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Streptococcus pneumoniae es un patégeno importante por los cuadros clinicos que
causa, cuya prevencion se basa en una vacuna de polisacaridos capsulares; es
necesario conocer la frecuencia de serotipos en cada regién, con el objeto que los mas
frecuentes estén representados. El presente trabajo cooperativo con el Depto. de
Investigacion Médica de la U. de Pennsylvania presenta los resultados de un estudio de
3 afios, sobre frecuencia de serotipos en Santa Fé de Bogota, Colombia.

Materiales y metodos

Las cepas de S. pneumoniae aisladas de cuadros clinicos se estudiaron por cultivo y se
identificaron sobre la base de la colonia, alfa hemdlisis, optoquina y solubilidad en
bilis. Luego fueron tipificadas por técnica de quellung con sueros polivalentes y
monovalentes y enviadas al centro de referencia para reconfirmacion.

Resultados

97 cepas fueron identificadas y serotipificadas provenientes de 7 instituciones: Hospital
Militar Central 64, Hospital Infantil 17, Hospital San José, 9, Hospital de La Mise-
ricordia 3, INS 2, Clinica David Restrepo 1, Clinica Country 1. Los cuadros clinicos de
donde se aislaron fueron: sinusitis 45, meningitis 25, neumonia 13, otitis 8, larin-
gotraqueitis 3, septicemia 1, conjuntivitis 1, artritis séptica 1. Los serotipos segun la
clasificacion danesa fueron: 6A:12, 6B:12 (25%), 19A:1, 19F:12 (13:40%), 23F:8
(8,24%), 14:7 (7,21%), 3:6 (6,18%), 7B:1, 7C:5 (6,18%), 15A:1, 15B:1, 15C:3
(5,15%), 18A:3, 18B:1, 18F:1 (5,15%), 1:3 (3,09%), 53 (3,09%), 9V:3 (3,09%), 17F:3
(3,09%), 16:2 (2,6%), 35A:2 (2,06%), 10:1 (1,03%), 11:1 (1,03), 21:1 (1,03%), 31:1
(1,03%).

Conclusién

La vacuna disponible contiene polisacaridos de 23 serotipos; 17 son frecuentes en
Bogota, 5 frecuentes no estan incluidos y 9 incluidos no circulan en Bogota.

Summary

S pneumoniae is a very important human pathogen due to the variaty of acute diseases
that cause in the community. The prevention of these diseases is based on the use of a
vaccine of capsular polysacharides of the most common isolate serotypes. The present
work was undertaken as part of a collaborative study, in order to know what serotypes
circulate in Bogota.
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Materials and methods

Clinical isolates of S pneumoniae were cultured and identified on the basis of its colony
appearance, alfa hemolisis, bilis solubility, opthoquine sensitivity and inulin fermenta-
tion. All strains identified in such a way were serotyped by the quellung reaction with
specific antisera.

Results

97 strains from 7 medical institutions fullfilled the criteria of inclusion. The most fre-
guent serotypes encountered, according to the Danish serotyping were: 6A:12,6B:12
(23,38%),19 A:1,19F:12 (12,61), 23F:8 (7,76%),14:7 (6,79%),3:6 {5,82%),7B:1,7C:5 (
5,82%),15A:1,15B:1,15C:3 (4,85%),18A:3,18B:1, 18F:1 (4,85%),1:3 (2,91%), 5:3
(2,91%), 9V:3 (2,91%), 17F:3 (2,91%), 16:2 (1,94%), 35A:2 (1,94%), 10:1 (0,97%),

11:1(0,97%), 21:1 (0,97%), 31:1 (0,97%).

Conclusions

The actual vaccine contains polysacharides from 23 serotypes and covers most of the

serotypes isolated in Bogota.

Introduccién

Streptococcuspeumoniae es un patdégeno de gran
importancia en patologia humana, no soélo por la
gran variedad de cuadros clinicos que causa en la
comunidad tales como: meningitis, otitis media,
sinusitis, neumonia lobar (1), sino, ademas, por la
preocupante y cada vez mayor frecuencia de
resistencia a la penicilina y otros antibiéticos que
hasta hace algunos afios constituian la eleccion
para el control terapéutico de las patologias por él
causadas (2- 6).

En la era preantibittica, la mortalidad debida a este

Gram positivo fue myv elevada vcon ,tit'uyé durante
la prlmeraysegun a _uerra mundial Una de las

mayores preocupaclones de la medicina en los

frentesde batalla (7).De la necesidaddedaralguna
solucidn a este severo problema de salud. surgio
la posibilidad de desarrollar una vacuna dirigida
contra los polisacaridos capsulares del microor-
ganismo. En aquel entonces se conocia ya que S.
pneumoniae virulento poseia una céapsula de
polisacdrido cuya estructura quimica permitia
diferenciar, al menos, cuatro tipos distintos reco-
nocidos como tipos I,II,V y VIl y que los sueros
dirigidos contra éstos permitian identificarlos vy,
ademas, constituianuna posibilidad de control te-
rapéutico, porlo cual, era necesarioentodo cuadro

clinico aislar el niicroorganismo y tipificarlo con el
objeto de administrar el antisuero especifico. Sobre
la base de estos conocimientos Macleod, Hodges,
Heidelberger y Bernard (8) postularon la po-
sibilidad de desarrollaruna vacunautilizandocomo
antigeno una mezcla de los polisacdridos
capsulares de los 4 serotipos conocidosyen 1945
lo lograron experimentalmente. Con el adve-
nimiento de los antibiéticos y dada la gran
sensibilidad de S. pneumoniae a la penicilina, la
serotipificacion con fines terapéuticos perdié todo
interés; sinembargo, en las Gltimas décadasdebido
a la importancia de la patologia causada por este

patégenoy al surgimiento de cepas resistentes |,

penicilina (2), Austrian insistié en _Ig necesidad de
volversobrelavacuna de polisacdridos, integrando

en ella los serotipos mas frecuentes de los 83 hasta

hoy conocidos; en ]977, una nueva vacuna
constituida por 14 serotipos fue licenciada en los
Estados Unidos (9).

Esta vacuna mostré su efectividad y demostro
también fallas ante las infeccionesporserotipos no
contenidos en ella. Esto indujo a Austrian a buscar
unavacunague incluyeraunaméasamplia variedad
de serotipos y a incluir sobretodo aquéllos que
despertaran una reaccion cruzada, para lo cual,
promovié un estudio mundial de serotipificacion de
S. pneumoniae aislado de cuadros clinicos
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especificos (10). El trabajo aqui presentado se
realiz6 como parte integral de esa encuestamundial
para conocer los serotipos mas cominmente
aislados en la ciudad de Bogota. El estudio se llevé
a cabo en colaboracion con el Departamento de
Investigacion Médica de la Escuela de Medicina de
la Universidad de Pennsylvaniay los Centros para
Control de Enfermedades, CDC, de los Estados
Unidos en Atlanta, Georgia.

Mareriales y métodos

Cepas: las cepasincluidas fueron referidas por los
centros de atenciéon médica que aceptaron co-
laborar en el estudio y que llenaron los requisitos
deinclusién del protocolo, talescomo: proceder de
un caso clinico con un cuadro especifico, ser nifios
menores de 5 afios y haberse hecho el aislamiento
a partir de una muestra representativa.

Medios de cultivo: los medios de cultivo para el
estudio fueron los convencionales para estetipo de
trabajo bacteriolégico, basicamentese utilizé agar
sangre de carnero, agar nutritivo y BHI; para
pruebas complementarias se utilizaron sales biliares
para demostrar la solubilidad, discos diferenciales
de hidroxicupreina, optoquina e inulina para de-
mostrar su fermentacion (11) .

Sueros tipificadores: para tipificar las cepas se
utilizaron sueros polivalentes "Omniserum", sueros
de grupo y sueros monoespecificos. Dos tipos de
preparaciones fueron utilizados: uno segun la
clasificacion americana y otro segun la danesa.
Ambos tipos de preparaciones fueron provistos por
la Oficina Sanitaria Panamericana a través del Dr.
Robert Austrian, director del programa en la
Universidad de Pennsylvania.

Toda cepareferida fue reestudiada para confirmar
su identificacién como S. pneumoniae; para ello
cada cepa fue sembrada sobre agar sangre de
carnero e incubada a 37° C en atmésfera de 3%
de C02 por 18 horas; luego de la incubacion las
colonias que presentaban una apariencia compati-
ble con S. pneumoniae y un halo de alfa hemdlisis
y que estaban constituidas por tipicos diplococos
Gram positivos se les realiz6 las pruebas de
solubilidad a las sales biliares, la fermentacion de
lainulina yla sensibilidad a la optoquina; las cepas
gue finalmente fueron identificadas como S.
pneumoniae, fueronresembradas en agar nutritivo
para ser posteriormente serotipificadas mediante
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la prueba del hinchamientode la capsula o prueba
dequellung (12); para ello, cada cepa cultivada en
agar nutritivo fue revisada y luego de comprobarse
un buen crecimiento se tomd6 con el asa
bacteriolégica un numero aproximado de 5
colonias y sobre un portaobjeto limpio este mate-
rial fue suspendido en una gota de solucion salina
buffer; una vez que la suspension fue homogénea,
se le adicion6 una gota de suero polivalente
ligeramente coloreado con azul de metileno para
facilitar la visualizacion microscopica de la reaccion,
posteriormente, se coloco una laminillay seobservo
al microscopio con un objetivo seco 40X; aquellas
cepas que presentaron un claro hinchamiento de
la capsula fueron confirmadas como S. pneu-
moniae y sometidas al mismo procedimiento, con
antisuero para serogrupo y, posteriormente con
antisueros monoespecificos de serotipo; en tal
forma quedd establecida laidentificcién de género,
especie, serogrupo y tipo.

Resultados

Un total de 7 instituciones de atencién médica
colaboraronen el estudio y un total de 97 cepas de
aquéllas que cumplieron los criterios de inclusion
fueron finalmente identificadas como Streptococ-
cus pneunoniae. En el cuadro No. 1 puede
observarse la distribucién de cepas por institucion
de origen. En el cuadro No. 2 se observa la dis-
tribucién de cepas por cuadro clinico de donde la
cepa fue originalmente aislada. Debido a que la
clasificacion danesa es la mas universalmente
aceptada, losresultadosde la serotipificacion se dan
en términos de dicha clasificacidon; como puede
verse en el cuadro No. 3 las cepas aisladas cubren
19 serogrupos con una distribucién en porcentaje
dominada por el serogrupo 6 con 24,74%. En el
cuadro No. 4 se puede ver la frecuencia de los
distintos serotipos que conforman serogrupos con
reaccion cruzada. Lo cuadros No. 5,6,7,8 muestran
la distribucion deserotipos de acuerdo a las distintas
entidades clinicas; esinteresante destacarcémo los
cuadros de neumonia son causados mas fre-
cuentemente por los serotipos 14, 6B, 6A,5y7C,
a su vez que la sinusitis es causada mas fre-
cuentemente por los serotipos 6A, 19F, 6B, 3y23F
En estos resultados es interesante destacar una cepa
del serotipo 18F que segin Austrian (13) constituye
el primer aislamiento de S. pneumoniae de este
serotipo en el hemisferio occidental.



CUADRO N" 1 CUADRO N° 4

Frecuencia y D_istribucién d? Serotipos,de Frecuencia y Distribugigrr]ltacig (?gré)(t)iggtséde S. pneumoniae en
S. pneumoniae en Santafé de Bogota Distribucionde Serogrupos v Serolpos mas Frecuentes
Origen de las Cepas segln Institucion B [ serogrupo Serotipo__ S
Institucion N° cepas Porcentaje@ 2 ’; E
Hosp. Militar Central 64 66 :g /; 1;
Hospital Infantil | 17 17.52 fg i ‘13
Hospital San José 9.2 15 B 1
Hosp. Misericordia 3.9 13 g ?
Inst. Nal. de Salud 2 2.06 1; i 2
Clinica David Restrepo’ 1 1.03 b 2 :
Clinica delCountry 1 1.03 | 1: i ?
Total 97 100% 35 A 2

CUADRO N° 2 CUADRO N° &
Frecuenciay Distribucién de Serotipos de Frecuencia y Distribucién de Serotipos de S. pneumoniae en

Santafé de Bogota

S. pneumoniae en Santafé de Bogota
P 9 Distribucién de Serotipos segun Entidad Clinica

Origen de las Cepas segln Entidad Cligi Entidad | Serotipo | N Porcentaje (%) |
Entidad Clinica Ndmero rc e(%) 14 4 16
[ Sinusitis 45 4 6B 4 16
R 6A 3 12
Meningitis 25 Meningitis 5 3 12
Neumonia 13 7C 3 12
Otitis 8 15 1 4
Laringo-traqueitis 3 115;(; i j
Septicemia 1 18A 1 4
‘ Conjuntivitis 1 oV 1 4
Artritis Séptica 1 12': i j
TTotal S v 100 Total 25 100

CUADRO N° 6

Frecuencia y Distribucién de Serotipos de

CUADRO N° 3

Frecuencia y Distribucion de Serotipos de . pneumoniae en Santafé de Bogota

Distribucién de Serogrupossegin Denominacién Danesa

f Serogrupos N" cepas Porcentaje (%) S. pneu moniae en Santafé de BOgOté
18 f;‘ f;‘}g Distribucion de Serotipos segun Entidad Clinica
8 8.24 - -
fi 7 721 Entidad Serotipo N" %
3 6 6.18
{ 7 6 6.18 1 3 23
12 g glg 19F 2 15.4
1 3 3.09 Neumonia 8 2 154
g g g-gg 31 1 76
9 3 3.09 6B 1 76
17 3 3.09
16 2 2.06 3 1 ‘ 76
35 2 2.06 23F 1 76
10 1 1.03
" ) ioa . 15C 1 7.6
21 1 1.03 9V 1 7.6
31 | 1 103 e
Total 97 100 Total 13 100
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CUADRON' 7

Frecuenciay Distribucion de Serotipos de
S. pneumoniae en Santafé de Bogota

Distribucion de Serotipos segun Entidad

Numero Porcentaje%
2 25
2 25
2 25
18B 1 12.5
23F 1 12.5
| Efitlad Serotipo 8 100%
| 6B
Otitis 6A
3
18B N
ADRO N° 8
23F ¢ Serotipos de S. pneumoniae en
Total é de Bogota
Distribucion de Serotipos seguin Entidad Clinica
Entidad Serotipo Nimero Porcentaje%
6A 9 20
19F 8 17.77
Sinusitis 6B 4 888
3 3 6.66
23F 3 6.66
7C 2 4.44
17F 2 444
16 2 4.44
18A 2 4.44
35A 2 4.44
9V 1 222
15A 1 2.22
15B 1 222
19A 1 222
7B 1 2.22
21 1 2.22
10A 1 2.22
11A _ 1 222
Total_ | 45 100
Discusion

La base de la clasificacion de S. pneumoniae es la
diversidad antigénica del polisacéarido de lacapsula
gue permite reconocer por lo menos 83 serotipos
diferentesconuna distribucion geografica diferente;
basicamente existen dos tipos de clasificacion, la
americana y la danesa, siendo esta ultima la mas
universalmente utilizada. En la actualidad la
serotipificacién de S. pneumoniae no tiene la
importancia que tuvo en el pasado, cuando erain-
dispensable para la aplicacion terapéutica de
sueros monoespecificos. Sinembargo, los estudios
de serotipificacion tienen gran importancia
epidemioldgica con el objeto de determinar la
distribucion geogréfica de los mismos. Al conocer
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la distribucion geogrdfica mundial de los serotipos
circulantes se puede entonces deducir la vacuna
puesto que ésta no es mas que una mezcla de los
polisacaridos de S. pneumoniae que mas
frecuentemente circulan. Sobre la base de estos
estudios de los cuales participé Colombia, con el
trabajo aqui discutido, Austrian (9)propuso el
desarrollode unavacuna polivalentecon 23 de los
serotiposmas frecuentes, aquellos serotiposque por
reaccion cruzada estimulan la sintesis de
anticuerpos contra serotipos antigénicamente
relacionados, como lo muestra el cuadro No. 9. La
vacuna desarrollada por Austrian cubre un alto
porcentajede losserotipos que circulan en SantaFé
de Bogota, bien por estar directamente incluidos o
porque la reaccién cruzada del serotipo incluido
cubre al serotipo no incluido tal como ocurre por
ejemplo, con el serotipo 6B cuya reaccién cruzada
cubre al 6A; esto permite afirmar que la vacuna
actual de 23 serotipos es efectiva en la prevencion
deinfecciones por S. pneumoniaeen nuestro medio
ya que contiene los serotipos que mas fre-
cuentemente circulan en Bogota. En la actualidad
una serotipificacion mundial esta en curso para
permitir, posiblemente, incluir nuevos serotipos en
la vacuna.

CUADRO N°* 8

Frecuenciay Distribucién de Serotipos de
S. pneumoniae en Santafé de Bogota

Vacuna Serotipos Serotipos \ STerotipos
Disponible Incluidos No incluidos Incluidos
Serotipos Colombianos Colombianos No circulan en
Colombia
1-2-3-4- 1-3-5-6B *BA-*7C 2-4-7TF-9N ‘
5-6B-7F-8 8-9V-10A 7B-16-15A 12F-18C
9N-9V-10A | 11A-14-158B *18A -18B 20-22F
11A-12F-14 17F-19A 18F-21-*15C ! 33F
15B-17F-18C  19F-23F | 3135 |
19A-19F-20
22F-23F-33F *Reaccion
cruzada

Agradecimientos

Queremosexpresarnuestros agradecimientos al Dr.
Robert Austrian por su permanente asesoria y por
la confirmacion de nuestros hallazgos, asicomo al
Dr. Robert Facklam del CDC por su colaboracion.



1.

26

Referencias

Klein JO. The epidemiology of pneumococcal disease in
infants and children. Rev Infect Dis 1981; 3:246-253.

Hansman D, Andrews G. A resistant Pneumococcus. Lan-
cet 1967; 2:264-265.

Klugman KR Pneumococcal resistant to antibiotics. Clin
Microbiol Rev; 1990; 3:171-190.

Spika JS, Facklam RR, Brian D, et al.Antimicrobial resis-
tance of Streptococcuspneurnoniaein the United States.
JInfect Dis 1991;163:1273-1278.

BreimanR5 Butler JC, Tenover FC etal. Emergency of drug
resistance pneurnococcal infections in the United States.
JAMA 1994, 271: 1831-1835.

McDougal LK, Facklam RR, Reeves M et al. Analysis of
multiply resistant isolates of Streptococcus pneurnoniae
from the United States. Antimicrob Agents Chem 1992;
36:2176-2184.

McCarty M. H principio transformador. Editorial Reverté
Barcelona 1988.

10.

11.

12.

13.

Macleod CM, Hodges RG, Heidelberger M, Bernard WG.
Prevention of pneumococcal pneumoniae by immuniza-
tion with specific capsular polysacharides. ) Exp Med 1945;
82:445-465.

Spika JS, Fedson DS, Facklam RR. Pneumococcal
vactination.controversies and oportunities. Infect Dis Clin
North Amer 1990; 4:11-25.

Robbins JB, Austrian R Lec CJ et al. Considerations for
formulating the second-generationpneumococcal capsu-
lar polysacharidevaccine with emphasison the cross-re-
active typeswithin groups. J Infect Dis 1983; 148:1136-
1159.

Facklam RR Washington Il JA. Chapter 29 in Balows A,
Hausler Jr. WJ, Herrmann KL, Isenberg HD, Shadomy HJ
Eds. Manual of Clinical Microbiology pg 238-257. Amer
Soc Microbiol. Fifth Ed Washington 1991.

Austrian R.The quellung reaction, a neglected microbio-
logic technique. Mount Sinai JMed 1976; 43:699-703.

Austrian R Comunicacion personal.





