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RESUMEN

Introduccidn: Streptococcus pneumoniae es el agente etiologico responsable de enfermedades
invasivas graves como neumonias bacterianas adquiridas en la comunidad, sepsis y meningitis.
Sigue siendo una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad en nifios y adultos
alrededor del mundo. Los datos deserotipos y perfil de resistencia antimicrobiana proporcionaran
informacion relevante para fundamentar las directrices de tratamiento y las politicas de vacunacion.
Objetivos: detectar serotipos y genes de resistencia antimicrobiana en muestras clinicas de nifios y
adultos con enfermedad invasiva causada por Streptococcuspneumoniae en Paraguay en el afio
2023.

Metodologia: estudio descriptivo retrospectivo de corte transversal. Se estudiaron todas las
muestras clinicas (n = 145) de pacientes con enfermedad invasiva por Streptococcus
pneumoniaeque no fueron asiladas en cultivos bacteriol6gicos provenientes de los centros centinela
y colaboradores en el marco de la vigilancia de meningitis y neumonias de Paraguay durante el afio
2023.
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Resultados: se identificaron 20 serotipos, siendo los méas frecuentes el serotipo 3 en 56,5 %, el
19A en 11,0 % y el 15A/15F en 4,1 %. En el serotipo 3 se detectd el gen pbp2b en 96,3 %, ermB
18,3 %, mefA en 6,1 % y tetMen 74,4 %, en el serotipo 19A el gen pbp2b en 12,5 %, ermB en 75,0
%, mefA en 50,0 % y tetMen 81,2 %, el serotipo 15A/15F el gen pbp2b en 83,3 %, ermBen 66,7 %,
mefA en 16,7 % y tetM en 83,3 %.

Conclusion: se detectd un alto porcentaje de pbp2b lo que indica una alta susceptibilidad a la
penicilina, sin embargo, también se observo alta resistencia a tetraciclina relacionada con el serotipo
3 y resistencia a macrolidos relacionada a los serotipos 19A y 15A/15F. Técnicas moleculares
aplicadas directamente al material clinico tienen el potencial de detectar el organismo infectante y
determinar su susceptibilidad a los antimicrobianos, facilitando asi la terapia oportuna e

intervencion con antibiéticos adecuados.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, serotipos, genes de resistencia, Paraguay.

ABSTRACT

Introduction: Streptococcus Pneumoniae is the etiologic agent responsible for serious invasive
diseases, such as community-acquired bacterial pneumonia, sepsis, and meningitis. It remains one
of the most important causes of morbidity and mortality in children and adults worldwide. Data on
serotypes and antimicrobial resistance profiles provide relevant information to inform treatment
guidelines and vaccination policies.

Objectives: to detect serotypes and antimicrobial resistance genes in clinical samples from children
and adults with invasive disease caused by Streptococcus pneumoniae in Paraguay during 2023.
Methods: this was a retrospective, cross-sectional and descriptive study. All clinical samples
(N=145) from patients with invasive Streptococcus pneumoniae disease that were not isolated in
bacteriological cultures from sentinel and collaborating centers were studied as part of meningitis
and pneumonia surveillance in Paraguay during 2023.

Results: twenty serotypes were identified, the most frequent being serotype 3 in 56.5%, 19A in
11.0%, and 15A/15F in 4.1%. In serotype 3, the pbp2b gene was detected in 96.3% of cases, ermB
in 18.3%, mefA in 6.1%, and tetMen in 74.4%; in serotype 19A, the pbp2b gene was detected in
12.5% of cases, ermB in 75.0%, mefA in 50.0%, and tetMen in 81.2%; in serotype 15A/15F, the
pbp2b gene was detected in 83.3% of cases, ermB in 66.7%, mefA in 16.7%, and tetM in 83.3%.
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Conclusion: a high percentage of pbp2b was detected, indicating high susceptibility to penicillin.
However, high tetracycline resistance was also observed in serotype 3 and macrolide resistance in
serotypes 19A and 15A/15F. Molecular techniques applied directly to clinical material have the
potential to detect the infecting organism and determine its susceptibility to antimicrobials, thus

facilitating timely therapy and intervention with appropriate antibiotics.

Keywords: streptococcus pneumoniae, serotypes, resistance genes, Paraguay.

INTRODUCCION

La enfermedadneumococica invasiva (ENI) sigue siendo un problema de salud publica en todo el
mundo®, con una alta incidencia mundial y una morbilidad y mortalidad elevadas®®). Los nifios
pequefios y las personas mayores son los grupos de edad mas afectados, con mas de 300 000
muertes cada afio atribuibles a Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) en nifios menores de 5
afios en todo el mundo, y mas de 690 000 muertes en adultos mayores de 70 afios en 195 paises en
201549, La capsula polisacérida, esta asociada con la virulencia y segiin su composicion, se
clasifica en mas de 100 serotipos®. En 2017, la OMS incluy6 a S. pneumoniae como uno de los 12
patdgenos prioritarios”.

Actualmente, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) estiman que
aproximadamente el 30 % de los casos de ENI son causados por aislamientos de S. pneumoniae
resistentes a 1 o mas antibidticos clinicamente relevantes®. A nivel mundial, es el cuarto patdgeno
principal en términos de muertes asociadas o atribuibles a la resistencia antimicrobiana®.

Los antibioticos B-lactamicos se recomiendan como tratamiento primario de las infecciones
neumocacicas, sin embargo S. pneumoniae ha desarrollado resistencia a multiples antibioticos,
incluidos penicilina, macrolidos, fluoroguinolonas y sulfametoxazol-trimetoprima, lo que puede
afectar el tratamiento®©),

Algunos serotipos estan asociados con la enfermedad invasiva y los serotipos vacunales, como 6B,
OV, 14, 19A, 19F y 23F, tienen mdas probabilidades que otros de ser resistentes a los
antimicrobianos®V.

En 2017, el Ministerio de Salud y Bienestar Social de Paraguay introdujo la vacuna PCV13 (1,
4,5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 3, 6A y 19A) al esquema regular de vacunacion del Programa
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Ampliado de Inmunizaciones, utilizando el esquema de tres dosis (esquema 2+1): dos dosis
primarias en nifios <1 afio (2-11 meses) y un refuerzo al afio de edad (12 meses 0 6 meses después
de la segunda dosis)*?.

Ademas del diagndstico preciso, es importante la informacion sobre el perfil de resistencia a los
antibiéticos. Esto puede conducir a un buen pronéstico para el paciente, asi como a ampliar la
informacion epidemioldgica para la vigilancia de la salud publica®®.

El objetivo de este estudio fue detectar serotipos y genes de resistencia antimicrobiana en muestras
clinicas de nifios y adultos con enfermedad invasiva causada por S. pneumoniae en Paraguay en el
afio 2023.

METODOLOGIA

Estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal. Se estudiaron en el Laboratorio Central de
Salud Publica, 145 muestras clinicas de nifios y adultos (27 muestras de LCR y 118 de liquido
pleural) con enfermedad neumocdcica invasiva, confirmadas con la deteccion del gen IytA
(especifico de Streptococcus pneumoniae) por PCR en tiempo real y cuyo aislamiento resulto
negativo (sin crecimiento bacteriano), en el marco de la vigilancia nacional de meningitis y
neumonias en Paraguay durante el afio 2023.

Identificacion y caracterizacion molecular

La extraccion de ADN se realizé utilizando columnas Qiagen DNA Mini kit (Qiagen, Valencia,
CA, EE. UU), segln indicaciones del fabricante. La identificacion de Streptococcus pneumoniae a
partir de muestras que no desarrollaron en cultivos microbioldgicos se realizé por PCR en tiempo
real detectando el gen IytA®%. La serotipificacion de muestras se realizd con una combinacion de
PCR multiplex dirigidas a serotipos como se describié anteriormente®,

Se utilizaron cebadores y sondas para la deteccion de resistencia a penicilina, macrélidos y
tetraciclina (pbp2a, ermB, mefA y tetM) y alelos de tipo salvaje de pbp2b tipicamente asociados con
la susceptibilidad a la penicilina, descritos previamente por Velusamy et al®®),

Analisis de datos

Base de datos formato Microsoft Excel adecuado al programa Stata 11.0 (Stata Stadistical Software:
Release 11. CollegeStation, TX: StataCorp LP). Este estudio se limit6 a la descripcidn de los datos,
sin incluir ningun analisis de inferencia estadistica. Se realizaron los calculos de proporciones de

frecuencias absolutas y de porcentaje.
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Aspectos éticos

La revision y aprobacion del protocolo de investigacion fue realizada por parte del Comité de Etica
en Investigacion del Laboratorio Central de Salud Publica (Dictamen CEILCSP 257-2024). En todo
momento se respetd la confidencialidad de los datos que consignan a la persona y a los datos solo
pudieron acceder los investigadores, cumpliendo este estudio con la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Medica Mundial con respecto a las conductas éticas en las investigaciones con los seres

humanos.

RESULTADOS

Se encontrdé mayor frecuencia de enfermedad invasiva en nifios <5 afios (57,2 %), seguida de nifios
de 5-10 afos (28,2 %). El 81,4 % corresponde a casos de neumonias y 18,6 % a meningitis. Se
identificaron un total de 20 serotipos, siendo los mas frecuentes el serotipo 3 en 56,5 % (n = 71), el
19A en 11,0 % (n = 16) y el 15A/15F en 4,1 % (n = 6). (Tabla 1). El 76,6 % corresponde a los
serotipos incluidos en la PCV13 y el 23,4 % a serotipos no vacunales. (Figura 1).

Tabla 1: Caracteristicas demograficas de pacientes con enfermedad neumocacica. 2023.

Edad Total Sexo Diagnostico
en afnos n (%) f m Meningitis Neumonias
<5 83(57,2) 45(54,2) 38(45,8) 5 (6,0) 78 (94,0)
5-10 41(28,2) 19(46,3) 22(53,7) 3(7,3) 38 (92,7)
11-15 5(3,4) 2 (40,0) 3 (60,0) 4 (80,0) 1(20,0)
16-20 3(2,1) 1(33,3) 2 (66,7) 3(100,0) 0(0,0)
21-25 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
26-30 2(1,4) 0 (0,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 0 (0,0)
31-35 1(0,7) 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 0 (0,0)
36-40 1(0,7) 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 0 (0,0)
41-45 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
46-50 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
51-55 3(2,1) 0 (0,0) 3(100,0) 2 (66,7) 1(33,3)
56-60 2(1,4) 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100,0) 0(0,0)
61-65 3(2,1) 0 (0,0) 3(100,0) 3(100,0) 0 (0,0)

> 65 1(0,7) 0(0,00  1(100,0) 1 (100,0) 0(0,0)
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Figura 1: Distribucion de serotipos en enfermedad invasiva

Se detectaron los genes pbp2b en 79,3 % (n = 115), tetM en 65,5 % (n = 95), ermB en 28,3 % (n =
41) y mefA en 15,9 % (n = 23), ermB mas mefA en 10,3 % (n = 15)ytetM mas ermB mas mefA y sin
deteccidn de pbp2b que predice susceptibilidad a penicilina en 8,3 % (n = 12). No se detectd el gen
pbp2a.

El patron de resistencia de ermB/mefA/tetM se encontr6 con mas frecuencia en el grupo de edad de
nifios de 1 a 5 afios (8,3 %).

En el serotipo 3 se detectd el gen pbp2b en 96,3 % (n = 79), ermB 18,3 % (n = 15), mefA en 6,1 %
(n=5) ytetM en 74,4 % (n = 61), en el serotipo 19A el gen pbp2b en 12,5 % (n = 2), ermB en 75,0
% (n=12), mefA en 50,0 % (n = 8) ytetM en 81,2 % (n = 13), el serotipo 15A/15F el gen pbp2b en
83,3% (n=5), ermB en 66,7 % (n = 4), mefA en 16,7 % (n = 1) y tetMen 83,3 % (n = 5). (Tabla 2).
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Tabla 2: Genes de resistencia asociados a serotipos de Streptococcus pneumoniae.

Serotipos Total pbp2a pbp2b ermB mefA tetM

n n % n % n % n % n %
3 82(%65) O 00 79 9,3 15 183 5 6.1 61 744
4 4(2,8) 0O 00 3 750 O 00 O 0.0 2 50.0
5 1(0,6) 0 00 1 1000 1 1000 O 0.0 0 0.0
6A/6B 1(0,6) 0 00 1 1000 O 00 O 0.0 1 100.0
6C/6D 3(21) 0 00 O 0.0 1 333 2 66.7 2 66.7
9V/I9A 2(1,4) 0O 00 2 1000 1 500 O 0.0 1 50.0
9L/9N 1(0,6) 0 00 O 0.0 0 00 O 0.0 1 100.0
10A/10D 1(0,6) 0 00 1 1000 O 00 O 0.0 0 0.0
11A/11D 4(2,7) 0O 00 4 1000 O 00 1 25.0 0 0.0
12F/12B/12A 5 (3,3) 0O 00 4 80 O 00 1 20.0 3 60.0
13 3(21) 0 00 3 1000 O 00 O 0.0 0 0.0
14 1(0,6) 0 00 1 1000 O 00 1 100.0 0 0.0
15A/15F 6 (4,1) 0 00 5 833 4 667 1 16.7 5 83.3
19A 16 (1100 0 00 2 125 12 750 8 50.0 13 812
19F 2(1,4) 0 00 2 1000 1 500 O 0.0 1 50.0
22A/22F 4 (2,7) 0 00 4 1000 3 750 1 25.0 1 25.0
23A 2(1,4) 0 00 O 0.0 0 00 1 50.0 1 50.0
23B 1(0,6) 0 00 O 0.0 0 00 O 0.0 0 0.0
23F 2(1,4) 0 00 2 1000 1 500 1 50.0 1 50.0
33A/33F37 2(1,4) 0 00 O 0.0 1 500 1 50.0 1 50.0
NT* 3(2,1) 0 00 1 33 1 333 0 0.0 1 33.3

* NT (negativo a los 48 serotipos incluidos en la PCR real time)

DISCUSION

Este estudio presenta un analisis de muestras de enfermedad neumocdcica invasiva de Paraguay,
centrandose en los serotipos y genes de resistencia a los antimicrobianos.

El diagndstico microbioldgico es dificil ya que los cultivos son lentos y frecuentemente negativos
debido al uso previo de antibioticos. La metodologia qPCR esta bien caracterizada para detectar
IytA de S. pneumoniae en muestras después de la administracion de antibi6ticos”. Como se
informd previamente en Portugal y en otros paises, donde encontraron que los cultivos de liquido
pleural o sangre con frecuencia son negativos y que los métodos que no incluyen al cultivo son
esenciales para identificar la etiologia de la mayoria de los casos*829,

El aumento del uso de antibidticos, la diseminacion de varios clones resistentes, la capacidad del
neumococo de sufrir reemplazo de serotipo, cambio capsular y la transmisién horizontal de genes

de resistencia a los antibioticos hacen que este patdgeno sea muy dificil de controlar@V),
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Los resultados mostraron una alta frecuencia de serotipos incluidos en la PCV13,en consonancia
con estudios en Brasil, donde fueron prevalentes 19A, 3 y 6C (<5 afios y > 50 afios)®?, en
Colombia, 19A (51,3 %), 6C (7,7 %), 3 (6,7 %), 6A (3,6 %) y 14 (3,6 %)@ y en Espafia, el
serotipo 19A en<2 afios, el serotipo 3 en el grupo de edad de 2 a 4 y el serotipo 1 en el grupo de
edad de 5 a 17 afios®?.

Las vacunas conjugadas han eliminado con éxito multiples serotipos, sin embargo, el serotipo 3 ha
persistido a pesar de su inclusion en la PCV13©@®, debido a una menor actividad inmunogénica y
menor proteccion individual contra el serotipo 3@%). Esto podria explicar la alta frecuencia del
serotipo 3, al igual que en otro estudio realizado en muestras pediatricas de liquido pleural con
cultivo negativo, obtenidas en la Comunidad de Madrid entre 2018 y 20227,

La elevada frecuencia de pbp2b en este estudio predice una alta sensibilidad a betalactamicos
similar a lo encontrado en un estudio prospectivo realizado en muestras de liquido pleural de nifios
de hasta 18 afios ingresados en la Unidad de Neumologia Pediatrica del Hospital de Nifios Santo
Antonio en Porto Alegre, Brasil (pbp2b 87,5 %)®7.

La resistencia a los macrolidos en S. pneumoniae se asocia con el uso generalizado de
antibioticos®®. El gen mefA produce una resistencia de bajo nivel, mientras que el gen ermB, solo o
con mefA, suele estar asociado con una resistencia de alto nivel. La resistencia a macrélidos varia
segun areas geograficas; los aislamientos neumocdcicos norteamericanos tienen una mayor
tendencia a albergar mefA, igual que los aislamientos europeos mefA era mas comun en el Reino
Unido (70,8 %), Grecia (66,2 %), Australia (59,5 %), Finlandia (55,4 %) y Alemania (53,2 %)®>);
sin embargo, ermB era comun en Bélgica (91,5 %), Francia (90 %), Espafia (88,3 %), Serbia (82,4
%), Polonia (80,8 %) e Italia (55,8 %)%,

Observamos una mayor frecuencia de ermBque de mefAen muestras de Paraguay coincidiendo
conotros estudios donde el mecanismo mas comdn de resistencia a macrélidos en cepas invasivas
fue ermB en un alto porcentaje® 32, sin embargo, en Argentina, 41/72 fueron positivos para mefA,
23/72 para ermB, 8/72 para ermB mas mefA y no se detectaron ni ermB ni mefA en cinco
aislamientos®?).

Elevados porcentajes de genes tetM, ermB y mefA fueron detectados en el serotipo 19A a diferencia
de otro estudio realizado en aislados de serotipo 19A en Argentina, donde la mayoria portaban el
gen mefA (82,1 %), siendo 8 de ellos positivos tanto para ermB como para mefA con fenotipo
MLSB®4, Estos resultados son similares a la resistenciaen macrélidos encontrada en Pert donde
fue mas comdn en aislados del serotipo 19A (80 % y 90 % entre cepas portadoras y con enfermedad
neumococica invasiva, respectivamente)®V. Otros serotipos (11A, 19A, 22F y 23B) se

correlacionaron significativamente con la presencia de genes de resistencia a macrolidos®®.
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Estudios realizados en Asia, Espafia y Estados Unidos, mostraron un fenotipo alto de MDR en los
aislados de S. pneumoniae del serotipo 19AG4),

Una de las limitaciones del presente trabajo fue la escasa disponibilidad de informacion del estado
vacunal de los pacientes. Otra limitacion potencial es el almacenamiento prolongado de las
muestras clinicas que pueden afectar la integridad del ADN, ademas los protocolos de PCR

incluyen un niumero limitado de serotipos, dificultando la deteccién de todos los serotipos.

CONCLUSION

Nuestros datos indicaron que los serotipos incluidos en la vacuna PCV13 siguen siendo prevalentes
y que la presencia de genes de resistencia a tetraciclina y macrdlidos es elevada.

Se detectd un alto porcentaje de pbp2b lo que indica una alta susceptibilidad a la penicilina, sin
embargo, también se observo alta resistencia a tetraciclina relacionada con el serotipo 3 y
resistencia a macrolidos relacionada a los serotipos 19A y 15A/15F.

Técnicas moleculares aplicadas directamente al material clinico tienen el potencial de detectar el
organismo infectante y determinar su susceptibilidad a los antimicrobianos, facilitando asi la terapia
oportuna e intervencién con antibioticos adecuados y permitiendo una vigilancia integral de la

resistencia antimicrobiana.
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