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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae sigue siendo una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad en nifios y adultos alrededor del mundo. El objetivo del estudio fue describir la
frecuencia de aislamiento de S. pneumoniae en enfermedad invasiva, distribucion de
serotipos y sensibilidad antimicrobiana en Paraguay (2010-2018). Se estudiaron 793 cepas
de S. pneumoniae aisladas de pacientes de todas las edades con enfermedad invasiva en
Paraguay, provenientes de los diferentes centros centinelas y colaboradores en el marco de
la vigilancia de meningitis y neumonias, durante el periodo 2010-2018. La frecuencia
general segun diagnéstico resulté 74.9% de neumonias (n=594), 18.4% de meningitis
(n=146) y 6.7% de sepsis (n=53). El serotipo 14 fue mas frecuente con 174 aislamientos
(22.0%), seguido del serotipo 19A con 84 aislamientos (10.6%), el serotipo 3 con 66
aislamientos (8.3%) y el 6A con 37 aislamientos (4.7%). En meningitis se registré una
frecuencia general de resistencia a penicilina del 32,2% y de ceftriaxona del 1,4%. En los
casos de no meningitis la resistencia a penicilina fue del 0,8% y ceftriaxona del 0,3%. Los
resultados de serotipos y sensibilidad antimicrobiana proporcionaran informacién necesaria
para la implementaciéon de estrategias de prevencion y tratamiento de la enfermedad
neumocdcica en nuestro pais, por lo que es necesaria una vigilancia continua para evaluar
la carga de enfermedad, los serotipos circulantes y el aumento de la resistencia a los
antibioticos.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, enfermedad invasiva, serotipos, perfil de
sensibilidad.

Frequency of Streptococcus pneumoniae isolated from
Invasive disease in Paraguay, serotypes and sensitivity
profile (2010-2018)

ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae remains one of the most important causes of morbidity and
mortality in children and adults worldwide. The objective of the study was to describe the
frequency of isolation of S. pneumoniae in invasive disease, serotype distribution and
antimicrobial susceptibility in Paraguay (2010-2018). We studied 793 strains of S.
pneumoniae isolated from patients of all ages with invasive disease in Paraguay, from
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different sentinel centers and collaborators in the framework of meningitis and pneumonia
surveillance during the period 2010-2018. The general frequency according to diagnosis was
74.9% of pneumonia (n = 594), 18.4% of meningitis (n = 146) and 6.7% of sepsis (n =
53). Serotype 14 was more frequent with 174 isolates (22.0%), followed by serotype 19A
with 84 isolates (10.6%), serotype 3 with 66 isolates (8.3%) and 6A with 37 isolates
(4.70%). In meningitis, there was a general frequency of penicillin resistance of 32.2% and
ceftriaxone of 1.4%. In cases of non-meningitis, penicillin resistance was 0.8% and
ceftriaxone 0.3%. The results of serotypes and antimicrobial sensitivity will provide
necessary information for the implementation of prevention strategies and treatment of
pneumococcal disease in our country, therefore it is necessary to continue monitoring in
order to assess the burden of the disease, circulating serotypes and increased antibiotic
resistance.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, invasive disease, serotypes, sensitivity profile.

INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae sigue siendo una de las causas mas importantes de
morbilidad y mortalidad en nifios y adultos alrededor del mundo ®, anualmente mueren 1.1
millones de nifios menores de cinco afios a causa de infecciones neumocécicas y casi todas
estas muertes ocurren en nifios de paises de ingresos bajos y medios bajos®®. Es el
principal agente causal de enfermedades invasivas graves como meningitis, neumonias y
sepsis.

Su principal factor de virulencia es la cdpsula polisacarida que proporciona proteccién
frente a la fagocitosis e inhibe la actividad del complemento y permite la clasificacién en
diferentes serotipos. Se han identificado mas de 93 serotipos®®, pero solo unos pocos
causan la mayoria de las enfermedades invasivas. Los serotipos mas prevalentes han ido
cambiando desde la introduccién de las vacunas ya que son serotipo especificas .

Existen vacunas conjugadas para disminuir la carga de enfermedad y combatir el
aumento de la resistencia antimicrobianos. La disponibilidad de las mismas ha reducido la
enfermedad neumocoécica y las muertes en los paises donde se incorporaron al calendario
de vacunacién nacional®®. No obstante, existen preocupaciones sobre sus efectos a largo
plazo, ya que contienen un numero limitado de serotipos y el papel potencial de los
serotipos que no son vacunas. En el 2012, la vacuna neumocoécica conjugada 10-valente,
que contiene los serotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F de S. pneumoniae, fue
incorporada al esquema regular de vacunacion nacional de Paraguay.

La penicilina ha sido el tratamiento de eleccién durante muchos afios pero el aumento de
la incidencia de enfermedad neumocécica causada por cepas resistentes a los antibiéticos
hace que estas infecciones comunes sean un problema aun mas grave y se dificulte el
tratamiento de la enfermedad ®,

En 1998 se inicia la vigilancia de S. pneumoniae (serotipos capsulares y susceptibilidad
antimicrobiana) en Paraguay, a través del proyecto del Sistema Regional de Vacunas
(SIREVA) de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en nifios menores de 6 afios
y en poblacién general. En el 2003 se integra al sistema de vigilancia de enfermedades
transmisibles como VIMENE (vigilancia nacional de meningitis y neumonias). Segun la
Direccion General de Vigilancia de la Salud, en Paraguay S. pneumoniae causa el 37,72%
del total de meningitis bacterianas®. El serotipo 14 resulté el mas frecuente en nifios
menores de 6 afios entre los afios 2000 y 2008 y se reportd una resistencia a penicilina del
12,1%%%_ En adultos se hall6 una prevalencia del serotipo 3 y resistencia a la penicilina del
38,5%"Y. En América Latina y el Caribe El serotipo 14 de S. pneumoniae fue el mas
frecuentemente aislado (21,1%), especialmente en nifilos menores de 6 afos (29,1%) y se
encontré una resistencia a la penicilina del 15,492,

El objetivo del estudio fue describir la frecuencia de aislamiento de S. pneumoniae en
enfermedad neumocdcica invasiva, distribucion de serotipos y sensibilidad antimicrobiana
en Paraguay (2010-2018).

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo, observacional, retrospectivo, de corte transversal. Se estudiaron 793
cepas de S. pneumoniae aisladas de pacientes de todas las edades con enfermedad invasiva
en Paraguay, provenientes de los diferentes centros centinelas y colaboradores en el marco
de la vigilancia de meningitis y neumonias, durante el periodo 2010-2018. El andlisis se
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realizé utilizando Epi-info version 7.2. Este estudio se limité a descripcion de los datos, sin
incluir ningdn andlisis de inferencia estadistica.
Identificacidon de los aislamientos

Los aislamientos de S. pneumoniae se identificaron mediante procedimientos de
laboratorio estandarizados, como la morfologia de la colonia en agar sangre, la presencia de
alfa-hemodlisis, la prueba de sensibilidad a la optoquina (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y
solubilidad en bilis. La serotipificacion capsular se realiz6 mediante la reaccion de Quellung
(antisueros del Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) segin recomendaciones de
la red SIREVA-OPS/OMS®®.
Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Los aislamientos bacterianos se analizaron mediante el método de difusién en disco
segln las recomendaciones del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio ®¥. Los
agentes antimicrobianos analizados fueron: cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 ug),
sulfametoxazol-trimetoprim (23.75 pg / 1.25) pg), tetraciclina (30 pg) y vancomicina (30
Hg). Todos los aislamientos se sometieron a la determinacion de las concentraciones
inhibitorias minimas (MIC) de penicilina y ceftriaxona mediante el uso de las tiras E-test
(BioMérieux, Francia).
Consideraciones éticas

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con los lineamientos éticos sefialados en la
Declaracion de Helsinki. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
del Laboratorio Central de Salud Publica (CEIl). No se obtuvo declaracion de consentimiento
informado debido a que el estudio es observacional, con riesgo minimo o nulo para los
sujetos y abarcé un periodo muy largo durante el cual fue imposible recoger los
consentimientos informados de todos los sujetos del estudio. La confidencialidad de los
datos que consignan a la persona se respeté en todo momento y Unicamente los
investigadores pudieron acceder a los datos referidos.

RESULTADOS

Se estudiaron 793 cepas de S. pneumoniae aisladas de 594 muestras de liquido pleural,
146 muestras de liquido cefalorraquideo y 53 muestras de sangre, las mismas fueron
obtenidas de 460 pacientes del sexo masculino y 333 del sexo femenino. Se observé una
frecuencia de aislamiento de S. pneumoniae del 48.42% en <5 afios (n=384), seguido del
12.10% en >60 afios (n=96) (Tabla 1).

Tabla 1: Frecuencia de aislamiento de S. pneumoniae por afio, segun sexo y edad (2010-
2018) (n=793)

Semcn Edad (en afios)
””""’ms"‘ Femening | Maseuling <5 5-14 15-29 30 - 49 50 - 58 > 60 Sin datos
Afo | n % n o n o n % n| % n % n % n| n| n|

2010 | 131 15,26 32 | 4358 | &5 3702 | 71 36,68 | 11 5,09 i) 378 i0 B, 26 1 0,E3 4 3,30 17| 14,05

2011 | 103 13,94 33 31,46 30 48,54 37 33,34 16| 15533 3 2,91 9 5,74 ] 3,52 12 | 11,65 o 0,00

2012 | 96 12,11 43 | 44,79 53 55,21 41 42,71 11| 11,46 B B33 11 11,46 5 5,21 12 | 13,50 B B33

2013 | 7B 5,64 ¥ | 371E | 45 | 63, B2 | 36 | 46,15 B 10,26 5 641 & 769 10,26 | 10| 13.E3 3 6,41

B
2014 | 5B 731 26 | 44,83 | 33 35,17 | 23 35,65 B 13,79 i) 12,07 3 5,17 o 0,00 7 1307 | 10| 17,34
4

2015 | &4 B.O7 20 | 31,35 ] 44 | 6875 | 35 | 4531 10| 15,62 3 312 5 7.B1 6,25 B 12,50 & 937

2016 | B6 10,54 37 | 4302 | 45 36,98 | 36 | 41,86 ] 10,46 5 3,81 i1 | 1278 5 3,81 0] 1163 | 10| 11,63

217 | 51 11,47 36 | 35,56 | 55 | 6044 | 47 51,65 B B, 719 5 3,45 B B, 78 7 .69 15 | 16,48 1 1,10

2018 | 96 12,11 37 | 38,54 | 35 | 61,46 | 44 | 45E3 i) 7.5 & 6,25 14 | 14,58 7 7.5 1B | 1E.75 0 0,00

Total | 793 ) 100,00 | 333 | 42,00 | 460 | 58,00 | 384 | 48,42 | BB | 11,10 (48| 6,00 77| 9,70 |43 ) 5,42 |96 12,10 | 57]| 7,18

La frecuencia general segun diagnostico resulté 74.9% de neumonias (n=594), 18.4% de
meningitis (n=146) y 6.7% de sepsis (n=53). En el afio 2010 se observé mayor niumero de
casos de meningitis (n=27), en el afio 2011 mayor niumero de casos de neumonias (n=86)
y en los afios 2010 y 2018 se observé mayor numero de casos de sepsis (n=13)
respectivamente (Figura 1).
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Figura 1: Frecuencia de aislamientos de S. pneumoniae segun diagnéstico por afo (2010-
2018) (n=793).

Se encontraron 47 serotipos diferentes. El serotipo 14 fue mas frecuente con 174

aislamientos (22.0%), seguido del serotipo 19A con 84 aislamientos (10.6%), el serotipo 3
con 66 aislamientos (8.3%) y el 6A con 37 aislamientos (4.7%). Ademas se aislaron 123
cepas que corresponden a los serotipos no vacunales (6C, 6D, 7A, 7C, 9A, 9L, 12A, 13,
15A, 15F, 16F, 18A, 18B, 18F, 19B, 19C, 22A, 23A, 23B, 24F, 34, 35B Y 35F), entre estos
los serotipos méas frecuentes son el 23B (n=21), 24F (n=9) y 23A (n=6). Tabla 2.
La distribucién de serotipos segun grupo de edad mostré que en nifios menores de 5 afios
fueron aislados con mayor frecuencia el serotipo 14 (35,0%), seguido del 19A (16,0%), del
serotipo 3 (15,0%), 6A (9,0%), 6B (7,0%) y 12F (4,0%). En adultos mayores de 60 afios
se encontré una mayor frecuencia del serotipo 19A (17,0%), seguido del 14 (13,0%), 23B
(12,0%), del 3 (11,0%), 6A (8,0%) Yy los serotipos 6C, 7F y 12F (7,0%).

Tabla 2: Distribucién de serotipos de S. pneumoniae aislados de enfermedad invasiva
(2010-2018) (n=793)

Serotipos 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018  Total
1 6 3 1 0 0 0 0 0 0 10
4 5 1 0 0 0 0 0 0 0 6
5 1 1 3 1 0 0 0 0 0 6
6B 13 6 4 4 5 2 2 0 0 36
7F 7 2 2 3 0 3 2 3 0 22
oV 1 1 2 0 2 2 3 2 0 13
14 44 42 33 15 7 9 13 5 6 174
18C 1 5 1 0 0 1 0 0 0 8
19F 1 6 8 4 2 1 1 0 1 24
23F 2 5 4 2 1 4 1 0 2 21
3 0 1 1 0 13 5 11 19 16 66
6A 3 7 3 8 0 4 4 3 5 37
19A 7 3 3 3 2 8 15 18 25 84
2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
8 1 2 0 3 2 0 2 0 1 11
9N 1 0 0 0 0 0 3 0 0 4
10A 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2
11A 0 1 0 0 0 0 1 3 0 5
12F 2 2 1 0 1 2 5 5 9 27
15B 0 1 2 0 4 0 2 1 1 11
17F 1 0 1 1 0 0 1 1 1 6
20 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2
22F 0 2 0 0 0 0 0 2 6 10
33F 2 0 0 0 0 0 1 1 0 4
NT 7 4 17 22 10 8 1 0 0 69
Otros
Serotipos no 10 7 10 9 7 14 15 28 23 123
vacunales
NV 6 0 0 2 1 0 2 0 0 11
Total 121 103 96 78 58 64 86 91 96 793

En meningitis se registré una frecuencia general de resistencia a penicilina del 32,2%.
Ademas se observd que el 1,4% de los aislamientos tuvieron sensibilidad intermedia a
ceftriaxona y el 0,7% fueron resistentes (Tabla 3). Se observé un aumento de la resistencia
a penicilina durante el periodo de estudio. Los serotipos asociados a la resistencia de
pencilina fueron el 14, 19A, 23B y el 6A.
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Tabla 3: Perfil de sensibilidad a la penicilina y ceftriaxona de S. pneumoniae aislados de
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meningitis por afio (n=146)

Frecuencia de sensibilidad a los antibidticos (%o)
Penicilina Cefiriaxona
. Node . . . . .
Aifio aislamientos Sensible Resistente Sensible | Intermedio | Resistente
2010 27 19 (70.4) g (29.6) 26 (96,3) 0(0,0) 1(3,7)
2011 14 11 (78.6) 3(214) 13 (92.8) 1(7.2) 0(0,0)
2012 10 7 (70.0) 3 (30.0) 9 (90.0) 1(10,0) 0(0,0)
2013 11 9 (81.8) 2(18.2) 11 (100,0) 0(0.,0) 0(0,0)
2014 11 8 (72.7) 3(27.3) 11 (100,0) 0(0.,0) 0(0.0)
2015 13 12 (66.7) 6(33.3) 18 (100,0) 0(0,0) 0(0.0)
2016 12 8 (66.7) 4(333) 12 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
2017 25 15 (60,0) 10 (40,0) 25 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
2018 18 10 (53.5) g (44.3) 18 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Total 146 20 (67.8) 47 (32.) 143 (97. 2(1.4) 1{0.,7y

a Segun Concentracién Inhibitoria Minima (CIM): Sensible CIM <0,06 ug/mL Resistente 20,125 ug/mL (CLSI).
b Segun Concentracién Inhibitoria Minima (CIM): Sensible CIM <0,5 ug/mL, Interme dio CIM 1 ug/mL y Resistente
CIM 22 ug/mL(CLSI).

En los aislamientos provenientes de neumonias y sepsis (no meningitis) se hall6 para
penicilina una sensibilidad intermedia de 0,6% Yy resistencia de 0,8%. Para ceftriaxona 1,4%
de sensibilidad intermedia y 0,3% de resistencia (Tabla 4). Los serotipos asociados con
mayor frecuencia a la resistencia de penicilina fueron el 14 y el 19A.

En meningitis y no meningitis observé una resistencia del 26,0% en eritromicina, 33,0%
en trimetoprim-sulfametoxazol, 32,0% en tetraciclina y 2,0% en cloranfenicol.

Tabla 4: Perfil de sensibilidad a la penicilina y ceftriaxona de Streptococcus pneumoniae
aislados de neumonias y sepsis por afio (n=636)

Frecuencia de sensibilidad a los antibidticos (%o)

Penicilina Ceftriaxona
o
Ajio . N .de Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
aislamientos
2010 88 86 (97.7) 0 (0.0) 2 (2.3) 87 (98.9) 1(1.1) 0 (0.0)
2011 89 88(98.9)  1(L1) 0 (0.0) 85 (95.5) 4(4.5) 0 (0.0)
2012 86 84 (97.6)  1(1.2) 1(1.2)  82(953) 3(3.5) 1(1.2)
2013 65 65 (100.0)  0(0.0) 0(0.0)  65(100.0)  0(0.0) 0 (0.0)
2014 16 44(95.6) 1(2.2 1(2.2 45 (97.8) 0 (0.0) 1(2.2
2015 16 46 (100.0) 0 (0.0) 0(0,0)  46(100,0)  0(0.0) 0 (0,0)
2016 72 71(98.6)  0(0.0) 1(1.4)  72(100.0)  0(0,0) 0 (0,0)
2017 66 65(98,5)  1(1.5) 0(0.0)  65(98.3) 1(1.5) 0 (0,0)
2018 78 78 (100,0)  0(0,0) 0(0,0) 78(100,0)  0(0.0) 0 (0,0)
Total 636 627 (98.6) 4 (0,6) 5 (0,3) 625 (98.3) 2(1.4) 2 (0,3)
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DISCUSION

El S. pneumoniae representa un problema de salud publica especialmente en los paises
en desarrollo debido a la alta carga de enfermedad especialmente en el contexto de los
programas de vacunacion.

En este estudio se encontré una mayor frecuencia de aislamiento en nifios menores de 5
afios y adultos mayores de 60 afos. Esta frecuencia fue similar a la hallada en diferentes
paises de la region®. Las neumonias y las meningitis fueron los diagndsticos mas
frecuentes durante este periodo de estudio, asi como datos reportados en América Latina y
el Caribe™®,

La enfermedad neumocécica invasiva se asocid con mayor frecuencia al serotipo 14,
similar a otros estudios realizados anteriormente @"'® y ha sido asociado particularmente
con las enfermedades infecciosas en nifios. Este serotipo estd ademas asociado a la
resistencia de los antimicrobianos.

El serotipo 19A le sigue en frecuencia de aislamiento y los resultados indican que la
frecuencia aumentd en los afios posteriores a la introducciéon de la vacuna (2012). En
Latinoamérica una revision sistematica de Castafieda et al. en el periodo 1990-2010 mostro6
que el serotipo 19A ocupé el noveno lugar entre los 20 serotipos més prevalentes @?. Otro
estudio mostré que la proporcion de aislamientos del serotipo 19A se duplico en
comparacion con el nimero total de aislamientos®.

El serotipo 3 encontrado en esta vigilancia también registr6 un aumento posterior a la
vacunacioén. Este cambio se ha registrado en estudios realizados en varios paises ®?>?. Es
importante destacar que este serotipo se ha asociado en gran medida con una alta
mortalidad de adultos ®¥. Existe evidencia sustancial de la limitada eficacia de las vacunas
neumocdcicas sobre el serotipo 3. Un trabajo de investigacion sugiere que la capsula del
serotipo 3 inusualmente densa y gruesa puede eludir la protecciobn del sistema
inmunolégico®.

Entre los serotipos no vacunales el 12F se identific6 con mayor frecuencia y se ha
demostrado que el serotipo 12F causa brotes en poblaciones humanas con factores de
riesgo identificables®®®.

Un hallazgo importante de este estudio es la disminucién anual del niumero de serotipos
causantes de enfermedad invasiva incluidos en la PCV10. Una investigacién realizada en
México demostré que la proporcion de serotipos vacunales disminuyd en todos los grupos
de edad donde los serotipos de la PCV10 disminuyeron 2.6% en promedio por afio®?.

El aumento de las infecciones neumocécicas asociadas con cepas resistentes a los
antibidticos ha impulsado mejores estrategias de prevencion y control de la enfermedad.
Los resultados de nuestro estudio arrojaron que los serotipos asociados con mayor
frecuencia a la resistencia de penicilina fueron el 14 y el 19A. Segln un estudio de
aislamientos clinicos de S. pneumoniae en poblaciones globales, los serotipos 19A, 19F,
35B, 6A, 6B, 23A, 9V, 15A y 14 demostraron tasas mas altas de la resistencia a la penicilina
(P <0.05)®®,

La resistencia global hallada en este estudio de penicilina (en meningitis) fue del 32,2% vy
ceftriaxona del 0,7%. Varios autores informaron tasas de resistencia a la penicilina de S.
pneumoniae, aisladas de pacientes con meningitis, que oscilaron entre el 21,4% y el 27,1%
@9 Un estudio basado en datos de vigilancia de laboratorio de 10 paises latinoamericanos
mostré que para meningitis el 30,5% de los aislamientos resultaron resistentes ©?. En
muchos paises de América Latina, la resistencia total a la ceftriaxona en los aislamientos de
meningitis neumocdcica es baja, reportandose el mayor porcentaje observado en México
(32.3%)?® . Ademas, a lo largo del estudio se observa un aumento de la resistencia a
penicilinas para los casos de meningitis, lo que refleja el aumento de la resistencia a la
penicilina documentado en todo el mundo®'3%.

Las limitaciones de este estudio corresponden a la baja sensibilidad del cultivo
microbioldgico, si bien es el estandar de oro, tiene una recuperacion de alrededor del 60%
de los aislamientos. El tratamiento antibiético previo a la toma de muestra y la demora
entre la toma de muestra y el procesamiento afectan directamente la viabilidad de la
bacteria, por lo que podria haber subregistros de casos en el pais.

La vigilancia laboratorial y epidemiolégica continua es necesaria para evaluar la carga de
enfermedad, los serotipos circulantes y el aumento de la resistencia a los antibi6ticos en
Paraguay, asi como para las estrategias de inmunizaciéon con las vacunas actuales.
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Es importante fortalecer los programas de vigilancia epidemiolégica con la
implementacion de técnicas moleculares que contribuiran a mejorar la sensibilidad del
diagndstico de meningitis y neumonias bacterianas, lo que ayudara a reconocer con mas
aproximacion la carga real de la enfermedad en nuestro pais, lo que redundara en mejorar
las estrategias de los programas de promocion y prevencion.
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