en orden decreciente y
es responsable del 50% de los casos. Otros tipos capsulares (12,6,18,9,19 y 23)
son causantes del 25%.(*°)

En Puebla - México se estudiaron procesos invasivos producidos por este
microorganismo en menores de 5 afios encontrandose que el 58% a 77%
corresponden a meningitis mas sepsis y el 10 a 20% corresponde a neumonias.(*')

En Uruguay en siete afios de vigilancia (1994-2000) fueron aislados 520 cepas
de procesos invasivos, los serotipos mas frecuentes encontrados fueron el 14,5,1,3
y 7F.(%)

Actualmente en Chile el Streptococcus pneumoniae es la segunda causa de
meningitis bacteriana aguda, responsable de un 15,2%.(%)

En Santiago de Chile M. Levine et. al realizé un estudio prospectivo basado en
vigilancia de hospitales durante el periodo de 1994 — 1995 registrandose una
incidencia de 90,6/100.000 lactantes de 0 a 11 meses, 18,5/100.000 nifios de 12 a
23 meses, el 45% correspondian a neumonia y 31,3% a meningitis. El grupo etareo
de mayor riesgo son menores de un afio con un 8% de todas las meningitis y
neumonias.(?)

Estudios realizados en Chile, demostraron que un sujeto puede estar colonizado
por cuatro diferentes serotipos al mismo tiempo, algunos de ellos como el 14,5y 23
se asocian con mayor frecuencia a infecciones invasivas en nifios.(*)

El ISP (Instituto de Salud Publica de Chile) ha documentado que los
neumococos de ciertos serotipos capsulares son proclives a desarrollar resistencia
a los antimicrobianos y son el 23F, 19F, 6B, y que la distribucion de cepas
invasoras no es igual a la de las colonizaciones en infecciones de superficies
mucosa como otitis media aguda, sinusitis agudas y neumonias.(**)

Sin embargo durante los ultimos 40 afios se ha observado una disminucion
gradual de los serotipos 1,2 y 3.(°)



En julio de 1.992 la OPS Washington DC, a través del grupo SIREVA (Sistema
Regional de Vacunas) y un grupo de expertos de diversos paises organizé un
protocolo para la vigilancia de Streptococcus pneumoniae causante de
enfermedades invasivas en nifios menores de 5 afios cuyos objetivos estan
dirigidos a conocer la prevalencia de serotipos, la resistencia a la penicilina y otros
antimicrobianos, de esta manera orientar a la formulacién de una vacuna conjugada
ideal y especifica para paises latinoamericanos; el proyecto conté con el apoyo
financiero de la Agencia de Investigacion de Canada (CIDA) y el aporte técnico del
CDC de Ottawa del Centro Nacional de Referencia de Estreptococos (NCS) de la
Universidad de Alberta, Edmonston, Canada.(**)

El estudio se inicié con la participacion de 6 paises latinoamericanos: Argentina,
Brasil, Chile, Colombia, México y Uruguay; estableciéndose una red de vigilancia
integrada por hospitales centinela que internan poblacién pediatrica.(**)

El Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran“ de la Argentina, fue designado como laboratorio de referencia para la
serotipificacion del Streptococcus pneumoniae, el 10 % de todos los aislamientos
pasé por un control de calidad externo realizado por el Centro Nacional de
Referencia del Canadd garantizando la confiabilidad de la informacion
obtenida.(**%)

Se estudiaron a 3.393 nifios con infecciones sistémicas por Streptococcus
pneumoniae, 1.578 correspondian a neumonias, y un 63,8% eran menores de 2
afnos, los serotipos aislados con mayor frecuencia en los 6 paises fueron : 14, 6A,
6B, 5, 1, 23F, 18 E, 19 A, 9F, 9U , 3, 4, 9N, destacandose el serotipo 14 de mayor
porcentaje, registrandose en Argentina mas del 30%.(°%)

Actualmente se esta aplicando tanto en paises europeos como algunos paises
latinoamericanos, la vacuna polisacarida 23-valente licenciada por la FDA en
1.983 que fue elaborada con el aporte de 13.000 cepas, ninguna de estas
pertenecia a nuestro continente.(*)

4.2.2. SITUACION EN BOLIVIA

En Bolivia los indicadores epidemiolégicos corroboran que las infecciones
respiratorias agudas (IRAS) forman parte de las principales causas de consulta en
policlinicos pediatricos, dentro de estas infecciones y sus complicaciones se
destacan las neumonias y meningitis cuyo agente etiolégico mas frecuente es el
Streptococcus pneumoniae.(*)

Segun datos de la ENDSA (Escuela Nacional de Demografia y Salud) en 1.994
Bolivia, las neumonias constituyen la segunda causa de mortalidad infantil, sin
embargo, en los hospitales de tercer nivel no se tienen datos estadisticos
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disponibles respecto a estas patologias, ni mucho menos los serotipos de
Streptococcus pneumoniae. (‘')

El Servicio Departamental de Salud (SEDES) indica que en la ciudad de La Paz
durante el afio 1.999 reporto un total de 213,938 casos de infecciones respiratorias
agudas (IRAS), lo que corresponde a una tasa de 4.026 por 100.000 habitantes, el
47,8% de estos pacientes pertenecian a un nivel socio-econémico bajo, en cuanto
al sexo de los pacientes se presentan en un 50% en varones y 50% en mujeres.(*®)

Segun ultimos datos proporcionados por la Secretaria Departamental de Salud
(SEDES) indica que los procesos infecciosos respiratorios agudos (IRAS) ocupan
nuevamente el primer lugar de mortalidad infantii en menores de 5 afos, el
porcentaje de un total de IRAS fue de 51,63%.(*°)

En 1.999 el pais ingresa a formar parte del proyecto OPS-SIREVA, inicialmente
se realiz6 un taller sobre técnicas de laboratorio conducido por un profesional del
INS (Instituto Nacional de Salud) - Colombia, y el INLASA (Instituto Nacional de
Laboratorios en Salud) - Bolivia, en la que participaron profesionales responsables
gue formaron parte del grupo de Hospitales Centinela y Focales de los tres
departamentos que concentran mayor poblacion pediatrica como Cochabamba,
Santa Cruz y La Paz; de esta manera se inicia a partir del afio 2.000 el
aislamiento, recoleccidn, y serotipificacién de cepas de Streptococcus pneumoniae.

4.2.3. MARCO TEORICO
4.2.3.1. Historia

Streptococcus pneumoniae, es uno de los microorganismos mas estudiados
desde que fue descubierto por Pasteur en Francia en 1.881, cuando inoculd
conejos con saliva de un nifio muerto por rabia, al que se denomino inicialmente
como “microbio septicémico de la saliva” en ese mismo afio Stemberg, en
Estados Unidos aisla este microorganismo denominandolo como Micrococcus
pasteuri, al afio siguiente Friedlander demostré su asociacion con la neumonia
lobar aguda, en 1.886 fue denominado neumococo por Frankel por que causaba
enfermedades pulmonares, posteriormente en 1.920 fue denominado como
Diplococus pneumoniae y recién en 1.981 Chester le da la denominacion
actualmente vigente Streptococcus pneumoniae.(**"#19)

En 1.926 Felton y Bar consiguieron la separacion del polisacarido capsular del
Streptococcus pneumoniae y demostraron que esta era la fraccion responsable de
la inmunidad; actualmente se han descrito 90 antigenos de polisacaridos.(**%)

En 1.927, Frederick Griffit, médico britanico, observo que cuando inyectaba
subcutaneamente a ratones un cultivo de heumococos Vvivos, sin virulencia junto a
una especie muerta de neumococos letales, que los ratones morian al dia
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siguiente, las bacterias inofensivas se habian transformado en la misma especie de
neumococos letales que transferian esa virulencia a su progenie. (***)

En 1.931 Oswald Theodore Avery, médico del Instituto Rockefeler juntamente
con Michael Heidelberg Avery descubrié la naturaleza bioquimica de las envolturas
capsulares de cuatro tipos de neumococos que no solo eran responsables de su
toxicidad, sino también de su especificidad seroldgica.(*)

En 1.937 fue la primera vez que el material capsular se utilizé para la
produccion de la vacuna, que contenia dos polisacéaridos, finalmente se fueron
desarrollando vacunas con 4 valencias (tetravalentes), con 6 valencias
(hexavalentes), y luego con 7,14 y 23 valencias.(*})

En 1.943 — 1.944 Avery, Colin Mac Leod y Mac Carty, anunciaron que el ADN
(Acido Desoxirribonucleico) puro obtenido de neumococos encapsulados muertos
de tipo Il podian transformar un cultivo de neumococos tipo Il no capsulados, asi
se empez6 a conocer la capacidad patégena de recombinacion genética que
posee este microorganismo.(**)

4.2.3.2. Epidemiologia

Las enfermedades neumocdcicas son endogenas, es decir no se adquieren de
novo de otros pacientes con enfermedades activas, si no que ocurren cuando los
propios neumococos del sujeto lo atacan, viven en forma sintomatica en la region
superior del aparato respiratorio de 5 a 7% de la poblacién.(*’) La infeccion
neumococica estd usualmente precedida por la colonizacion de la nasofaringe
humana, siendo esta un importante factor de riesgo para desarrollar la
enfermedad.(***) En Nueva Guinea se demostré que mas del 95% de los nifios
son colonizados durante sus dos primeros afios de vida por Streptococcus
pneumoniae. (*°)

Streptococcus pneumoniae es la causa principal de neumonias y meningitis
bacterianas en todo el mundo.(**) La neumonia neumocécica es considerada una
de las mas prevalerte tanto en paises en desarrollo como los desarrollados afecta
principalmente a nifios menores de 5 afios y ancianos con factores de riesgo, se
estima una tasa de mortalidad mundial de mas de 1.500.000 decesos anuales por
neumonias neumocdcicas, en nifios menores de cinco afios.(*)

A nivel mundial ocupa el segundo lugar en frecuencia como causa de meningitis
bacterianas precedida a menudo de neumonia, esta heumonia neumocadcica es el
tipo mas frecuente adquirido en la comunidad, su indice de mortalidad en los casos
no complicados es aun relativamente alto (5-7%) incluso cuando se instituye un
rapida terapia adecuada, ademds ocasiona otras enfermedades como otitis media,
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sinusitis purulenta, en ocasiones peritonitis, etc. sobre todo en pacientes jévenes
con sindrome nefrético.(?)

Los neumococos son transportados en la nasofaringe de personas sanas y
constituyen el mayor reservorio para las infecciones neumocdcicas, la tasa de
portacién varia con la edad, el medio y la presencia de infecciones en el tracto
superior.(°)

La tasa de portacion es mayor en nifios de edad preescolar (25 al 30%) en los
adultos es de solo el 5%, en mayores de 40 afos la tasa es 3 a 4 veces mas alta.

En grupos cerrados de poblacion como guarderias, escuelas, servicio militar,
instituciones para enfermos crénicos la incidencia de infecciones es alta con una
tasa que puede llegar hasta el 60%.(°)

En EE.UU la neumonia es la forma bacteriana mas comun, se estima que la
tasa es de 68 a 260 por 100.000 habitantes y entre 150.000 y 300.000 casos
anuales.(®)

Un grupo de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimo
para el afio 1.995 una mortalidad por IRAS entre 16 a 30 por 100.000 nifios
menores de 5 afos, en Canada y EE.UU, mas de 100 y hasta 2.000 por 100.000 en
los paises subdesarrollados como Haiti, Bolivia, Paraguay y otros.(** %%

A la fecha se han identificado 90 serotipos de Streptococcus pneumoniae Yy
aproximadamente 45 serogrupos, en base a diferencias antigénicas de sus
polisacaridos capsulares.(* ™) Las primeras cepas identificadas fueron aquellas que
causan enfermedades mas frecuentes, es decir las virulentas, asi los serotipos con
los numeros bajos son los que aparentemente se encuentran implicadas con
enfermedades humanas.(*°)

La inmunizacion pasiva o activa estimula la aparicion de anticuerpos serotipo
especificos que causan aglutinacion o hinchamiento de la capsula de
Streptococcus pneumoniae, mas conocida como Reaccion de Quellung.

La serotipificacion fue relevante desde el punto de vista clinico, en la década de
los 30 cuando el antisuero era administrado para terapia, hoy en dia es de gran
interés epidemioldgico y de salud publica.

4.2.3.3. Clasificacion taxondmica

Streptococcus pneumoniae pertenece a la familia Streptococcaceae y al género
Streptococcus.(*?)
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4.2.3.4. Morfologia

Streptococcus pneumoniae es una bacteria Gram positiva, encapsulada,
caracteristicamente tienen forma de diplococos lanceolados de 0,5 a 1,25 pm de
didmetro, cuyos lados adyacentes son redondos y sus extremos distales mas
agudos, lo que le da una apariencia lanceolada o en llama de bujia, se disponen en
pares 0 en cadenas cortas, son inméviles y no forman esporas. (0111419

capsule
/ cell membrane
cell wall

Figura 1. Morfologia de Streptococcus pneumoniae

4.2.3.5. Biologia

Streptococcus. pneumoniae es una bacteria anaerobia facultativa que puede
utilizar una amplia variedad de carbohidratos fermentables, su metabolismo
productor de energia es del tipo &cido lactico, la cantidad de acido que se acumula
es pequefia, dado que no produce catalasa ni peroxidasa, la acumulaciéon de
peréxido de hidrégeno destruye al microorganismo, a menos que se proporcione
catalasa al medio de cultivo mediante el agregado de eritrocitos que es una
excelente fuente de esta enzima; es soluble en bilis, sensible a la optoquina y
muchos serotipos son virulentos para el ratén. (3**°) Los neumococos no tienen
citocromos de manera que respiran mediante un sistema de flavoproteinas que
transforman el oxigeno en peroxido de hidrogeno(**).
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4.2.3.6. Condiciones de crecimiento

Los neumococos presentan un crecimiento muy pobre en los medios de cultivo
ordinario, necesitando medios enriquecidos con sangre, suero, glucosa, etc; puede
proliferar en medios sintéticos quimicamente definidos, pero para su primer
aislamiento se recomienda utilizar agar infusion enriquecido y caldos como
tripticasa soja o infusion de cerebro corazoén, enriquecida con 5% de sangre
desfibrinada. En caldo suero crece con una turbiedad uniforme y un depdésito que
varia con el tiempo de incubacién, no forma pelicula.(*!)

Crece a un pH comprendido entre 6,5 a 8,3; siendo el pH optimo para su
proliferacion de 7,4 a 7,8; no se observa desarrollo a pH de 9,6. Es un
microorganismo anaerobio facultativo que presenta una marcada tendencia a
acumular peroxido de hidrogeno cuando crece en condiciones aerobias; por ello,
crece mejor en una atmésfera que contenga un 5% de C0,.(*%)

En agar sangre ovina después de las 18 a 24 horas de incubacion a 35°C y
presencia de CO0,, aparecen colonias circulares, pequefias y elevadas de 0,5-1mm
de diametro, con una superficie lisa, brillante y de bordes enteros, rodeadas de una
zona de lisis eritrocitaria incompleta, denominada hemolisis alfa (o). Si se realiza
una incubacion prolongada, la zona central de la colonia se puede deprimir por
autolisis celular progresiva.(******%) Cuando se incuba en ambiente anaerébico los
neumococos producen beta hemdlisis sobre el agar sangre porque sintetizan una
proteina de 63Kd llamada neumolisina O.(**) La morfologia de muchas colonias de
Neumococo en agar sangre es muy parecida a las colonias alfa hemoliticas de
Streptococcus viridans.(>*119)

Cuando se produce una excesiva sintesis de polisacarido capsular, producen
colonias mucoides de apariencia caracteristica que pueden alcanzar diametros de
3mm, esto es frecuente en cepas del serotipo 3 y otros capsulados. (>

Aunque son cocos Gram positivos durante la fase exponencial de crecimiento
en medios artificiales, se vuelven Gram negativas de modo progresivo al envejecer
los cultivos. Si la incubacion continua, disminuye el numero de células viables y el
cultivo tiende a clarificarse. Estos cambios se deben a la accion de enzimas
autoliticas, que primero transforman las células en Gram negativas vy
posteriormente causan su lisis. (01119

4.2.3.7. Andlisis Estructural

Los neumococos presentan la estructura clasica de una bacteria Gram positiva,
siendo su caracteristica mas destacada, la de estar rodeado por una capsula de
naturaleza polisacarida. Streptococcus pneumoniae presenta un genoma con 2.270
Kb, aunque la ausencia de un mapa genético ha sido un gran impedimento para la
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investigacion en el campo de la genética molecular de este microorganismo. La
caracteristica de separar fragmentos largos de ADN por electroforesis de campo
pulsado (pulse-field gel electrophoresis (PFGE) ha sido utilizada para realizar
mapas bacterianos cromosomicos, gracias a la utilizacion de enzimas de restriccion
como Smal, Apal, Sacll.(*°)

4.2.3.7.1. Componentes de superficie de Streptococcus
pneumoniae

Los principales componentes de la superficie del neumococo son:
Membrana plasmaética, la pared celular y la capsula.

4.2.3.7.1.1. Membrana Plasmatica

En la membrana plasmatica se encuentran proteinas a las que se atribuyen
actividades enzimaticas importantes, tales como autolisinas, endonucleasas,
proteinas activadoras e inhibidoras y proteinas fijadores de penicilina (PBPs o
Penicilin Binding Proteins).(*>*")

En esencia todo el lipido que puede extraerse del neumococo esta presente en
la membrana plasmética, también se encuentra en la membrana un acido teicoico
gue contiene colina, similar a la de la pared pero unido de manera covalente a los
acidos grasos; este acido lipoteicoico es el portador del antigeno F, un
determinante inmunologico que reacciona de manera cruzada con las series de
Forssman de antigenos de superficie de mamiferos.(**>°)

4.2.3.7.1.2. Pared Celular

La pared celular del Streptococcus. pneumoniae tiene la estructura general de
las bacterias Gram positivas, consiste en un esqueleto de péptido-glucano
constituida por sub unidades alternadas de N-acetilglucosamina y acido N-acetil
muramico enlazadas por puentes peptidicos, un componente importante es el acido
teicoico rico en galactosamina, fosfato y colina, esta ultima sustancia es exclusiva
de esta bacteria y cumple una funcion reguladora importante en la hidrdlisis de la
pared. En esta estructura se anclan el polisacarido C, polisacarido capsular, y las
proteinas.(**°)

4.2.3.7.1.3. Céapsula

La cépsula se puede definir como una estructura superficial que presentan
muchas bacterias, consistentes en acumulacién de material mucoso o0 viscoso,
situado externamente respecto de la pared celular.(*°)
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La capsula neumocécica esta constituido por grandes polimeros polisacéridos
de alto peso molecular, que forman geles hidréfilos en la superficie de los
microorganismos, estan conformadas por unidades repetitivas de oligosacaridos
(dextranos y lévanos), ligados por enlaces covalentes a la pared celular.(®)

Esta estructura es la piedra angular de la patogénesis de las infecciones
neumocadccicas, la composicion antigénica es variable en diferentes cepas y
permite agrupar a S. pneumoniae en mas de 90 diferentes serotipos capsulares y
aproximadamente 45 serogrupos. Se definen como pertenecientes a un mismo
serogrupo, los serotipos que presentan inmunogenicidad cruzada como el serotipo
6A Yy 6B.

También es considerada como el principal factor de virulencia de este microor-
ganismo, debido a su resistencia a la fagocitosis.(*®) La capsula se sintetiza
rapidamente durante la fase logaritmica del crecimiento bacteriano y puede ser
detectado en el suero y orina de pacientes con enfermedades neumococcicas.(*°)

La composicion quimica de la capsula es variable, incluso dentro del mismo
serotipo, estudios quimicos de este antigeno revelan que la mayoria de los
serotipos poseen una capsula cargada negativamente (excepto el 7 y 14 que son
neutros) y poseen componentes acidos como el acido D-glucordnico (en los tipos
1,2,3,8, 9A y 9V), o fosfato en enlaces fosfodiester (en los tipos 6A, 6B, 11A,
15F,19F,19A y 23F).(3)(*®) Por ejemplo, la capsula del neumococo serotipo 3
consiste en unidades repetidas de acido celobiurdnico disacarido formado por acido
D-glucordnico y D-glucosa conectados por enlaces glucosidicos beta 1-4.

El polimero presenta grupos carboxilos libres, lo cual contribuye a la
electronegatividad del organismo encapsulado.(*®)

Las capsulas tienden a ser mayores durante la fase exponencial de crecimiento,
cuando la sintesis del polisacarido es maxima. En las ultimas fases de crecimiento,
las capsulas disminuyen debido a la difusion del polisacarido en el medio que los
rodea.

Los neumococos, generalmente capsulados, pueden perder la propiedad de
formar capsula por mutacibn espontanea. Esta alteracion se denomina
comunmente “mutacion S-R” pues hace cambiar la superficie de las colonias de
una textura lisa (smooth) y brillante S, a otra relativamente rugosa (rought) R.
Cuando ocurre esta mutacion, se produce una perdida de virulencia frente al animal
huésped, normalmente susceptible. Se ha demostrado que serotipos sin capsula
son menos virulentos y por lo tanto son captados y destruidos por los fagocitos con
mas facilidad que los capsulados (virulentos) y esto determina su incapacidad para
producir una infeccién eficaz.(**)
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Las capsulas pueden ser observadas con facilidad por medio del examen de
montajes humedos de microorganismos virulentos en tinta china o por el uso de
anticuerpos especificos de grupo homdélogos como en la reaccion de Quellung, el
tamafio de la capsula varia con el tipo de neumococo.(’) Es probable que la
capacidad de anticuerpos especificos que ocasiona el aparente ensanchamiento de
la capsula se relaciona con un aumento del tamafio efectivo de esta debido al
enlace del anticuerpo con la capsula y un incremento de la refraccion.(*%)

La regulacion genética de esta cépsula también es compleja y es asi que
algunas cepas pueden experimentar una transformacion o cambio de serotipo, que
ocurre por recombinacion genética en el que se reemplaza el locus (parte del
genoma) que codifica para la expresion de la capsula, uno de estos serotipos es el
19F que surgié como variante de un clon serotipo 23F multirresistente detectado en
Espafia, que se ha diseminado a diferentes paises.(**%3%
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Figura 2. Componentes de superficie de Streptococcus pneumoniae
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4.2.3.7.1.3.1. Estructura quimica de los polisacaridos capsulares

Los polisacaridos capsulares poseen generalmente una estructura compleja y
variable, debida tanto a los azucares que la componen como a los enlaces que los
unen. El polisacarido puede encontrarse unido a la superficie bacteriana, a través
de enlaces covalentes o no, permitiendo el anclaje a la pared celular en el caso de
las bacterias Gram positivas, asi por ejemplo se ha demostrado la existencia de
una unién covalente en el caso del serotipo 6A de neumococo.(>®)

Por otro lado, los distintos tipos capsulares, varian en cuanto a su capacidad
inmumogenica, asi existen polisacaridos cuya estructura es idéntica 0 muy similar
a ciertos poli u oligosacaridos de la superficie celular, de la matriz extracelular del
huésped o de fluidos corporales como sangre, el liquido sinovial o el liquido
cefalorraquideo.(*®)

4.2.3.7.1.3.2. Biosintesis de polisacaridos capsulares

La expresion de polisacéridos capsulares en la célula bacteriana es un proceso
bioquimico complejo, qué incluye una serie de etapas asociadas a distintos
compartimentos celulares. En el caso de microorganismos Gram negativos, gran
parte de estas etapas se encuentran bien caracterizadas, mientras que en bacterias
Gram positivas, se conoce relativamente poco sobre estas rutas metabdlicas.

Aunque los procesos implicados en la biosintesis de la capsula deben ser
notablemente diferentes entre organismos Gram positivos y Gram negativos, como
consecuencia de la gran diferencia estructural existente entre sus respectivas
envueltas celulares, existen no obstante ciertos procesos metabdlicos que cumplen
normas comunes.

4.2.3.7.1.3.3. Precursores Biosintéticos

La primera etapa en la biosintesis de los polisacaridos capsulares bacterianos
consiste en la formacion de los precursores o moléculas donadoras de los
monosacaridos que formaran la unidad repetitiva; estos son frecuentemente
esteres glicosidicos de nucleétidos.(*’)

En bacterias Gram positivas, la parte nucleotidica de estos precursores ha sido
identificada generalmente como UDP (Uridin Di fosfato), Asi en neumococo se
conoce desde hace varias décadas la acumulacion de varios compuestos de este
tipo durante su fase estacionaria de crecimiento, como UDP-glucosa, UDP N-
acetilglucosamina o UDP-galactosa. En algunos serotipos, sin embargo pueden
encontrarse también otros nucleétidos formando parte de los precursores, asi por
ejemplo en el serotipo 2, existen derivados de TDP (Timidin di fosfato) y tanto en el
serotipo 6 como en el 34, se encuentran derivados de CDP (Citidin di fosfato).(*®)
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4.2.3.7.1.3.4. Formacion de la unidad basicay polimerizacion

Tras la formacion de los precursores tiene lugar la sintesis de las unidades
repetitivas de las que constara el polisacéarido y la posterior polimerizacién de estas.
Se han descrito dos mecanismos de sintesis de polisacaridos en bacterias Gram
negativas, diferencidndose basicamente, en la forma en que se produce la
elongaciéon de la cadena del polisacarido. En la primera modalidad de sintesis, la
polimerizacion consiste en unidades repetitivas, unidas cada una a un intermediario
lipidico, se unen de forma que la ultima unidad en incorporarse a la cadena en
crecimiento quede a su vez unida al intermediario lipidico, es decir, el crecimiento
se produce por la “cabeza” de la molécula (crecimiento capital).(®°)

La segunda modalidad tiene lugar mediante la incorporacion sucesiva de
monosacaridos, a partir de los precursores en forma de derivados de nucleétidos, a
una cadena en crecimiento anclada al intermediario lipidico (crecimiento caudal).(®®)

En cuanto a los microorganismos Gram positivos en los que los mecanismos
que utilizan para la biosintesis capsular son casi desconocidos, no se ha podido
identificar ningun intermediario de la sintesis a pesar de que, a partir de extractos
de S. pyogenes, se consiguid por primera vez la sintesis de un polisacarido
capsular. Tanto la activaciéon de los monosacaridos como su polimerizacion se
producen de forma asociada a la membrana citoplasméatica, gracias al caracter
altamente hidrofébico del intermediario. En el caso de S. pneumoniae todo parece
indicar que existe un intermediario aceptor de los monosacéaridos, aunque no se
conoce su naturaleza quimica.(®°)

4.2.3.7.1.3.5. Transporte y modificacion del polisacéarido capsular

El siguiente paso en la sintesis del polisacarido capsular, implica su transporte
desde el citoplasma al exterior, en el caso de las bacterias Gram positivas, y al
periplasma en caso de bacterias Gram negativas. El transporte del polisacéarido se
efectla a través de un sistema de proteinas especializadas que requieren energia,
denominados Transportadores ABC, por (ATP- Binding Cassete).(®°)

En general, los polisacaridos capsulares presentan una estructura bastante
regular, sin embargo, en determinados casos, se observa la existencia de cadenas
laterales de forma irregular. Estos sustituyentes pueden ser de diversa naturaleza,
aunqgue lo habitual es que se trate también de carbohidratos. Los mecanismos por
los que se produce este fendmeno son variados, en todos los casos descritos hasta
el momento, las reacciones de modificacién del polisacarido tienen lugar a nivel del
oligosacarido unido al intermediario lipidico.(*°)
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4.2.3.7.1.3.6. Genética de la biosintesis capsular

Los experimentos genéticos relacionados con la biosintesis de los polisacaridos
capsulares constituyen la base de la biologia molecular, ya que fueron los estudios
realizados por Griffith en los afios 20 sobre la transformacion genética en
neumococo (Griffith 1928) los que permitieron, casi dos décadas mas tarde a
Avery y colaboradores identificar al DNA como la base quimica de la herencia
genética (Avery y cols. 1944) A partir de este momento se produjo un creciente
interés en la investigacion de las capsulas bacterianas, aunque en el caso de
bacterias Gram positivas, hubo que esperar hasta 1992 para conocer la estructura
y organizacion de los genes capsulares en bacterias de los géneros Streptococcus
y Staphylococcus.

A pesar de estos precedentes vy del conocimiento de la implicacion de la
capsula bacteriana en la virulencia, conviene sefialar que hasta muy recientemente
no se ha aplicado las técnicas de biologia molecular al estudio de los genes que
intervienen en la biosintesis de los polisacaridos capsulares, especialmente en el
caso de microorganismos Gram positivos.

4.2.3.7.1.3.7. Estructura quimica de algunos polisacaridos
capsulares de Streptococcus pneumoniae

Como se indico anteriormente, hasta el momento se han descrito 90 serotipos
capsulares de Streptococcus pneumoniae quimica e inmunoloégicamente diferentes.
En el cuadro 1 se muestra la estructura de algunos serotipos y los monosacéridos
gue lo componen.

4.2.3.8. Analisis antigénico

4.2.3.8.1. Antigenos capsulares

La constitucion quimica de algunos antigenos capsulares de los nuevos tipos de
neumococos todavia no se ha determinado. Sin embargo, se puede asumir con
seguridad que cada tipo de neumococo esta caracterizado por un polisacarido
capsular especifico que determina su comportamiento antigénico. Estos tipos se
pueden identificar por aglutinacién, reaccién de Quellung o por pruebas de
precipita6cion realizadas con un extracto de las capsulas neumococcicas.
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4.2.3.8.2. Antigenos no capsulares

4.2.3.8.2.1. Polisacarido de la pared celular (C-PS)

El polisacéarido capsular no es, de hecho, el Unico constituyente antigénico del
neumococo. En 1930, se aislo6 otro componente que presentaba todas las
reacciones usuales de un polisacarido, no se inactivaba por digestiéon peptidica o
triptica, y producia en hidrolisis, alrededor de un 30% de azucares reductores, y
contenia un 61% de nitrégeno. Sin embargo, diferia del polisacarido capsular en
gue contenia acido fosforico. No era tipo especifico, pero parecia caracterizar al
Neumococo como especie.

Se le designo como “polisacarido C” o somatico y se parece en algunos
aspectos a los antigenos grupo especificos de los estreptococos hemoliticos.

Este carbohidrato especifico de especie, es el mayor componente estructural de
la pared celular de todos los neumococos, es un polimero de acido teicoco que
contiene fosfocolina como determinante antigénico mayoritario. La fosfocolina es la
responsable de la aglutinacion de los neumococos por ciertas proteinas del
mieloma y de la interaccion del polisacarido C con una beta-globulina del suero en
presencia de calcio; esta beta globulina llamada “proteina C reactiva”, no es un
anticuerpo sino una proteina que en la sangre normal se encuentra presente en
baja concentracion, pero su concentracion es elevada en la sangre de pacientes
con enfermedades inflamatorias agudas.(*°)

El polisacarido de la pared bacteriana denominado también polisacarido C(C-
PS), es un carbohidrato especifico de especie, componente estructural principal de
la pared celular de todos los neumococos,(*®) forma parte del antigeno de
Forssman o F.(*Y)

El polisacarido C activa el sistema del complemento por la via alterna, estudios
realizados en ratones, con anticuerpos monoclonales y poli clénales anti C-PS,
demostraron que estos anticuerpos son protectores contra dosis letales para
determinados serotipos , sin embargo esto no quiere decir que los anticuerpos anti
C-PS presentes naturalmente sean protectores en la evolucién de la enfermedad
neumocécica aguda, debido probablemente a que las cepas encapsuladas estan
cubiertas con el polisacérido capsular lo que vuelve al C-PS inaccesible a los
anticuerpos anti C-PS.(*°)

4.2.3.8.2.2. Antigeno de Forssman

Este antigeno es un &cido lipoteicoico que se parece al antigeno polisacarido C
ya que contiene colina, pero se diferencia en que el antigeno F se encuentra
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localizado en el exterior de la superficie de la membrana celular, donde esta
fuertemente unido a acidos grasos.

El antigeno F se parece, en sus propiedades fisico-quimicas y fisiolégicas, a los
acidos teicoicos de membrana de bacterias Gram positivas, y esto sugiere que el
antigeno F, con una estructura compleja, pueda considerarse un equivalente
funcional de los mas convencionales acidos teicoicos de membrana. El antigeno F
es un potente y altamente especifico inhibidor de la autolisina homologa, la cual es
una enzima acido N-acetil —murémico, L-lisina amidasa.(**) El hecho de que el
antigeno F sea un potente inhibidor de la autolisina sugiere un papel fisiolégico
especifico de las lipoproteinas en la regulacion in vivo de la actividad hidrolasa de
la mureina en el organismo. Ademas, realiza una importante funcion en los
procesos de adherencia bacteriana.

4.2.3.8.2.3. Proteina A

Es una proteina de superficie (PspA), con estructura antigénica variable en las
diferentes cepas de neumococo. Es una proteina transmembranal, de dificil
purificacion y de funcién desconocida, parece desempefar algun papel en la
adhesion, ya que su estructura primaria es similar a ciertas adhesivas encontradas
en otras especies.(*®)

Se cree que es requerida para una completa expresion de la virulencia del
Nneumococo pues esta presente en la mayoria de los aislamientos recuperados de
pacientes. En modelos murinos inmunizados en forma pasiva con antisueros poli y
monovalentes contra PspA asi como la inmunizacién activa con esta proteina ha
demostrado proteccion contra los diferentes serotipos de neumococo.(*°)

4.2.3.9. Factores de virulencia en Streptococcus pneumoniae

El desarrollo de una infeccidon bacteriana implica, en primer lugar, la existencia
de interacciones entre estructuras superficiales de la bacteria y las superficies
epiteliales, células del sistema inmunitario y factores humorales del huésped. Los
procesos implicados en el transporte de neumococo desde la nasofaringe a otros
lugares del huésped son poco conocidos y probablemente dependan de multiples
factores.(*°)

La virulencia de Streptococcus pneumoniae esta relacionada directamente con la
capsula polisacarida, las envueltas celulares mas internas, la pared celular y
las proteinas, que determinan la resistencia a la fagocitosis por los polimorfo
nucleares, esto le permite un mecanismo de escape eficiente de las defensas del
hospedero (*). En la figura (3) se muestra un esquema de los principales Factores
de virulencia de neumococo y sus efectos mas importantes.
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4.2.3.9.1. Cépsula polisacarida

En 1.928 Griffith puso de manifiesto que la capsula del neumococo constituye el
principal factor de virulencia en ratones, ya que la administracion de células
capsuladas producia la muerte, mientras que la inyeccion de células pertenecientes
a una estirpe rugosa derivada de la anterior resultaba inocua.

En 1.931, Avery y Dubos pusieron de manifiesto que solo 10 bacterias de
algunas estirpes capsuladas eran capaces de producir la muerte en ratones,
mientras que se requerian 1’000.000 de bacterias no capsuladas de la misma cepa
para obtener el mismo efecto. Esta implicacion directa en la virulencia se debe al
papel que desempefia la capsula protegiendo frente a la fagocitosis. (%)

La virulencia e invasividad del neumococo varia de acuerdo con el serotipo y
depende de la composicion quimica y cantidad del polisacarido capsular que este
produce, asi por ejemplo las cepas de neumococo del tipo 3 y 37 producen gran
cantidad de material capsular pero difieren en cuanto a la virulencia en animales; el
tipo 3 compuesto por polimeros de glucosa y acido glucorénico, es considerado
como uno de los serotipos mas virulentos y con alta capacidad invasora, el serotipo
37 compuesta de homopolimeros de glucosa, se asocia rara vez con
enfermedad.(*?)

Por otra parte, se ha observado que las estirpes rugosas son virulentas en
individuos con agranulocitosis, lo que demuestra las propiedades patogénicas de
otras estructuras neumocaccicas. Por otro lado, a pesar de que tradicionalmente se
ha considerado que los polisacaridos purificados no son toxicos, recientemente se
ha descrito que algunos polisacaridos purificados que poseen grupos cargados son
capaces de producir abscesos intra-abdominales.(%?)

A pesar de ser la capsula el principal factor de virulencia, el mecanismo
completo de su accion en el hospedero no es completamente conocido, se sabe
gue el polisacarido capsular no es toxico, varias capsulas son altamente polares e
hidréfilas, por lo cual interfieren con la interaccion de la bacteria con el fagocito. La
capacidad de ingestion y destruccion por el fagocito del hospedero exige que el
microorganismo esté cubierto por anticuerpos o complemento para la
opsonizacion. (*%)

La capsula polisacarida es esencial para la patogenicidad del neumococo y
estimula la produccion de anticuerpos protectores contra infecciones posteriores
por neumococos del tipo homélogo.(°)

Estudios inmunoldgicos demuestran que este antigeno es Timo independiente
y puede interactuar directamente con las células B para la produccion de
anticuerpos.
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4.2.3.9.2 Pared celular

La pared celular desempefia un papel importante en la virulencia al liberarse sus
componentes tras la lisis de la bacteria, los acidos teicoicos y los fragmentos de
peptidoglucano de la pared son los responsables de la reaccion inflamatoria.
Estos componentes son tan potentes que se comparan con el lipopolisacarido
(LPS) de las bacterias Gram negativas. Durante la lisis bacteriana estos activan la
via alterna del complemento, lo que estimula a su vez, la produccién de citoquinas,
aumentan la permeabilidad del endotelio cerebral y del epitelio de los alvéolos
pulmonares, y da como resultado fiebre y choque. Cuando estos componentes se
inyectan en forma purificada, inducen una inflamacion similar a la que se observa
después de la infeccién con la bacteria total.(*?)
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Serotipo Estructura primaria
1 —3)-AAT-a-D-Galp-(1—4) a-D-Galp A-(1—3) a-D-Galp A-(1—0,30Ac
3 —3)- B-D-GlcpA-(1—4)- B-D-Glcp-(1—
5 —4)- B-D-Glcp-(1—4)- a-L —FucpNAc-(1—3)-p-D-Sugp-(1—
3
t
1
a-L-PnepNAc-(1—2)-B-D-GIcpA
6A —2)-a-D-Galp-(1—3)-a-D-Glcp-(1—3))-a-L.-Rhap-(1—3)-D-Rib-01-(5—-P —
6B —2)-a-D-Galp-(1—3)-a-D-Glcp-(1—3))-a-L-Rhap-(1—4)-D-Rib-01-(5—P —
TF —6)-a-D-Galp-(1—3)-B-L-Rhap2Ac-(1—4)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-GalpNAc-
(1-
2 4
t f
1 1
B-D-Galp a-D-Glcp NAc-(1—2)-a-L-Rhap
7A —6)-a-D-Galp-(1—3)-B-L-Rhap2Ac-(1—4)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-GalpNAc-
(1-
4
t
1
a-D-Glcp NAc-(1—2)-a-L-Rhap
9A —4)-a-D-GlcpA-(1—3)-a-D-Galp-(1—3)-B-D-Manp-NAc(1—4)-B-D-Glcp-
(1—4)- a-D-Glcp-(1—
14 —6)- B-D-Glcp-NAc(1—3)-B-D-Galp(1—4)-B-D-Glcp-(1—
4
t
1
B-D-Galp
19F —4)-B-D-Manp-NAc(1—4)-a-D-Glcp(1—2)- a-LRhap-(1-P—
23F —4)-B-D-Glcp-(1—4)-B-b-Galp-(1—4)-B-L-Rhap-(1—

2

!
1

a-L-Rhap
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4.2.3.9.3. Proteinas

4.2.3.9.3.1 Neumolisina

Desde el punto de vista fisioldgico puede considerarse una citotoxina no
secretable que pertenece al grupo de las citolisinas activadas por tiol; es una
proteina intracelular, y solamente se libera cuando ocurre lisis bacteriana, su peso
es de 52,8 kda. Esta proteina actla insertdndose en la membrana de las células
del huésped como consecuencia de la interaccion de la proteina con el colesterol
de la membrana de la célula diana; es la que destruye la membrana de los glébulos
rojos, aunque puede hacerlo sobre cualquier célula animal que posea colesterol en
su membrana. Posterior a la insercibn en la membrana se produce una
oligomerizacion que implica entre 20 y 80 moléculas, formandose un poro
transmembranal y produciéndose la lisis celular.(®®) Es la responsable de la
hemolisis que se observa cuando se cultiva S. pneumoniae en medios con sangre y
en ambiente anaerébico.(***) Recientemente las zonas biolégicamente
significativas de la neumolisina han sido estudiadas mediante anticuerpos
monoclonales(®), Se ha demostrado in vitro, que la neumolisina rompe la integridad
del epitelio respiratorio humano, por lo que podria intervenir en los primeros pasos
de la patogénesis de la neumonia neumocécica.(>3*%®) Recientemente se ha
observado que los neumococos deficientes en neumolisina son menos eficientes
(menos virulentos) en el desarrollo de neumonia y septicemia en el raton, que las
cepas productoras de la enzima.(**®"%®) Ademaés, se ha visto que la ausencia de
neumolisina retarda la aparicién de neumococos en sangre(®’) debido posiblemente
a la implicacion de esta proteina en la produccion de dafios en el endotelio de los
vasos sanguineos. Sin embargo, se ha observado también que, aunque la
neumolisina puede estimular la cascada inflamatoria en el sistema nervioso central,
no es necesaria para la patogénesis de la meningitis.(*®)

Otra observaciéon importante acerca del papel desempefiado por la neumolisina
en la virulencia del neumococo, es el hecho de que aumenta el tiempo de
supervivencia de la bacteria in vivo, probablemente debido a su capacidad para
inhibir la accion bactericida de los fagocitos o para degradar los componentes del
sistema de complemento, también se ha descrito la capacidad de activar el sistema
de complemento relacionada con la afinidad que posee por unirse a la porcion FC
de la inmunoglobulina humana de 19G.("°)

Estudios en ratones han demostrado que cepas mutantes deficientes en la
produccién de neumolisina, tienen menor virulencia, también se demostro que esta
proteina cuando esta inactiva induce la produccién de anticuerpos protectores. Por
lo tanto esta proteina, en forma conjugada con el polisacérido capsular, podria
incrementar la eficacia de una vacuna.(*%)
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4.2.3.9.3.2. Neuramidasa

Es una proteina de 107 Kda, asociada a la pared celular causa dafio en el
huésped, es capaz de hidrolizar el &cido sialico terminal de las glicoproteinas,
glicopéptidos y oligosacaridos presentes en la superficie de las células y en fluidos
corporales, por lo tanto tendria un papel importante en la diseminacién, adhesién y
multiplicacién de esta bacteria a las células epiteliales del huésped.(**?)

Ademas de causar dafo a los tejidos sobre los que actla, se ha observado que
en pacientes con meningitis neumococica, se produce bacteriemia y se llega al
estado de coma mas a menudo que cuando existen concentraciones elevadas de
acido N-acetil neuraminico en el liquido cefalorraquideo, probablemente debido a la
accion de la neuramidasa.

Los modelos de inmunizacion activa con la neuramidasa purificada han
demostrado un aumento en la sobrevida de los ratones después de la infeccién con
el neumococo, lo cual sugiere una contribucion de esta proteina con la
patogenicidad del neumococo.(*)

Hasta el momento se han descrito dos genes codificantes de neuramidasa en S.
pneumoniae, (') coexistiendo ambos en el cromosoma de neumococos de distintos
serotipos.

4.2.3.9.3.3. Autolisinas

Estas enzimas estan localizadas en la membrana celular, es una enzima que
hidroliza la capa de péptido-glucano en un sitio especifico, en la forma inactiva se
unen al acido lipoteicoico y a través de esta a la membrana de la bacteria. Estas
enzimas estan relacionadas con el proceso de division bacteriana (separacion de
las células hijas), de la transformacion genética, y de funciones biologicas basicas
del neumococo.

La principal enzima autolitica es la N-acetil-murdmico-alanina amidasa
(autolisina), la cual rompe la unidon entre el acido muramico y la alanina del
mucopéptido de la pared celular, durante la fase estacionaria del crecimiento
bacteriano, la lisis del neumococo por sales biliares ocurre a través de la activacion
de esta enzima. Recientemente se ha demostrado que esta autolisina es activada
por la lisozima humana que es liberada durante la infeccién, e induce asi a la lisis
del neumococo.(*?)

4.2.3.9.3.4. Otros factores de virulencia

Se han descrito varias proteinas de superficie del neumococo que podrian
intervenir en la patogénesis. Una de estas es la proteina de superficie (PspA),
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unida a la pared celular y con capacidad antigénica. Hasta ahora no se ha podido
determinar su funcién precisa, aunque se ha comprobado que su presencia en la
superficie bacteriana de estirpes no capsuladas (rugosas o R) inoculadas a
ratones, les confiere proteccion inmunoldgica contra cepas de distintos serotipos.

Desde hace décadas se conoce la capacidad de neumococo de producir una
hialuronidasa (1.944) que es secretada al medio durante la fase exponencial de
crecimiento in vitro, su sustrato es el acido hialurénico, el cual rompe liberando los
monosacaridos que lo componen, acido glucorénico (Glc A) y N-acetil glucosamina
(Glen Ac), por lo tanto la hialuronidasa podria desempeiar un papel en la
patogénesis neumocadcica permitiendo el acceso de la bacteria a los tejidos del
huésped para su colonizacion y facilitando la dispersion del microorganismo entre
distintos tejidos.("%)

Streptococcus pneumoniae produce una proteasa que rompe las
inmunoglobulinas Ig A1 en un punto determinado de la zona bisagra, liberando asi
los fragmentos Fab y Fc. Los fragmentos Fab mantienen la especificidad por el
antigeno uniéndose a este y, de este modo, bloquean la uniéon de la Ig Al intactas,
protegiendo a la bacteria del sistema inmune del huésped. Esta proteasa podria
cumplir una funcion importante a la hora de anular la inmunidad local de la mucosa
del huésped, principalmente desempefiada por inmunoglobulinas de la clase A,
facilitando por lo tanto la colonizacién de la nasofaringe por la bacteria.

Existen, ademas, otros factores de patogenicidad:

- Neumococo secreta varias enzimas con actividad serin proteasa que degradan el
tejido conjuntivo del huésped.("®)

- Posee una o varias proteasas de superficie con capacidad de degradar sub
unidades alfa y beta del factor C3 del complemento.("*)

- El peroxido de hidrogeno producido por el metabolismo del neumococo resulta
toxico para las células del epitelio alveolar.(™)



30

Cuadro 2. Factores de virulencia de Streptococcus pneumoniae

Factor de virulencia Accion
. Inhibe la fagocitosis en ausencia de
Céapsula . e
Anticuerpos especificos
Neumolisina Hemolisina dermotodxica
Neuramidasa Factor de difusion
Amidasa Autolisina importante en la division celular

4.2.3.10. Diagnostico bacteriologico

Es responsabilidad del médico y del laboratorista la recoleccién apropiada de
las muestras clinicas, para el aislamiento del microorganismo, debido a que es un
microorganismo de crecimiento fastidioso (exigente nutricionalmente), no sobrevive
mucho en hisopos secos 0 en solucion fisiolégica, de manera que una vez obtenida
la muestra debe ser cultivada de inmediato en medios sélidos como el agar sangre
con 5% de sangre de cordero o en caldos enriquecidos como caldo soya tripticasa.
Cuando se sospecha de una neumonia neumocadcica se debe tomar una nuestra de
sangre para hemocultivo antes de la administracion de antibidticos, la proporcion de
la muestra de sangre en relacién al caldo de cultivo debe ser 1:10.(°)

Una vez cultivada la muestra en estufa a una temperatura de 35°C con la
adicion de 5% de CO,, durante 18 a 24 horas, se observa desarrollo de colonias
caracteristicas alfa hemoliticas (hemodlisis verde), pequefas, mucoides con una
depresion central producto de la autdlisis celular progresiva, luego se realiza
tincion Gram de las colonias, la observaciéon al microscopio muestra diplococos
Gram positivos lanceolados.(°)

Los procedimientos utilizados en laboratorio para la identificacion de
Streptococcus pneumoniae estan ideados en primer lugar para diferenciarlos de los
Streptococcus viridans, ya que ambos producen hemolisis alfa (verde) en agar
sangre, y son negativos a la prueba de catalasa (peroxido de hidrégeno al 3%).(°)

La prueba presuntiva mas usada es la de optoquina (clorhidrato de
etilhidrocupreina) que es un derivado de la quinina que inhibe la proliferacion del
neumococo, pero no el de los Streptococcus viridans; para la prueba se aplica un
disco de papel impregnado con el farmaco sobre el cultivo puro del
microorganismo. (°)
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Otra prueba confirmatoria es la prueba de solubilidad en Bilis, se basa en la
presencia de una amidasa autolitica, que escinde la union entre alanina y el acido
muramico en el peptidoglucano, esta amidasa es activada por agentes
tensioactivos como la bilis o las sales biliares (taurocolato o desoxicolato de sodio)
gue producen la lisis de los microorganismos, para esta prueba debe utilizarse 10%
de desoxicolato de sodio con pH neutro y microorganismos frescos viables ().

El método confirmatorio, rapido y Uutil para la identificacion de este
microorganismo es la reaccion de Quellung de Neufeld. Esta prueba no solo
identifica al microorganismo si no que ademas especifica el serotipo, puede
identificar al neumococo en muestras de esputo, liquido cefalorraquideo, exudados
o cultivos. La prueba consiste en mezclar en un porta objetos una pequefia
cantidad de muestra con 1uL de antisuero antineumocécico y azul de metileno, se
examina con lente de inmersién 100X observandose la cépsula refringente, mas
retractil e hinchada, sumada ademas a la aglutinacion de los neumococos.(°)

También pueden utilizarse otras técnicas serologicas tales como la aglutinacion
con latex, coaglutinacion (°°), el dot blot (°%), o amplificacién génica mediante PCR,
estas técnicas de tipificacion sin embargo solo estan disponibles en laboratorios de
referencia.(?)

4.2.3.11. Patogénesis

El primer paso en la patogénesis de la neumonia es la colonizacion de la
nasofaringe, seguida de la micro aspiracion o inhalacién del microorganismo hacia
los pulmones, el agente debe sobrepasar los amplios mecanismos de defensa del
tracto respiratorio que incluyen; células secretoras de moco, reflejos de la epiglotis,
cilios, tos linfaticos, leucocitos polimorfonucleares, macrofagos, opsoninas,
complemento y anticuerpos locales.(*")

La adherencia a las células nasofaringeas, resulta de la interaccion entre
proteinas superficiales bacterianas y células receptoras de mamiferos.(*’)

Streptococcus pneumoniae se une a las células alveolares tipo Il y la
enfermedad se debe a la rapida multiplicacion del agente en los espacios
alveolares, el exudado intra- alveolar aumenta la multiplicacion del neumococo. El
exudado purulento compuesto de fibrina, polimorfonucleares y bacterias pasa de
alveolo en alveolo a través de los poros de Kohn, horas después se presenta
edema, el primer dia empieza a producirse la hepatizacion roja (respuesta
secundaria). La hiperemia local conduce a edema y acumulacién de polimorfo
nucleares, de modo que al 2% y 3% dia de la enfermedad el peso del pulmén puede
llegar a ser de 3 a 4 veces de lo normal, luego se produce un exudado
sanguinolento con congestion capilar y ocupacion de los alvéolos por las bacterias
y eritrocitos, luego los alvéolos son ocupados por fibrina, de modo que al 4° y 5%
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dia los pulmones tienen una apariencia blanca grisacea con abundantes leucocitos
pero con escasas bacterias, se encuentra generalmente bronquitis purulenta difusa
y adenopatia local. La resolucién se caracteriza por la cicatrizaciéon completa sin
necrosis tisular evidente.(*°)

Rara vez la neumonia neumocadcica es una infeccion primaria y se produce solo
cuando las barreras de defensa normales del tracto respiratorio estan alterados.
Una de las causas predisponentes mas comun es la infeccion viral del tracto
superior, que contribuyen al establecimiento de la neumonia, los neumococos
presentes en la nasofaringe proliferan en el medio modificado por los virus, son
aspirados y arrastrados hacia los alvéolos por las finas secreciones bronquiales,
especialmente si existen factores predisponentes como desnutricion, u otros que
alteren la respuesta inmunitaria.(>**%)

Por otro lado varias afecciones clinicas predisponen a la neumonia como:
insuficiencia cardiaca congestiva, gases toxicos y éstasis pulmonar, en todos estos
casos se acumula liquido en los alvéolos lo cual constituye un excelente caldo de
cultivo para el microorganismo.(*>%)

El polisacarido capsular de este microorganismo juega un papel importante en
el establecimiento de la infeccion que le permite resistir la fagocitosis, asi las
formas lisas son las encapsuladas y virulentas, lo contrario ocurre con las cepas
rugosas.(*>*°)

La infeccion neumocacica en el hombre se manifiesta de varias maneras, puede
presentarse desde el estado de portador sin afeccion del tracto respiratorio a un
cuadro invasivo de neumonia lobar, empiema, meningitis, artritis, endocarditis,
bacteriemia o a infecciones purulentas como otitis media y conjuntivitis. La
bacteriemia ocurre en asociacion con una faringitis hasta una septicemia
fulminante. La meningitis neumocécica es una complicacibn mas comun de
sinusitis, mastoiditis, otitis o neumonia,(***®) por lo tanto el estado inmune del
portador en el momento de la colonizacién asi como la virulencia del la cepa
adquirida determinara si el neumococo invade o no al hombre.

4.2.3.12. Definicion de Neumonia

La neumonia se define como la inflamacién y condensacion del parénquima
pulmonar causada por un agente infeccioso; en la neumonia existe un reemplazo
del contenido aéreo de los alvéolos y conductos alveolares por células y exudado
inflamatorio. (*°)

Hasta hace pocos afios atrds se designaba a la neumonia lobar o lobular
provocada por el neumococo, en la actualidad abarca todos los procesos
inflamatorios agudos del pulmoén, que se manifiestan por exudacién e infiltracion
celular localizada en los alvéolos, los intersticios y los pequefios bronquiolos
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respiratorios, esta afeccién puede ser causada por numerosos agentes como son
los microbianos, los fisicos y quimicos.(**)

En general se considera que Streptococcus pneumoniae, es el agente
etiologico mas comun de neumonia extrahospitalaria (NEH) o neumonia adquirida
en la comunidad (NAC), dando cuenta del 15-80% de los casos, ademas puede ser
responsable de un 10% de neumonias intrahospitalarias (NIH). En su conjunto
produce morbi-mortalidad importante en todo el mundo.(*) También es la causa
mas comun en personas con enfermedades de base y solo un 25% de los casos
de neumonia se presenta con bacteriemia detectable por hemocultivo.(*)

4.2.3.13. Definicion de Meningitis

Son las inflamaciones agudas de caracter infeccioso que afectan a las
meninges, principalmente a la blandas piamadre y aracnoides.(*")

Streptococcus pneumoniae es la causa mas comun de meningitis bacteriana,
se puede producir como consecuencia de la extension directa desde los senos
paranasales u oido medio, o mas frecuentemente como resultado de una
bacteriemia que alcanza los plexos coroideos, asi mismo es el agente mas
frecuente en pacientes que han sufrido fractura de la base del craneo con perdida
de LCR. Las secuelas suelen ser graves como retraso mental, espasticidad,
paresia, convulsiones, sordera y otras afecciones neurolégicas graves.(*)

4.2.3.14. Definiciones Operacionales

» Se considera caso sospechoso de neumonia a todo nifio menor de 5 afios
en que el médico sospecha neumonia por aumento de frecuencia respiratoria
ylo tiraje subcostal.(*°)

» Se considera caso probable de neumonia a todo caso sospechoso con
radiografia de pulmén, glébulos blancos y VES (velocidad de
eritrosedimentacion) alterados.(*°)

» Se considera caso confirmado de neumonia aquel caso probable con cultivo
de Sangre o Liquido pleural positivo para Streptococcus pneumoniae.(*°)

» Se considera caso sospechoso de meningitis a todo nifio de un mes a menor
de 5 afios que presente cuadro clinico de meningoencefalitis.(*°)

» Se considera caso probable de meningitis a todo caso sospechoso con LCR
turbio, resultado positivo de tincion de Gram o resultado citoquimico sugestivo
con pleocitosis, hipoglucorraquia y proteinorraquia.(*°)
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» Se considera caso confirmado de meningitis aquel caso probable con cultivo
de LCR y prueba de Latex o reaccién de Quellung positivo.(*®)

4.2.3.15. Definicion de Enfermedad neumocodcica invasiva

Se define asi a cualquier infeccion en la que se aisla Streptococcus
pneumoniae de la Sangre, LCR, liquido pleural u otra zona normalmente estéril.
Las infecciones neumococcicas invasoras son mucho menos frecuentes que la
otitis media o la neumonia. La incidencia de bacteriemia neumocodcica es elevada
en neonatos y nifios menores de dos afos, disminuye en adolescentes y adultos
jovenes y aumenta de nuevo en los adultos de mayor edad.

La mortalidad por bacteriemia neumococica es del 16 al 36% entre todos los
adultos y del 28 al 51% en mayores de 65 afios. En la infancia la mortalidad es
variable, entre 1,3 y 6,6%, el 90% de los serotipos que causan enfermedad
invasora estan incluidos en la vacuna polisacarida de 23 valencias.

4.2.3.16. Concepto de Serologia

Es una rama de la inmunologia que estudia las proteinas séricas y los cambios
qgue suceden en el suero y otros liquidos organicos, a consecuencia de la entrada
de un antigeno en el cuerpo y las reacciones antigeno-anticuerpo producidas.

4.2.3.17. Concepto de Serotipo

Es una individualidad dentro de una especie, producto de la diferenciacién
frente a reacciones antigeno-anticuerpo (antisueros) que permiten la clasificacion
por caracteristicas especificas de estructuras antigénicas ubicadas en el soma,
flagelo o capsula.

4.2.3.18. Concepto de virulencia

Se define como virulencia a la frecuencia con la cual un serotipo esta implicado
en la infeccion humana, también se la define como la posibilidad de un serotipo se
producir la enfermedad, una vez determinado el portador, causa neumonia o
bacteYris%mia, en cuyo caso los serotipos al parecer mas virulentos son el 1.2.3.5.8 y
12F.("7)
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4.2.3.19. Clasificacion de Serotipos de Streptococcus pneumoniae

Hasta el momento se conocen 90 serotipos de Streptococcus pneumoniae, en
base a diferencias en sus polisacaridos capsulares, los primeros 80 se identificaron
en 1957, tres més fueron adicionados durante los siguientes 28 afios.(**)

En 1.985, Ahusarian describi6 el tipo 16A y Henrichsen en 1.995 describi6 los
tipos 10B, 10C, 12B, 25A y 33D. El primer serotipo fue llamado F por primero
(first), los siguientes serotipos los identificaron con los sufijos A, B, C, etc. basados
en el orden de identificacion del descubrimiento, una excepcion a este sistema de
identificacién son los pertenecientes al serotipo grupo 9.(%)

Mientras el sistema Americano asigna a los serotipos simplemente con niumeros
en secuencia del 1 al 90, el sistema Danés agrupa los serotipos basandose en
similitudes antigénicas, por ejemplo el grupo Danés incluye tipos 19F, 19A, 19B,
19C, los que en el sistema Americano son 19, 57, 58, y 59 respectivamente.(*)

4.2.3.20. Serotipificacion de Streptococcus pneumoniae

Si el aislamiento de Streptococcus pneumoniae es sensible a la optoquina y
soluble en bilis, la identificacion puede ser confirmada utilizando un OMNI suero, el
cual es una mezcla de sueros polivalentes producidos en conejos, este suero
contiene 83 antisueros Anti Streptococcus pneumoniae y es empleado en la
reaccion capsular o prueba de Neufeld Quellung que es producido por el Statens
Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca.(*®)

Los titulos de anticuerpos tipo especifico presentes en el omni-suero (>1:4)
pueden no ser lo suficientemente altos para poner en evidencia o hacer visible las
capsulas, pero pueden producir una aglutinacion microscopica, la cual puede ser
considerada como una reaccion positiva. Esta reaccion es rara y es solamente
informada cuando no ocurre una reaccion significativa con uno de los otros sueros
tipificadores en un aislamiento sensible a la optoquina y soluble en bilis.(*®)

El titulo bajo del omni-suero puede dar como resultado una reaccion falsa
negativa con ciertos aislamientos que son tipificables. Por esta razén, un
aislamiento, no puede considerarse no serotipificable basado solamente en el
resultado de la reaccién del omni-suero.(*®)

Los aislamientos de Streptococcus pneumoniae son examinados inicialmente
con la mezcla de sueros (titulo >1:8), y luego con los tipos o grupos no especificos
(titulo>1:16). Las colonias rugosas pueden presentar una auto-aglutinaciéon con
diferentes sueros, si esto ocurre la cepa debe considerarse como no tipificable.(*®)
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De acuerdo con la experiencia del Centro Nacional para Streptococcus en
Alberta, el serotipo 3 ocasionalmente no reacciona con el pool B, la apariencia
mucoide de los aislamientos es la clave para su identificacion. Los aislamientos con
esta morfologia deben ser estudiadas con el antisuero serotipo 3, a pesar de
obtener resultados negativos con el pool B antes de ser clasificados como cepas no
serotipificables.(*®)

En 1.933 fue normalizada, una técnica simplificada para la serotipificacion de
Streptococcus pneumoniae, este sistema utiliza 12 pooles y un tablero de
identificacion, con el cual se pueden identificar 21 de los serotipos 0 serogrupos
mas comunmente distribuidos en el mundo, todos estos serotipos forman parte de
la vacuna 23-Valente.(*®*")

Cuadro 3. Sistema del tablero de ajedrez para la serotipificacion
de Streptococcus pneumoniae con el empleo de 12 antisueros

polivalentes
Polivalentes Tipos/Grupos no
Polivalentes relacionados con la
vacuna de 23 serotipos
P Q R S T
A 1 18*
B 19* 6* 3 8
C 7* 20 24* 31, 40
D o* 11* 16*, 36, 37
E 12* | 10* | 33* 21,39
F 17* 22* 27,32* 41*
H 14 23* 15* 13, 28*
G® 29, 34, 35%, 42, 47*
12 25, 38, 43, 44, 45, 46, 48

Fuente: Manual de Streptococcus pneumoniae OPS 2002. Bogota- Colombia.

* Grupo

a Los polivalentes G e | no reaccionan con los tipos incluidos en la vacuna de 23
serogrupos, por lo tanto no estan incluidos en el nuevo sistema del tablero de
Ajedrez.
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Cuado 4. Factores de los sueros requeridos para subtipificar las

cepas que pertenecen alos grupos y patron de reactividad

esperado
Factor de Suero
Tipo Formula Antigénica 6b 6C
6A |6a, 6b + -
6B 6a, 6¢C - +
7b 7cC Te 7f
7F  |7a, 7b + - - -
7A 7a, 7b, 7c + + - -
7B 7a, 7d, 7e, 7h - - + -
7C |7a,7d, 7f, 79, 7h - - - +
9b 9d e 9g
9A |9a, 9c, 9d - + - -
oL 9a, 9b, 9c, 9f + - - -
9N 9a, 9b, 9e + - + -
9V |94, 9c, 9d, 99 - + - +
10b 10d 10f
10F |10a, 10b + - -
10A |[10a, 10c, 10d - + -
10B |10a, 10b, 10c, 10d + + -
10C |10a, 10b, 10c, 10f + - +
11b 1lc 11f 119
11F |11a,11b, 11e, 11g + - - +
11A |11la, 11c, 11d, 11e - + - -
11B |11a, 11b, 11f 119 + - + +
11C |11a, 11b, 11c, 11d, 11f + + + -
11D |11a, 11b, 11c, 11e + + - -
12b 12c 12e
12F |12a, 12b, 12d + - -
12A |12a, 12c, 12d - + -
12B |12a, 12b, 12c, 12e + + +
15b 15b 15e 15h
15F |15a, 15b, 15c, 15f + + - -
15A |15a, 15c, 15d, 159 - + - -
15B |15a, 15b, 15d, 15e, 15h + - + +
15C |15a, 15d, 15e - - + -

Fuente: Manual de Streptococcus pneumoniae OPS 2002. Bogota-Colombia.



38

Cuadro 4. Factores de los sueros requeridos para subtipificar las

cepas que pertenecen alos grupos y patron de reactividad

Fuente: Manual de Streptococcus pneumoniae OPS 2002. Bogota-Colombia.

esperado
Férmula Factor de Suero
Tipo Antigénica 16b 16¢
16F 16a, 16b,11d + -
16A 16a, 17¢c - +
17a 17c¢
17F 17a, 17b + -
17A 17a, 17c - +
18c 18d 18e 18f
18F 18a, 18b, 18c, 18f + - + +
18A 18a, 18b, 18d - + - -
18B 18a, 18b, 18e, 18¢g - - + -
18C 18a, 18b, 18c, 18e + - + -
19b 19c 19h 19f
19F 19a, 19b, 19d + - - -
19A 19a, 19d, 19d - + - -
19B 19a, 19c, 19e, 7h - + + -
19C 19a, 19c, 19f, 7h - - + +
22b 22C
22F 22a, 22b + -
22A 22a, 22¢ - +
23b 23c 28uabs
23F 23% 23Db, 18b + - -
23A 232 23c, 15a - + -
23B 23%, 23b, 23d + - +
24c 24d 24e
24F 242 24b, 24d, 7h - + -
24A 242, 24c, 15a + + -
24B 242 24Db, 24e, 7h - - +
25b 25¢
25F 25a, 25b + -
25A 25a, 25c, 38a - +
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Cuadro 4. Factores de los sueros requeridos para subtipificar las
cepas que pertenecen alos grupos y patron de reactividad
esperado

Factor de Suero
Tipo | Formula Antigénica | 28b 28c

28F |[28a, 28b, 16b, 23d + -
28A |28a, 28c, 23d - +
32a 32b
32F |32a, 27b + -
32A |32a, 32b, 27b + +
33b 33e 33f 6a 20b
33F |33a, 33b, 33b + + - - -
33A |33a, 33b, 33d, 20b + + - +
33B |33a, 33c, 33d, 33f - - + -
33C |33a, 33c, 33e - - + +
35a 35b 35¢c 29b 42a
35F |35a, 35b, 34b + + - - -
35A |35a, 35c¢, 20b + - + - -
35B |35a, 35c, 29b + - + + -
35C |35a, 35c¢, 20b, 42a + - + - +
41a 41b
41F |41a, 41b + +
41A |41 + -
47a 43b
47F |47a, 357 35b + -
A7A |47a, 43b + +

Fuente: Manual de Streptococcus pneumoniae OPS 2002. Bogota-Colombia.

4.2.3.21. Profilaxis y Prevencion

Se indica quimioprofilaxis con penicilina V o ampicilina para pacientes con
riesgo de infecciones repetidas por neumococos, hipogamaglobulinemia,
esplenectomizados y probablemente en EPOC.(*®)

Los esfuerzos para controlar las infecciones producidas por Streptococcus
pneumoniae, se han dirigido a la elaboracion de vacunas (inmunoprofilaxis) a partir
del polisacarido capsular del microorganismo.(*®)
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El interés por el disefio y desarrollo de vacunas antineumocdcicas ha pasado
por varias fases a lo largo de este siglo. Desde los trabajos de Wrigh en 1.991 que
utilizé una vacuna de células muertas para prevenir la neumonia neumocadcica en
mineros sudafricanos. Se produjeron y estudiaron varios productos: una vacuna
tetravalente en 1.945 por Mc Leod y colaboradores y dos hexavalentes en 1.946. A
finales de los afios 40, debido al auge de la antibiotecoterapia recientemente
descubierta, estas investigaciones perdieron interés, a mediados de los 60 se
pusieron en marcha nuevos estudios al constatar que el 80% de las neumonias
neumococcicas estaban causadas por 12 serotipos de los que 6 producian el 50%
de las muertes. Es asi que se autorizo en EE. UU. la vacuna de 14 polisacaridos
capsulares que en 1.983 fue sustituida por la de 23 polisacéaridos.(*)

4.2.3.21.1. Vacuna polisacéarida no conjugada 23 valente

En 1.983 se autorizo en EE.UU., esta vacuna polivalente compuesta por
polisacaridos capsulares de 23 serotipos distintos de neumococo con 25 pg de
cada uno en una suspension total de 0,5mL; estos serotipos causan
aproximadamente el 90% de las infecciones neumococcicas graves en Estados
Unidos y en otros paises.(***%)

Los serotipos incluidos en la vacuna son los siguientes: 1,2,3,4,5,6B,7F,8, 9N,
9Vv10,11,12F,14,15B,17F,18C,19,19F,20,22F,23F y 33F,(***% esta vacuna ademas
induce cierto tipo de proteccion cruzada frente al serotipo 27.(*%)

Los polisacéaridos capsulares presentes en la vacuna, promueven la producciéon
de anticuerpos especificos par cada tipo capsular.(**) Sin embargo no inducen
inmunidad frente a infecciones causadas por otros tipos capsulares no presentes
en la vacuna ni frente a otros patdgenos no relacionados.(*°) La respuesta inmune
no es homogénea para todos los serotipos, algunos como el 3 y el 7 son mas
inmundgenos que otros como el 9y el 14.(%*)

En niflos menores de 2 afios no esta indicada esta vacuna, ya que los
polisacaridos capsulares se comportan como antigenos independientes de los
linfocitos T, por lo tanto la respuesta inmune es débil, de corta duracion y no induce
memoria inmunologica, por otro lado no esta indicada en las infecciones
recurrentes del tracto respiratorio superior particularmente en otitis media y
sinusitis. (33°)

4.2.3.21.2. Vacuna polisacéarida conjugada

Es un vacuna compuesta a partir de polisacaridos capsulares de diferentes
serotipos de Streptococcus pneumoniae conjugados con una proteina
transportadora como el toxoide tetanico diftérico, proteinas de membrana externa
de meningococo tipo B y la proteina CRM 197,(*) cuyo objetivo es el de
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transformar la respuesta inmune inducida de Timo independiente a Timo
dependiente, su aplicacién esta recomendada en nifios menores de 2 afios. (*3*°)

Los serotipos incluidos en la actual vacuna aprobada por la FDA y el ACIP en
Estados Unidos es una 7-valente que contiene los serotipos: 4, 6B, 9V, 14, 18C,
19F y 23F conjugados individualmente con un proteina transportadora, una mutante
no toxica de la toxina diftérica CRM197, la vacuna contiene por cada 0,5ml 2ug de
cada polisacarido capsular, excepto del serotipo 6B que tiene 4ug, 20ug de
CRM197 y 0,125mg de fosfato de aluminio como adyuvante.(*®)

La aprobacion de la vacuna se baso en un importante estudio de campo que
hizo el Dr. Steven Black y el grupo permanente Kaiser del Centro de Estudios de
Oacland, California. Otras vacunas conjugadas 9-valentes y 1llvalentes estan en
fase de experimentacion, que pueden elevar la potencial cobertura a 80 y 90%
respectivamente. (*®*%)

Cuadro 5. Vacunas conjugadas antineumococicas

Vacuna Serotipos Laboratorios

7 serotipos 4,6B,9V,14,18C,19F y 23F Wyeth, Cederle
Polisacaridos con CRN 197
Polisacaridos con PME

9 serotipos idem anterior mas serotipos 1y 5 | idem
Polisacaridos con CRM 197

11 serotipos idem anterior mas serotipos 3y 7V | idem
Polisacéaridos con CRM 197
Polisacaridoscon TDy TT
Polisacaridos con porina D

Fuente: Proyecciones de las vacunas antineumocadcicas en Latinoameérica en
Rev. Chilena 2.001.

4.2.3.21.3. Indicaciones de la vacunacion

La vacuna neumocdécica se recomienda a grupos de riesgo particulares
definidos por la existencia de una patologia subyacente o de un terreno debilitante,
como pacientes con insuficiencias cardiacas, con antecedentes de infeccion
pulmonar invasiva por neumococos, alcohodlicos que presentan una hepatopatia
cronica, sujetos infectados por HIV, cancerosos, inmunodeprimidos, la
drepanocitosis y la existencia de una esplenectomia, etc.(*°)
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Se pueden detectar anticuerpos especificos de tipolg My Ig G a los 5 a 8 dias
post vacunacion. En el 80% de las personas adultas sanas inmunizadas los
anticuerpos persisten durante 5 afios 0 mas, en los nifios sanos la respuesta esta
condicionada por la edad, siendo todavia pobre hasta los 8 a 19 afios de edad, y a
partir de entonces es comparable a la de la poblacién adulta.(**) Se recomienda la
revacunacion cada cinco afios para mayores de 65 afios, en inmunodeprimidos,
esplenectomizados de cualquier edad, pacientes con anemia drepanocitica y en
multiples enfermedades crénicos.(*%)

4.2.3.22. Tratamiento

A pesar de la antibiotecoterapia, la mortalidad por Streptococcus pneumoniae
es abundante, sobre todo en pacientes de edades extremas (nifios menores de
dos afios y adultos de 65 a 70 afios).(*!)

La droga aconsejada para el tratamiento de infeccion neumocdcica es la
Penicilina G, administrada por via intramuscular, en caso de alergia se utilizan
Eritromicina, Cefalosporinas de tercera generacién, Vancomicina y otros. Sin
embargo ante la creciente resistencia de este microorganismo a los antibioticas
betalactamicos, la droga de eleccién es la Vancomicina.(*"*?)

4.2.3.23. Epidemiologia molecular

La epidemiologia molecular permite reconocer caracteristicas genéticas de las
bacterias no reveladas por las técnicas de laboratorio convencionales,(**) el mismo
ha revelado que el Streptococcus pneumoniae es naturalmente competente para la
transformacion genética, que le permite incorporar ADN (acido desoxirribonucleico)
externo que es asimilado al cromosoma bacteriano a través de eventos de
recombinacion constituyéndose en el motor principal de su proceso evolutivo.(%)

Se demostro que los cambios de serotipo eran producto de una transformacion
genética horizontal entre neumococos que involucraba la transferencia de genes de
biosintesis de la capsula, lo cual le ha permitido evadir presiones selectivas
especificas como una respuesta inmunoldgica del hospedero o una resistencia a
tratamiento con antimicrobianos.(*})

El fendmeno de cambio de serotipo ha sido documentado fundamentalmente en
cepas resistentes a Penicilina,(*®) esa resistencia a los antimicrobianos es el
resultado de eventos independientes que involucran a cepas de diversos serotipos
y linajes genéticos, claramente se destacan algunos clones de difusion
intercontinental, como el clon serotipo 23F, altamente resistente a los
betalactamicos, cotrimoxazol, cloranfenicol y tetraciclinas. Este clon fue identificado
en Espafia en la década de los 80 que se disemino a paises de los cinco
continentes.(*®)
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La introduccion en Islandia de otro clon 6B del mismo origen, provoco un
aumento de la resistencia a penicilina en ese pais,(*°) también el clon Francés que
expresan alternativamente los serotipos 14, 9V y 19F se ha diseminado en
Latinoamérica con un predominio en Uruguay y Argentina.(*')

Se aislé un gen “Gal U’ que codifica una enzima identificada como
pirofosforilasa que participa en la formacién de UDP glucosa, componente de todos
los Streptococcus pneumoniae. La inactivacion de este gen conduce a la formacion
de cepas acapsuladas y por lo tanto de menor virulencia. Se postula que la proteina
Gal U es una interesante diana a la hora de desarrollar nuevas drogas para
controlar la expansién de bacterias patégenas como el neumococo.(*)

5. DISENO METODOLOGICO
5.1 Tipo de investigacion

Al ser un estudio que pretende determinar las caracteristicas epidemiologicas
de los serotipos de Streptococcus pneumoniae aislados en nifilos menores de cinco
afios que cursan procesos invasivos tales como neumonias y meningitis, en un
tiempo determinado (2.000 — 2.005) se esta realizando un estudio prospectivo vy
transversal.

5.2. Unidad de Analisis

Cepas de Streptococcus pneumoniae aislados de procesos invasivos, (Sangre,
Liquido cefalorraquideo y Liquido Pleural), de pacientes pediatricos menores a
cinco afios, con cuadros clinicos de neumonias y meningitis, durante las gestiones
2000-2.005.

5.3. Criterios de Inclusion

Niflos menores a cinco afos internados en ocho hospitales centinela de las
ciudades de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz, que presentaban cuadros clinicos
sugestivos de meningitis y neumonias, no importando el sexo ni el nivel socio
econdmico.

5.4. Tipo de muestra

Para el siguiente estudio se realizdé el muestreo no probabilistico, con sujetos
tipo que reunen las caracteristicas epidemioldgicas, sociales y demograficas de
dicho subgrupo. Es decir las cepas estudiadas cumplen el objetivo fundamental del
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estudio que es la determinacién de serotipos en muestras invasivas, no importando
la cantidad, sino la calidad de la informacion obtenida, que representa a una
poblacién determinada.

5.5. Recoleccién de datos

Todos los laboratorios participantes aceptaron un protocolo basico propuesto
por los asesores en epidemiologia, en ese formulario se recogieron datos de
filiacion del paciente, hospital, sexo, edad, fecha de ingreso, diagndstico clinico,
radioldgico y el resultado de los estudios bacteriolégicos.( Anexo 1)

5.6. Recoleccidon de cepas

La recoleccion de cepas se realizd con la participacion de los profesionales
bacteriélogos que trabajan en los ocho laboratorios centinela, quienes previamente
fueron capacitados por el laboratorio de referencia (INLASA) a través de un Taller
realizado en la ciudad de La Paz, sobre toma de muestra e identificacion del
Streptococcus pneumoniae siguiendo para ello normas de la CLSI (Clinical
Laboratory Standard International).

La vigilancia de Streptococcus pneumoniae contd con el apoyo econémico de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), quien proporcioné todos los
insumos y reactivos necesarios para la toma de muestra, procesamiento e
identificacion, asi como del envio de las cepas al centro de referencia nacional.

El Laboratorio Nacional de Referencia, se encargé de la confirmacion
bacteriologica, asi como de la serotipificacion de las cepas recepcionadas, bajo
estrictas normas de control de calidad interno a través de cepas ATCC. (American
Type Control Culture).

Todas las cepas serotipificadas por el laboratorio de referencia a su vez, fueron
sometidas a un control de calidad externo y confirmacion de resultados, realizado
por el Instituto Nacional de Salud Publica de Bogota — Colombia.

5.7. Procesamiento de datos

El recuento de datos se realiz6 de manera descriptiva por el sistema de
Microsoft Excel, los datos se presentan en tablas y gréaficas.

El analisis de los resultados se efectud en el paquete STATA version 6.0 y Epi
INFO version 3.3.2 (2.003), utilizando el estadistico Chi cuadrado. Se inicio la
exploracion de los datos confirmando su validez, se procedié después al estudio
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descriptivo observando la distribucién de las variables de acuerdo a su naturaleza
estadistica, se considero como estadisticamente significativo un p< 0,005.

6. MATERIAL, REACTIVOS, METODOS Y PROCEDIMIENTO

6.1 METODOS

Se definié al INLASA como laboratorio de Referencia Nacional para la recepcion
de cepas, identificacion bacterioldgica y serotipificacion del Streptococcus
pneumoniae, quien tuvo la capacitacion respectiva, replicando dicha capacitacion a
los responsables de los laboratorios centinela departamentales y focales de Santa
Cruz, Cochabamba y La Paz encargados del aislamiento del microorganismo.

Los hospitales y laboratorios que participaron de esta vigilancia fueron:

Santa Cruz: Hospitales Universitario Japonés, Hospital de Nifios Mario Ortiz
Suarez, teniendo como laboratorio focal o de referencia departamental a
CENETROP.

Cochabamba: Hospital Albina Patifio, Hospital German Urquidi, con su centro focal
o de referencia departamental a la Escuela Técnica de Salud.

La Paz: Hospital de Nifios Ovidio Aliaga, Hospital Obrero N°1, Hospital San
Gabriel, teniendo como centro focal y de referencia Nacional al INLASA

Las funciones que cumplieron cada uno de los laboratorios fueron:

6.1.1. Laboratorio Centinela

Toma de muestra

Siembra primaria

Pruebas de identificacion bacteriana (Bioquimiotipia)
Sensibilidad y resistencia |

Envio de cepas al laboratorio focal

VVVYY
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6.1.2. Laboratorio focal

YVVVVY

Recepcioén de cepas

Resiembra

Pruebas de Identificacion bacteriana (Bioquimiotipia)
Sensibilidad y Resistencia |

Envié de cepa al laboratorio de referencia

6.1.3. Laboratorio de Referencia

YV VVVVVVY

Recepcioén de cepas

Resiembra

Confirmacion de diagndstico bacteriano (Bioquimiotipia)
Sensibilidad y resistencia |

Sensibilidad y resistencia Il

Serotipia

Envié de cepas para control de calidad externo

al I.N.S. - Bogota

Conservacion de cepas



Figura 4. Funciones de los laboratorios Centinelay Focal
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Figura 5. Funcion del laboratorio de Referencia
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6.2. PROCEDIMIENTO

6.2.1. Toma de Muestras

La obtencion de muestras de Sangre, LCR vy Liquido pleural, fueron
cuidadosamente establecidas, ya que se trataba de procedimientos que no estaban
incorporados a la rutina de muchas instituciones, por lo que se realizo un taller de
entrenamiento a todos los profesionales responsables de los laboratorios centinela,
guienes se capacitaron en técnicas de laboratorio, incluida la identificacion del
microorganismos y pruebas de susceptibilidad (Anexo 5)

Los frascos de hemocultivo se incubaron a 35°C, se realizaron subcultivos
hasta el séptimo dia en placas de agar sangre de cordero al 5% con 5 a 10% de
CO.. (Anexo 2, 6)

El LCR y liquido pleural se centrifugaron; el sobrenadante fue decantado, con el
sedimento se prepararon frotis para examen directo por tincion Gram y para
siembra en placas de agar sangre de cordero al 5% con 5 a 10% de CO,.(Anexo 5)

6.2.2. Recoleccion

Una vez que el microorganismo fue identificado y aislado por los laboratorios
centinela de los tres departamentos, se enviaron al laboratorio de referencia del
INLASA, utilizando el medio de Amies con carbon activado para el transporte de la
cepa; medio que fue adquirido comercialmente (Anexo 6). El Laboratorio de
referencia se encargo de confirmar el diagnéstico bacteriolégico y la determinacion
de serotipos.

6.2.3. Cultivo y aislamiento de las cepas

Las cepas fueron cultivadas en agar sangre, al 5% de sangre de cordero, e
incubadas a 35°C, con la adicion de 5 a 7% de CO,, durante 18 a 24 horas. (Anexo
6)

6.2.4. Observacion Macroscopica

Después del periodo de incubacion, se observaron colonias redondas lisas,
pequefias, brillantes, mucosas y no pigmentadas de 1 a 3mm de didmetro,
rodeadas de un halo verde de hemdlisis alfa (a), pasado las 24 horas, las colonias
presentaron un aspecto umbilicado, con una depresion central producida por una
autdlisis celular progresiva. (Anexo 6)
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6.2.5. Tincidon de la Muestra
6.2.5.1. Frotis

Para realizar el frotis, se coloco una gota de agua destilada sobre un porta
objetos limpio, al que se le afiadid una colonia bien aislada del cultivo fresco, se
mezclo realizando un extendido homogéneo y delgado, posteriormente se fijo la
muestra, inicialmente a medio ambiente y después por accion del calor proveniente
de un mechero Bunsen.

6.2.5.2. Tincién Gram.

Una vez fijadas los extendidos, se procedié a teiiir, utilizando la bateria de
Tincién Gram compuesta por violeta de genciana, lugol, alcohol acetona, y fucsina
basica. (Anexo 3,6)

6.2.5.3. Observacién Microscopica

Para la observacién en microscopio se utilizo el objetivo de 100X, se coloco
aceite de inmersion sobre el extendido tefiido y se observaron diplococos
lanceolados Gram positivos. (Anexo 3, 6)

6.3. PRUEBAS DIFERENCIALES CONFIRMATORIAS

6.3.1. Prueba de la catalasa

Esta prueba se realizo sobre un porta objetos limpio, al que se le coloco una
azada de colonias e inmediatamente el reactivo de peroxido de hidrogeno al 3%.
(Anexo 3,6)

Streptococcus pneumoniae, da una reacciOn negativa porque no posee
citocromos, ni la enzima catalasa para desdoblar el peroxido de hidrogeno en agua
y oxigeno, por lo tanto no se observa burbujeo. (Anexo 3, 6)

6.3.2. Prueba de la Optoquina

Para esta prueba se realizd una siembra de la cepa en agar sangre ovina, se
colocé un disco de optoquina de 5ug (etilhidrocupreina), se incub6 durante 18 a 24
horas con 5% de CO,, al cabo de este tiempo se realiz6 la lectura, Streptococcus
pneumoniae es sensible a este reactivo dando un halo = 14mm. (Anexo 3, 6)
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6.3.3. Prueba de Solubilidad en bilis

Para esta prueba se realizé una suspension bacteriana de Streptococcus
pneumoniae, igual a 1 de la escala de Mac Farland, al que se afiadid desoxicolato
de sodio al 10%, se incubd por un tiempo no mayor a 3 horas y se observo si se
aclara o no la suspensién bacteriana.

Streptococcus pneumoniae es lisado por el desoxicolato de sodio, por lo que se
observa un aclaramiento de la suspensién bacteriana, producto de la solubilizacién
del microorganismo por el reactivo.(Anexo 3,6)

6.3.4. Prueba de Quellung

La determinacion de serotipos de Streptocococcus pneumoniae se realizd
mediante la reaccién de Quellung, que pone de manifiesto la capsula del
neumococo. Para ello se prepara pequefias suspensiones del microorganismo
sobre un porta objetos, al que se le aflade 1ul de antisuero antineumococico y
azul de metileno, al cabo de unos minutos se examina la preparacion al
microscopio con objetivo de inmersion. La capsula parece de este modo estar
hinchada y se visualiza con un halo claro, refringente rodeando a la bacteria, este
efecto se produce como consecuencia de un aumento en el indice de refraccién del
polisacéarido capsular, al reaccionar con los anticuerpos, sumado ademas de una
aglutinacion de las bacterias. (Anexo 6)

Para la serotipificacion se utilizé 12 pooles o mezclas de antisueros
polivalentes: A,B,C,D,E,F,H,P,Q,R,S,T. Todas las cepas fueron serotipificadas
siguiendo el sistema del tablero de ajedrez; inicialmente se examinaron con cada
uno de los antisueros polivalentes P.Q,R,S,T (titulo 1:16), luego con cada uno de
los antisueros polivalentes A,B,C,D,E,F,H (titulo>1:8); el serotipo se determino en
funcion a la reaccion con uno de los antisueros probados.

Los antisueros (12 pooles o mezcla de sueros polivalentes producidos en
conejos que contienen 83 antisueros anti Streptococcus pneumoniae), fueron
suministrados por el Staten Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca. (Anexo 6).

Finalmente se utilizaron los factores del suero para la identificacion de los sub-
tipos que estuvo a cargo del INS (Instituto Nacional de Salud ) de Colombia.
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7. RESULTADOS

Tabla 1. Cepas de Streptococcus pneumoniae recolectadas por los Hospitales Centinela de las ciudades
de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz, que fueron serotipificadas en el INLASA y sub - tipificadas en el
INS- Colombia, siguiendo el método de Quellung,
durante las gestiones 2000 — 2005

Edad Sexo Dx.

Cddigo paciente | paciente | Muestra | Procedencia Institucion Presuntivo Serotipo
Spn 1/00 5a M Sangre La Paz H. Obrero Neumonia 6 B
Spn 2/00 3m M Sangre La Paz H. Obrero Neumonia 6B
Spn 3/00 la 2m M LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 14
Spn 4/00 2a4m F Sangre La Paz H. Obrero Neumonia 6 A
Spn 5/00 8m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 15C
Spn 6/00 5a M Sangre La Paz H. Obrero Neumonia 19F
Spn 7/00 2a 3m M LCR La Paz H. Obrero Meningitis 10 A
Spn 8/00 la 6m M LCR La Paz H. San Gabriel Meningitis 24 F
Spn 9/01 la 3m M L. Pleural CBBA H. German Urquidi Neumonia 14
Spn 10/01 la 8m M Sangre CBBA H. Albina Patifio Neumonia 14
Spn 11/01 1la 8m M L. Pleural CBBA H. Albina Patifio Neumonia 14
Spn 12/01 3a M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 11 A
Spn 13/01 la 8m M LCR Sta. Cruz Univ. Japonés Meningitis 14
Spn 14/01 m M Sangre CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19F
Spn 15/01 m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19F
Spn 16/01 Im F LCR CBBA Esc. Tec. de Salud Meningitis 5
Spn 17/01 m F LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19 F
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Edad Sexo Dx.
Caodigo paciente | paciente | Muestra | Procedencia Institucion Presuntivo Serotipo
Spn 18/01 5a M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 19F
Spn 19/01 3a F Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 24 F
Spn 20/01 4a 2m M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 19F
Spn 21/01 la 5m F Sangre CBBA H. Albina Patifio Meningitis 14
Spn 22/01 la 5m F LCR CBBA H. Albina Patiio Meningitis 14
Spn 23/01 5a F Sangre La Paz H. San Gabriel Neumonia 6 B
Spn 24/01 9m F Sangre CBBA Esc. Tec. de Salud Neumonia 6 B
Spn 25/01 5a M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 19F
Spn 26/01 3a F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis NST
Spn 27/01 la4m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 8
Spn 28/01 4a 1m M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 23 F
Spn 29/01 2m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 7F
Spn 30/01 im M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 5
Spn 31/02 4m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19*
Spn 32/02 la5m F Sangre CBBA H. Albina Patifio Neumonia 19*
Spn 33/02 la 4m M Sangre CBBA H. Albina Patifio Neumonia 6*
Spn 34/02 3alm F Sangre CBBA H. Albina Patifio Neumonia 6*
Spn 35/02 2a 9m M Sangre La Paz H. San Gabriel Neumonia 19*
Spn 36/02 2m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19*
Spn 37/02 2m M Sangre CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19*
Spn 38/02 la M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 6B
Spn 39/02 da M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 19F
Spn 40/02 8m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19F
Spn 41/02 8m M Sangre CBBA H. Albina Patifio Meningitis 19 F
A

54



Edad Sexo Dx.

Caodigo paciente | paciente | Muestra | Procedencia Institucion Presuntivo Serotipo
Spn 42/02 6m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 6 B
Spn 43/02 3m M Sangre CBBA Esc. Tec. de Salud Neumonia 7*
Spn 44/02 10m M LCR CBBA Esc. Tec. de Salud Meningitis 34
Spn 45/02 8m M LCR Sta. Cruz HNNOS Meningitis 33
Spn 46/02 6m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 7F
Spn 47/02 m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 11*
Spn 48/02 m F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 28 F
Spn 49/02 la 2m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 11
Spn 50/02 la 6m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 28 F
Spn 51/02 4m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 9V
Spn 52/02 9m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 24
Spn 53/02 8m M LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 9N
Spn 54/02 da dm M L. Pleural CBBA Esc. Tec. de Salud Neumonia 14
Spn 55/02 la 2m F Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia o*
Spn 56/02 6m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 11~
Spn 57/02 la 2m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 17*
Spn 58/02 3m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 12*
Spn 59/02 3m F LCR CBBA Esc. Tec. de Salud Meningitis 7F
Spn 60/02 6m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 23 B
Spn 61/02 4m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 14
Spn 62/02 1m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 12
Spn 63/03 5m F L. Pleural CBBA H. Albina Patiiio Neumonia 1
Spn 64/03 9m F Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 18 C
Spn 65/03 2a F L. Pleural La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 14
Spn 66/03 8m M LCR CBBA Esc. Tec de Salud Meningitis 6 A

Al
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Edad del Sexo Dx.

Caddigo paciente | paciente | Muestra | Procedencia Institucién Presuntivo Serotipo
Spn 67/03 5m F LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 10 A
Spn 68/03 4m F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 4
Spn 69/03 10m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 23 F
Spn70/03 | 4allm M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 1
Spn 71/03 la M Sangre CBBA Esc. Tec de Salud Neumonia 14
Spn 72/03 5a F Sangre CBBA Esc. Tec de Salud Neumonia 1
Spn 73/03 da M LCR CBBA Esc. Tec de Salud Meningitis NST
Spn 74/03 6m F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 23*
Spn 75/03 la 2m M LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 18 C
Spn 76/03 lalm F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 14
Spn 77/03 la 5m F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis o*
Spn 78/03 3m F Sangre CBAA H. Albina Patifio Meningitis 6*
Spn 79/03 3m F LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 6*
Spn 80/03 8m F Sangre CBBA Esc. Tec. De Salud Neumonia 6*
Spn 81/03 6m F LCR CBBA Esc. Tec. de Salud Meningitis 18*
Spn 82/04 8m F Sangre CBBA Esc. Tec. de Salud Neumonia 6*
Spn 83/04 6m F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 18
Spn 8404 3a M Sangre CBBA Esc. Tec de Salud Meningitis 19*
Spn 8504 3a M LCR CBBA Esc. Tec de Salud Meningitis 19*
Spn 8604 labm M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 6*
Spn 8704 la F L. pleural Sta. Cruz HNMOS Neumonia 5
Spn 8804 la 8m M L. pleural Sta. Cruz HNMOS Neumonia 5
Spn 89/04 5a F L. pleural Sta. Cruz HNMOS Neumonia 23*
Spn 90/04 2a F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 19 A
Spn 9104 la2m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 19A

A
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Edad del Sexo Dx.

Caodigo paciente | paciente | Muestra | Procedencia Institucion Presuntivo Serotipo
Spn 9204 11m M Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 6B
Spn 93/04 2a2m M LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 33
Spn 94/04 la 7m F LCR Sta. Cruz HNMOS Meningitis 14
Spn 95/04 la 5m F L. pleural La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 6*
Spn 96/04 la M Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 14
Spn 97/04 im F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 14
Spn 98/05 ladm F Sangre CBBA Esc. Tec. De Salud Neumonia 5
Spn 99/05 1la8m F Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 5
Spn 100/05 la 5m F Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 23*
Spn 101/05 4a M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 6*
Spn 102/05 la 4m F LCR La Paz H. Ovidio Aliaga Meningitis 18*
Spn 103/05 4m M Sangre Sta. Cruz HNMOS Meningitis 1
Spn 104/05 la M Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 6*
Spn 105/05 3a5m M LCR CBBA H. Albina Patifio Meningitis 14
Spn 106/05 la 6m M Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 5
Spn 107/05 la2m M L. pleural Sta. Cruz HNMOS Neumonia 23*
Spn 108/05 m F LCR Sta. Cruz Univ. Japonés Meningitis 12*
Spn 109/05 2a M L. pleural CBBA Esc. Tec. de Salud Neumonia 19*
Spn 110/05 4m M Sangre Sta. Cruz HNMOS Neumonia 14
Spn 111/05 9m M Sangre La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 5
Spn 112/05 la5m M L. pleural La Paz H. Ovidio Aliaga Neumonia 7*

Fuente: Elaboracion propia
* Cepas que no se ha determinado el subgrupo
De 129 cepas de Streptococcus pneumoniae, aisladas de muestras de Sangre, LCR y liquido pleural durante el
periodo del 2.000 al 2.005, solo 112 cepas (82,8%) fueron recuperadas, serotipificadas y sub- tipificadas,

resultando dos cepas (1,8%) como No tipificables.

A

HNMOS: Hospital de Nifios Manuel Ortiz Suéarez
NST: Cepas No tipificables
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Serotipos de S. pneumoniae aislados en nifios menores a cinco afios

Serotipos 8 15 47 34

Grafica 1. Serotipos de Streptococcus pneumoniae aislados de muestras de Sangre, LCRy Liquido
pleural, recolectadas por los laboratorios centinela de las ciudades de La Paz, Cochabambay Santa
Cruz, procesadas siguiendo el método de Quellung, durante las gestiones 2000 - 2005

La gréafica muestra los 20 serotipos encontrados, de los cuales 12 son los mas frecuentes: serotipo 6 (18,8%),
19 (17,9%), serotipo 14 (15,20%), serotipo 23 (6,30%), serotipo 5 (5,40%), serotipo 7,18 (4,50%), serotipos
1,9 ,11 (3,60%), serotipos 12 y 24 (2,70%).
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Distribucion de S. pneumoniae segun lugar de aislamiento

23,20%

38,40%

38,40%

O Cochabamba B LaPaz O Santa Cruz

Gréfica 2. Distribucion de cepas de Streptococcus pneumoniae aislados en la ciudades de
La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA,
durante las gestiones 2.000 — 2.005

La grafica muestra el aislamiento de Streptococcus pneumoniae en las ciudades de La Paz y
Cochabamba fue el mismo con 38,40%, mientras que en la ciudad de Santa Cruz fue menor con un
23,20%.



Serotipos predominantes de S. pneumoniae aislados segun
Procedencia

Serotipos 24 %’} /2%%6\

O Santa Cruz mLa Paz B Cochabamba

Grafica 3. Distribucion de serotipos de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes aislados en
las ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz siguiendo la técnica de Quellung, durante las
gestiones 2.000 — 2.005

La gréfica muestra que los serotipos mas frecuentes en la ciudad de Cochabamba son el 19, 6 y 14; en
la ciudad de La Paz el 6y 19y 18, mientras que en Santa Cruz predominan el 14, 6 y 23
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Distribucién de S. pneumoniae aisladas segun tipo de muestra

10,70%

52,70%

36,60%

O Liquido Cefalorraquideo B Sangre OLiquido pleural

Grafica 4. Distribucion de cepas de Streptococcus pneumoniae segun el tipo de muestra, aisladas
en las ciudades de la Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA, durante las
gestiones 2.000 — 2.005

La grafica muestra que el mayor porcentaje de cepas de Streptococcus pneumoniae fue aislado de LCR
con 52,70%, en muestras de sangre 36,60% y en liquido pleural el 10,70%
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Serotipos predominantes de S. pneumoniae aislados segun tipo de
muestra

Fecuencia
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Grafica 5. Serotipos de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes aislados en muestras de Sangre,
LCR Yy liquido pleural en la ciudades de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz, procesadas en el INLASA
siguiendo el método de Quellung, durante las gestiones de 2000 — 2005

La grafica muestra que los serotipos mas frecuentes en muestras de sangre sonel 6,19y 14; en LCR son
el 14,19y 6, en liquido pleural es el 14.
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Distribucidon de S. pneumoniae aisladas segun sexo

41,10%

58,90%

O Femenino B Masculino

Grafica 6. Distribucion de cepas de Streptococcus pneumoniae aisladas segun sexo, en los
departamentos de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA,
durante las gestiones 2.000 — 2.005

Esta grafica muestra que Streptococcus pneumoniae se aislé mas en nifios de sexo masculino (58,90%)
gue en el sexo femenino (41,10%).



Serotipos predominantes de S. pneumoniae segun sexo
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Grafica 7. Serotipos de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes seguln sexo, aislados en las
ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA siguiendo el método
de Quellung, durante las gestiones de 2.000 — 2.005

La grafica muestra que los serotipos mas frecuentes en el sexo femenino son: 6y 14; en el sexo
Masculino son: 19, 14y 6
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Distribucion de S. pneumoniae segun grupo etareo

20,50%

79,50%

0 0-24m l 25-60m

Gréfica 8. Distribucion de cepas de Streptococcus pneumoniae aisladas segun grupo etareo,
en las ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA durante
las gestiones 2.000 — 2.005

Esta grafica nos muestra el predominio de aislamientos en menores a los 2 afios con 79,50%.
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Serotipos predominantes de S. pneumoniae segln grupo etareo

Serotipos 23 o4 Meseg

‘ O 25-60meses O 0-24meses ‘

Gréfica 9. Serotipos de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes segln grupo etareo, aislados
en las ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA siguiendo el método
de Quellung, durante las gestiones de 2.000 — 2.005

La grafica muestra el grupo etareo mas afectado comprendido entre 0 a 24 meses de edad, siendo los
serotipos mas frecuente el 6, 14,19, 5y 23.



Serotipos de S. pneumoniae segun promedio de edad

25 70
+ 60
20 21
20 + 50 8
] 8
© 1
‘S 15 17 40 ;
c
g 32 +30 @
3 1 ol23 {23 %
LL ¢ 19 18 720 o
16 o
11 +11 + 10 [ 1] 10+ 10 ©
5 6 | w | £
$4 | :
40 o
4 6 5 4 4 ’:‘ 5 7 ’:‘
) : : : : : : : 1 1 : : -10
1 5 6 7 9 11 12 14 18 19 23 24
Serotipos

O Frecuencia Mas 1 DS Menos 1 Ds ¢ Media

Gréfica 10. Distribucion de serotipos de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes segun promedio
de edad en meses, aislados en las ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en
el INLASA segun latécnica de Quellung, durante la gestiéon 2.000 — 2.005

La grafica muestra que los serotipos 6, 19 y 14 son los mas frecuentes con 21, 20 y 17 aislamientos y un
promedio de edad en meses de 19, 23 y 18 respectivamente



Cepas de S. pneumoniae segun diagnadstico clinico

41,10%

O Meningitis B Neumonia

Gréfica 11. Distribucion de cepas de Streptococcus pneumoniae segun diagndéstico clinico,
aisladas en las ciudades de La Paz, Cochabamba y Santa Cruz, procesadas en el INLASA
durante las gestiones de 2.000 — 2.005

Esta grafica muestra que el cuadro clinico predominante fue Meningitis con 58,90% de los casos,
mientras que Neumonia con 41,10%.

68



Serotipos predominantes de S. pneumoniae aislados segun
diagndstico clinico
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Gréfica 12. Serotipos de Streptococcus pneumoniae mas frecuentes aislados en cuadros de
Meningitis y Neumonias, en las ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas
en el INLASA siguiendo el método de Quellung, durante las gestiones de 2.000 — 2.005

Esta gréfica muestra que los serotipos més frecuentes en neumonia son el 6, 14,19 mientras que en

69



meningitis los serotipos mas frecuentes son el 19, 14y 6.

Distribucién de S. pneumoniae segun Hospitales Centinela
SS’OO%W
30,00% |
,/
25,00% 223
— 21,4
20,00% | .
15,00%-|
10,00% |
5,00%-
0,00%-
CO R
A\ A0 05 d
50-© A P e A qoret© ore &5 "
Ve \*\059 c.9 O o oN\® e\
oo \© os® -2 Q. %° G\ oV
6 \’\0 \)“\ \,\059 :

Gréfica 13. Distribucion de cepas de Streptococcus pneumoniae aisladas segun Hospitales
Centinela, delas ciudades de La Paz, Cochabambay Santa Cruz, procesadas en el INLASA,

durante las gestiones 2.000 — 2.005

La gréafica muestra los Hospitales que mas aislaron S. pneumoniae fueron: Ovidio Aliaga (31,3%),
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Albina Patifio (22,3%), Hospital de nifios Manuel Ortiz Suarez (21,4%) y Escuela Técnica de Salud (15,2%).
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8. DISCUSION

El presente estudio constituye el primero de su género en nuestro pais,
motivo por el cual, los datos obtenidos son de gran aporte para la vigilancia
epidemioldgica, respecto a los serotipos de Streptococcus pneumoniae circulantes
en la poblacion infantil menor a cinco afos.

No es casual que este programa de vigilancia de neumonias y meningitis a
nivel nacional tuviera su origen en el grupo SIREVA (Sistema regional de vacunas)
de la OPS (Organizacion Panamericana de la Salud), pues este, forma parte de un
proyecto muy amplio a nivel latinoamericano, cuyo interés primordial es el
desarrollo de vacunas especificas que controlen las infecciones invasivas
producidas por este microorganismo, que tienen un alto indice de mortalidad sobre
todo en poblacién pediatrica menor a cinco afios.

El pais forma parte de este programa de vigilancia a partir de 1.999,
inicialmente paso por una etapa de organizacion que contemplo la identificacion de
los laboratorios centinela, capacitacion de los profesionales responsables del
aislamiento del microorganismo, asi como de la adquisicion de insumos y reactivos
para el estudio.

A partir del afio 2.000 se comienza con el aislamiento del microorganismo,
obteniendo hasta el periodo del 2.005 un total de 112 cepas de Streptococcus
pneumoniae, recolectadas de procesos invasivos como Neumonias y Meningitis de
pacientes hospitalizados menores a los cinco anos. Las cepas confirmadas
bacteriologicamente, fueron serotipificadas siguiendo el método de Reaccidén de
Quellung, técnica estandarizada tanto en Europa como a nivel latinoamericano.

Se encontraron 20 serotipos a lo largo de estos cinco afos de estudio cuyo
orden de frecuencia es el siguiente: 6, 19, 14, 23, 5, 7, 18, 1, 9, 11, 12, 24, 10, 28,
33, 4, 8,15, 17 y 34; de los cuales 12 fueron los mas frecuentes, observandose
gue los serotipos 6, 19 y 14 ocupan los tres primeros lugares con 18,80%, 17,90%
y 15,20% respectivamente. (Grafica 1)

Estos mismos serotipos fueron encontrados en seis paises latinoamericanos:
Argentina, Brasil, Colombia, México y Uruguay, quienes a lo largo de siete afios
(1993-1997) realizaron la vigilancia de infecciones invasivas causados por
Streptococcus pneumoniae; encontrando 12 serotipos prevalentes: 14,1, 5, 6A/6B,
23F, 19F, 19A, 9V, 7F, 3, 18C, 4.(*)

] De igual manera en distintos paises de Europa, EE.UU, Canad4, Oceania y
Africa fueron encontrados los mismos serotipos, con ligeras variaciones en cuanto
ala grecuencia, siendo los mas prevalentes los serotipos: 23F, 6A/6B, 14, 3, 9,
11.("%)
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De acuerdo con los datos recogidos en otro estudio realizado en 16 paises
de diferentes continentes, los 10 serotipos asociados comunmente con enfermedad
invasora (en orden decreciente) fueron el 14, 6, 9,19, 18, 9, 23, 7, 4, 1y 15 en
paises desarrollados y el 14,6,1,5, 9, 9, 23, 18, 15y 7 en los paises en vias de
desarrollo.(®°)

El porcentaje de aislamientos de Streptococcus pneumoniae, por area
geografica en nuestro estudio fue igual en las ciudades de Cochabambay La Paz
con un 38,40% (43 aislamientos), mientras que en la ciudad de Santa Cruz fue del
23,20% (26 aislamientos).(Grafica 2)

La distribucion de serotipos en estas mismas areas mostré una gran
variabilidad de serotipos, los que predominaron en Cochabamba fueron: 1, 5, 6,
7,14, 18,19,y 23, en LaPaz: 1,5, 6, 7,9, 11, 12, 14, 18, 19, 23, y 24, en Santa
Cruz : 1, 5, 6, 9, 11, 12, 14, 18, 19, 23, 24, de los cuales los serotipos mas
predominantes en las tres areas geograficas fueron: 6, 19y 14. (Grafica 3).

Todos los estudios realizados, tanto a nivel latinoamericano y Europeo
presentan ciertas similitudes y diferencias, asi en Argentina, Brasil, Chile, Uruguay
y Colombia tienen de alguna manera una incidencia de serotipos similar, donde
predominan los serotipos 14, 1 y 5, en cambio México, es mas parecido a lo
observado en EE. UU, Francia y Espafia donde los serotipos mas frecuentes son
el 23F, 6A/6B, 14 y 19. En nuestro pais con el universo obtenido (112 cepas) y los
serotipos mas frecuentemente encontrados: 6, 19 y 14 podriamos decir que
tenemos mayor similitud con México, EE. UU y Europa.

Sin embargo es indiscutible que el serotipo 14 es el mas frecuente en todos
los estudios realizados, pues siempre ocupa uno de los tres primeros lugares, por
esta razon es considerado como el serotipo pediatrico por excelencia. (** *?)

Estudios realizados reportan que este serotipo proviene del clon Francés 9V,
gue habria sido importado a través del turismo internacional a muchos paises tanto
latinoamericanos como europeos, a partir de la década de los 80, confiriendo
ademas resistencia a antibiéticos como Penicilina y Cotrimoxazol. (*) El serotipo
14, juntamente con el 23F son considerados entre los mas virulentos, causantes de
enfermedades severas con elevados indices de mortalidad sobre todo infantil.

De este manera confirmamos lo que indica la literatura que serotipos de
Streptococcus pneumoniae no presentan una distribucion homogénea y universal,
sino por el contrario varian de pais a pais, de continente a continente, incluso se
ve variaciones en la prevalencia de los distintos serotipos entre distintas regiones
de un mismo pais, ademas que cuando se los monitorea por largo plazo se observa
variaciones con el tiempo, es decir serotipos que en un tiempo determinado son
frecuentes, en otro tiempo desaparecen y se hacen frecuentes otros serotipos.(’’)
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Por esta razon, es muy importante determinar los serotipos en cada area
geografica de manera independiente, cuya informacion orientara sobre la cobertura
que tendrian las diferentes vacunas que se estan aplicando actualmente (23-
valente, 7- valente).

El porcentaje de aislamiento de este microorganismo por tipo de muestra,
nos revela que fue mayor en LCR 52,70% (59 aislamientos) seguido de un 36,60%
(41 aislamientos) en muestras de sangre y 10,7% (12 aislamientos) de liquido
pleural. (Grafica 4). En cuanto a la distribucion de serotipos segln esta variable,
encontramos que los mas frecuentes en LCR son: 14, 19y 6; en sangre fueron el
6, 19y 14, y en liquido pleural el serotipo 14 (Gréfica 5); aca también observamos
el predominio del serotipo 14 en los tres tipos de muestra con 50% (9 aislamientos)
en LCR, 28% (5 aislamientos) en sangre y 22% (4 aislamientos) en liquido
pleural.(Grafica 4)

El estudio de los seis paises latinoamericanos, revelo el aislamiento del
microorganismo en mayor porcentaje de hemocultivos (54,3%), derrames pleurales
(22,3%), LCR (20,6%), con una distribucion de serotipos equiparable en los tres
tipos de muestra. Lo que llamé la atencién en estos paises fue que los serotipos 1y
5 que ocupan el segundo y tercer lugar de frecuencia fueron asociados a derrames
pleurales. (“°7°).

En nuestro pais estos mismos serotipos (1 y 5) ocuparon el cuarto y séptimo
lugar, aislados en un solo caso (cada serotipo) en liquido pleural. La baja
frecuencia de aislamiento de estos dos serotipos en este tipo de muestra podria
deberse a que en casos sospechosos de neumonia la toma de muestra de
preferencia fue la de sangre y no asi de derrames pleurales por ser mas
traumaticos para el paciente. (de 112 aislamientos solo en 12 casos se tomaron
muestras de liquido pleural) Se sabe también por numerosos estudios realizados
gue el porcentaje de recuperacion del microorganismo a partir de un hemocultivo
sigue siendo bajo, oscila entre un 10 a 15 %. de los casos (*°), de manera que
para aumentar la sensibilidad de aislamiento seria conveniente tomar los dos tipos
de muestras, (sangre y liquido pleural) de esta manera podriamos descartar o
confirmar si hay asociacion significativa con estos dos serotipos y el tipo de
muestra.

De todas maneras por razones tanto asistenciales como epidemiolégicas, se
ha recomendado buscar alternativas de diagndstico rapido que complementen las
técnicas microbioldgicas actuales o incrementen su sensibilidad como ser: la
investigacion de antigenos polisacaridos en derrames pleurales o en otros liquidos
organicos, la determinacion de la presencia de inmunocomplejos, determinacion de
anticuerpos antineumolisina por inmunoensayo, o la reaccion en cadena de la
polimerasa en diferentes muestras.
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La grafica 6 nos muestra que se aislé al microorganismo mas en nifios de
sexo masculino (58,9%) que en el sexo femenino (41,1%). La distribucion de
serotipos fue muy variada, con un claro predominio de los serotipos 19,14y 6 en el
sexo masculino y en el sexo femenino el 6 y 14. (Gréfica 7)

Respecto a la edad de 112 aislamientos, la media fue de 17,5 meses, con
una desviacion estandar de 16,3 y una mediana de 12,5, con una minima de 0,1
meses y una maxima de 60 meses.

El 79,50% corresponde al grupo etareo mas afectado comprendido entre O-
24 meses de edad (menores de dos afos) ICgsy, de 70,80 a 86,50%; y 20,5% a
menores entre 25-60 meses de edad 1Cgs¢, de 13,50 a 29,20%; (Gréfica 8) .

La distribucion de serotipos en menores de dos afios (0-24 meses), fue muy
variada, siendo cuatro los serotipos méas frecuentemente aislados: serotipo 6,
serotipo 14, serotipo 19, serotipo 5 y serotipo 23. En el grupo de 25-60 meses de
edad (mayores de dos afios) los serotipos mas frecuentes fueron el 6 y 19. (Gréfica
9). Se observo también que el promedio de edad de los serotipos mas frecuentes
en estos dos grupos etareos: 6, 19, 14 es de 19, 23 y 18 meses respec-
tivamente.(Grafica 10)

Resultados similares se encontraron en la Argentina donde los nifios
menores a dos afios son los mas afectados con 69%, la media fue de 19,5 meses,
con DE de 18,2 y una mediana de 12. ("®); El grupo SIREVA reporto (63,8%), para
el mismo grupo etareo, siendo los serotipos 14 y 6A/6B los mas prevalentes para
menores de dos afios, mientras que los serotipos 1y 5 fueron mas frecuentes en
nifios mayores a los dos afios.(*°)

Estos resultados, plantean la necesidad de dedicar especial atencion a la
proteccion de este grupo de edad, ya que son los que concentran las tasas
mayores de letalidad por infecciones invasivas, por lo cual se debe recurrir por
ejemplo a la inmunizacibn materna en el ultimo trimestre de gestacion, a la
vacunacion del recién nacido, o a la proteccion pasiva con inmunoglobulinas. La
vacuna polisacarida antineumocécica 23-valente, en uso desde 1983,(*°) no genera
respuesta inmunoldgica en nifios menores de dos afos, lo que destaca la
importancia del conocimiento epidemioldgico de la enfermedad para la evaluacion
de las nuevas vacuna conjugadas en desarrollo que si son activas para este grupo
etareo (7valente y 11valente).

La forma clinica mas frecuente fue meningitis con 58,9% (66 casos),
mientras que las neumonias con 41,10% (46 casos),(Gréaficall). En los cinco
paises latinoamericanos la localizacién pulmonar (neumonia) represento una mayor
porcentaje de los casos (51-67%).(*°) En la Argentina se reporto 60,5% de
neumonias asociadas a derrames pleurales y 26,6% de meningitis.("®) En Uruguay
67% para neumonia y 21% para meningitis.
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Como sabemos en paises en desarrollo las infecciones respiratorias agudas
(IRAS), en especial neumonia, son causa reconocida de morbi-mortalidad en nifios
menores de 5 afios. En nuestro caso el porcentaje relativamente inferior de
neumonias observado, podria deberse a que la neumonia neumocécica es una
entidad clinica infradiagnosticada por no contar con técnicas bacteriolégicas con
mayor sensibilidad que el hemocultivo, con el cual apenas se logra una sensibilidad
de 10 a 15%, y aunque la sensibilidad aumenta cuando se dispone de muestras de
derrames pleurales, no siempre son obtenidas por puncién pulmonar. (Lo
corroboran Garrido et, al 1995)(‘®) ; en algunos casos el tratamiento con antibiéticos
antes de la extraccion de sangre para su cultivo interfiere con la positividad de los
resultados, por otro lado esta patologia no es de declaracién obligatoria como las
meningitis, existiendo un importante subrregistro, por lo que se requiere de estudios
prospectivos controlados con una mayor participacién de hospitales centinela,
para estimar el nimero real de neumonias, la magnitud del problema y el potencial
impacto que proporcionarian las vacunas, de manera que nos permite tener una
vision exacta de la realidad.

En cuanto a los serotipos en ambos cuadros clinicos hubo gran variabilidad,
en meningitis los més frecuentes fueron el: 19(18%), 14(14%) y 6(9%), en
neumonia el 6(33%),14(17%) y 19(17%), estos mismos serotipos se encontraron
en otros estudios. (Gréafica 12).

SIREVA informo que el serotipo predominante en neumonia fue el 14
correspondiendo un porcentaje global de 32,6%, con una maxima en
Uruguay(43,1%) y una minima en México(10,9%); en este ultimo pais el serotipo
predominante fue el 23F(17,7%) ubicado en el quinto lugar en el conjunto de los
paises, ademas del serotipo 6A/6B, segundo en frecuencia.(*")

En Espafia un estudio multicentrico realizado en cinco comunidades a lo
largo de un afio, encontro que el serotipo mas frecuente en casos de meningitis era
el 19(28,6%), siendo este mismo serotipo el mas frecuente en nuestro pais (18%).

Los laboratorios y hospitales que participaron de este estudio aportaron con
los siguientes porcentajes en el aislamiento de Streptococcus pneumoniae de un
total de 112 cepas aisladas en estos cinco afios de estudio (2000-2005).
(Gréfical3d)

En la ciudad de La Paz: Hospital Ovidio Aliaga aporto con 31,3% de las cepas;
Hospital Obrero con 4,5%, Hospital San Gabriel con 2,7%.

En la ciudad de Cochabamba: Hospital Albina Patifio 22,3%, Hospital German
Urquidi (0,9%). Escuela técnica de Salud (15,2%).

En la ciudad de Santa Cruz: Hospital de nifios Manuel Ortiz Suarez (21,4%),
Hospital Universitario Japonés (1,8%).
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El nimero de aislamientos por los diferentes laboratorios fue un poco mayor
(129) en estos cinco afos de vigilancia, logrando ser serotipificados solo 112
cepas, no se recuperaron 17 cepas debido a que al inicio de la vigilancia surgieron
problemas tales como la conservacién, envié, transporte y recuperacion, que
correspondieron basicamente al primer afio de vigilancia (2000). Aun asi
aparentemente el nimero de aislamientos es bajo en relacién a otros paises como
Argentina que en 7 afios de vigilancia (1993-2000) logro el aislamiento de 1.288
cepas de S. pneumoniae. Sin embargo debemos considerar que en este pais el
estudio fue de ambito nacional donde participaron en principio 15 hospitales
centinela, posteriormente se incorporaron 19 hospitales mas a partir de 1997; lo
gue le otorga a este pais una gran representatividad a nivel nacional, mientras que
nuestro estudio se limité a tres departamentos del eje troncal con la participacion de
8 hospitales que en los dos ultimos afios se redujo a seis hospitales, pues dejaron
de participar del estudio el hospital Obrero y hospital San Gabriel.

Para tener una mayor representatividad nos cabe Unicamente incrementar la
participacion de hospitales centinela en los nueve departamentos del pais, de
manera que no solo sea en el eje troncal, sino de ambito nacional para obtener de
esta manera la prevalencia real de serotipos de S. pneumoniae.

Estos cinco afios de vigilancia sin embargo, confieren a nuestro estudio un
especial valor, no solamente por ser el primero que determina los serotipos mas
frecuentes de Streptococcus pneumoniae que circulan en estos tres
departamentos, si no porque se ha logrado consolidar una red de vigilancia que
permite tener una vision clinico-epidemioldgica y microbiolégica de las neumonias y
meningitis, que afectan principalmente a la poblacién infantii menor a los cinco
afos, herramienta importante para el clinico y autoridades nacionales, respecto a la
conducta a seguir en cuanto a tratamiento y prevencién de enfermedades
ocasionadas por este microorganismo a través de vacunas que contengan los
mismos serotipos circulante en nuestro medio.
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. CONCLUSIONES

En cinco afios de estudio (2000-2005), se aislaron 129 cepas de Streptococcus
pneumoniae, aislados de procesos invasivos (neumonia y meningitis) en nifios
menores de 5 afios internados en hospitales centinela pediatricos; de las cuales
solo 112 cepas (87,5%) fueron recuperadas y determinado los serotipos
siguiendo la técnica de Neufeld Quellung, quedando dos cepas (1,8%) como
NO Tipificables.

Se encontraron 20 serotipos a lo largo de estos afios cuyo orden de frecuencia
es el siguiente: 6(18,8%), 19(17,9%), 14(15,2%), 23(6,3%), 5(5,4%), 7 y 18
‘(4,5%), 1, 9 y 11(3,6%), 12 y 24(2,7%), 10, 28 y 33(1,8%), 4, 8, 15, 17 y
34(0,9%); de los cuales 12 fueron los mas frecuentes, observandose que los
serotipos 6, 19, y 14 ocupan los tres primeros lugares.

El porcentaje de aislamientos de Streptococcus pneumoniae, por area
geogréfica fue igual en las ciudades de Cochabamba y La Paz con un 38,40%
(43 aislamientos), mientras que en la ciudad de Santa Cruz fue del 23,20% (26
aislamientos).

La distribucion de serotipos en estas mismas areas mostr6 una gran
variabilidad de serotipos, los que predominaron en Cochabamba fueron: 1, 5,
6, 7,14, 18,19,y 23, en LaPaz: 1, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 14, 18, 19, 23,y 24, en
Santa Cruz: 1,5, 6, 9, 11, 12, 14, 18, 19, 23, 24, de los cuales los serotipos
mas predominantes en las tres areas geograficas fueron: 6, 19y 14.

El porcentaje de aislamiento de este microorganismo por tipo de muestra, nos
revela que fue mayor en LCR 52,70% (59 aislamientos) seguido de un
36,60% (41 aislamientos) en muestras de sangre y 10,7% (12 aislamientos)
de liquido pleural.

La distribucion de serotipos segun el tipo de muestra fue muy variada, los mas
frecuentes en LCR son: 14, 19 y 6; en sangre fueron el 6,19y 14, y en
liquido pleural el serotipo 14, acad también observamos el predominio del
serotipo 14 en los tres tipos de muestra con 50% (9 aislamientos) en LCR,
28% (5 aislamientos) en sangre y 22% (4 aislamientos) en liquido pleural.

Respecto a la edad, de 112 aislamientos, la media fue de 17,5 meses, con
una desviacion estandar de 16,3, una mediana de 12,5 con una minima de
0,1 meses y una maxima de 60 meses

El 79,50% corresponde al grupo etareo mas afectado comprendido entre 0-24
meses de edad con un ICgysy de 70,80 a 86,50%; el 20,5% correspondié al
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grupo comprendido entre 25-60 meses de edad con un ICgsy de 13,50 a
29,20%.

» La distribucion de serotipos en menores de dos afios (0-24 meses de edad),
fue muy variada, siendo cinco los serotipos mas frecuentemente aislados:
serotipo 6, serotipo 14, serotipo 19, serotipo 5 y 23. En el grupo de 25-60
meses de edad (mayores de dos afos) los serotipos mas frecuentes fueron el
6 y 19. El promedio de edad de los serotipos mas frecuentes en los dos grupos
etareos (6,19,14) fue de 19, 23 y 18 meses de edad respectivamente.

» El cuadro clinico de mayor predominio por el que fueron internados los nifios
menores de cinco afios en los diferentes hospitales centinela fue por
meningitis con 58,9%(66 casos), mientras que las neumonias con 41,10%
(46 casos).

» En cuanto a los serotipos en ambos cuadros clinicos fue muy variado. En
meningitis los mas frecuentes fueron el: 19(18%), 14(14%) y 6(9%), en
neumonia el 6(33%),14(17%) y 19(17%), estos mismos serotipos se
encontraron en otros estudios.

» Los laboratorios y hospitales que participaron de este estudio aportaron con los
siguientes porcentajes en el aislamiento de Streptococcus pneumoniae de un
total de 112 cepas aisladas en estos cinco afios de estudio (2000-2005) :

e En la ciudad de La Paz: Hospital Ovidio Aliaga aporto con 31,3% de
las cepas; Hospital Obrero con 4,5%, Hospital San Gabriel con 2,7%.

e Enlaciudad de Cochabamba: Hospital Albina Patifio 22,3%, Hospital
German Urquidi (0,9%). Escuela técnica de Salud (15,2%).

e Enla ciudad de Santa Cruz: Hospital de niflos Manuel Ortiz Suarez
(21,4%), Hospital Universitario Japonés (1,8%).

Viendo estos resultados ninguna de las variables puede asociarse a la variable
dependiente o resultado que son los Serotipos, es decir que cada una es
independiente de la otra.

Esto no es una conclusion, porque se trata de un estudio descriptivo de corte
transversal donde no existi6 un grupo caso y un grupo control que permita ver si
existia 0 no-asociacion, por lo tanto con estos datos se pueden plantear futuras
hipdtesis para una proxima investigacion analitica.
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10. RECOMENDACIONES

>

Para estudios epidemioldgicos futuros respecto a este microorganismo, se
recomienda ampliar la vigilancia con la participacion de todos los
departamentos de Bolivia, de manera que el universo de estudio sea mayor,
reflejando la prevalencia real de los serotipos.

Se debe mejorar la comunicacion con los responsables de los centros
hospitalarios para asi lograr una mayor continuidad en la recoleccion y envio de
las cepas.

Se debe capacitar al personal, respecto a la adecuada conservacion y envio de
las cepas, para evitar que las mismas lleguen inviables al centro de referencia,
ya que una de las causas de la No recuperacion de las cepas ha sido
precisamente este factor, haciendo énfasis sobre todo en el tiempo de viabilidad
del microorganismo que no es mayor a una semana (en medio de transporte),
pues se trata de microorganismos muy labiles y de crecimiento fastidioso.

Se sugiere realizar estudios respecto a la epidemiologia molecular de este
microorganismo, para un sistema de vigilancia mas completo, reconociendo las
caracteristicas genotipicas de las cepas en cada area geogréfica, completar
con estudios de resistencia y su asociacion con los serotipos, verificar si los
serotipos 14 y 23 mas frecuentes en nuestro estudio corresponden a los clones
Francés y Espafol que circulan en Latinoamérica.

Seria interesante también realizar estudios de serotipos en aislados
nasofaringeos, comparando de esta manera si son los mismos que se aislaron
en muestras invasivas y si constituyen un factor de riesgo para la evolucién de
meningitis y neumonias que tanto afectan a menores de cinco afos.
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ANEXO 1
MINISTERIO DE SALUD Y DEPORTES
INSTITUTO NACIONAL DE LABORATORIOS EN SALUD
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA EN BACTERIOLOGIA CLINICA

PROGRAMA NEU - HIB

FICHA EPIDEMIOLOGICA

Laboratorio: Departamento:

Responsable:

Fecha de toma de muestra: Fecha de envio de cepa:

DATOS GENERALES DEL PACIENTE

Nombre: Edad: Sexo: E Masculino
Femenino
Procedencia: Urbana Pentavalente: 12 dosis
E Rural a 22 dosis
Periurbana 32 dosis
Dx. presuntivo: Tipo de muestra:
Rx en Neumonia: Normal Tratamiento previo: H Si
Patolégico No
Cuales?.....cocvvvvenens

BIOQUIMIOTIPIFICACION

Tincion Gram: H Diplococos H Gram positivos Hemdlisis: Alfa
Cocobacilos Gram negativos Beta
Gamma
Positivo
Catalasa: Negativo Optoquina: I:Inm Oxacilina: I:I mm
Oxidasa Positivo B- lactamasa: Positivo Factor XV
Negativo Negativo Factor V
DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO:
(No llene la seccion debajo de esta linea)
Cddigo de Lab.: Fecha de recepcion de cepa:
Tincién Gram: H Diplococos Gram positivos Hemodlisis: Alfa
Cocobacilos Gram negativos Beta
Gamma
Positivo
Catalasa: Negativo Optoquina: I:I mm Oxacilina: I:I mm
Solubilidad en bilis Positivo Serotipo | |
Negativo
Oxidasa Positivo B- lactamasa: Positivo Factor XV
Negativo Negativo Factor V

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

OBSERVACIONES




ANEXO 2
FUNDAMENTO Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

» AGAR SANGRE CON 5% DE SANGRE DE CORDERO

Composicién Quimica

Triptona 14 ¢
Peptona 4,59
Extracto de levadura 4,59
Cloruro de sodio 59
Agar 12,59
Agua destilada 1000 mL

pH final 7.3 £0,2

Preparacion

e Pesar 40g y disolver en un litro de agua destilada, llevar a ebullicion
hasta que den tres hervores.

e Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos

e Enfriar a 50°C (Bafio Maria)

e En forma aséptica adicionar 5% de sangre de cordero estéril
(desfibrinada)

e Distribuir en cajas petri

Control de calidad

a. Control de Crecimiento
El objetivo de este control de calidad es asegurar que el medio preparado
tenga las condiciones necesarias para mantener el crecimiento de
microorganismos no fastidiosos, ademas de demostrar la alfa y beta
hemodlisis.

Preparacion de los inoculos

e Se prepara una suspension bacteriana igual a 0,5 de Mc. Farland en
solucion fisiolégica estéril a partir de un cultivo fresco de las cepas
ATCC.

e Realizar una un dilucién 1/100 de la suspensién 0,5 de Mc. Farland
en solucion fisiologica estéril.

¢ De esta suspension afiadir 10 uL al medio preparado.

¢ Incubar a 35°C en atmaosfera de C0O, por 18 a 24 horas

e Después de la incubacion examinar las colonias con morfologia vy
hemodlisis caracteristica

e Registrar los resultados en formularios de trabajo



Cepas Control

e S.pyogenes ATCC 19615 A las 24 horas de incubacién
observar colonias con hemolisis
beta

e S. pneumoniae ATCC 49619 A las 24 horas de incubacion

observar colonias con hemdlisis alfa
b. Control de esterilidad

e Incubar una caja de agar sangre (por lote de un litro), durante 24, 48, y
72 horas a 35°C, observar después de la incubacion ausencia de
crecimiento.

e Registrar los resultados en formularios de trabajo

» CALDO PARA HEMOCULTIVO PEDIATRICO

Los caldos para hemocultivo, son tan enriquecidos que facilitan la
recuperacion de microorganismos aerdbicos y anaerdbicos presente en la sangre
en caso de bacteriemias, septicemias, infecciones intravasculares, etc.

Las principales fallas en la recuperacion de los agentes etiolégicos de las
bacteriemias son las propiedades bactericidas del suero del enfermo y la
coagulacion de la sangre, ya que en el coagulo pueden quedar atrapadas las
bacterias.

Dicha accién bactericida se supera aumentando la relacion de dilucion del
medio de cultivo (1/10), la coagulacion se previene con la dilucion y con el empleo
de anticoagulantes apropiados como el polianetol sulfonato de sodio (SPS) que
actia ademas como inhibidor del poder bactericida del complemento y de la
actividad fagocitaria de los leucocitos.

Los hemocultivos vienen en diferentes presentaciones, se recomienda para
pacientes pediatricos frascos de 20 mL o de volumenes menores, lo cual permitira,
la extraccion de sangre en el nifio maximo de 2 mL.

Composicién Quimica
Los frascos de hemocultivo multipropésito utilizados fueron de la casa comercial
BRITANIA cuya composicion es el siguiente:

Infusiones nativas de cerebro y corazon bovino
Extracto de levadura

Cisteina

Hematina



e Mezcla de vitaminas
e Mezcla de minerales

Control de Calidad del medio
a) Control de Esterilidad

Los medios en los frascos deben estar transparentes, algunos medios a los cuales
se ha anadido CO, y SPS pueden ser ligeramente opalescentes o contener un
rastro de precipitado.

Incubar un porcentaje de los frascos a 35°C durante 48hrs , después comprobar
esterilidad realizando una siembra del caldo en agar sangre.

b) Control de crecimiento

e Preparar un suspension se S. pneumoniae ATCC 49619 igual al patrén de
turbidez 0,5 Mac Farland (1x10® UFC/mL) a partir de un cultivo fresco, de
esta suspension realizar diluciones de manera que la ultima dilucion tenga
una concentracion igual a 10° UFC/mIL.

e De esta concentracion inocular 0,1ml en cada una de las botellas de
hemocultivo a probar.

e Incubar a 35°C durante 7 dias, realizando una resiembra cada dia en agar
sangre.

» MEDIO DE CONSERVACION SKIM MILK

La leche descremada al 20 % se usa como medio completo o como
ingrediente de otro medio especial, para la propagaciéon de microorganismos en
productos lacteos. El polvo de la leche descremada es un polvo desecado a partir
de grandes volumenes de leche descremada, es soluble y facil de preparar.

Este medio se usa como crioprotector para conservar microorganismos
aerdbicos y anaerdbicos a -70°C, asi como para el proceso de liofilizacion de la
mayoria de microorganismos incluyendo levaduras y hongos.

Composicién Quimica

Bacto Skim Milk (Disco 0032-17-3) es un producto estandarizado por la casa
comercial, cuando se reconstituye equivale a leche desnatada fresca.



Preparacion

e Disolver 20g del medio en 100ml de agua destilada
e Esterilizar a 116°C por 10 min.
e Distribuir en crioviales en volumenes de 1,5 a 2mL

Tener cuidado de evitar sobrecalentamiento o que la leche tome un color caramelo,
en estas condiciones no conservara la viabilidad de los microorganismos. El pH del
medio debe mantenerse en 6,1+ 0,2

Control de calidad

Control de Esterilidad

Debe realizarse control de esterilidad incubando el medio durante 48 horas un % de
los viales, luego comprobar esterilidad realizando una siembra en agar sangre.

> MEDIO DE AMIES CON CARBON ACTIVADO

Este medio esta disefiado para usarse como medio de transporte de muestras o
cepas que contengan bacterias, hongos o parasitos, posee la capacidad de
mantener viables a estos microorganismos durante su transporte.

Composicién Quimica

e Cloruro de sodio 39
e Cloruro de potasio 0,29
e Cloruro de calcio 0,19
e Cloruro de magnesio 0,19
e Cloruro de potasio 0,29
e Fosfato basico de potasio 1.15¢
e Tioglicolato de sodio 10g9
e Carbon 10 g
e Bacto Agar 4 g

pH final de 7,3 £ 0,2 a 25°C
Preparacién

e Disolver 20g en 1L de agua destilada

e Calentar hasta ebullicién para disolver completamente el polvo

e Dispensar el medio en viales con tapa de rosca mas o menos de 6 a 8 mL de
medio.



e Esterilizar en autoclave durante 15min. a 121°C

e Invertir los viales justo antes de que el medio se solidifique para distribuir el
carbon uniformemente.

e Dejar que enfrié los viales para su manejo.

Control de calidad
a) Control de esterilidad

Tomar al azar 2 a 4 viales preparados, realice una siembra del medio a las 24, 48 y
72 horas, no debe haber crecimiento alguno.

b) Control de Crecimiento

Utilizar cepas control : Haemophilus influenzae ATCC 10211
Neisseria gonorrhoeae ATCC 43069
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

e Preparar suspensiones de estos microorganismos igual a 0,5 de Mac
Farland (1x10° UFC/mL)

e A partir de esta suspension realizar un diluciéon 1:10 en solucién salina
estéril (10" UFC/mL)

e Inocular con un escobillon esta suspension en el medio

e Dejar por 24 horas a temperatura ambiente

e Subcultivar en agar sangre o chocolate cada uno de los tubos con Amies
durante 24 y 48 horas

e Comprobar que haya buen crecimiento.



ANEXO 3
FUNDAMENTO DE PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

> TINCION GRAM

En las bacterias Gram positivas (acidos teicoicos y magnesio) el cristal
violeta se fija a la pared celular y con la adicion de lugol (mordiente) se produce el
complejo cristal violeta-yodo, el cual es resistente a la decoloracion con alcohol
acetona.

En las bacterias Gram negativas el decolorante actia como un solvente de
los lipidos presentes en los poros de la pared que aumentan de tamario liberando el
complejo cristal violeta-yodo tomando la bacteria el colorante de contraste (fucsina
basica)

Material

Bateria de tincion Gram
e Cristal violeta
e Lugol
e Alcohol acetona
e Fucsina basica

Control de calidad de la Tincién

Previa a la utilizacion de la tincibn Gram, se realiza control de calidad de los
reactivos con las siguientes cepas de referencia:

» Gram positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923
» Gram negativo : Escherichia coli ATCC 25922

Procedimiento
e Suspender la colonia en una gota de solucion fisiolégica, sobre un porta
objetos
e Dejar secar a medio ambiente, fijar a la llama del mechero (pasar tres veces
por la llama soportando la temperatura en el dorso de la palma de la mano)
Cubrir el extendido con cristal violeta por 1 min.
Lavar con agua de la pila
Cubrir el extendido con lugol por 1 min.
Lavar con agua de la pila
Cubrir con alcohol acetona por 1 min.



e Lavar con agua de la pila
e Cubrir con fucsina basica
e Lavar con agua de la pila
e Dejar secar

Lectura

Realizar la lectura en microscopio con aceite de inmersién y el objetivo de 100X

Interpretacion
Gram positivo : Bacterias tefiidas de color violeta
Gram negativo: Bacterias tefiidas de color rosado

» PRUEBA DE LA CATALASA

Comprueba la presencia de la enzima catalasa que se encuentra en la
mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias que contienen citocromo, la
excepcion principal es la familia de Streptococcus

Material Reactivos
e Porta objetos e Agar sangre con desarrollo
e Anza Bacteriolégica bacteriano

e Peroxido de Hidrégeno 3%
Procedimiento
e Con un anza bacteriolégica recoger la parte superior de una colonia bien
aislada y fresca (18 a 24hrs. Incubacion).

e Colocar la colonia sobre un portaobjetos
e Agregar una gota de peroxido de hidrégeno al 30 % sobre la colonia

Lectura
Observar inmediatamente la presencia o ausencia de burbujas.
Interpretacion

Positivo: Formacion de burbujas por liberacidén de oxigeno
Negativo: Ausencia de burbujas



Control de calidad

» Positivo: Staphylococus aureus ATCC 25923
» Negativo:Streptococcus pyogenes ATCC 19615

» PRUEBA DE LA OPTOQUINA

La optoquina es un compuesto quimico: Clorhidrato de etilhidrocupreina
impregnado en discos de papel filtro a una concentracion de 5ug que inhiben el
crecimiento de Streptococcus pneumoniae debido a cambios de tension superficial,
produciendo una zona de inhibicién alrededor del disco.

Material y Equipo Reactivos
e Anza bacterioldgica e Agar Sangre con cultivo
e Estufa de 35°C bacteriano

e Discos de optoquina de 5ug
Procedimiento
e Sembrar con una anza una o dos colonias bien aisladas de cultivo fresco
sobre agar sangre.

e Colocar el disco de optoquina sobre la siembra.
e Incubar 35°C + 5% de CO, durante 18 a 24 horas.

Lectura
Medir el diametro en mm de la zona de inhibicidén alrededor del disco
Interpretacion
Positivo: Halo de inhibicion =214 mm en discos de 6 mm

Halo de inhibicién 216 mm en discos de 10 mm
Negativo:  Ausencia de halo de inhibicion

Control de calidad

» Positivo: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
» Negativo: Streptococcus grupo viridans



» PRUEBA DE SOLUBILIDAD EN BILIS

Las sales biliares especificamente el desoxicolato y el taurocolato de sodio
tienen la capacidad de lisar al S. pneumoniae, cuando en solucién se adicionan a
una suspension de microorganismos a partir de un cultivo fresco.

Material Reactivos
e Tubos de hemdlisis e Cepas control positivo vy
e Hisopos estériles negativo

e Escala Mac Farland N° 1

e Desoxicolato de sodio al 10%

e Solucion salina estéril

e Cultivo puro y fresco de S.
pneumoniae

Procedimiento

e A partir de un cultivo puro, preparar un suspension densa del microorganismo
en solucién salina estéril, con una turbidez igual a 1 de la escala de Mac
Farland

e Para cada microorganismo estudiado se utiliza dos tubos, marcando un tubo

como prueba (P) y el otro como control (C)

Se coloca en cada tubo 0,5mL de la suspension bacteriana preparada.

Al tubo (P) se adiciona 0,5mL de desoxicolato de sodio al 10%

Al tubo (C) se adiciona 0,5 mL de solucidén salina estéril

Mezclar suavemente los tubos e incubar a 35°C en bafio Maria o en Estufa de

incubacion por un periodo de 3 horas.

Lectura

Observar si en los tubos hay aclaramiento o permanecen turbias las
suspensiones

Interpretacion

Positivo : Aclaracion de la suspension del tubo (P)
Negativo: Permanece turbio la suspensiéon del tubo (C)

Control de Calidad

» Control positivo: S. pneumoniae ATCC 49619
» Control negativo: Streptococcus grupo viridans



» PRUEBA DE QUELLUNG

Procedimiento confirmatorio para Streptococcus pneumoniae, el cual utiliza
una mezcla de sueros polivalentes producidos por los conejos (anticuerpos) los
cuales reaccionan con el polisacarido capsular (antigeno) haciendo evidente la
capsula al ser observado al microscopio, debido a una alteracion de su indice de
refraccion.

La reaccién de Neufeld - Quellung no es una reaccion de hinchamiento
capsular como comunmente se asume. Es una reaccién de precipitacién entre el
suero especifico y el antigeno capsular del Streptococcus pneumoniae.

Material y Equipo Reactivos

Porta objetos Azul de metileno al 1%
Cubre objetos Antisueros especificos
Ansas descartables de 1ul Solucién de PBS pH 7,2
Microscopio Cultivo fresco

Procedimiento

e Colocar 1 uL de PBS sobre una lamina portaobjetos

e Con un anza descartable tomar una colonia bien aislada de S.
pneumoniae y colocar sobre la gota de PBS (no debe quedar una
suspension densa)

e Adicionar 1uL del pool (antisuero) correspondiente y mezclar

e Sobre un cubreobjetos colocar una gota de azul de metileno y con
esta cubrir la preparacion anterior

e Colocar sobre el cubreobjetos una gota de aceite de inmersion

Lectura
e Observar al microscopio con el objetivo de 100X

Interpretacion

Positivo: Hinchamiento de la capsula de S. pneumoniae con una
refringencia azul, y aglutinacién de bacterias.

Negativo:  No hay hinchamiento de capsula ni aglutinacion de bacterias.

Control de Calidad

» Control positivo: S. pneumoniae ATCC 49619 serotipo 19F
» Control negativo: Streptococcus grupo viridans.



ANEXO 4

PREPARACION DE REACTIVOS

» DESOXICOLATO DE SODIO AL 10%

Esta solucién es usada para realizar la prueba de solubilidad en bilis

Reactivos
Desoxicolato de sodio 10g
Agua destilada o deionizada 100ml

Preparacion

Pesar y mezclar los reactivos hasta disolver completamente, esterilizar por filtracion
y almacenar en frascos estériles.

El tiempo de duracion del reactivo es mas o menos de 6 meses, controlar antes de
utilizar la solucién, si no presenta turbidez o precipitacion, de ser asi debe ser
descartado.

» AZUL DE METILENO AL 1%

Reactivos
Polvo de azul de metileno 19
Agua destilada o deionizada 100mL

Preparacion

e Disolver completamente 1g de polvo de azul de metileno en 100ml de
agua destilada

e Esterilizar por filtracion

e Conservar en frasco estéril durante 6 meses, al cabo de los cuales
debe ser descartado



» ESCALA DE MAC FARLAND

Con el objeto de estandarizar la cantidad de bacteria que se emplean en las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, debe prepararse un estandar de BaS0,
equivalente al estandar de Mac Farland.

Material y reactivos

e 10 tubos con tapa de rosca de 16x150mm
e Solucion de cloruro de bario al 1%
e Solucidon de acido sulfdrico al 1%

Preparacion

Mida y sirva en cada tubo los volimenes que aparecen en la siguiente tabla:

Tubo BaCl, H,S0, UFC/mI (x10°)
0,5 0,05 mL 9,95 mL 15
1 0,1 mL 9,9 mL 3
2 0,2 mL 9,8 mL 6
3 0,3mL 9,7 mL 9
4 0,4 mL 9,6 mL 12
5 0,5 mL 9,5 mL 15
6 0,6 mL 9.4 mL 18
7 0,7 mL 9,3 mL 21
8 0,8 mL 9,2 mL 24
9 0,9 mL 9,1 mL 27
10 1,0 mL 9,0 mL 30

Verificar la densidad correcta de los estandares de turbidez con un
espectrofotometro, para determinar la absorbancia de las suspensiones.

La escala 0,5 de Mac Farland a 625nm debe dar una absorbancia de 0,08 a 0,10
Los estandares deben transferirse en alicuotas de 4 a 6 mL a tubos de tapa de
rosca del mismo tamafo que los que se emplearan par preparar el inéculo de la
bacteria a probar.

Los tubos deben sellarse con papel parafilm y guardarse a temperatura ambiente y
en la oscuridad, anotando desde luego la fecha de preparacion.



» SOLUCION DE PBS (Phosfate Buffer Solutidn)

Reactivos
e Cloruro de sodio 89
e Cloruro de potasio 0,29
e Fosfato di sédico 1.449
e Fosfato mono potésico 0,249
e Agua destilada c.s.p 1000mL

Preparacion

Pesar todos los constituyentes y disolver en agua destilada, calentar suavemente y
tomar el pH 7,2+/- 0,1. Esterilizar a 121°C por 15 minutos, identificar y sefialar
fecha de elaboracién y expiracion. Almacenar a 4°C en frascos estériles.



ANEXO 5

TOMA DE MUESTRA Y PROCESAMIENTO

» TOMA DE MUESTRA PARA HEMOCULTIVO

Toda muestra debe ser obtenida de acuerdo a las normas de asepsia requeridas,
descritas a continuacion:

e Lavar cuidadosamente las manos con jabon y secarlas con papel
desechable.

e Utilizar guantes estériles para proteger las manos y evitar contaminacion

e Trabajar bajo la proteccion de un mechero.

e Escoger el lugar de puncion antes de colocar el torniquete.

e Realizar asepsia rigurosa del lugar de puncion seleccionado, utilizando una
torunda estéril embebida en alcohol yodado al 2%, realizar la limpieza con
movimientos circulares o centrifugos (de adentro hacia fuera).

e Esperar algunos instantes para que evapore la solucion yodada.

e Realizar la puncién con jeringa y aguja estéril, colectar la muestra, evitando
la formacion de burbujas, aspirando lentamente.

e El volumen de sangre se determinara de acuerdo al volumen del medio de
cultivo en una dilucién 1:10

e Antes de inocular la sangre en el frasco de hemocultivo, desinfectar el tapon
con alcohol yodado, esperar a que seque, luego vaciar la sangre lentamente
e Mezclar suavemente por inversion.



» TOMA DE MUESTRA DE LCR (Liquido cefalorraquideo)

e La obtencidon de liquido cefalorraquideo es un procedimiento invasivo que
debe ser realizado solo por personal médico con experiencia y en un
hospital.

e Lavar cuidadosamente las manos con jabon y secarlas con papel
desechable.

e Ultilizar guantes estériles para proteger las manos y evitar contaminacion.

e Realizar asepsia rigurosa del lugar de puncion seleccionado, utilizando una
torunda estéril embebida en alcohol yodado al 2%, realizar la limpieza con
movimientos circulares o centrifugos (de adentro hacia fuera).

e Esperar algunos instantes para que evapore la solucién yodada

e Realizar la puncion entre el 3°"y 4° espacio intervertebral lumbar.

e La cantidad necesariaesde 2 a5 mL

e Procesar el LCR dentro de un margen minino de tiempo desde la toma de

muestra, pues muchos gérmenes se lisan transcurrido cierto lapso de
tiempo (mayor a 2 horas), dandonos falsos negativos.



» TOMA DE MUESTRA DE LiQUIDO PLEURAL
e La obtencion de liquido pleural es un procedimiento invasivo que debe ser
realizado solo por personal médico con experiencia y en un hospital.

e Lavar cuidadosamente las manos con jabon y secarlas con papel
desechable.

e Ultilizar guantes estériles para proteger las manos y evitar contaminacion.

¢ Antes de realizar la toracocentesis asegurarse que la sala de procedimientos
este equipada con todo el material necesario para el drenaje pleural,
Ademas de tener el equipo de resucitacion (laringoscopio, tubo
endotraqueal, canula, etc.)

e Realizar asepsia rigurosa del lugar de puncion seleccionado, utilizando una
torunda estéril embebida en alcohol yodado al 2%, realizar la limpieza con
movimientos circulares o centrifugos (de adentro hacia fuera).

e Esperar algunos instantes para que evapore la solucion yodada

e Realizar la puncion, colectar la muestra en un tubo estéril con tapa de rosca
, al cual se le afiade una pequefa cantidad de polianetol sulfonato de sodio
(SPS) o heparina estéril para evitar la coagulaciéon del liquido pleural.

e La cantidad necesariaesde 2 a5 mL

e Procesar el Liquido pleural dentro de un margen minino de tiempo.



PROCESAMIENTO DE HEMOCULTIVO

Hemocultivo
incubar a 35°C

|

Tincion Gram

A 4

1% repique a las 24 hrs. en agar sangre, agar
chocolate suplementado y Mac Conkey

2% repique a las 72 hrs.(3er dia),
en agar sangre, agar chocolate
suplementado y agar Mac Conkey

Negativo

3* repique a las 100 hrs. (5% dia)
en agar sangre, agar chocolate
suplementado y agar Mac Conkey

Negativo

Positivo Negativo
\ 4 \ 4
Crecimiento
de colonias
P
\ 4 O \ 4
Tincion Gram S
|
T
|
Ai Iv ient v
islamiento e 0

identificacion del
microorganismo

A 4

Reporte de

A 4

Ultimo repique al 7™ dia en agar
sangre, agar chocolate

suplementado y agar Mac Conkey

Negativo

resultados

Todas las resiembras se deben incubar en atmoésfera de 5 a 7% de CO»



> PROCESAMIENTO DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

LCR

l

Centrifugar por 15 min. a
10.000 RPM

l

Decantar sobrenadante,
Sembrar el sedimento en agar sangre,
Agar Chocolate suplementado
Incubar a 35°C con 5% de CO, durante 24 hrs.

Positivo Negativo

A 4

Crecimiento de colonias
caracteristica

l

Tincion Gram

Aislamiento e
»| identificacion del
microorganismo

|

Reporte de
resultados

A




> PROCESAMIENTO DE LIQUIDO PLEURAL

LIQUIDO
PLEURAL

|

Centrifugar por 15 min. a
10.000 RPM

l

Decantar sobrenadante,
Sembrar el sedimento en agar sangre,
agar chocolate suplementado
Incubar a 35°C con 5% de C0, durante 24 hrs.

Positivo Negativo

A 4

Crecimiento de colonias
caracteristicas

l

Tincion Gram

Aislamiento e
identificacion del
microorganismo

A 4

Reporte de
resultados

Las muestras francamente purulentas deben sembrarse directamente.



ANEXO 6
FOTOGRAFIAS

» MATERIAL Y REACTIVOS PARA SEROTIPIFICAR
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

ANTISUEROS

Antisueros polivalentes de Streptocococus pneumoniae

Aceite de inmersion Azul de metileno Soluciéon de PBS pH 7,2



Cubre objetos

Porta objetos

Anza descartable de 1uL



> MATERIAL PARA TOMA DE MUESTRA, TRANSPORTE Y
CONSERVACION DE CEPAS

Hemocultivos pediatricos

a——

& ] '
i L
s_ ’
e
3 ¥ e
— - .

Medio de transporte Amies con carbdn activado

Medio de Skim Milk para conservacion de cepas



» AISLAMIENTO EN AGAR SANGRE DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Colonias mucoides rodeadas de alfa hemolisis

> TINCION GRAM DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Diplocococos Gram positivos
Streptococcus pneumoniae



» PRUEBA DE LA CATALASA

Catalasa positiva Catalasa negativa
Género Staphylococcus spp Género Streptococcus spp

> PRUEBA DE LA OPTOQUINA

Optoquina negativa Optoquina positiva
Streptococcus viridans Streptococcus pneumoniae



» PRUEBA DE SOLUBILIDAD EN BILIS

CaE
C : Streptococcus viridans insoluble en bilis (turbidez)

P : Streptococcus pneumoniae soluble en bilis
(aclaramiento de la suspension bacteriana)

PRUEBA DE QUELLUNG

Quellung negativo Quellung positivo
Streptococcus viridans Streptococcus pneumoniae
No se observa capsula ni aglutinacion Se observa refringencia de la capsula

y aglutinacion de los microorganismos



> PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA DE QUELLUNG

Cargando 1uL de PBS en porta objetos

Tomando 1 colonia de S. pneumoniae



Cargando 1L de antisuero

Colocando azul de metileno en cubre objetos



Observacion microscoOpica de la preparaciéon con aumento de 100X



ANEXO 7
TABLAS
Tabla 2. Serotipos de Streptococcus pneumoniae aisladas de

muestras de sangre, LCR Yy liquido pleural en nifios menores a
cinco afios durante las gestiones 2000-2005

Serotipos | Frecuencia | Porcentaje

6 21 18,80%
19 20 17,90%
14 17 15,20%
23 7 6,30%
5 6 5,40%
7 5 4,50%
18 5 4,50%
1 4 3,60%
9 4 3,60%
11 4 3,60%
12 3 2,70%
24 3 2,70%
10 2 1,80%
28 2 1,80%
33 2 1,80%

NST 2 1,80%
4 1 0,90%
8 1 0,90%
15 1 0,90%
17 1 0,90%
34 1 0,90%

Total 112 100,00%

Ref: Elaboracion propia




Tabla 3. Porcentaje de aislamiento de Streptococcus pneumoniae
segun lugar de procedencia

Procedencia Frecuencia Porcentaje

La Paz 43 38,4%

Cochabamba 43 38,4%

Santa Cruz 26 23,2%
Total 112 100,00%

Ref: Elaboracion propia

Tabla 4. Serotipos predominantes de Streptococcus pneumoniae
segun area geogréafica

SEROTIPO COCHABAMBA LA PAZ STA. CRUZ

n % n % n %
1 2 50% 1 25% 1 25%
5 3 50% 1 17% 2 33%
6 10 48% 7 33% 4 19%
7 2 40% 3 60% 0 0%
9 0 0% 2 50% 2 50%
11 0 0% 3 75% 1 25%
12 0 0% 1 33% 2 67%
14 8 47% 3 18% 6 35%
18 1 20% 4 80% 0 0%
19 12 60%0 6 30% 2 10%
23 1 14% 3 43% 3 43%
24 0 0% 3 100% 0 0%

Ref: Elaboracion propia



Tabla 5. Porcentaje de aislamiento de Streptococcus pneumoniae
segun tipo de muestra

Muestra Frecuencia Porcentaje
LCR 59 52,70
Sangre 41 36,60%
Liquido pleural 12 10,70%
Total 112 100,00%

Ref. Elaboracion propia

Tabla 6. Serotipos predominantes de Streptococcus pneumoniae
segun tipo de muestra

SEROTIPO LCR SANGRE LIQ. PLEURAL
n % n % n %
1 1 25% 2 50% 1 25%
5 2 33% 3 50% 1 13%
6 5 24% 14 67% 2 9%
7 3 60% 1 20% 1 20%
9 3 5% 1 25% O 0%
11 4 100% O 0% O 0%
12 3 100% O 0% O 0%
14 8 47% 5 29% 4 14%
18 4 5% 1 25% 0 0%
19 8 40% 11 55% 1 5%
23 3 43% 2 28% 2 28%
24 2 67% 1 33% 0 0%

Ref: Elaboracion propia



Tabla 7. Porcentaje de aislamiento de Streptococcus pneumoniae

segun sexo
Sexo Frecuencia Porcentaje
Femenino 46 41,1%
Masculino 66 58,9%
Total 112 100,00%

Ref: Elaboracion propia

Tabla 8. Serotipos predominantes de Streptococcus pneumoniae
segun sexo

SEROTIPO FEMENINO MASCULINO

n % n %
1 2 50% 2 50%
5 2 33% 4 76%
6 11 52% 10 48%
7 1 25% 4 75%
9 3 75% 1 25%
11 1 25% 3 75%
12 2 67% 1 33%
14 7 41% 10 59%
18 4 80% 1 20%
19 4 20% 16 80%
23 3 43% 4 57%
24 1 33% 2 67%

Ref: Elaboracion propia



Tabla 9. Porcentaje de aislamiento de Streptococcus pneumoniae
segun grupo etareo

Edad en meses Frecuencia Porcentaje

0-24 meses 89 79,5%
25-60 meses 23 20,5%
Total 112 100,00%

Ref: Elaboracién propia

Tabla 10. Serotipos predominantes de Streptococcus
pneumoniae segun grupo etareo

SEROTIPO 0 -24 meses 25 - 60 meses

n % n %
1 2 50% 2 50%
5 6 100% 0 0%
6 16 76% 5 24%
7 5 100% 0 0%
9 4 100% 0 0 %
11 3 75% 1 25%
12 3 100% 0 0 %
14 15 88% 2 12%
18 5 100% 0 0 %
19 13 65% 7 35%
23 5 71% 2 29%
24 3 100% 0 0%

Ref: Elaboracion propia



Tabla 11. Porcentaje de aislamiento de Streptococcus
pneumoniae segun diagndéstico clinico

Cuadro clinico Frecuencia Porcentaje

Neumonia 46 41,1%
Meningitis 66 58,9%
Total 112 100,00%

Ref: Elaboracion propia

Tabla 12. Serotipos predominantes de Streptococcus
pneumoniae segun diagndéstico clinico

SEROTIPO MENINGITIS NEUMONIA

n % n %
1 2 50% 2 50%
5 2 33% 4 67%
6 6 29% 15 71%
7 3 60% 2 40%
9 3 75% 1 25%
11 4 100% 0 0 %
12 3 100% 0 0 %
14 9 53% 8 47%
18 4 80% 1 20%
19 12 60% 8 40%
23 3 43% 4 57%
24 2 67% 1 33%

Ref: Elaboracion propia



Tabla 13. Porcentaje de aislamientos de Streptococcus
pneumoniae, segun Hospitales Centinela de las ciudades de La
Paz, Cochabambay Santa Cruz

Institucion Frecuencia Porcentaje

Hosp. Ovidio Aliaga 35 31.30%
Hosp. Albina Patifio 25 22.30%
Hosp. Manuel Ortiz Suarez 24 21.40%
Esc. Técnica de Salud 17 15.20%
Hosp. Obrero N° 1 5 4.50%
Hosp. San Gabriel 3 2.70%
Hosp. Universitario Japonés 2 1.80%
Hosp. German Urquidi 1 0.90%

Total 112 100.00%

Ref: Elaboracién propia

Tabla 14. Serotipos predominantes de Streptococcus
pneumoniae segun promedio de edad

EDAD
SEROTIPO % (meses) Valor Minimo FRECUENCIA
X SD Valor Maximo
1 36 32 32 (4y 60) 4
5 54 11 8 (1y 20) 6
6 18,8 19 18 (0,1y 60) 21
7 45 6 6 2y 17) 5
9 36 11 6 (4y17) 4
11 36 16 14 (6 y 36) 4
12 27 4 3 (1y7) 3
14 15,2 18 12 (1y52) 17
18 45 10 5 (6y 16) 5
19 17,9 23 20 (2 y 60) 20
23 6,3 23 22 (6 'y 60) 7
24 27 10 7 (3y 18) 3

Ref: Elaboracion propia
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