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Streptococcus pneumoniae PENICILLIN SUSCEPTIBILITY BY DIFUSSION TECHNIQUE.
COMPARISON OF TWO METHODS

Pneumococcal Infections caused by drug-resistant strains are an increasing problem
requiring the adoption of control strategies and campaigns to promote judicious use of
antibiotics.

To screen for pneumococcal penicillin resistance using the Kirby-Bauer disc technigue with
oxacillin impregnated discs, the National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) recommends Mueller Hinton Agar supplemented with 5% defibrinated sheep
blood (MHSO).

Since that supplement is not accessible for many laboratories, routine antibiotic sensitivity
tests are not performed in many hospitals, and thus empirical therapy could be
inappropriate.

The aim of this research is to compare two in vitro disk diffusion techniques to determine
Streptococcus pneumoniae penicillin susceptibility.

Seventy four strains were used in this study. The technique and the interpretative
breakpoint were in accordance with NCCLS criteria for both methods run in parallel, except
for the use of 5% serologically typed human blood as supplement to MH agar in the
alternative method (MHSH).

The results were adjusted to a straight line, and they were significant (p < 10 4.
Confidence limits at 95% are 0.959 and 0.167 including value 1. If the breakpoint suggested
by NCCLS (20 mm) is changed to 22 mm for MHSH technique, the probability of wrongly
considerating a strain penicillin resistant, decreases in a 2.4% (2.5 t0 0.1%).

Even though a confirmation by the reference technique is required, low complexity
laboratories could adopt this accessible screening method.

KEY WORDS: Streptococcus pneurmoniae - oxacillin - difussion.

Las infecciones por neumococos resistentes constituyen un problema creciente que exi-
ge medidas de control, y campafas para promover el uso racional de los antibiéticos.

Para establecer la sensibilidad a penicilina (PEN) por difusion, segun Kirby Bauer, el
National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda la utilizacion de
Agar Mueller Hinton suplementado con sangre de carnero al 5% (MHSO). Como este suple-



mento no resulta facilmente accesible, muchos laboratorios no efectlian esta determinacion y se re- e
curre a terapias empiricas a veces inadecuadas.

El objetivo del trabajo fue realizar una comparacion entre dos medios de cultivo aplicados al método
de difusion para la determinacion de la sensibilidad a penicilina de S. Preurmoniae, utilizando discos de
oxacilina.

Se efectud el estudio en paralelo a 74 cepas. Se siguieron las normas del NCCLS para el desarrollo de
la técnica e interpretacion de los halos obtenidos, siendo la Unica variable el suplemento con sangre
humana (serolégicamente controlada) al 5% como método propuesto (MHSH).

Los resultados se ajustaron a una linea recta, siendo el mismo significativo con p < 10*. Los limites de
confianza al 95% son 0,959 y 0,167 que incluyen al valor 1. Con una correccion en el valor de corte re-
comendado por NCCLS de 20 mm para interpretar como sensible a una cepa, a 22 mm para el méto-
do alternativo propuesto (MHSH), se logro reducir en un 2,4% (de 2,5 a 0,1%) la probabilidad de consi-
derar susceptible en forma errénea a una cepa penicilino-resistente.

Si bien ambos métodos requeririan confirmaciéon por métodos de dilucion (CIM), seria factible su uso
como técnica de tamizaje, tomando como valor de corte 22 mm, pudiendo ser desarrollado en labo-
ratorios de baja complejidad de nuestra provincia.

PALABRAS CLAVES: Streptococcus pneumoniae - oxacilina - difusion.

INTRODUCCION sistencia a penicilina (PEN-R) y a otros agentes antimi-
crobianos, ha aumentado significativamente a partir de

Streptococcus pneumonias una causa importantel970 y en particular en las Ultimas décadas [6].
de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Es agente Esto ha hecho dificil la eleccion de la terapia empiri-
etioldgico de meningitis, bacteriemia con o sin endocaa para las infecciones invasivas [7].
ditis, sinusitis y otitis media aguda siendo el mas frecuen- En nuestro pais, la resistencia global a penicilina es
te en neumonia extrahospitalaria [1, 2, 3]. de alrededor de 20%, con variaciones segun la zona geo-

El Bergeys Manual of Systemati®acteriologydes- grafica considerada [8].
cribe al género como una bacteria Gram-positiva, El mecanismo de resistencia8iggneumoniaa los
catalasa-negativa, facultativamente anaerdbica de foramtibidticos beta-lactamicos es cromosémico y se expre-
esférica u ovoide de unaguth de didmetro [4]. sa con multiples cambios en las proteinas ligadoras de

Los neumococos pueden presentar capsula o egemicilina (PLP), permaneciendo como uno de los pocos
desprovistos de ella. Su forma mas caracteristicapasdgenos a los que nunca se ha descrito produccion de
lanceolada, pueden formar cadenas cortas o estar alstta-lactamasas [1, 2, 8].
dos. En medio liquido, la mayor parte de las cepas Para realizar una correcta terapia antibiética, se re-
capsuladas presenta un crecimiento difuso, mientras quéere el aislamiento, identificacién y la determinacién
las no capsuladas muestran un crecimiento granular.de la sensibilidad del agente etiologico en el laboratorio.

Son nutricionalmente fastidiosos, requieren un medto pneumoniaaislados de sangre, LCR, y otros sitios
enriquecido para crecer, y atmosfera dg.S0 desarro- normalmente estériles del organismo deben ser examina-
llo se favorece por la presencia de sangre en el mediodgs en forma rutinaria para la sensibilidad a la penicilina,
agar sangre, crecen presentando alfa hemdlisis, y c@lomo también las cepas provenientes de tratamientos
nias con depresién en el centro. fallidos.

La sensibilidad a optoquina y la solubilidad en bilis Si bien el método patron para estos estudios es la
de buey, permiten diferenciarlo de otros estreptocoddsncentracion Inhibitoria Minima (CIM, de dilucion), el
alfa-hemoliticos [5, 4]. método de difusiéon (mas sencillo en su realizacion) per-

Desde su introduccién, la penicilina (PEN) y sus deiite determinar la sensibilidad a PEN y a otras drogas
rivados han constituido el tratamiento empirico de eld®].
cién de las infecciones neumocécicas, debido a su excePara llevar a cabo esta técnicalational Commitee
lente actividad bactericida y a las bajas concentraciofi@sClinical Laboratory Standard6€NCCLS) recomien-
del antibidtico requeridas para inhibir la mayoria de lds —para predecir la sensibilidad a penicilina— la utiliza-
cepas. cion de agar Mueller Hinton suplementado con sangre de

Sin embargo, la incidencia mundial de patologiaseja al 5%, discos de oxacilina e incubacion en atmés-
causadas pd8. pneumoniaeon distintos grados de refera de CQ
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Halos de 20 mm o mayores son considerados sensi-A) Método de difusion efectuado siguiendo las reco-
bles, halos menores o iguales a 19 mm son consideradesidaciones deNational Commitee for Clinical
resistentes, debiendo confirmarse mediante métodod dboratory Standards (NCCLS): MHS®gar Mueller

dilucion el grado de tal perfil [9, 10]. Hinton suplementado con sangre ovina al 5% - Laborato-
El éxito de una terapia depende del nivel de resisteios Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina)
ciay del sitio de la infeccion [5]. B) Método alternativo: MHSH (Agar Mueller Hinton

La participacion del laboratorio de microbiologia esuplementado con sangre humana al 5%).
la deteccién de las cepas resistentes, resulta de cruciala Unica variable propuesta a tal efecto es la utiliza-
importancia para el tratamiento correcto de las infeccmén de sangre humana anticoagulada serolégicamente
nes por Neumococos. apta obtenida de donantes voluntarios, como suplemen-
Debido al costo implicado en la ejecucién de la tétm agregado a base MH (Merck, Alemania). Se respeta-
nica oficialmente recomendada, la mayoria de las veces todas las demas exigencias establecidas en el docu-
esta fuera del alcance de algunos laboratorios. La faltantento abajo citado.
estas determinaciones lleva a terapias empiricas con drot.os valores de corte, junto a la metodologia emplea-
gas de mayor espectro y costo. Muchas veces innecéesa-se tomaron de las tablas 2G — M100 - Bfhe
rios, estos tratamientos podrian facilitar la aparicién @éameter Interpretative Standards and Equivalent Minimum
mayor numero de cepas resistentes. Inhibitory Concentration (MIC) Breakpoints for
Con el fin de brindar un apoyo a los laboratorios &treptococcus pneumonide NCCLS 2000 [9, 10].
bajos recursos de la provincia, mediante la sugerencia deSe consideraron erroresiinor’ a los que el método
un método dscreeningalternativo, y contribuir a un usopropuesto (MHSH) produjo valores diferentes al tomado
racional de los antibidticos, se ha encarado el preseriieno referencia en relaciones:

trabajo. Sensibilidadvs Sensibilidad Intermedia,
Sensibilidad Intermedias Sensibilidad,
MATERIALES Y METODOS Resistencias Sensibilidad Intermedia, o

Sensibilidad Intermedias Resistencia respectiva-

Se estudiaron 74 cepas consecutivas y no relaciomeente,
das, aisladas de liquido cefalorraquideo (LCR), liquidos Erroresmajor resultaron de considerar resistente a un
pleurales (LPP), hemocultivos (HEMO), liquido asciticaislamiento sensible con MHSO,

(LA), y otros liquidos de puncién de pacientes Erroresvery majora los que resultaron de considerar
pediatricos (>1mes y < de 14 afios) que fueron internadessibles a aislamientos resistentes en MHSO.

por diferentes patologias en el Hospital Provincial de El control de calidad se realizé utilizando la cepa de
Pediatria de Misiones, en el periodo comprendido enflepneumoniaddTCC 49619, tal como lo sugiere el
el 1/6/1998 al 30/6/2000. NCCLS [9].

Las muestras se inocularon en placas de agar sangréa conservacion de los microorganismos se realiz6
(AS), agar chocolate (Ach), caldo tioglicolato, caldo samediante hisopo seco y técnica en leche descremada al
gre. La incubacion se efectu6 en atmoésfera dgaC&% 10%, a —20°C.

a 35— 37°C durante 24 — 48 horas. El programa EPI INFO version 6 fue utilizado para la

Los microorganismos aislados se caracterizaron gecoleccion y proceso de los datos, como asi también de
morfologia directa (coloracion de Gram), y de las coltss resultados obtenidos en el laboratorio; para el anali-
nias, hemdlisis alfa, reaccién catalasa (portaobjetos3iy de estos se utilizd6 ademas el programa EXCEL. Se
sensibilidad al disco de optoquina [1, 6, 11]. aplico para la evaluacién regresién lineal simple y chi

Las cepas fueron enviadas al Instituto Nacional deaadrada. Un valor R 0,05 fue considerado estadis-
Enfermedades Infecciosas (INEI - ANLIS) Dr. Carlos Gicamente significativo.

Malbran, para su confirmacion de especie y determina-
cion del serotipo y factor. RESULTADOS

Se determind la sensibilidad a PEN mediante el mé-
todo de macrodilucién en caldo recomendado por el Se efectué CIM a penicilina a 74 cepas, el 65% de es-
NCCLS [9], y mediante técnica de difusion en la que t&s fue sensible (CIM = 0 < 0.06 ug/ml), 17% presenté
ensayaron monodiscos de oxacilina (OXA, 1ug- Britani@ensibilidad Intermedia (CIM entre 0.12 — 1ug/ml) y
Argentina), y dos medios de cultivo en paralelo y baj@% Resistencia (CIM= 0 > 2 ug/ml).
idénticas condiciones de trabajo:
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FIGURA 1: Streptococcus pneumoniae. Regresion lineal simple: Sensibilidad a Oxacilina por métodos de difusion en placas (MHSO eje Y, MHSH en eje X).

Todas las cepas que presentaron halo de OXA igudh® cepas como sensibles (S) o resistentes (R) utilizando
mayores a 20 mm con el método de difusién recomenda-punto de corte igual al propuesto por el NCCLS (>/=
do fueron inhibidas por concentraciones de PEN igua&mm). Con estos resultados se construy¢ la Tabla 1.
0 menores a 0,06g/ml. Para mejorar el valor predictivo de la prueba y dismi-

Se ensay0 en paralelo la prueba de difusién pawar erroresvery major, se estructuré un nuevo cuadro
OXA utilizando MHSO y MHSH a todas las cepas. tomando como valor de corte para definir sensibilidad en

La asociacion entre ambos métodos se aprecia eMSH un halo >/=22 mm. Con estos valores se constru-
Figura 1. El diagrama de dispersion se realizé junto aytala Tabla 2.
curva de regresion, siendo la pendiente b= 1,0634 y el
coeficiente de determinacién3jR= 0,8521. El intervalo DISCUSION
de confianza para 95% fue de 0,959y 0,167.

A fin de evaluar la posibilidad del uso de MHSH con La dispersion entre los resultados obtenidos por mé-
discos de oxacilina como técnica de tamizaje para dé@idos de difusion para medir sensibilidad a penicilina,
nir sensibilidad por difusion a penicilina, se clasificé atilizando discos de OXA en MHSH y MHSO, permite

Tabla 1: s preumoniae. Interpretacion de perfiles de
sensibilidad. Comparacion de métodos MHSH — MHSO con

valor de corte para MHSH de 20 mm.

Tabla 2: s. preumoniae. Interpretacion de perfiles de

sensibilidad. Comparacion de métodos MHSH — MHSO con
valor de corte de 22 mm para MHSH.

MHSO
S Total R Total
25 9 b 34 26 a 11 b 37
] R EM R EM
3 1 39 d 20 & S 0 C 37 d 37
s EVM S EVM
Total| 26 48 74 Total|| 26 48 74

Referencias: MHSO: Agar Mueller Hinton suplementado con sangre de
ovejas al 5%. MHSH: Agar Mueller Hinton suplementado con sangre huma-
na al 5%. Error very major: EVM. Error major: EM.

Referencias: MHSO: Agar Mueller Hinton suplementado con sangre de
ovejas al 5%. MHSH: Agar Mueller Hinton suplementado con sangre huma-
na al 5%. Error very major: EVM. Error major: EM.
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