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Resumen

Introduccién: el Comité Nacional para Estan-
dares del Laboratorio Clinico (NCCLS) recomien-
da la prueba tamiz con oxacilina (1pg) con el
método de difusion de disco para predecir, en
Streptococcus pneumoniae, tanto la susceptibili-
dad disminuida a la penicilina (SDP), como la
resistencia a cefalosporinas de tercera genera-
cion. Sin embargo, el grado de resistencia se debe
establecer con la concentracion inhibitoria mini-
ma (CIM) del antibiético. Objetivo: correlacionar
en aislamientos invasores de S. pneumoniae, el
halo de inhibicién de 6 mm con el disco de
oxacilina, con la CIM de penicilina y ceftriaxona.
Materiales y Métodos: se analizaron los datos
de 586 aislamientos en los cuales se habia de-
terminado tanto la susceptibilidad a la penicilina
con el disco de oxacilina (1 pg) como la CIM a la
penicilina y a la ceftriaxona, siguiendo los proce-
dimientos e interpretaciones dadas por el NCCLS.
Resultados: en 99/586 (16,7%) aislamientos

estudiados que presentaron un halo de 6 mm
(diametro del disco) se establecio en 15 (15,2%)
resistencia intermedia a la penicilina (CIM 0,125
al1l,0pug/mL)yen 84 (84,8%) resistencia alta (CIM
>2,0 pg/mL); con relacion a la ceftriaxona, 20
(20,2%) aislamientos fueron sensibles (CIM <0,5
pg/mL), 51 (51,5%) presentaron resistencia in-
termedia (CIM 1,0 pg/mL) y 28 (28,3%) resisten-
cia alta (CIM >2,0 pg/mL). Conclusiones: una
lectura de 6 mm con el disco de oxacilina (1pg)
puede servir como indicador de alta resistencia
a penicilina con una sensibilidad de 100% y una
especificidad de 81,7%. Adicionalmente, puede
predecir resistencia intermedia o alta a las
cefalosporinas, dato importante para orientar la
conducta terapéutica antes de conocer los resul-
tados de la CIM. Palabras clave: Streptococcus
pneumoniae, oxacilina, concentracion inhibitoria
minima, penicilina, ceftriaxona. b
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Introduccion

El incremento de la resistencia de Strepto-
coccus pneumoniae a la penicilina se ha ob-
servado globalmente (1); adicionalmente, un
alto porcentaje de los aislamientos que expre-
san algun grado de resistencia a la penicilina
lo hacen también a las cefalosporinas y a otros
antimicrobianos, describiéndose asi, con ma-
yor frecuencia la circulacion de aislamientos
multirresistentes (2-4).

La identificacion de un aislamiento de S. pneu-
moniae, agente de meningitis, con resistencia
a penicilina, hace necesario modificar la tera-
pia antibacteriana (5,6), por lo tanto, una de-
terminacion temprana de la susceptibilidad
antimicrobiana es de gran importancia para el
clinico.

La prueba tamiz con el empleo de un disco con
un 1pg de oxacilina, es recomendada por el
Comité Nacional para Estandares de Control
del Laboratorio (NCCLS), como un método efi-
caz para detectar los aislamientos de S.
pneumoniae con susceptibilidad disminuida a
la penicilina (SDP) (7). De acuerdo con los cri-
terios de interpretacion recomendados por la
NCCLS, los aislamientos que presentan halos
> 20 mm son susceptibles a los antibiéticos beta
lactdmicos. Adicionalmente, los aislamientos
gue presentan una zona de inhibicion <19 mm,
se consideran con SDP, sin permitir categorizar
el grado de resistencia. En esos casos, la
NCCLS recomienda determinar la concentra-
cion inhibitoria minima (CIM), a penicilina y a
las cefalosporinas de tercera generacion como
ceftriaxona, cefotaxima y cefixime (6-8). Sin
embargo, para establecer la susceptibilidad de
S. pneumoniae a las cefalosporinas de tercera
generacion, es necesario determinar la CIM
debido a que no se ha podido establecer una
relacion entre los tamafios de las zonas de in-
hibicién con los discos de ceftriaxona (Kirby-
Bauer) y la CIM (9,10).

En un estudio realizado en el Laboratorio de
Salud Publica de Quebec y en el departamen-
to de Microbiologia de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Sherbrooke, Quebec,
Canadé, se llamé la atencién sobre una buena
correlacion entre el tamafio del halo de inhibi-
cion con la oxacilina y la CIM a la penicilina y
a la ceftriaxona (6); a menor halo, se requiere
una mayor concentracion del antimicrobiano
(expresada en pg/mL) para inhibir el crecimien-
to bacteriano.

Debido a la importancia de este hallazgo, por
sus implicaciones para un informe oportuno al
clinico que guie su conducta terapéutica, deci-
dimos evaluar en una coleccién de aislamien-
tos invasores de S. pneumoniae, la correlacion
existente entre los halos de inhibicion frente al
disco de oxacilina de 1ug y la CIM tanto a pe-
nicilina como a ceftriaxona.

Materiales y Métodos
Aislamientos

Se analizaron los datos de 586 aislamientos
invasores de S. pneumoniae, provenientes de
nifios menores de cinco afos, recolectados en
diferentes hospitales del pais y remitidos al
Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud desde 1994 hasta el afio 2000. Estos
aislamientos fueron confirmados y estudiados
como parte del proyecto sobre vigilancia de los
serotipos y la susceptibilidad antimicrobiana de
S. pneumoniae (SIREVA — OPS) (11,12).

Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de los aisla-
mientos habia sido establecida con los méto-
dos de difusion de disco (Kirby-Bauer) y de la
CIM con la microdilucién en caldo, de acuerdo
con las recomendaciones de la NCCLS (7,13).
A saber, para el Kirby-Bauer se utilizaron dis-
cos de oxacilina de 1 pg (Difco), en agar Mueller
Hinton (Oxoid) adicionado de sangre de cor-
dero a 5% y una suspension del microorganis-
mo igual al tubo 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL) de la
escala de MacFarland; se consideré sensible
a la penicilina un halo de inhibicion > 20 mm
(7). Para la CIM se utilizo penicilina y ceftria-
xona de potencias conocidas, en caldo de
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Mueller Hinton ajustado con cationes (BBL) y
suplementado con 6% de sangre de caballo.
Para la interpretacion se utilizaron los para-
metros de la NCCLS; con la penicilina, sensi-
ble a una CIM < 0,06 pg/mL, resistencia inter-
media 0,125 — 1,0 pg/mL y alta resistencia >
2,0 yg/mL; y para ceftriaxona sensible < 0,5
pg/mL, resistencia intermedia 1,0 pg/mL y alta
resistencia > 2,0 pg/mL. El control de calidad
externo para el desarrollo de esta metodologia
es ejercido por el Centro Nacional para
Streptococcus (NCS) de Alberta, Canad4, cen-
tro internacional de referencia para el estudio
SIREVA. Los datos fueron analizados con el
programa EPI-Info 6,0 (14)

Resultados

De los 586 aislamientos estudiados, 420
(71,7%) presentaron un halo de inhibicién con
el disco de oxacilina > 20 mm y fueron clasifi-
cados como sensibles, en 409 la CIM fue <0,06
pg/mL, sin embargo en 11 (2,6%) se determi-
né una CIM de 0,125 a 0,5ug/mL lo que los
clasificé con resistencia intermedia (falsos ne-
gativos). Los restantes 166 (28,3%) aislamien-
tos presentaron un halo < 19 mm lo cual los
caracteriz6 con SDP y a su vez, de estos, 99
(16,9%) presentaron un halo de inhibicion de 6
mm (diametro del disco) (Tabla 1).

En estos Ultimos aislamientos se determiné con
la CIM que 84 (85%) fueron altamente resis-
tentes a penicilina, 55 (65,5%) con una CIM de
2,0 ug/mLy 29 (34,5%) de 4,0ug/mL (Tabla 1).

Con estos resultados se determiné que con los
criterios de corte establecidos por la NCCLS, la
prueba tamiz con el disco de oxacilina, tiene una
sensibilidad de 93,7%, una especificidad de
99,5%, VPP de 98,8% y un VPN 97,4%, para
predecir la sensibilidad disminuida a la penicilina.

Cuando se analizaron Unicamente los aisla-
mientos con SDP, se encontré que la prueba
tamiz con un halo de 6 mm tuvo una sensibili-
dad de 100% para captar los de alta resisten-
cia, (CIM = 2,0 pg/mL), con una especificidad
de 81,7%, VPP 84,8% y VPN 100%.

Al correlacionar en los 586 aislamientos el halo
de inhibicion con el disco de oxacilinay la CIM
a ceftriaxona, se encontrd que los 420 aisla-
mientos sensibles con la prueba tamiz y los 67
que presentaron un halo entre 9 — 19 mm fue-
ron sensibles a la ceftriaxona (CIM < 0,5 pg/
mL). Adicionalmente, en los 99 aislamientos
con un halo de inhibicion de 6 mm (diametro
del disco), 28 (28,3%) presentaron alta resis-
tencia (CIM > 2,0 pg/mL), 51 (51,5%) resisten-
cia intermedia (CIM 1,0 pg/mL) y 20 (20,2%)
fueron sensibles (CIM < 0,5 pg/mL (Tabla 2).

Con estos datos se determind que de acuerdo
con los criterios establecidos por la NCCLS, la
prueba tamiz con el disco de oxacilina tiene
una sensibilidad de 100% y especificidad de
82,8%, para predecir algun grado de resisten-
cia a ceftriaxona.

Al correlacionar el halo de inhibicién a oxacilina
con la resistencia a ceftriaxona se encontro que
todos los aislamientos que presentaron alguin
grado de resistencia a ceftriaxona tenian un
halo de 6 mm (Tabla 2).

Discusion

S. pneumoniae es la causa mas comun de neu-
monia bacteriana adquirida en comunidad, de
meningitis, de bacteremia y presenta una alta
prevalencia en ciertas infecciones como sinusi-
tis y otitis media (15). La Sociedad Americana
de Pediatria, recomienda como tratamiento de
eleccion para las infecciones del tracto respira-
torio el uso de penicilina, ampicilina y trimetoprim
sulfa (para nifios con neumonia), y la adminis-
tracion de cefalosporinas de tercera generacion
como ceftriaxona o cefotaxima para el tratamien-
to de meningitis y otitis media (1,4,15,16). La fa-
lla en la terapia antimicrobiana en los casos de
meningitis y neumonia puede incrementar la tasa
de mortalidad (15).

Desde la primera descripcion de S. pneumoniae
con SDP en 1967 en Australia, ha aumentado,
a nivel mundial, considerablemente la resis-
tencia a penicilina, cefalosporinas de amplio
espectro y otros antimicrobianos (3,5,17). La
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TABLA 1

Streptococcus pneumoniae: comparacion entre el tamafio del halo de inhibicién con el disco de oxacilinade 1 ugy
laresistenciaalta o intermedia ala penicilina establecida con la CIM (n = 586)

Oxacilina 1 pg Interpretacion y halo en mm
CIM penicilina SDP* Sensible Total
Interpretacion pHg/mL 6 mm 9-19 mm 220 mm

Alta resistencia 4 29 29
2 55) 55
Resistencia intermedia 1 9 5 1 15
0,5 4 16 1 21
0,25 2 22 2 26
0,125 22 7 29
Sensibles 0,06 2 32 34
0,03 192 192
0,016 185 185
Total 99 67 420 586

*Sensibilidad = 93,7%
Especificidad = 99,5%
VPP =98,8%

VPN =97,4%

TABLA 2

Streptococcus pneumoniae: comparaciéon entre el tamafio del halo de inhibicién con el disco de oxacilina
de 1 ugylaresistenciaaltao intermedia ala ceftriaxona establecida con la CIM (n = 586)

Oxacilina 1l pg Interpretacion y halo en mm
CIM ceftriaxona SDP* Sensible Total
Interpretacion pg/mL 6 mm 9-19 mm =220 mm

Alta resistencia 4 3 3
2 25 25
Resistencia intermedia 1 51 51
Sensibles 0,5 10 3 13
0,25 7 8 2 17
0,125 3 27 7 37
0,06 23 28 51
0,03 3 196 199
0,016 3 187 190
Total 99 67 420 586

* Sensibilidad = 100%
Especificidad = 82,8%
VPP =45,6%

VPN = 100%

infectio
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aparicion de estos aislamientos resistentes se
traduce en que la seleccion de los antibioticos
para el tratamiento de las infecciones neumocé-
cicas sea cada vez mas dificil. En Colombia
se ha informado del incremento en la frecuen-
cia de aislamientos con SDP la cual ha pasado
de 10% en 1994 a 49,4% en 1999 (11,12).

El amplio uso de la prueba tamiz con oxacilina
para predecir la resistencia a la penicilina esta
basado en su sensibilidad de 93%, similar a la
de 93,7%, encontrada en nuestro estudio. Igual-
mente, cuando analizamos Unicamente los ais-
lamientos con un halo de 6 mm con el disco de
oxacilina, la prueba tuvo una sensibilidad de
100% para detectar la alta resistencia a peni-
cilina y adicionalmente captar todos los aisla-
mientos resistentes a ceftriaxona. Estos datos
son similares a los encontrados en otros gru-
pos de trabajo (4, M. Lovgren, NCS Canada,
comunicacion personal).

Con los resultados obtenidos se confirma la
importancia de realizar en todos los aislamien-
tos invasores de S. pneumoniae, la prueba ta-
miz de oxacilina, como parte de los estudios
de identificacién del microorganismo, esta
prueba debe seguir los pardmetros y las reco-
mendaciones de la NCCLS. Esta informacion
oportuna permitir aportar datos indispensables
para el establecimiento de un tratamiento
antimicrobiano adecuado y asi mejorar el pro-
noéstico del paciente y disminuir tanto la morta-
lidad como la morbilidad ocasionadas por este
agente etioldgico. b

Abstract

Introduction: The diffusion method with a 1pg
oxacillin disk is currently recommended by the
National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) as an effective screening test
for the detection of Streptococcus pneumoniae
diminished susceptibility to penicillin, and is widely
used by clinical laboratories. The results also
apply to third generation cephalosporins.
However, the degree of resistance should be
established by a quantitative procedure as the
minimal inhibitory concentration (MIC).
Objective: To establish the relation between
the absence of a growth inhibition zone (6mm
reading, diameter of the disk), and the
susceptibility of S. pneumoniae to penicillin and
ceftriaxone. Materials and Methods: The
inhibition zones obtained by the diffusion
method with 1pg oxacillin disk were compared
with penicillin and ceftriaxone MICs from 586
S. pneumoniae invasive isolates. Susceptibility
methods were performed and interpreted
according to the NCCLS guidelines. Results:
Among the 586 isolates, 99 (16,7%) presented
an inhibition halo of 6 mm, 15 (15.2%) of which
showed intermediate level resistance (ILR) to
penicillin (MICs 0.125 -1.0 pg/mL) and 84
(84.8%), high level resistance (HLR)
(MIC=2.0pug/mL). Regarding ceftriaxone, 20/99
(20.2%) isolates were sensible (MIC<0.5ug/
mL), 51 (51.5%) showed ILR (MIC=1.0 pg/mL),
and 28 (28.3%) HLR (MIC>2.0pg/mL).
Conclusions: The absence of a growth
inhibition zone (6 mm reading, diameter of the
disk) could be used as an indicator of HLR to
penicillin (sensitivity 100% and specificity
81.7%) and, additionally, it could predict ILR or
HLR to ceftriaxone. This data is very important
to guide the therapeutic decision before a MIC
can be established. Key words: Streptococcus
pneumoniae, oxacillin, minimal inhibitory
concentration, penicillin, ceftriaxone.
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