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Objetivos. Determinar la frecuencia de colonizacién de Haemophilus influenzae tipo by
Streptococcus pneumoniae en dos grupos de nifios sanos del Sur de la Ciudad de
México. Identificar el patrén de resistencia antimicrobiana de H. influenzae tipo b y
S. pneumoniae. Identificar los serotipos de S. pneumoniae circulantes.

Material y Metodos. Estudio observacional, descriptivo, prospectivo, transversal;
realizado en el periodo de Marzo-Abril de 2002 en 151 nifios sanos de 1 a 71 meses de
edad asistentes a la guarderia Estancia de Bienestar y Desarrollo Infantil N° 26 del
ISSSTE y nifios que acudieron al Centro de Salud Dr. José Castro Villagrana. Se
realizaron cultivos nasofaringeos para identificar las cepas de H. influenzae tipo b y
S. pneumoniae. La identificacion se realiz6 de acuerdo a los estandares intemacionales
de microbiologia, la serotipificacion de S. pneumoniae por medio del examen capsular
de Quellung y la sensibilidad segun las normas técnicas del National Commettee for
Clinical Laboratory Standard (NCCLS). Se efectué analisis estadistico a través d
paquete SPSS versién 10.0 para Windows.

Resultados. En total se aislaron 57 cepas de S. pneumoniae (37.7 %) y 8 H. influenzae
tipo b (5.3 %). En la estancia Infantil se observd mayor aislamiento de S. pneumoniae
con 43 cepas (65.1 %) mientras que en el Centro de Salud se aislaron 14 cepas
(19.2 %). El serotipo 6 B fue encontrado con mayor frecuencia (15 aislamientos). Se
observd una elevada resistencia a penicilina, eritromicina y trimetroprim/sulfametoxaaz
(TMP/SMX). En cuanto a H. influenzae tipo b los hallazgos fueron similares en los dos
grupos con 4 (5.1 %) y 4 (5.5 %) respectivamente con una resistencia moderada a
ampicilina y TMP/SMX; siendo todos los aislamientos sensibles a cloranfenicol y a
ceftriaxona.

Conclusiones. Se encontrd una elevada frecuencia de portadores sanos de
S. pneumoniae en los nifios asistentes a guarderias a comparacion de nifios cuidados
en casa, asi como un . 3 proporcién de cepas resistentes de neumococo. La
frecuencia de aislamiento de H. influenzae tipo b pese a implementarse en el esquema
la vacuna conjugada contra H. influenzae tipo b no ha cambiado con respecto a
estudios previos a la introduccidn de la misma.



Palabras clave: portador nasofaringeo, Haemophilus influenzae tipo b, Streptococcus
pneumoniae, resistencia antimicrobiana.

FREQUENCY AND PATTERN OF RESISTANCE OF STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE AND HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B IN TWO GROUPS OF
HEALTHY CHILDREN FROM THE SOUTH OF MEXICO CITY

Objectives. To determine the frequency of colonization by Haemophilus influenzae
type B and Streptococcus pneumoniae in two groups of healthy children from the south
of Mexico City. To identify the antibacterial resistance pattem of H. influenzae type B
and S. pneumoniae. To identify the serotypes of circulating S. pneumoniae.

Material and methods. An observational, descriptive, prospective and transverse study
performed during the period March-April 2002 in 1561 healthy children from 1 to 71
months of age who attended the nursery “Estancia de Bienestar y Desarrollo Iinfantil
No.26 " from the ISSSTE and children who went to the health center “Dr. José Castro
Villagrana®. Nasopharyngeal exudates were performed to identify the H. infiuenzae
type B and S. penumoniae strains. Identification of such strains was performed
according to the international microbiology standards, the S. pneumoniae serotyping via
Quellung’s capsular examination and the sensitivity according to the National Committee
for Clinical Laboratory Standard (NCCLS). The statistical analysis was performed with
SPSS version 10.0 for Windows.

Results. A total of 57 S. pneumoniae strains were isolated (37.7%) and 8 of
H. influenzae type B (5.3%). At the nursery there was a greater degree of
S. pneumoniae isolation with 43 strains (55.1%), while in the health center 14 strains
were isolated (19.2%). The 6 B serotype was found more frequently (15 isolations). A
high resistance to penicillin, erythromycin and trimethoprim/sulfamethoxazoie
(TMP/SMX) was observed. Regarding H. influenzae type B the findings were similar in
bath groups, with 4 (5.1%) and 4 (5.5%) respectively with a moderate resistance to
ampicillin and TMP/SMX; being all the isolations sensitive to chloramphenicol and
ceftriaxone.

Conclusions. A high frequency of healthy carriers of S. pneumoniae was found in
children attending nurseries in comparison to chiidren who stay home as well as a high
proportion of pneumococcus resistant strains. The frequency of isolation of H. influenzae
type B in spite of being part of the vaccination scheme, has not changed in comparison
with studies prior to the introduction of the vaccine.

Key words: nasopharyngeal carrier, Haemophilus influenzae type B, Streptococcus
pneumoniae, antibacterial resistance.



INTRODUCCION

Las bacterias Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b
coionizan la nasofaringe desde etapas tempranas de la vida, causando una gran
variedad de enfermedades incluyendo otitis media, bacteremia, neumonia, meningitis y
otras infecciones entre los nifios

Las guarderias han sido reconocidas como sitios potenciales de diseminacién de
estos agentes para niflos que asisten a ellas, observandose especialmente un
incremento en mfeccxones de vias respiratorias altas ademas de mayor frecuencia de
enfermedad invasora*®. Usualmente la transmision de dichos agentes se lleva a cabo
de manera directa, por medio de las secreciones del tracto respiratorio, siendo
favorecido en las guarderias por el contacto interpersonal estrecho y constante de los
nifios, lo que ocasiona su exposicion y la continua circulacién de las bacterias®’. Estos
factores condicionantes son menos constantes en los nifios cuidados en casa, lo que
determina una menor prevalencia de gérmenes en nasofaringe®.

H. influenzae tipo b previo a la introduccidon de la vacuna conjugada era la
principal causa a nivel mundial de enfermedad invasora en nifios®'®. Actualmente,
S. pneumoniae es el principal agente etioldgico de una variedad de enfermedades que
lncluyen otitis media, bacteremia, neumonia, meningitis y otras infecciones entre los
nifios2. Estas bacterias se encuentran como farte de la flora normal nasofaringea de 4 a
10 % y de 25 a 60 % respectivamente* 1121315,

Por otro lado, es importante sefalar el incremento progresivo de resistencia a los
antimicrobianos en uso. Se ha documentado un aumento en la colonizacién por cepas
resistentes de S. pneumoniae y H. influenzae tipo b en nifos, especialmente los
asistentes a guarderias'>'6.1719,

En la década de los setenta las infecciones causadas por H. influenzae tipo b
fueron tratadas con ampicilina debido a que todos los aislamientos fueron considerados
universaimente sensibles a este farmaco. En 1972, se reporté por primera vez la
existencia de cepas resistentes a la ampicilina en Europa y un afio después en Estados
Unidos de Norte América. A partir de 1974 se reportaron los primeros fracasos en el
tratamiento con pemcmnas y para 1977, se reporta la presencia de cepas resistentes a
cloranfenicol®>

La remstencia de S. pneumoniae a penicilina tiende a ser mas alarmante. Se han
encontrado cepas resistentes en todos los continentes. En la década de los ochentas se
encontré una resistencia de mas del 10 % en paises Europeos, Sudamericanos y
Africanos'®. En México también se ha observado incremento. En 1981, Gwscafre—G y
col, encontraron que todas las cepas aisladas eran senSIbles a pemcmna En 1997,
Miranda Novales presenta cifras de resistencia de 15.5 %> y en el 2001 el Grupo
Sierva-Virgia reporto una resistencia intermedia a penicilina de 25.8 %, y alta
resistencia de 21.1 %**

El presente estudio tiene como objetivo, determinar la frecuencia de colonizacion
de Haemophilus influenzae tipo b y Streptococcus pneumoniae en dos grupos de nifios
sanos del Sur de la Ciudad de México, identificar el patron de resistencia antimicrobiana
y los serotipos de S. pneumoniae circulantes.



MATERIAL Y METODOS

En el periodo de Marzo-Abril de 2002, en el Sur de la Ciudad de México se realizé un
estudio observacionai, descriptivo, prospectivo. El grupo de estudio consistid en nifios
de 1 a 70 meses de edad asistentes a la guarderia Estancia de Bienestar y Desarroilo
Infantil N° 26 del ISSSTE y nifios sanos que acudieron al Centro de Salud Dr. José
Castro Villagrana. Se obtuvo consentimiento informado previo ingreso al estudio y toma
de exudado nasofaringeo. Se incluyeron nifios de ambos géneros, sin cuadro activo de
infeccion de vias aéreas superiores o en los 15 dias previos a la toma del cultivo.

TOMA DE ESPECIMEN E IDENTIFICACION DE H. INFLUENZAEY S. PNEUMONIAE

El espécimen nasofaringeo se obtuvo por dos investigadores previamente
capacitados. La muestra fue tomada a los nifios con tres horas de ayuno obteniéndose
por medio de raspado nasofaringeo con hisopo de aluminio con alginato de calcio. Los
exudados fueron sembrados inmediatamente en sitio de su toma (consultorio designado
del Centro de Salud y Estancia Infantil respectivamente) en medio agar sangre
(elaborado a base de soya tripticaseina y 5 % de sangre de carnero desfibrinada) y agar
chocolate. Los medios de cultivo se transportaron al Laboratorio de Bacteriologia del
Instituto Nacional de Pediatria donde se incubaron a 37°C durante 24 horas en
atmésfera microaerofilica. En particular, la identidad de cada bacteria se efectué por los
siguientes procedimientos: (1) H. Influenzae tipo b: morfologia de colonias, tincién de
gram, dependencia de crecimiento al factor X (hemina) y factor V (dinucleosido adenina
nicotinamida), prueba de oxidasa y tipificacion con antisueros especificos (a-f);
(2) S. pneumoniae: tincidn de gram, reaccién de catalasa, alfa hemélisis en agar
sangre, susceptibilidad a optoquina, solubilidad en bilis y agiutinacion con antisuero
polivalente.

SENSIBILIDAD

Se realizd sensibilidad de H. Influenzae a los siguientes antibidticos por medio de
determinacion de MIC a través de E-Test. ampicilina, TMP/SMX, cloranfenicol y
ceftriaxone. Se consideraron cepas resistentes cuando presentaron el siguiente MIC:
ampicilina  <4ug/df, TMP/SMX <4/76 pg/di, cloranfenicol <8ug/dl y a
ceftriaxona <16ug/dl.

Se realizo sensibilidad de S. pneumoniae a los siguientes antibidticos por medio
de determinacion de MIC a través E-Test penicilina, eritromicina, TMP/SMX, y
ceftriaxona. Se consideraron cepas resistentes cuando presentaron el siguiente MIC:
penicilina >2 pg/dl (alta resistencia), eritromicina >1.0 pg/di, TMP/SMX >4/76 ug/dl,
ceftriaxona >2.0 ug/di.

La interpretacion de los resultados obtenidos se realizé acorde al manual de
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos (onceava informacion del afio 2001) de
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards). Las pruebas se
realizaron con las cepas control H. Influenzae ATCC 49247 y S. pneumoniae ATCC
49619 respectivamente.



SEROTIPIFICACION DE S. PNEUMONIAE

Las cepas de S. pneumoniae fueron transportadas al Departamento de Diagnédstico
Epidemioldgico del Instituto Nacional de Salud Publica ubicado en Cuernavaca, Morelos
para su serotipificacion. Se utilizo la reaccion de Quellung y el sistema abreviado de
tipificacion que consiste en 12 pozos de suero producidos por el Statens Seruminstitut
(Copenhagen, Dinamarca) para determinar su serotipo.

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante el paquete SPSS
version 10.0 para Windows. Se describen los res ados mediante promedio %
desviacion estandar para variables numéricas con distribucién Gaussiana, mediante
mediana con valores minimos y maximos para variables numeéricas, y por medio de
porcentajes o proporciones para variables categéricas o nominales.

RESULTADOS

Se captaron un total de 151 nifos, 78 provenientes de la Estancia Infantil y 73 del
Centro de Salud. La edad promedio en el grupo de asistentes a la Estancia Infantil fue
38 meses (rango de 10 a 67 meses), vy en el grupo asistente al Centro de Salud 33
meses (rango de 1 a 70 meses).

De las 151 muestras procesadas, 8 (5.3 %) resultaron positivas a H. influenzae
tipo B, 4 (5.1 %) en la Estancia Infantil y 4 (5.5 %)en los asistentes al Centro de Saiud.
E! promedio de edad de los nifos colonizados fue 37.5 meses con rangos de 4 a 68
meses. Todos los nifos recibieron tres dosis de vacuna contra H. influenzae tipo B a
excepcion de un nifio de 4 meses que al momento de su ingreso al estudio tenia una
sola dosis.

Tabla |
Susceptibilidad a los antimicrobianos en las 8 ¢~~~~ de Haemophilus Influenzae tipo b aisladas

Antibiético y MIC (ug/df) No. (%) de cepas
Ampicilina

S <1 4

12 2 (D)

R >4 2 (25)
Trimetroprim/Sulfametoxazol

S <0.5/9.5 5 (62.5)

1 1/19-2/38 1 (12.5)

R >4/76 2 (25.0)
Cloranfenicol

S <2 h (100)

I 4 v (0)

R >8 0 (0)
Ceftriaxona

S <2 8 (100)

I 4 0 (0)

R >16 0 (0)









Tabla IV

Resistencia antimicrobiana de Streptococcus pneumoniae por serot—-

Serotipo Antibidtico

Penicitina* TMP/SMX** Ertromicina®™* Ceftriaxona**
6B 12(32.4) 15 (37.5) 13 (37.1) —
19F 8 (216 8 (20) 8 (229 3 (75)
6A 4 (10.¢ 5 (12.5) 5 (14.3) p—
18A —— — —_— _—
23F 3 (8.1) 3 (7.5) (2.9) —
158 —_— —_ — _—
17 e —_ — —_—
20 — 1 ") — —
3 — JE— —_ J—
15A — S —_— —
15C 1(27) 1 (25) 1 (29) —_—
18F 1(27) 1 (25 1 (29) e
35 1(27) — — —
28 UABS(+) — — — —_
No tipificable 7 (18.9) 5 (15) o (17.1) 1 (25)
Total 37 40 35

*Reslistencia intermedia
**Suma resistencia intermedia y atta resistencia
“**Alta resistencia

DISCUSION

La flora nasofaringea se encuentra en constante cambio siendo colonizada
transitoriamente por flora patégena capaz de producir enfermedad local o
invasora>>%2_ Dijversos estudios han demostrado un incremento en el estado de
portador de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b en nifios
asistentes a guarderias®’. El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia
del estado de portador y la sensibilidad de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae tipo b en dos grupos diferentes de nifios sanos.

Previo a la implementacioén de las vacunas conjugadas contra H. influenzae tipo
b, este microorganismo era fa principal causa a nivel mundial de meningitis bacteriana y
el responsable de un gran numero de otras infecciones como neumonia, epiglotitis,
celulitis, bacteremia, y en menor frecuencia de otitis media en nifilos menores de cinco
afios de edad®. En 1995, se observé en Estados Unidos y Canada una disminucion de!
95 % en las enfermedades causadas por H. influenzae tipo b. Esta rapida reduccion de
la incidencia de enfermedad causada por H. influenzae tipo b es secundaria, en parte,
por la capacidad de la vacuna en reducir la frecuencia de portadores faringeos del
microorganismo, llevando, cuando es aplicada sistematicamente, a la reduccién en los
rangos de exposicion e infeccién ain en aquellos que no han sido inmunizados?,

En México, la prevalencia global del estado de portador de H. influenzae tipo B
previo a la introduccién de la vacuna conjugada en el Esquema Nacional de Vacunacion



se reportaba con rangos de 1 % a 10 %"*'"'®. En un estudio realizado por Gatica-
Marquina y cols. (1994) se encontré 10.2 % de colonizacién en nifios de guarderia y
3.9 % en poblaci6n abierta® No existen datos al respecto posterior a la introduccion de
la vacuna conjugada. En nuestro estudio la frecuencia de portadores (5.3 %) no
presenté cambio a la observada ademas de no encontrarse diferencia significativa entre
ambos grupos estudiados. En circunstancias especiales, como es el caso de contactos
intradomiciliario de un nifio con meningitis por H. influenzae tipo b la prevalencia de
portadores para esta bactena llega a ser hasta de 32 % por lo que se debe implementar
manejo profilactico en estos casos'. Los datos obtenidos podrian sugerir que no ha
cambiado la frecuencia del estado de portador de H. influenzae tipo b en nuestro medio.
Es importante sefialar que la memoria inmunoldgica, como la produccién de anticuerpos
es imperfecta, y no es razonable esperar [o contrario®%®.

En cuanto a la susceptibilidad a los antimicrobianos, en las cepas estudiadas se
observé que los patrones de resistencia fueron similares. Por lo que respecta a la
ampicilina, se encontré una resistencia de 25 %, similar a lo reportado por Miranda-
Novales'®. Por otro lado se encontré que la resistencia a TMP/SMX fue de 25 %, dato
que contrasta con lo reportado por Garcia Ramos y cols., quienes reportan Unicamente
una resistencia de 5 % en todos sus aislamientos''. No se encontraron cepas
resistentes a cloranfenicol y cefiriaxona por lo que pueden considerarse como
tratamiento de primera eleccién en enfermedad invasiva por H. influenzae tipo b.

S. pneumoniae con frecuencia se aisia del tracto respiratorio alto en individuos
sanos, especialmente en nifios preescolares en {os que se manejan prevalencias
de 25 % a 60 %, tendiendo a disminuir en edades mayores>'. Diversos estudios han
demostrado la fuerte asociacidén entre la asistencia a guarderia y el incremento de
colonizacién por S. pneumominae, especialmente con cepas resistentes. Esto se
encuentra en relacion al contacto estrecho de los nifios cuidados en guarderia, 1o que
favorece fa transmision de bacterias por medio de microgotas®*'2%2, A pesar de que la
relacion exacta entre la colonizacién nasofaringea con S. pneumoniae y la apariciéon de
enfermedad aun no se encuentra clara, se ha observado que la colonizacion
nasofaringea precede a la invasion local y enfermedad®®?.

Nuestros resultados confirman los hallazgos encontrados por estudios similares
realizados en la década anterior*'>'4%2, De las 151 muestras procesadas, 57 (37.7 %)
fueron positivas a S. pneumoniae, 43 (55.1 %) en la Estancia Infantil y 14 (19.2 %) en
el Centro de Salud. En nuestro estudio ios serotipos encontrados con mayor frecuencia
fueron 6B, 19F, 6A, 18A, 23F; los cuaies sumaron el 63.1% de todas las sepas aisladas.
Estos serotipos han sido encontrados como los principales causantes de enfermedad
invasora (neumonia y meningitis) en México™*. Ef Grupo Sierva-Vigia, en el periodo
1993-1999, encontrd que los serotipos causantes de enfermedad invasora en nuestro
medio fueron BA/6B, 23 F, 14, 19F, y 19A%.

Se encontré una elevada resistencia a penicilina en las cepas de S. pneumoniae
aisladas (64.9%). La mayor resistencia se presentd en los nifos asistentes a guarderia
(72.1 %) a comparacion de los nifos cuidados en casa (42.9 %), aunque es de ilama la
atencion que no se encontré ninguna cepa con alta resistencia a peniciling, 1o que
contrasta con lo reportado por otros autores que manejan rangos de 11 % a 44 %'%'®,
El grupo Sierva Vigia encontr6 una resistencia global de S. pneumoniae causante de
enfermedad invasora de 46.9%, con 21.1 % de aislamientos con alta resistencia a
penicilina®®. Nuestros resultados también confirman la baja susceptibilidad de
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