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RESUMEN

Objetivo: Identificar los agentes causales de derrame pleural y determinar la susceptibilidad antimicrobiana de los
aislamientos obtenidos a partir del cultivo de liquidos pleurales realizados en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez”,
desde enero de 2009 hasta diciembre de 2013.

Método: Estudio observacional prospectivo que incluyé todos los liquidos pleurales enviados al Laboratorio de Microbiologia
durante el periodo estudiado (N= 245). Su procesamiento e identificacion de los microorganismos aislados se realizaron
por métodos convencionales y de diagnostico rapido. La susceptibilidad antimicrobiana se estudié mediante los métodos
de microdilucion en caldo, E-test y difusidon en agar por disco (Bauer-Kirby).

Resultados: La positividad obtenida fue de 18,8%. Predomind Streptococcus pneumoniae (39,1%), todos esos
aislamientos fueron sensibles a la penicilina; los serotipos involucrados fueron: 14, 9V, 6B, 3, 19, 19F. Staphylococcus
aureus le siguid en orden de frecuencia, con predominio de cepas resistentes a la meticilina (SARM; 19,6%). Se evidencid
la emergencia del fenomeno de resistencia inducible a la clindamicina en ambos microorganismos. El porcentaje de los
otros microorganismos identificados fue bajo.

Conclusiones: Se detectan a S. pneumoniae y S. aureus como los principales agentes causales de neumonias con
derrame pleural provenientes de la comunidad. El estudio de la susceptibilidad antimicrobiana aporta una util informacion
para el manejo y tratamiento empirico de las neumonias hospitalarias complicadas.

Palabras clave: Derrame Pleural; Neumonia adquirida en la comunidad; Streptococcus pneumoniae; Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; Staphylococcus aureus sensible a meticilina.

INTRODUCCION ser que el derrame sea muy pequefio y a partir de éste
deberan realizarse estudios microbioldgicos que incluyen
la coloracion de Gram y los cultivos para los microorga-
nismos aerobios y anaerobios (2).

La etiologia microbiana del derrame pleural es diversa,

monias cuyos sintomas estan en relacion con la

E | derrame pleural es una complicacion de las neu-
causa que lo produce, por lo que el diagnostico

oportuno de estas contribuye a precisar el tratamiento.

La neumonia bacteriana en los pacientes pediatricos per-
siste como una causa importante de morbilidad y hospi-
talizacion. En los paises en vias de desarrollo el derrame
y el empiema pleural son sus manifestaciones mas fre-
cuentes y originan altas tasas de mortalidad (1).

El derrame pleural o paraneumdnico es una acumula-
cion de liquido pleural exudativo que puede producirse
por una gran variedad de agentes infecciosos o por otros
mecanismos inflamatorios. Todo paciente con un derra-
me pleural debe someterse a una toracocentesis, a no
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pero Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus au-
reus son las bacterias aisladas con mas frecuencia en los
pacientes pediatricos. Otros agentes causales son los vi-
rus, Mycoplasma pneumoniae y Mycobacterium tubercu-
losis. Los bacilos gramnegativos anaerobios, los hongos
y las infecciones polimicrobianas son menos frecuentes
en los nifios, pero en las infecciones asociadas a la aten-
cién sanitaria se informan en no pocas ocasiones (3).

Describir la etiologia y susceptibilidad antimicrobiana de
los principales microorganismos responsables de derra-
me pleural en los pacientes con un diagndstico de neu-
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monia en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez”
(HPJMM), durante los ultimos cinco afios, constituyd el
objetivo de esta investigacion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio observacional prospectivo que in-
cluy6 todos los liquidos pleurales enviados (N = 245)
al Laboratorio de Microbiologia del HPJMM durante el
periodo 2009 - 2013; considerandose una muestra por
paciente. A cada liquido pleural se le realizé6 un examen
directo por coloracién de Gram y cultivo en Agar Sangre
de carnero al 5%, Agar Chocolate (microaerofilia por 48
horas), Agar MacConkey, Tioglicolato (incubacién por 72
horas) y Agar Sabouraud (incubacién a temperatura am-
biente por 7 dias) (4).

La identificacién microbioldgica de los cocos grampositi-
vos se realizé en correspondencia con las caracteristicas
fenotipicas de las colonias, coloracién de Gram, prueba
de la catalasa, prueba de la coagulasa en tubo, disco de
optoquina, disco de bacitracina, prueba de bilis-esculina,
tolerancia al cloruro de sodio al 6,5% vy test rapido de
aglutinacién con particulas de latex, mediante el empleo
de los reactivos Slidex Staph Plus (bioMérieux, Francia),
Slidex pneumo-Kit (bioMérieux, Francia) y Streptococcal
Grouping Reagent (PRO-LAB Diagnostics).(4) Los aisla-
mientos identificados como S. pneumoniae se remitieron
al Laboratorio Nacional de Referencia de Microbiologia
del Instituto “Pedro Kouri” (IPK) para realizar el seroti-
paje, mediante el juego de reactivo Pneumotest (Statens
Serum Institut, Copenhague).

Para los bacilos gramnegativos se aplico la prueba de la
oxidasa, el método de Enterotubo II Roche, modificado
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por el Laboratorio de Microbiologia del HPIMM vy el sis-
tema de identificacion api 20 NE (bioMérieux, Francia)
(4,5).

A partir del crecimiento en Agar Sabouraud y por los
métodos convencionales se identificaron los hongos pa-
togenos (4).

La susceptibilidad antimicrobiana se determiné por los
métodos de microdilucién en caldo, E test y difusion con
discos en agar (Bauer - Kirby). Para la ejecuciéon de es-
tos métodos se siguieron las recomendaciones del CLSI
(Clinical Laboratory Standards Institute, por sus siglas
en inglés). Las diferentes expresiones fenotipicas de la
resistencia a los macrdlidos, las lincosamidas y las es-
treptograminas del grupo B (MLSB) se identificaron me-
diante el método de difusién con discos de eritromicina y
clindamicina, mediante el D-test (6,7).

Se utilizaron tres métodos para la deteccidn de la resis-
tencia a la meticilina en los aislamientos de S. aureus:
difusidon por discos para la cefoxitina, microdilucion en
caldo para la oxacilina y la prueba rapida de aglutinacion
de particulas de latex mediante el Slidex MRSA Detection
(bioMérieux, Francia) (6,7).

Para establecer la asociacién estadistica entre los aisla-
mientos de S. aureus resistentes y sensibles a la metici-
lina (SARM y SASM), respectivamente, con la resistencia
a los antimicrobianos, se utilizdé el programa Epidat 3.0
con la ayuda del estadigrafo Chi cuadrado, con un inter-
valo de confianza del 95% y un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Entre los afios 2009 y 2013 se procesaron 245 liquidos
pleurales provenientes de nifios ingresados por neumo-

Tabla 1. Microorganismos aislados en muestras de liquidos pleurales. Hospital
Pediatrico “Juan Manuel Marquez’ 2009-2013.

Microorganismos N %
Streptococcus pneumoniae 18 39,1
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 9 19,6
Staphylococcus aureus sensible a meticilina 5 10,9
E scherichia coli 2 43
Acinetobacter Iwoffii 2 43
Candida spp. 2 43
Streptococcus pyogenes 1 22
Estafilococo coagulasa negativa 1 2.2
Streptococcus grupo viridans 1 2.2
Burkholderia cepacia 1 2.2
Acinetobacter baumannii 1 252
E scherichia coli/Pseudomonas aeruginosa 1 2.2
Klebsiella pneumoniae 1 22
Enterobacter agglomerans 1 2.2
Total 46 100
N=46
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nia con derrame pleural, sobre todo, en el servicio de
Terapia. En 46 muestras (18,8%) se obtuvo crecimien-
to microbiano y hubo correspondencia (84,8%) entre el
resultado de este examen y la coloraciéon de Gram, so-
bre todo, cuando se aislé6 S.pneumoniae.
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Se identificaron nueve géneros bacterianos y uno mi-
cotico. (Tabla 1) S. pneumoniae fue el microorganismo
mas frecuente (39,1%; 18 aislamientos), seguido por
SARM (19,6%; 9 aislamientos) y SASM (10,9%; 5 aisla-
mientos). La remision de cepas al IPK permitié informar

Tabla 2. Serotipos de Sitreptococcus pneumoniae aislados en muestras de
liquidos pleurales. Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” 2009-2013.

Serotipos N %
14 4 36,4
9V 2 18,2
6B 2 18,2
3 i 9:1
19A 1 9.1
19F 1 9,1
Total 11 100

N =11

Tabla 3. Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus aislados en
muestras de liquidos pleurales. Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez”

2009-2013.
Antimicrobianos SARM (n=9) SASM (n=5) Valordep
Gentamicina 44.4% 0.0% 0.2516
Tobramicina 44 4% 0,0% 0,2516
Eritromicina 100% 100% No aplicable
Clindamicina 11.1% 60% 0,1859
Cloranfenicol 11.1% 20% 0,7327
Tetraciclina 11.1% 0.0% 0.757
Doxiciclina 0,0% 0,0% No aplicable
Minociclina 0,0% 0,0% No aplicable
Cotrimoxazol 0,0% 0,0% No aplicable
Vancomicina 0,0% 0,0% No aplicable
Teicoplanina 0,0% 0,0% No aplicable
Linezolid 0,0% 0,0% No aplicable
Rifampicina 0,0% 0,0% No aplicable
n=14

el serotipo en 11 aislamientos de S. pneumoniae; el se-
rotipo 14 fue el mas frecuente. (Tabla 2)

No se identificaron cepas de neumococo resistentes a la
penicilina, la ceftriaxona y la vancomicina; sin embargo;
38,9 y 44,4%, fueron resistentes a la eritromicina y al
cotrimoxazol, respectivamente.
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Las nueve cepas de SARM identificadas por la resisten-
cia a la cefoxitina y oxacilina fueron positivas a la prueba
de Slidex MRSA, lo cual indicd la posible presencia del
gen mecA en dichos aislamientos.

En la tabla 3 se muestran los porcentajes de resistencia
antimicrobiana de todos los aislamientos de S. aureus
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Tabla 4. Fenotipos de resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas
del grupo B (MLSg) detectados en aislamientos de Staphylococcus aureus.

Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” 2009-2013.

Fenotipos de Resistencia SARM SASM

N % N %
MSg 8 88,9 2 40,0
cMLSg 0 0,0 0 0,0
iMLSg 1 1K1 3 60,0
Total 9 100,0 9 100,0
n=14

MSg: resistencia a la eritromicina, a otros macrdlidos de 14 y de 15 atomos de carbono, a las
estreptograminas B pero con sensibilidad a clindamicina y a macrélidos de16 atomos de carbono
iMLS;: resistencia a macrdlidos de 14, 15 y 16 atomos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B, de

expresion inducible

cMLSg: resistencia constitutiva a macrdlidos de 14, 15 y 16 atomos, a las lincosamidas y estreptograminas

del grupo B

frente a los diferentes farmacos estudiados; para su
analisis se agruparon en SARM y SASM. Todos los ais-
lamientos de SARM fueron resistentes a la eritromicina;
44,4% lo fueron a la gentamicina y a la tobramicina. No
se detectd resistencia a la vancomicina, la teicoplanina,
el linezolid, el cotrimoxazol, la doxiciclina, la minocicli-
na y la rifampicina. La totalidad de los aislamientos de
SASM fueron resistentes a la penicilina y la eritromicina;
mientras que, 60% mostraron resistencia a la clindami-
cina.

A través de la susceptibilidad a la eritromicina y la clin-
damicina se infirio el mecanismo de resistencia impli-
cado, asi como se identificé el fenotipo de resistencia.
(Tabla 4) De este modo, el fenotipo MSB (resistencia a
los macrélidos de 14 y 15 dtomos de carbono y a las es-
treptograminas B, pero no a la clindamicina ni a los ma-
crolidos de 16 atomos) mostré 88,9% de cepas SARM.
Este fenotipo se detecté en cuatro aislamientos de S.
pneumoniae (22,2%).

El fenotipo MLSB (resistencia a los macrdlidos de 14, 15
y 16 atomos de carbono, las lincosamidas y las estrep-
tograminas del grupo B), predomind en SASM. Este fe-
notipo se identificé también en S. pneumoniae (16,7%).
En la totalidad de las cepas se demostré el fenotipo in-
ducible. No se observaron aislamientos con el patron de
resistencia a la clindamicina y sensibilidad a la eritromi-
cina.

DISCUSION

La neumonia bacteriana es la causa mas frecuente de
derrame pleural en los nifios. En los ultimos afios se ob-
serva un aumento de la incidencia de los derrames pleu-
rales asociados con las neumonias adquiridas en la co-
munidad. En Cuba, Delgado y colaboradores informan el
derrame pleural en 25 nifios de 113 casos de neumonia
ingresados en la unidad de cuidados intensivos del Hos-
pital Pediatrico Docente de San Miguel del Padrén (8) .

Las neumonias constituyen hasta un 15 % de todas las
infecciones respiratorias agudas bajas en los nifios, en
las que, para evitar las complicaciones supurativas del
parénquima pulmonar, el espacio pleural o pericardico,
es de vital importancia la imposiciéon de un tratamien-
to antimicrobiano adecuado (2,3). Asi por ejemplo, el
diagnostico rapido del agente causal a través de la ob-
servacion microscépica de frotis tefiidos por la coloracion
de Gram, aunque constituye un diagndstico presuntivo,
permite imponer un tratamiento oportuno que influye in-
discutiblemente en la evolucion del paciente.

A partir del cultivo de los liquidos pleurales se demostrd
que S. pneumoniae fue el principal agente causal recu-
perado; este resultado estd en correspondencia con las
observaciones descritas en estudios pediatricos simila-
res (9,10). Asi mismo, los serotipos de S. pneumoniae
identificados (14, 9V, 6B, 3, 19A y 19F) coincidieron, en
gran medida, con las informaciones reflejadas en estu-
dios relacionados con el diagnostico microbiolégico de
los derrames pleurales (3,11).

Staphylococcus aureus es otra de las bacterias gram-
positivas mas aisladas a partir de las infecciones respi-
ratorias bajas en pacientes pediatricos de la comunidad,
sanos y sin factores de riesgo reconocidos. La mayoria
de las neumonias que produce se presentan con em-
piema y compromiso bilateral, neumatoceles y pioneu-
motdrax; por eso, la observacion de alguna de estas
complicaciones alerta sobre su posible implicacion en la
etiologia y plantea la necesidad de considerar a SARM en
el momento de aplicar tratamiento, pues a este tipo de
aislamientos se asocian las mas altas tasa de mortalidad
y morbilidad (12).

A diferencia de las cepas de SARM, responsables de
infecciones asociadas a la atencién sanitaria, los aisla-
mientos de SARM causantes de infecciones en la comu-
nidad (SARM - AC) mantienen una relativa mayor sus-
ceptibilidad a otros antibidticos no betalactamicos, pero
se describen como mas virulentos y con un mayor poder
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de diseminacidén (13). Estas diferencias pudieran obede-
cer, al hecho de que entre los aislamientos de SARM-AC
responsables de infecciones superficiales e invasivas en
nifios se describe una mayor produccién de leucocidina
de Panton Valentine (LPV) (14). Sin embargo, los ais-
lamientos de SASM pueden ser productores de LPV y
causar derrames pleurales (15).

En la presente investigacién, el informe de ambos tipos
de aislamientos, precedidos por S. pneumoniae, realza
la importancia del diagndstico microbioldgico y la defi-
nicién de los perfiles de susceptibilidad propios de cada
agente causal para la aplicacién correcta del tratamiento
especifico. El alto porcentaje de SARM detectados supera
las cifras informadas por otras investigaciones realizadas
en Cuba, pero se corresponde con el aumento a escala
mundial de las infecciones por SARM-AC en nifios (sobre
todo, en los menores de tres meses) y en los adultos
jovenes previamente sanos (16-19).

Ademas, las bacterias gramnegativas pueden causar
infecciones respiratorias bajas en el paciente pediatrico
proveniente de la comunidad, aunque con una menor
frecuencia, tal como se evidencio en este estudio. Estas
se asocian mas con aquellos pacientes que tienen una
larga estadia hospitalaria o factores de riesgo predis-
ponentes. Entre las bacterias gramnegativas con estas
caracteristicas se reconocen a Escherichia coli, Klebsie-
lla pneumoniae y Pseudomonas spp (20). De la misma
manera, no se constatd la implicacion de Haemophilus
influenzae en los casos investigados, lo que guarda rela-
cién, en gran medida, con la administracién a la pobla-
cién infantil cubana de una vacuna conjugada contra H.
influenzae b, el serotipo mas asociado con enfermedad
invasiva (21).

La resistencia a los antimicrobianos es una realidad que
afecta a cualquier persona, sin distinguir la edad ni el
pais. El dUltimo informe de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) demuestra que los paises de las Américas
son vulnerables a la resistencia antimicrobiana (22).
Durante las Ultimas décadas se observa una emergencia
global de cepas de S. pneumoniae multirresistentes y
un alto porcentaje de portaciéon de cepas resistentes a
la penicilina entre la poblacion infantil.(23) Los lactantes
y los nifios pequefios son mas susceptibles a la coloni-
zacion por S. pneumoniae y a las infecciones por cepas
resistentes (24).

En Cuba, segln el informe de la OMS el porcentaje de
neumococos resistentes a la penicilina es de 28,6%.(22)
En el presente estudio no se encontraron aislamientos
resistentes a este antibiotico. No obstante, es importante
continuar de cerca este comportamiento y detectar con
tiempo cualquier cepa con esas caracteristicas. Aunque
el impacto de S. pneumoniae resistente a la penicilina,
en la evolucién de la neumonia y en la frecuencia de las
complicaciones, permanece todavia limitado, varias in-
vestigaciones concluyen que no existen diferencias entre
las caracteristicas clinicas y la evolucién de los pacientes
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(11).

El uso desmedido de antibidticos a escala global marca
la evolucidon de S. aureus y conduce a la emergencia
de cepas capaces de adquirir multiples determinantes
genéticos de resistencia (25). El impacto clinico de la
resistencia antimicrobiana en SARM requiere del estudio
de los mecanismos implicados, con el fin de contribuir
a una adecuada terapia antimicrobiana. Actualmente se
incrementa la resistencia a un mayor nimero de antimi-
crobianos, incluyendo la eritromicina y las fluoroquinolo-
nas para ambos tipos de aislamientos (SARM-AC y SARM
asociado a la atencion sanitaria) (26).

Los porcentajes de resistencia de SARM son en general
mayores que los de SASM. Asi se afirma en una inves-
tigacidn realizada por Castellano y colaboradores en un
hospital universitario de la ciudad de Maracaibo, Vene-
zuela, quienes informan diferencias significativas entre
SARM y SASM para varios antimicrobianos (eritromicina,
clindamicina, telitromicina, gentamicina, amikacina, ci-
profloxacina, levofloxacina y gatifloxacina) (25). Esto no
coincidio con los resultados detectados por los autores
del presente estudio, donde no hubo asociacién estadis-
tica para ninguno de los antimicrobianos testados cuan-
do se compararon ambos grupos.

El incremento de las infecciones de origen comunitario
retoma el interés por la clindamicina como una alterna-
tiva terapéutica, siempre y cuando los niveles de resis-
tencia estén entre 10 y 15% (27,28). En este trabajo el
porcentaje de resistencia a este antibidtico se encontrd
dentro del rango aceptado para SARM, pero es valido
acotar que supera el 10%, lo cual constituye un signo
de alarma si se tiene en consideraciéon que este anti-
microbiano no es de uso frecuente en los hospitales de
Cuba. Navascués y colaboradores, en el Hospital de Na-
varra reportan asociacién significativa entre las cepas de
SARM vy la resistencia a la clindamicina, cuando lo com-
paran con los aislamientos de SASM (29). Estos datos no
coincidieron con los de la presente investigacion a pesar
de detectarse un mayor porcentaje de resistencia en las
cepas de SASM.

Aunqgue el uso de la vancomicina en las infecciones gra-
ves causadas por SARM genera dudas en los Ultimos
afos, es aun escasa la informacion clinica de respaldo
al uso de los agentes terapéuticos que la superen en
eficacia (30). La ausencia de aislamientos resistentes a
la vancomicina respaldan su uso como antimicrobiano de
primera linea, tal y como plantean las recomendaciones
internacionales (27).

CONCLUSIONES

La confirmacién del predominio de S. pneumoniae y S.
aureus como causa de neumonias con derrame pleural
provenientes de la comunidad y los resultados del estu-
dio de susceptibilidad a los antimicrobianos, aportan una
util informacién para el establecimiento de una mejor
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estrategia en el manejo y tratamiento empirico de las racterizacion genética y la deteccion de los factores de
neumonias complicadas en el Hospital Pediatrico “Juan virulencia en los principales agentes etioldgicos de las
Manuel Marquez”. No obstante, se necesitan otros estu- neumonias en la poblacién infantil de Cuba.

dios que aborden los aspectos clinicos, asi como la ca-
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Microbiological diagnosis of the pleural fluids performed at “Juan Manuel Marquez”Pedriatic
Hospital, 2009-2013

SUMMARY

Objective: To identify the agents causing the pleural effusion and determine the antimicrobial
susceptibility of the isolations obtained from the culture of pleural fluids performed at “Juan Manuel
Marquez” Pediatric Hospital from January 2009 to December 2013.

Method: A prospective observational study which included all the pleural liquids that were sent to the
Microbiology laboratory during the periodstudied (N= 245).The process and identification of isolated
microorganisms were carried out through conventional and fast diagnosis methods. Antimicrobial
susceptibility was studied by the methods of microdilution in culture, E-test and diffusion in agarby
disc(Bauer-Kirby).

Results: Positivity obtained was18,8%. Streptococcus pneumoniae (39,1%), predominated, all those
isolationswere sensitive to penicillin, serotypes involved comprised were: 14, 9V, 6B, 3, 19, 19F.
Staphylococcus aureus followed the former in frequency order, with predominance of strains that
are resistant to methicillin (SARM; 19,6%). Emergency of thephenomenon of resistance inducible
toclindamycin in both microorganisms was confirmed. The percentage of the othermicroorganisms
identified was low.

Conclusions: S. pneumoniaey S. aureus were found as the principal agents causing the pleural
effusioncoming from the community. The study of antimicrobial susceptibility offers valuable nformation
for the management and empirical treatment of complicated pneumonias acquired in hospitalization.

Key words: Pleural effusion; pneumonias acquired in the community; Streptococcus pneumonia;
Staphylococcus aureus resistant to methicillin; Staphylococcus aureus sensitive to methicillin.
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