UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

“Streptococcus pneumoniae: Dos décadas de
evolucion de resistencia antibidtica y serotipos
invasores en Murcia. Portadores actuales y su

relacion con las vacunas”

Joaquin Ruiz Gomez

2012



A mi mujer, Asun y mis cuatro hijos, Maria, Joaquin,
Jose y Kike por su paciencia, comprension y ayuda en la

realizacion de este trabajo.



Agradecimientos

Al profesor Joaquin Gomez, director de esta tesis, con el que me
une una amistad entranable desde nuestra infancia y que ha
sido un permanente estimulo para que yo alcanzase esta meta.
Después de tanto camino recorrido juntos necesitaba darle esta
satisfaccion.

A todos los Técnicos del Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca que de una manera u otra

también han sido participes de esta tarea.



INDICE



Primera Parte

Evolucidon de
serotipos invasores

y
resistencias



1. Introduccion

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

Historia

Descripcion microbiologica
Epidemiologia
Mecanismos patogénicos
Mecanismos de defensa
Factores predisponentes

Principales cuadros clinicos

1.7.1.1. Neumonia e infeccidon invasora

1.7.1.2. Meningitis

1.7.1.3. Otitis

1.7.1.4. Sinusitis

1.7.1.5. Endocarditis

1.7.1.6. Sindrome de Austrian
1.7.1.7. Artritis

1.7.1.8. Endoftalmitis

1.7.1.9. Peritonitis

pag.1-2
pag.2-6
pag./-8
pag.9-10
pag.10-11
pag.11-12

pag.12-22

1.7.1.10. Sindrome Urémico-Hemolitico (SUH)



1.8.  Resistencia antibiotica pag.22-29

1.8.1.1. Penicilina

1.8.1.2. Cefotaxima
1.8.1.3. Eritomicina
1.8.1.4. Tetraciclina

1.8.1.5. Cloranfenicol

1.9. Vacunas pag.29-33

2.0Dbjetivos

3.Material y Método

3.1. Muestras pag.35
3.2. ldentificacion bacteriana pag.36
3.3.  Serotipia pag.36
3.4. Prueba de sensibilidad pag.36-38
3.5.  Caracteristicas del hospital pag.38-39

3.6. Método estadistico pag.39



4.Resultados

4.1.  Serotipos pag.40-55
4.1.1. Tablas serotipos

4.2.  Meningitis pag.56-61
4.2.1. Tablas meningitis

4.3. Empiema pleural pag.62-66
4.3.1. Tablas empiema pleural

4.4. Infeccion invasora pag.67

4.5. Resistencias serotipos invasores pag.67-90

4.5.1.1. Penicilina

4.5.1.2. Eritromicina

4.5.1.3. Cefotaxima

4.5.1.4. Resistencia combinada
4.5.1.5. Tetraciclina

4.5.1.6. Cloranfenicol

45.1.7. Tablas resistencias



5.Discusion

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.5.1.

5.5.2.

5.5.3.

5.5.4.

5.5.5.

Serotipos
Meningitis
Empiema pleural
Infeccion invasora
Resistencia
Penicilina
Eritromicina
Cefotaxima

Tretraciclina y cloranfenicol

Resistencia combinada

pag.91-100

pag.100-103
pag.104-106
pag.107-110

pag.110-117



Sequnda Parte

ESTUDIO DE PORTADORES
NASOFARINGEOS DE
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
EN LA REGION DE MURCIA



6.Introduccidén

7.0bjetivos

8.Material y Método

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Disefo

Recogida de datos
Estudio de sensibilidad
Serotipado preliminar
Portadores previos a 2001

Meétodo estadistico

9.Resultados

9.1.

9.2.

9.3.

9.3.1.

9.3.2.

9.3.3.

9.3.4.

9.3.5.

Serotipado preliminar
Serotipos de portadores
Resistencia
Penicilina
Eritromicina
Cefotaxima

Resistencia combinada

Resistencia a otros antibiéticos

pag.121-122
pag.122-123
pag.124
pag.125
pag.126

pag.126-127

pag.127-128
pag.128-130

pag.130-157



9.3.6. Tablas portadores

10. Discusioén

10.1. Serotipos pag.158-164

10.2. Resistencia pag.164-169



Conclusiones

e Serotipos invasores

e Resistencia de serotipos invasores

e Serotipos de portadores

e Resistencia de serotipos de portadores

e Cobertura vacunal



Primera Parte

Evolucidon de
serotipos invasores

y
resistencias



INTRODUCCION

S. pneumoniae (neumococo), es una bacteria conocida desde hace
mas de cien afnos, responsable de numerosos tipos de infeccion en
todo el mundo, principalmente de las vias respiratorias. Su habitat
natural es la nasofaringe humana, desde donde se extiende al
tracto respiratorio inferior y a otros sitios anatdmicos causando
cuadros graves invasores como sepsis, meningitis, artritis,
peritonitis etc. A pesar de los avances sanitarios experimentados
desde su descubrimiento, especialmente vacunas y antibiéticos, su
influencia como patégeno no ha decaido, sino que se mantiene viva
y sigue siendo motivo de seria preocupacion como lo demuestra la

abundante literatura cientifica a que da lugar en la actualidad.

HISTORIA

S. pneumoniae fue aislado por primera vez simultineamente en
Franciay EEUU (1,2). En 1880 lo consiguié Pasteur en Francia tras
inocular a un conejo la saliva de un nifio enfermo de rabia,
denominandolo “Microbio septicémico de la saliva”. Stemberg lo
hizo en USA inoculando un conejo con su propia saliva,
designandolo como “Micrococcus Pasteuri”, En 1884 realizd una
descripcion mas completa y lo llamo “Micrococcus pneumoniae” (3).
Friedlander en 1882 encontr6 neumococos en 8 pulmones de
autopsias, hallazgo corroborado por autores alemanes al mismo

tiempo (4, 5, 6). También en 1882 Gram con su técnica de tincion



reconocié en 19 de 20 pacientes, un microorganismo que no se
decoloraba con alcohol que no era otro que el neumococo. En 1890
ya se le identificaba como agente de otitis, meningitis, endocarditis,
artritis y empiema pleural (7, 8, 9, 10, 11). La accién protectora de
suero inmune antineumococo fue descrita por Klemperer en 1891,
al observar que la descendencia de conejos inmunizados era
resistente a la infeccion por la misma cepa de neumococo (12). En
1910 Neufeld describio la diversidad de tipos capsulares dando asi
un impulso a la sueroterapia (13). En relacion con su identificacion,
también Neufeld descubrié la accion litica de las sales biliares en
1900 y dos afos después el fendomeno de hinchazon de la capsula
o Qellung (14). Wright estudi6 una vacuna de neumococos
completos en 1911 (15) y Mc Leod en 1945 durante la segunda
guerra mundial utilizé otra con antigenos capsulares (16). Estos y
otros muchos experimentos desembocaron en la aprobacién de la
primera vacuna polisacarida para uso comercial con 14 serotipos en
1978 (17) y otra con 23 en 1983, ambas precursoras de las actuales
vacuna conjugadas.

La clasificacion definitiva como S. pneumoniae se adopto a partir de
de 1974 en la 82 edicion del Bergey’'s Manual of Determinative

Bacteriology (18).

DESCRIPCION MICROBIOLOGICA

Los neumococos so diplococos gram positivos con los extremos
lanceolados, en forma de llama de vela, que forman cadena cortas
en los medios liquidos. En condiciones desfavorables de cultivo

tiene tendencia a alargar las cadenas y con el envejecimiento puede
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decolorarse apareciendo como gram negativo. La bacteria es
capsulada y puede visualizarse con tincion negativa, como la tinta
china o positiva por el método de Antoly. No forma esporas y es
inmovil. Entre las caracteristicas bioquimicas mas significativas hay
gue citar la ausencia de catalasa y de citocromo oxidasa, la
solubilidad en sales biliares y la sensibilidad a la optoquina
(clorhidrato de etilhidrocupreina), sirviendo estas dos ultimas para
distinguirlo del resto de estreptococos (19).

La solubilidad en bilis se debe a una amilasa autolitica que actua
sobre la union alanina- acido muramico de la pared y que se activa
en presencia de sales biliares al 10% (20).

La prueba de la optoguina también sirve para distinguir los
neumococos de otros estreptococos, aunque se dan casos de
falsos positivos Yy falsos negativos, como recientemente se ha
publicado, 32 cepas de Portugal diseminadas por el pais,
resistentes a optoquina repartidas entre serotipos muy frecuentes
(21). A veces se observa crecimiento de colonias dentro del halo de
inhibicion del disco que dificultan la interpretacion (22). Por ello,
ademas de esta prueba, se recomienda confirmar los aislados con
otra como bilis o aglutinacién. Para realizar el test de la optoquina
se coloca un disco de 5 microgramos en una placa de agar sangre
después de sembrar el neumococo y tras incubar 24 horas se lee el
halo de inhibicion que debe ser mayor de 13 mm (23).

S. pneumoniae es capaz de fermentar azucares que sirven como
estimulador de crecimiento, pero la produccién consiguiente de
acido conduce a la autolisis por una autolisina que posee (mureina
hidrolasa) y que también es responsable del fendmeno en cultivos
viejos o0 presencia de antibidticos que inhiben la pared celular (24,
25,26).



Una débil cantidad de glucosa (1,5%) es un buen estimulador de
crecimiento pero una proporcion mayor (15%) favorece la rapida
autolisis. Este fendmeno es importante tenerlo en cuenta en la
practica diaria, cuando los neumococos crecen en hemocultivos u
otros medios liquidos para evitar su lisis por prolongacion de la
incubacion, procediendo a su pase a medios soélidos de forma
precoz para conservar su viabilidad y efectuar posteriores pruebas.
(20).

El neumococo se comporta como anaerobio facultativo,
favoreciendo su crecimiento una concentracion de CO2 entre 5y
10%. La temperatura Optima de crecimiento es de 36° C, por
encima pierde virulencia, con limites entre 20 y 40°. El pH 6ptimo es
7,2 (limites 7-8,5).

El crecimiento en agar sangre pone de manifiesto, tras 24 horas de
incubacién, colonias pequefias lisas a veces muy mucosas, en
funcion de la capsula, con un halo de hemdlisis verde alrededor,
(alfa hemodlisis). Este fendbmeno se debe a la neumolisina (también
llamada alfa hemolisina) que degrada la hemoglobina
transformandola en un pigmento verde y no como todavia hoy se
cree hemolizando los hematies. Este hecho se comprueba en agar
chocolate, donde los hematies estan previamente lisados y sigue
produciéndose el halo amarillo-verdoso (27). A las 48 horas el
centro de la colonia se hunde como un crater dandole una forma
umbilicada tipica. Otras técnicas basadas en reacciones antigeno-
anticuerpo sirven de complemento en la confirmacion del
neumococo y son aplicables tanto a colonias crecidas como a
muestras patologicas. La aglutinacion (28), aplicada a LCR vy
sangre, coaglutinacion para muestra de esputo (29), ELISA, etc.

son ejemplos utiles que se emplean frecuentemente. En los ultimos
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afios una prueba de deteccion de antigeno en orina y LCR ha
inundado el mercado por su facilidad de ejecucion y los buenos
resultados que proporciona en el diagnostico de neumonias y otros
cuadros neumococicos en pacientes adultos, ya que en los nifios
produce falsos positivos en orina al eliminar el antigeno por esta via
los portadores (30). Sin embargo si es util para meningitis en
pacientes de cualquier edad (31). Se trata de una
inmunocromatografia (BINAX NOW), que da unas cifras de
sensibilidad y especificad del 80 y 97% respectivamente (32). Esta
técnica puede aplicarse sobre colonias para confirmar de un modo
rapido un diagnaostico. El inconveniente principal, ademas de los ya
comentados falsos positivos en niflos, es su precio por lo que
conviene protocolizar estrictamente su uso para hacer una buena
practica en la utilizacién de los recursos.

Finalmente las pruebas moleculares ya han pasado la fase de
fabricacion casera y se presentan comercialmente lo que facilita su
uso, aunque al mismo tiempo consumen mas recursos. Sin
embargo es el test de eleccion en determinadas circunstancias en
gue puede superar los resultados del cultivo. Asi por ejemplo,
resulta sumamente eficaz para el diagnéstico de empiema pleural o
meningitis neumococica confirmando no solamente la etiologia sino
facilitando ademas el serotipo (33, 34, 35).

Igual que el resto de estreptococos, el neumococo posee un
carbohidrato grupo especifico (polisacarido C) y una proteina no
antifagocitica (36), y abundante fosfocolina en su pared celular al
contrario que otros estreptococos (37). Los principales
componentes de la pared son el peptidoglicano y el acido teicoico

rico en fosfocolina (27).



La capsula estd formada por polisacaridos que le confieren
especificidad antigénica (38), conociéndose actualmente mas de 90
serotipos distintos (39).

La inmunizacion de conejos estimula la aparicion de anticuerpos
gue provocan in vitro una reaccion de aglutinacién con la bacteria
haciendo la capsula refringente (Reaccion de Quellung). Estos
anticuerpos séricos especificos son los que han dado lugar a la
denominacion en serotipos para su clasificacion. De las dos
nomenclaturas existentes, la americana los distingue con nameros
correlativamente y la danesa, mas aceptada, agrupa aquellos con
semejanzas antigénicas en el mismo ndmero (serogrupo),
subdividiéndolo con letras, por ejemplo, 23A, 23B (serotipos). (36,
40). Los serotipos productores de infecciones mas frecuentemente,
fueron los primeros en identificarse y se les dio los primeros
nameros. Asi, los mas bajos son los mas aislados a partir de
muestras patoldgicas (27).

Los neumococos son capaces de adquirir ADN de otros
neumococos 0 de otras especies, lo que se conoce como
“transformacion” (41). La transformacion de los tipos capsulares se
produce tanto de modo experimental como en la naturaleza (42), lo
gue significa que pueden cambiar sus capsulas. Este fenbmeno se
conoce desde los experimentos de Griffith (43), en la década de
1920. Inyectando en peritoneo de ratones neumococos Vivos no
capsulados, junto con neumococos muertos capsulados, se
recuperan bacterias vivas capsuladas. Esta observacion la explico
Avery (44),unos afnos despueés, probando la adquisicion de ADN por

los microorganismos recuperados con capsula.



EPIDEMIOLOGIA

El nicho ecoldgico de S. pneumoniae es la nasofaringe, como
sucede con otras bacterias propias del tracto respiratorio. La
presencia de neumococo como colonizador del tracto respiratorio
superior varia entre el 5 y mas del 70% de personas sanas (45),
siendo los nifios y las poblaciones cerradas las que presentan las
cifras mas altas (36, 46, 47). La tasa de colonizacién es geografica
y estacional, con niveles altos en los meses frios coincidiendo con
la mayoria de viriasis respiratorias (48, 49). Varia igualmente con la
edad, mucho mas frecuente en nifios menores de 6 afos que
asisten a guarderias y tienen hermanos jovenes, constituyendo el
principal reservorio para la extension del neumococo en familias y
comunidades (50). Los adultos presentan una colonizacibn mas
baja y la adquieren generalmente por contacto con nifios,
favoreciéndola el consumo de tabaco, asma e infeccion respiratoria
aguda (51). Las familias sin nifios estan menos colonizadas (52,
53). Recientemente se han obtenido tasas de colonizaciéon muy
altas siguiendo la metodologia de la WHO que intenta estandarizar
los procedimientos para hacer comparables los resultados de
distintos estudios (54) y técnicas de PCR.

El estado de portador comienza muy pronto, en los nifios recién
nacidos con bajo peso (55), incluso intraparto (56), aumentando
rapidamente, 12% a los 2 meses, 32% a los 6 meses (57). La
duracion de este estado varia con el serotipo segun algunos
estudios, por ejemplo el serotipo 3 dura 8 semanas y el 19, 6
semanas (58), pero generalmente es mayor en nifilos y personas
con bajos titulos de anticuerpos especificos en el momento de la

colonizacion (59), ya que el estado de portador no induce un nivel
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de inmunidad local o sistémica suficiente (60, 58). La dinamica de
colonizacion se ha demostrado recientemente que cambia con
rapidez. Asi, un mismo individuo puede colonizarse y recolonizarse
varias veces al afio con distintos serotipos (47). Los nuevos
métodos moleculares han permitido afinar los resultados,
confirmandose la presencia de varios serotipos simultaneamente
(61, 62, 63, 64). Cepas presentes en baja densidad pueden ser
detectadas mas facilmente usando PCR-multiplex y microarray que
usando el método clasico de Quellung. En una reciente publicacion
se afirma que dependiendo de la técnica empleada, los aislamientos
de serotipos multiples varia entre el 11y el 48% (25).

La diseminacion se ve favorecida por el hacinamiento, como ocurre
en poblaciones de niveles socioecondmicos bajos y en
determinados colectivos como guarderias, escuelas, instalaciones
militares etc. (48, 65). En definitiva, la edad, condiciones y estilo de
vida influencian el estado de portador y son las principales razones
no técnicas para explicar las diferencias observadas en distintos
estudios (66, 67).

Variantes transparentes de neumococos con bajo nivel de
polisacarido, se ha demostrado que son capaces de colonizar mas
eficazmente la nasofaringe en modelos animales de portadores
(68). Por el contrario, variantes opacas ricas en capsula disminuyen
su capacidad de adherencia a las células hospedadoras (69). Arai
et al (70), han demostrado una variacion de fase, de transparente a
opaca, entre los neumococos nasofaringeos y 6ticos del mismo
paciente. De este modo, la variante opaca con mas capsula se

defiende mejor de la opsonizacion en el oido medio.



PRINCIPALES MECANISMOS PATOGENICOS

Adherencia

Los neumococos, como cualquier otro patégeno bacteriano
extracelular, necesitan adherirse a las células del huésped. El éxito
como colonizador demuestra la capacidad para adherirse a las
células de mamiferos y replicarse en la nasofaringe. Para ello
dispone de varios mecanismos como la adhesina de superficie A y
las proteinas de unién a la colina (71). La variacion de fase también
puede desempefar un papel importante. Los microorganismos con
colonias transparentes poseen grandes cantidades de fosforilcolina
y proteina A de union a la colina, lo que facilita la adherencia a las
células de mamiferos (72). Las colonias opacas por el contrario
persisten mas en la mucosa nasal y sin embargo son letales
inyectadas peritonealmente. La invasion atravesando barreras
mucosas puede deberse a la proteina A de union a colina que
interacciona con las inmunoglobulinas de superficie de células
epiteliales y mucosas con endocitosis y liberacion de la membrana

celular interna (73).

Inhibicion de la fagocitosis

La capsula desempefia un papel fundamental impidiendo la accién
de los fagocitos, al no poder reconocer estos los receptores
capsulares, inhibiendo el complemento y repeliendo las células

fagociticas mediante fuerzas electroquimicas.



Otros factores de virulencia

La neumolisina producida por todos los serotipos es citotoxica para
fagocitos y células epiteliales y provoca inflamacién por activacion,
del complemento, factor de necrosis tumoral e interleucina 1 (74,
75).

La autolisina contribuye a reparar la pared bacteriana y en la
infeccion es capaz de liberar componentes del peptidoglicano que
activan el complemento y la neumolisina, provocando una intensa

respuesta inflamatoria.

PRINCIPALES MECANISMOS DE DEFENSA

Anticuerpos frente a la capsula

Los anticuerpos anticapsulares son protectores frente a la infeccion
neumocécica de forma individualizada segun el serotipo. Una vez
infectado el paciente, aparecen en sangre a los 5-8 dias del
comienzo de la infeccidbn, momento en el que desaparece la fiebre
en ausencia de tratamiento antibidtico. Hay ensayos in vitro que
demuestran que se produce un incremento de la muerte de los
Nneumococos en presencia de anticuerpos anticapsulares (76, 77).
También en la era preantibidtica la administracion de suero con
anticuerpos especificos de tipo, conseguia mejoria en la neumonia
neumocaocica. La duracion de estos anticuerpos, sin embargo, no
parece muy prolongada ya que hay estudios que lo demuestran,
como uno realizado en reclutas (78), donde se comprobd que casi

ninguno tenia anticuerpos contra la mayoria de serotipos. También
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parece gue la colonizacion estimula la produccion de anticuerpos en
los primeros treinta dias (79). Esta puede ser la causa de la
escasez de enfermedad neumocécica pese a la alta prevalencia de
colonizacion. Los casos de infeccibn se  produciran
mayoritariamente una vez colonizado el individuo y antes de la

produccion de ellos.

El bazo

Representa la primera barrera de defensa para eliminar los
neumococos no opsonizados en el torrente sanguineo (80). Esto se
demuestra por el curso gravisimo que sigue la infeccion

neumocaocica en personas esplenectomizadas (81,82).

FACTORES PREDISPONENTES

La defensa del huésped frente a la infeccibn por neumococo se
basa en los anticuerpos y el complemento por un lado vy los
polinucleares por otro. Asi, la produccion alterada de anticuerpos
serd un factor predisponerte, agammaglobulinemia, tanto congénita
como adquirida (83). El VIH por déficit de produccion de anticuerpos
es una causa conocida de provocar altas tasas de infeccion
neumocaocica (84). Los déficit de la fraccion del complemento c1, c2,
c4, también estan ligados a una mayor susceptibilidad (83). Los
pacientes esplenectomizados (85), la anemia de células falciformes,
enfermedades del sistema linfoproliferativo, mieloma multiple,
alcoholismo, diabetes etc. también son factores predisponentes (86,

87, 88, 89). Las edades extremas de la vida, la presencia de
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infecciones respiratorias, especialmente la gripe, y el tabaquismo

facilitan igualmente la infeccion (36, 60, 90).

PRINCIPALES CUADROS CLINICOS

Neumonia e infeccidon invasora

Los neumococos pueden alcanzar los alvéolos por fallo en los
mecanismos de defensa como microaspiracion o defecto ciliar. Una
vez alli proliferan, activan el complemento y generan la produccion
de citocinas y leucocitos, produciendose un exudado inflamatorio
con acumulacion de liquido que puede detectarse por rayos X. El
diagnostico microbiologico se realiza por tincion de Gram o cultivo
de esputo y mas facilmente por la deteccién de antigeno urinario
por inmunocromatografia, en el caso de los pacientes adultos como
ya se comentd. El hemocultivo es un buen método diagndstico si la
neumonia es bacteriémica, pero esta circunstancia se da
solamente en alrededor de un 20% de casos. La deteccion de
antigeno y la PCR también estan influenciadas por este hecho, asi
Smith et al (91), obtuvieron cifras de sensibilidad del 88% para el
primero y del 53% para la segunda en el caso de cuadros
bacteriémicos y del 27% y 8% respectivamente en neumonias no
bacteriémicas. Otros estudios sobre esputos muestran mejor
sensibilidad para PCR, pero baja especificidad (92, 93). Con
muestras de sangre ocurre lo contrario, aumenta la especificidad y
disminuye la sensibilidad (94).

El neumococo es el agente etioldgico mas frecuente en la

neumonia adquirida en la comunidad (51), y de enfermedad
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respiratoria e invasora en el mundo, particularmente en los menores
de 5 afos (95). Las pruebas diagndsticas como se ha comentado
no permiten en muchas ocasiones la confirmacion definitiva,
especialmente en nifios en los que es dificil obtener muestra
respiratoria y el antigeno urinario no funciona por dar falsos
positivos. Por ello las cifras de neumonia de origen neumocaécico no
son faciles de calcular y hay que recurrir a métodos indirectos para
obtener datos mas o menos fiables. En USA por ejemplo se
estimaron cifras de entre 200.000 y 1.000.000 de casos /afo con
una incidencia de 68-260 casos por 100.000 personas/afo (96).

La neumonia neumocoécica es la complicacion bacteriana
secundaria a la gripe mas frecuente y el neumococo es la causa
mas habitual de empiema pleural, una complicacion no rara en la
neumonia primaria (48, 36). Diversos estudios coinciden en la
estimacion de que se producen cuatro neumonias por cada caso de
bacteriemia neumocacica (97, 98, 49).

La mortalidad si la neumonia es bacteriémica se estima entre 10-
30% para adultos y menos del 3% para nifios, elevandose mucho
en acianos con comorbilidad (51), pero también existen otros
factores como pertenecer a las edades extremas de la vida , la
virulencia de la cepa, y eventualmente la resistencia antibiética (36,
99, 100).

La enfermedad invasora definida como el aislamiento de S.
pneumoniae de un sitio habitualmente estéril, afecta mas
frecuentemente a niflos menores de 2 afos, adultos mayores de 65
y personas inmunodeficientes (51,101). Se calcula que 1,6 millones
de personas mueren anualmente a consecuencia de este tipo de

infeccion, incluyendo un milldn de nifios menores de 5 afios (51).
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La bacteriemia primaria neumocoécica (en ausencia de foco
conocido) se estima en 10% del total (102,103), destacando
algunos autores la obligacion de sospechar este cuadro en nifios
con fiebre elevada sin foco aparente (104,105). En nifos,
exceptuando el periodo neonatal, el neumococo es el principal
causante de bacteriemia (60), tanto asociada a heumonia como de
foco desconocido (106). La incidencia de enfermedad invasora en
nifios en Europa y USA es de 8-75 casos por 100.000 personas/
afio, mientras que en paises en desarrollo aumenta a mas de 250
por 100.000 (107,108). Los factores de riesgo para la infeccion
invasora estan relacionados con el consumo de alcohol, fallo
cardiaco congénito, infeccion reciente por el virus de la gripe,
diabetes, asma, tabaquismo y estancia en instalaciones cerradas,
para pacientes inmunocompetentes (51). El riesgo se eleva entre
los inmunodreprimidos, como esplenectomizados, VIH positivo etc.
También esta elevado en niflos en paises en desarrollo
probablemente por hacinamiento, falta de acceso a cuidados
sanitarios, malnutricion, en definitiva asociado a la pobreza. (109)
Determinadas poblaciones como indigenas de Alaska, indios
americanos, aborigenes australianos, maories en Nueva Zelanda y
beduinos en lIsrael, también son mas susceptibles a infecciones
invasoras neumocacicas (51,107,108).

La edad y comorbilidad afectan la supervivencia segun se demostro
en un estudio de 18.000 neumonias. (109). La mortalidad afecto a
menos del 3% de niflos menores de 5 afos, 14% entre los 5 y 65

afos y 24% para los mayores de 65.
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Meningitis

La infeccidbn neumocdcica es la causa mas frecuente de meningitis
bacteriana del adulto y de nifios vacunados frente a H influenzae,
contando los casos esporadicos (110). En un estudio reciente de
USA que abarca desde 1997 a 2008, la incidencia de meningitis
neumocécica disminuy6 de 1,09 casos por 100.000 habitantes en
el periodo 99-2000 a 0,08 en el 2006-2007 (111).

Los microorganismos alcanzan las meninges a través del torrente
circulatorio tras una bacteriemia o se extienden directamente desde
los senos y el oido medio (112), aunque esta segunda posibilidad
se ha puesto en duda en un estudio de autopsias de los huesos
temporales de nifos fallecidos por meningitis bacteriana, en el que
no se hallaron pruebas de extension desde el oido (113). Una vez
que el neumococo alcanza las meninges, la capacidad para
producir inflamacion y de escapar a la fagocitosis juega el papel
principal en el desarrollo del cuadro.

El diagnéstico microbiolégico tradicional suele ser exitoso si el
paciente no ha sido tratado previamente con antibioticos o han
pasado menos de tres horas desde el inicio del tratamiento. Los
neumococos pueden verse en la tincibn de Gram y recuperarse por
cultivo convencional, de donde se podran serotipar y someter a
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. En caso de tratamiento
previo, se dispone de dos técnicas muy efectivas como son la
deteccion de antigeno por inmunocromatografia y la PCR que
identifica la presencia de neumolisina y puede determinar el
serotipo (35). La inmunocromatografia detecto el 98,6% de cultivos

probados y fue negativa en el 99,3% de meningitis bacteriana de
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otra etiologia en un estudio realizado en cinco centros de Asia y
Africa (114).

La mortalidad varia del 16 al 37% en adultos y del 1 al 3% en nifos,
muy superior a la del meningococo, con cifras mas elevadas en
pacientes con comorbilidad (51), como sucede en los ancianos en
los que la mortalidad puede alcanzar hasta el 80% (115). En el
estudio de Tigpen ya citado, la mortalidad no vario
significativamente durante el periodo 99-2007. Las secuelas
neurolégicas son mas frecuentes que con otros microorganismos
(36,116) e incluyen trastornos de la audicion, retraso mental,
alteraciones motoras y convulsiones (117). La meningitis recurrente
es otro cuadro en que el neumococo ocupa el primer lugar, siendo
la causa mas habitual la existencia de comunicacion entre el
espacio subaracnoideo y la mucosa de las vias respiratorias altas,

generalmente secundaria a traumatismo craneo-encefalico.

Otitis

El principal microorganismo implicado en la otitis media aguda
diagnosticada a partir de material obtenido del oido medio es el
neumococo, junto con cepas no tipificables de H. influenzae y
B.catarrhalis (118), tanto en niflos como en adultos (119). La
mayoria de nifios antes de los seis afios ha tenido al menos un
episodio de otitis media aguda, presentandose mas de la mitad de
los casos antes de un afio de vida (120, 121). La congestion de la
trompa de Eustaquio, generalmente por infecciones virales previas,
como se ha demostrado en modelo murino (122), favorece el
proceso que habitualmente sigue a la colonizacion por un serotipo

nuevo, aunque la mayoria de casos de colonizacion no van
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seguidos de infeccion (123). Se estima que el neumococo es
responsable del 30 al 60% de los casos de otitis media aguda
(124,125) y la razon mas habitual por la que se prescriben
antibidticos a los nifios (126). En una reciente publicacién sobre
poblacién china, el neumococo fue responsable del 39,2% de los
casos de otitis media aguda, siendo el primer patégeno en los
grupos de edad de 0-1 afios y 1-3 afios (127). También en Francia
ocupaba el primer lugar, en 2009, entre los nifios con fallo tras
tratamiento antibidtico por otitis, con unas cifras de heumococos no
susceptibles a penicilina del 96% y con el serotipo 19A destacado
como responsable del 84,5% de las cepas aisladas (128). En el
norte de Espafna, se ha observado un descenso de la resistencia
antes de la introduccion de la vacuna heptavalente hasta 2007 y
una posterior elevacion como consecuencia de la diseminacion de
los clones ST320 y ST276 del serotipo 19A (129). La otitis media
del adulto con enfermedades de base como alcoholismo o cirrosis
puede ser el origen de una infeccibn neumocadcica invasora grave
como meningitis, endocarditis o0 sepsis. Los seroptipos que
producian otitis con mas frecuencia antes de la comercializacion de
la vacuna PCV-7 eran 6, 14 19F y 23F posiblemente relacionado
con su capacidad de adherencia (27). Sin embargo en la era
postvacunal estos seotipos estan siendo reemplazados por otros
como 19A, 3 y otros no vacunales, como estd sucediendo en
Espafia (130).

El diagnéstico etiolégico de la otitis es sencillo si se obtiene material
del oido medio, circunstancia por otro lado poco frecuente,
pudiéndose entonces realizar por métodos tradicionales como,
microscopia, cultivo y pruebas rapidas. Hotomi et al, obtuvieron una

sensibilidad y especificidad del 81 y 80 % respectivamente en
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muestras de oido medio mediante un test inmunocromatografico
(131).

Sinusitis

La sinusitis aguda estd causada por las mismas bacterias que la
otitis, con S. pneumoniae como primer patdégeno (132, 133). Igual
qgue en el oido, la congestion nasal por infecciones virales o alergia
juegan un papel primordial en el proceso, proporcionando la
acumulacion de liquido en los senos paranasales, un excelente
medio de cultivo para la  multiplicacion  bacteriana.
Aproximadamente el 0,5% de todas las infecciones comunes se
complican con una sinusitis (134). A partir de los senos el
neumococo puede producir cuadros mas graves como meningitis
(135). Las muestras para diagnostico son dificiles de obtener, no
sirviendo el exudado nasal por su escasa fiabilidad, por lo que en
casos refractarios al tratamiento hay que recurrir a la puncion de los

Senos.

Endocarditis

Antes de la era antibidtica la endocarditis neumococica suponia el
15% de todas las endocarditis, disminuyendo posteriormente la
cifra hasta un 3% aproximadamente (136,137). En algunas
poblaciones sin embargo, como los habitantes de Groenlandia, las
tasas siguen siendo muy altas, 24% del total, muy superiores a las
mas recientes publicadas en poblacién caucasica que estan entre el
1% y 3%. Ademdas presentan una alta tasa de mortalidad y

necesidad de cirugia para recambio valvular (138).
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La mayoria de pacientes con endocarditis neumococica presentan
algun factor de riesgo entre los que destaca el alcoholismo (137,
139).

Sindrome de Austrian

Se trata de un cuadro en el que se presenta la triada de meningitis
neumonia y endocarditis causada por un solo agente. Lo describi6
Herchl en 1862 siguiendo la autopsia de cinco pacientes y en 1881
Osler lo llamé Sindrome de Austrian cuando la etiologia era
neumococica. (140,141). El proceso tiene una alta mortalidad
describiéndose solo casos muy aislados (142,143). White el al.,
publicaron recientemente un caso en una mujer durante un viaje de

vacaciones en Turquia causado por una cepa del serotipo 6A (144).

Artritis

El neumococo es responsable de menos del 1% de las artritis
infecciosas de adultos de 15 a 50 afios, del 10% en nifios y del 5%
en mayores de 50 afos (145,146). En algunos casos la artritis
puede presentarse asociada a neumonia (147,148).

El serotipo 19A se ha aislado como responsable de artritis en el
periodo postvacunal, sustituyendo a los serotipos vacunales que
eran los agentes causales de los cuadros contabilizados en nifios
antes de la vacunacién, segun pone de manifiesto un estudio

realizado en hospitales de Paris (149).
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Endoftalmitis

S. pneumoniae produce infecciones leves del o0jo, como
conjuntivitis, con mucha frecuencia, aislandose cepas no
capsuladas habitualmente. La endoftalmitis sin embargo es mucho
mAas rara y al mismo tiempo un cuadro muy grave que puede acabar
con la pérdida de la visibn. A veces tiene su origen como
complicacion de cirugia de cataratas, trasplante de coérnea etc.,
(150,151). En otros casos se produce como un foco metastéatico de
pacientes con bacteriemia, endocarditis o meningitis (152,153) e
incluso como una endoftalmitis enddgena en pacientes
aparentemente sanos sin ningun factor de riesgo (154). En los
ultimos afos se estan aplicando pruebas moleculares para ayudar
al diagndstico en diversos tipos de muestra en infeccion invasora
incluido el humor vitreo con el que Chandesris consiguio el primer
resultado positivo en 2007 (155), por PCR, mejorando los
resultados del cultivo tradicional que no supera la dificultad del
tratamiento antibiético previo o la escasa cantidad de muestra
disponible en estos casos.

La endoftalmitis causada por S. pneumoniae se asocia con un
pronostico visual pobre a pesar de la instauracion de tratamiento
precoz adecuado (156).

En un estudio multicéntrico esparfiol que recogia 36 casos, el origen
fue considerado exégeno en el 94,5% de los pacientes y los
factores de riesgo mas frecuentemente asociados fueron cirugia
previa ocular y trauma ocular. Casi en la mitad de los casos se
necesitd realizar evisceracion, el 16% de ellos tras fallar el

tratamiento antibiotico (157).
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Peritonitis

El neumococo es uno de los principales responsables de peritonitis
espontanea en el paciente cirrético (36,158). En algunos casos la
peritonitis es secundaria a infeccién genital, un cuadro que parece
aumentar en pacientes jovenes de América del Sur (159, 160, 161,
162).

Lagos et al., en Chile informaron de la presencia comun del
serotipo 1 entre ninas de 5 a 14 afos de edad (163). La peritonitis
primaria neumocadcica en pacientes con cirrosis se extiende muy a
menudo via hematdgena desde el tracto respiratorio y se asocia con
alta mortalidad (164).

Sindrome Urémico-Hemolitico (SUH)

El sindrome urémico hemolitico (SUH), es la primera causa de fallo
renal en niflos menores de 3 afios de edad. Habitualmente ocurre
después de un episodio de diarrea debido a infeccion por E. coli
productor de toxinas Shiga.

S. pneumoniae produce una atipica forma de SUH asociado a
anemia hemolitica, trombopenia y fallo renal. Se estima que
ocasiona aproximadamente el 5% de casos de SUH en nifios, pero
su frecuencia parece haber aumentado en la pasada década (165).
En Taiwan se considero la neumonia neumococica invasora como
la mayor causa de SUH en pacientes pediatricos entre 1995 y 2008
(166).

.En Utah se ha producido un aumento del porcentaje de infeccidn
invasora neumococica complicada por SUH de 0,3 a 0,5 desde la

introduccion de la vacuna PCV-7, con una clara asociacion con el
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serotipo 3. También la neumonia y el empiema pleural estaban
asociados con el desarrollo del sindrome en comparacion con la
infeccion invasora sin €l (167).

En una serie que abarca desde 1997 a 2007 en USA con 37 casos
recogidos, el 76% de los pacientes habian completado la
vacunacién con PCV-7, identificandose un 96% de las cepas como
serotipos no vacunales, con el 19A, (50% de casos), en primer lugar

(168), igual que en otro estudio realizado en Pensilvania (169).

RESISTENCIA ANTIBIOTICA

Penicilina

Durante aproximadamente cuatro décadas S. pneumoniae se
mantuvo sensible a penicilina con una concentracion minima
inhibitoria menor de 0,01 mcg/ml. En 1967 se describié la primera
resistencia a este antibidtico en una cepa aislada del esputo de una
mujer australiana con hipogammaglobulinemia, politratada con
penicilina, tetraciclina, eritromicina, sulfamidas y cloranfenicol (170).
Posteriormente se describieron cepas con resistencia en Nueva
Guinea, donde se habia administrado penicilina de forma
profilactica durante largos periodos (171). En 1977 y 1978 se
descubren en Sudafrica dos graves epidemias causadas por
neumococos resistentes no solo a penicilina, (CMI=2-8), sino
también a otros antibidticos. Los pacientes en su mayoria eran
nifios previamente hospitalizados o con malnutricion que ademas

habian recibido en muchos casos tratamiento antibiotico (172,173).
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Uno de los brotes estaba causado por el serotipo 19A y el otro por
el 6A 'y 19A.

Debido al impacto que produjeron las miniepidemias sudafricanas
se iniciaron los estudios de vigilancia en muchos paises,
demostrandose la presencia de cepas resistentes en diversos
lugares, pero con grandes diferencias geogréficas. Cifras inferiores
al 1,5% se encontraron por ejemplo en Canada, Francia y Nueva
Zelanda (103, 174, 175) y superiores al 10% en Espafia, Sudafrica,
Hungria e Israel entre otros (176, 177, 178).

En Espafa, Cruz et al. , en 1981, aislaron una cepa con CMI mayor
de 0,16, procedente de un nifio con neumonia (179). Al afio
siguiente Casal et al., (180) encontraron, en neumococos
productores de bacteriemia en enfermos de varios hospitales, un
8,7% de resistencias. En 1985, en un estudio realizado por Latorre
con muestras de nifios hospitalizados la cifra de resistencia alcanzo
un 51%, correspondiendo el 21% a resistencia alta (181). En Galicia
en 1989 la resistencia llega al 35,3 % (182) y en Barcelona al 40%
en 1990 (183). A partir de esos afios nos convertimos en uno de los
paises con tasas mas altas de resistencia a penicilina,
alcanzandose el pico en el periodo 93-97, con un 38,8% de cepas
invasoras no susceptibles en un trabajo de ambito nacional (184),
comenzando entonces a declinar la resistencia hasta el 24,7% en
2007. Esta tendencia se ha observado en otros lugares como USA
donde la disminucion paso del 21% al 14% entre 99 y 2005 (185),
o Canada entre 2000 y 2006 (186). Sin embargo, en otros paises
como Taiwan, los neumococos no susceptibles a penicilina
aumentaron del 73% al 78% de 2003 a 2005(187) o Finlandia con

incremento del 8% al 16% en el mismo periodo (188).
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Existen diversas opiniones que tratan de explicar estos cambios tan
dispares. Entre ellas podemos recordar las variaciones en el
consumo de antibidticos entre épocas o regiones, la presencia y
expansion de clones resistentes y la vacunacion iniciada en 2001
gue disminuye la presencia de serotipos vacunales, que suelen ser
los mas resistentes, con reemplazamiento por otros mas
susceptibles (189, 186,184).

El neumococo tiene cinco proteinas de union a penicilina de alto
peso molecular (187) tres de las cuales PBP1A, PBP2B y PBP2X
estdn fundamentalmente envueltas en la resistencia, por
modificaciones en la secuencia de aminoacidos que reducen la
afinidad (190, 191,192). Clasicamente las alteraciones de PBP1A y
PBP2X se asocian con resistencia a penicilna/cefotaxima vy
alteraciones en PBP2B con amoxycilina (193,194, 195), aunque no
de manera exclusiva. Por ejemplo se han demostrado alteraciones
en PBP2B ligadas con resistencia a cefotaxima (196). Sin embargo,
otros mecanismos adicionales no relacionados con PBPs alun no
identificados, son necesarios para el desarrollo de resistencia
completa a penicilina (197).

Como consecuencia de estos complejos cambios en la afinidad por
las PBPs periddicamente se encuentran cepas con muy elevada
concentracion minima inhibitoria frente a los betalactamicos de
mayor actividad, como penicilina, amoxycilina y cefotaxima, que
pueden comprometer seriamente su eficacia. Los sistemas de
vigilancia ya establecidos desde hace décadas, nos permiten
controlar el continuo cambio en serotipos, clones y resistencias,
tanto en nuestro entorno como en los lugares mas alejados,
contribuyendo a difundir informacion valiosa tanto desde el punto de

vista epidemioldgico como terapéutico.

24



Cefotaxima

La cefotaxima demostraba una excelente actividad frente a
neumococo en el momento de su comercializacion, convirtiéndose
desde el principio en un antibiético de referencia para tratar
infecciones graves, especialmente meningitis.

Lifiares et al en un trabajo clasico (198) estudié la susceptibilidad de
300 cepas de neumococo con diversos grados de resistencia a
penicilina, frente a 24 antibidticos beta-lactamicos, estableciendo
tres grupos. En el de mayor actividad se encontraba cefotaxima
junto a ceftriaxona, imipenen, meropenem, y cefpiroma, que eran
los menos afectados a medida que aumentaba la resistencia a
penicilina.

No obstante, ya se describian cepas raras con mayor CMI para
cefotaxima que para penicilina, pero estas no se llegaron a extender
como se temio inicialmente (199, 200).

Considerando como resistentes las cepas con CMI mayor de 2 que
marcan las normas actuales para infecciones no meningeas, el
porcentaje de aislados que cumple ese criterio ha sido y es
bajisimo, salvando las raras excepciones mencionadas en al parrafo
anterior.

Sin embargo en el caso de meningitis, las circunstancias cambian
sustancialmente. Asi, a finales de la década de los 80 y comienzo
de los 90 se empezaron a describir casos de meningitis
neumococica que no respondin al tratamiento con cefotaxima. Unas
veces las cepas aisladas tenian una CMI=> 2, que en esos
momentos era el punto de corte establecido para considerarlas
resistentes (201, 199, 202) y en otros sin embargo las CMI
oscilaban entre 0,5 y 1 mcg/ml (203, 204, 205) lo que abrid la
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discusion acerca del tratamiento empirico de esta infeccion y de la
necesidad de adecuar las normas sobre susceptibilidad a las
nuevas circunstancias (206, 203).

Diversos autores propusieron el uso de vancomicina intravenosa o
intratecal, cefotaxima en altas dosis o combinaciones entre ellas e
incluso con rifampicina (205, 207, 208,209).

Friedlander et al en Dallas publicaron un incremento desde 0% en
el periodo 81-83 al 4,5% en 91-92 de cepas de neumococo con CMI
mayor de 0,5 a cefotaxima (210). En Espafia entre el 90 y 96, (211)
encontraron 26 cepas con CMI mayor de 2 y 196 con CMI= 2 entre
9243 neumococos estudiados. En un ensayo multicéntrico realizado
en USA entre 1994 y 1995 el porcentaje de cepas resistentes fue
solo del 3% ( 212).

En la ultima década se ha producido un incremento de resistencia
en paises donde no se ha introducido la vacuna PCV-7, como
Taiwan, con aumento del 11 al 23% de aislados con CMI=1 entre
1997 y 2007 (213).

En otros paises como Alemania, con tasas bajas de resistencia,

esta no ha variado (214).

Eritromicina

El primer aislamiento de neumococo resistente a la eritromicina se
publico en 1967 en Canada, en una cepa procedente de un
empiema (215). Inmediatamente se realizaron comunicaciones
esporadicas (216, 217) comenzando en los 80 a apreciarse un
aumento de la resistencia. En Francia por ejemplo, donde la
resistencia era escasa antes de 1976, se alcanzo el 2,2% a finales
de los 70 y el 26% en la década de los 90. (174, 218) En Hungria
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los datos son todavia mas llamativos, pasando del 10% en 1975 al
48,5% en el 1990 (219). Los datos de Espafna senalaban tasas
bajas de resistencia, 2,4% en el afio 85y 7% en el 89 (184),
elevandose hasta el 27% en 2003, con una tendencia posterior a
disminuir. Nosotros publicamos en 1992, una resistencia del 23% en
adultos con infecciones invasoras y del 60% en nifilos portadores.
(222).

El mecanismo de resistencia a macrolidos es debido sobre todo a
los genes ermB y mef. El primero confiere alto nivel de resistencia a
macrolidos, lincosaminas y estreptograminas por modificacion de
una metilasa, (fenotipo MLSB) y puede ser inducible o constitutivo,
mientras que el segundo produce bajo nivel de resistencia (CMI
menorl6) a macrolidos de 14 y 15 atomos solo, (Fenotipo M),
mediante un mecanismo de bomba de expulsién, con el gen mef (E)
como mas frecuente. En nuestro entorno predomina el fenotipo
MLSB mientras que en USA y Canada es mas habitual el fenotipo M
(221, 222, 223).

En los ultimos afios se ha incrementado la presencia de ambos
mecanismos, preferentemente en paises asiaticos, aunque también
se ha hecho notar en Europa y USA (2245, 225).

Tetraciclina

El primer caso de resistencia a tetraciclina se publicé en Australia
en 1963 (226). Al poco tiempo se detectaban brotes de cepas
resistentes en dos hospitales de Liverpool (227). La emergencia de
resistencias coincidi6 con el aumento del uso del farmaco,

especialmente en pacientes con enfermedad pulmonar crénica.
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En USA el primer aislamiento se documentd en 1964 (228). En la
actualidad se ha producido un rebrote de resistencia comparado
con el periodo previo a la vacunacién (229).

En Espafa la resistencia a comienzos de los 80 era del 67% (230),
manteniéndose unos afios después en un 72% (231,232), aunque
en un estudio de Barcelona descendi6 al 37,6% (183). También en
un multicéntrico de toda Espafia ascendia al 60% en esa época.
(233).

En la actualidad las cifras han bajado, 16% en un estudio
comparativo espafol con otros seis antibiéticos frente a ceftobiprole
(234). También en otros sitios tan dispares como Nepal (235) 11%,
Chile, 21% (236), Australiall% (237) y norte de Alemania, 5%,
(214), las cifras se mantienen bajas, aunque se haya producido un
incremento en paises donde se ha vacunado, o incluso sin la
presencia de la vacuna (238).

La resistencia a tetraciclina va asociada frecuentemente a
eritromicina porque los genes determinantes de ella van en los

mismos transposones (239).

Cloranfenicol

La resistencia a cloranfenicol es importante en paises donde no se
dispone de cefalosporinas de tercera generacion, ya que es la
alternativa para el tratamiento de las meningitis neumocaocicas por
cepas resistentes a penicilina.

En 1967 se conocieron las primeras resistencias en cepas de
portadores nasofaringeos (240) y en 1970 un aislado invasor en
Polonia (241). Posteriormente se detectaron en las epidemias
sudafricanas de 1977-1978 (172, 173).
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Espafia ha pasado por ser el pais con mas alto porcentaje de
cepas resistentes, con mas del 40% (242, 231), aunque
posteriormente disminuyeron en el 90 hasta un 29% (243). En
Hungria también se informaron tasas tan altas como las nuestras,
74,5% (178).

Actualmente se ha producido una disminucion, informandose cifras
muy bajas en sitios tan dispares como, Nepal 0,4% (235), Chile 7%
(236) o Kuwait, 3,7% (238). También en paises africanos
encontramos tasas reducidas como en Tanzania 3,5% (244) o
Marruecos, 8,1% (245). En otros sin embargo las resistencias son

mas altas como por ejemplo Malawi con un 27%. (246)

VACUNAS

El primer intento por desarrollar una vacuna antineumococica lo
realizé6 Wrigh en 1911 efectuando un ensayo entre los mineros
sudafricanos del oro (248). Este grupo tenia una tasa de ataque de
neumonia neumococica muy alta, 100 casos por 100.000/
personas/ano (247). El resultado no fue bueno al no tener en cuenta
la diversidad de serotipos de la poblacion estudiada. Unos afios
después se realizaron diversos ensayos entre los que destaca el de
Cecil y Austin con mas de 12.000 personas vacunadas (248).

En 1945 McLeod et al, demuestran la eficacia de una vacuna
polivalente con cuatro polisacaridos capsulares, en un ensayo
realizado en poblacion militar con mas de 8.000 casos entre
vacunados y controles con placebo (249). De nuevo se comprueba
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la eficacia de este tipo de vacuna en mineros sudafricanos, que
evitaba la bacteriemia en un 80% y la neumonia en un 20% (250).
Con la llegada de la penicilina en 1940 (100), se olvidan un poco
los trabajos con vacunas, por los buenos resultados obtenidos en el
tratamiento de las infecciones neumococicas con el antibidtico.

En 1977 se comercializa la primera vacuna antineumococo a base
de polisacaridos, constituida por 14 serotipos y posteriormente en el
83 la de segunda generacion que abarca 23 serotipos (251,252).
Desde el comienzo de su uso, las indicaciones permanecen en una
constante controversia (253, 254). Inicialmente se demostrd
efectividad en comunidades cerradas como militares, mineros de
Sudafrica y grupos de Nueva Guinea (255, 256, 257).
Posteriormente se recomendo para nifios mayores de dos afios con
riesgo de infeccion como asplenia, anemia de células falciformes
etc., y en adultos con factores de riesgo parecido, ampliando las
indicaciones a alcohdlicos, cirroticos, mieloma multiple y fracaso
renal. Las recomendaciones se fueron ampliando a personas sanas
mayores de 65 afos de edad y los portadores de VIH (258).

La eficacia de esta vacuna no ha sido facil de comprobar porque los
ensayos realizados en poblaciones concretas no se pueden
extrapolar a otros con condiciones distintas, siendo necesarios
grupos de estudio muy amplios para demostrar eficacia. (15,255,
259).

La vacuna no produce inmunidad duradera por lo que hay que
repetir la administracion a los cinco afios (260,261). No tiene efecto
protector en nifios menores de dos afios y en pacientes con
inmunodeficiencias graves (262, 260, 263). En USA la vacuna se
recomienda para personas mayores de 65 afos y para individuos

en riesgo entre los 2 y 64 afos (51).
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A pesar de las recomendaciones de la vacunacion realizadas por la
Organizacion Mundial de la Salud, el nivel de vacunacion en la
poblacién general no ha alcanzado sus objetivos (264, 265).
Recientemente se ha puesto en duda la eficacia de la vacuna en
poblacién anciana en el Reino Unido (266).

La vacuna PCV-7 comercializada en 2000, es una vacuna
conjugada con una proteina que confiere inmunidad duradera y es
efectiva en nifios menores de dos afos Yy personas
inmunodeprimidas (51). Contiene siete serotipos que son los mas
prevalentes en infecciones invasoras en nifios en USA (4,6B, 9V,
14,18C, 19F y 23F) (267). La vacunacion es recomendada para
ninos menores de dos afos y aquellos de 24 a 59 meses con
factores de riesgo. En USA la vacuna cubria en el momento de la
comercializacion el 90% de los serotipos que causaban enfermedad
invasora, pero estos niumeros no se alcanzaban en otros paises,
como por ejemplo Escocia, donde la cobertura alcanzo el 76,5% de
los casos de infeccidon invasora en niflos menores de cinco afios
(268) y todavia eran mas bajos en paises en desarrollo, cayendo la
cobertura al 45% (269).

Desde la introduccion de la PCV-7, la incidencia de meningitis
bacteriemia y neumonia comenz6 a descender tanto en nifilos como
en adultos (190, 45, 270). EIl descenso en adultos fue estimable
reflejando un efecto “herd” sobre la inmunidad (271, 272). Este
efecto también se ha demostrado en lactantes menores de 90 dias
(273) y ha contribuido a hacer la vacuna coste-efectiva (274) y sin el
cual no habria sido rentable en el Reino Unido, segun un estudio de
Melegaro (275).

Un meta andlisis de nueve ensayos clinicos controlados de

aplicacion de PCV-7 en nifios sanos menores de 2 afios de edad,
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demostraba eficacia en reducir también la otitis media aguda,
cayendo la incidencia, 57% para serotipos vacunales y 29%
considerando todos los serotipos. La incidencia de enfermedad
invasora disminuyé un 89% para vacunales y un 64% para el
conjunto. Sin embargo, al mismo tiempo que van desapareciendo
los serotipos de la vacuna, se esta produciendo un fenémeno de
‘reemplazamiento” por otros que no cubre, ocupando estos el nicho
dejado por los primeros (276, 277, 189, 278, 124). En un estudio de
vigilancia en USA se constato que la proporcién de casos totales en
todos los grupos de edad, causados por los serotipos no vacunales
11A, 16F, 19A, 22F, y 35B se incrementd significativamente entre
98-99 y 2004-2005. Este incremento fue mas notable para el 22F y
19A. (279). Kellner et al., (280), obtuvieron resultados similares,
poniendo de manifiesto una sustancial reduccién de serotipos
vacunales tanto en nifios como en adultos, sugiriendo el comentado
efecto”herd”. Al mismo tiempo la incidencia de los no incluidos en la
vacuna se incrementd entre los adultos 183% vy la incidencia total
73%.

En Espafa la enfermedad invasora debida a los serotipos de la
vacuna disminuy0, y paralelamente se elevo la causada por no
vacunales, particularmente el 1 y 19A entre los afios 96 y 2006
(184).

Dos nuevas vacunas han sido aprobadas, PHID-CV y PCV-13, esta
ultima para reemplazar a la PCV-7. La PHID-CV (Glaxo), incluye
dos tipos de polisacaridos conjugados a toxoide diftérico, 19F, o
tetanico, 18C, y otros ocho 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 23F conjugados
a NTHi proteina D (no tipable Haemophilus influenzae) (281), esto

ultimo con intencidbn de prevenir la otitis media aguda por

32



Haemophilus influenzae no tipable y por tanto buscando un mayor
coste-eficacia.

La PCV13 desarrollada por Wyet-Pfizer, tiene como dianas los diez
de la de Glaxo, mas tres serotipos adicionales, conjugados todos a
toxoide diftérico (282).

Ninguna de las dos nuevas vacunas cubren el serotipo 22F que ha
emergido en algunos lugares de forma notable en ninos menores de
dos afios, como por ejemplo ha sucedido en el Reino Unido (272).
La vacuna de Glaxo tampoco protege del serotipo 19A uno de los
que mas ha aumentado en numerosos paises entre los que se
encuentra Espafa y que ademas presenta una elevada resistencia
antibidtica. (283, 284,130)

En 2011 Skinner et al., (285) publicaron los resultados de un ensayo
llevado a cabo en monos con una nueva vacuna de 15 serotipos
gue afade a la PCV13 el ya mencionado y emergente 22F y el 33F
del que también hay datos que apuntan a un posible incremento y a

una elevada capacidad invasora (286).
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OBJETIVOS

Los objetivos de nuestra Tesis fueron los siguientes:

Primera parte; Neumococos Invasores

e 1° Conocer la evolucion de los neumococos invasores
circulantes en nuestro entorno y su posible variacion, tras la
comercializacion de la vacuna conjugada heptavalente para
nifos, a partir del afio 2001.

e 2° Vigilar las resistencias frente a los antibioticos y su
evolucién desde hace dos décadas, para mantener al dia las
mejores opciones terapeéuticas.

e 3° Medir la cobertura de la nueva vacuna con trece serotipos

que comenz6 a utilizarse al final de nuestro trabajo.
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Material y Método

La primera parte de la Tesis se desarroll6 a lo largo del tiempo
comprendido entre los afos 1993 y 2010, exceptuando el afio 2004.
Durante ese periodo todos los nheumococos invasores aislados en el
hospital Virgen de la Arrixaca se enviaron al Centro Nacional de
Microbiologia de Majadahonda, Madrid (lab. de neumococos, Dr2
Fenoll), para incluirlos en el programa Nacional de Vigilancia. Alli se
serotiparon todas las cepas y se nos notificaron los resultados
periddicamente, archivandose los resultados en nuestro sistema
informatico. Al mismo tiempo en nuestro laboratorio se identificaban
fenotipicamente los aislados y se determinaba la sensibilidad
antibidtica con el sistema de que disponiamos en cada momento,
entregando los resultados al clinico  correspondiente.
Simultaneamente y a partir de una resiembra fresca de 24h en agar
sangre, las cepas se guardaron en medio de leche descremada
(skin milk, Difco) a -80°.

MUESTRAS

Se incluyeron en el estudio todos los aislamientos de neumococo
obtenidos a partir de cavidades habitualmente estériles. Solamente
se contabiliz6 una cepa por paciente aunque se recuperara el
neumococo de distintas muestras, considerando en orden

preferente, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, sangre y otras.
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IDENTIFICACION BACTERIANA

La identificacion de los aislamientos de S. pneumoniae, se realizo
utilizando las pruebas habituales:

Aspecto macroscopico en agar sangre

Prueba de la catalasa

Test de la optoquina

Solubilidad en sales biliares

Aglutinacion de latex en caso de necesidad

SEROTIPIA

La serotipia se realizd en el Centro de Referencia indicado
anteriormente, utilizando la técnica de Quellung o hinchazon

capsular.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Todos los neumococos guardados a -80°, fueron sometidos a un
nuevo test de susceptibilidad, esta vez con un método Unico,
mediante tiras de E-test para los antibiéticos mas representativos,
penicilina, cefotaxima y eritromicina y con discos para difusion en
agar para los otros antibidticos, tetraciclina y cloranfenicol.

El estudio de sensibilidad se realizé por el método de difusion de
gradiente en medio solido mediante tiras de E-test (bio-Merieux) en
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placas de Muller-Hinton sangre, siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Brevemente, Tras dos resiembras de la cepa a testar en agar
sangre de caballo, se prepard un indculo equivalente a 0,5 de la
escala de Mc Farland. Se sumergié una torunda en la suspension
exprimiendo el contenido en las paredes del tubo y posteriormente
se sembré en sabana en una placa de Muller-Hinton sangre en tres
direcciones. Tras dejar secar unos minutos se colocaron tiras de e-
test de peniclina eritromicina y cefotaxima. En otra placa igual se
aplicaron discos de los restantes antibidticos ensayados (tetraciclina
y cloranfenicol). Ambas placas se incubaron en CO2 a 37°C durante
24h. Las lecturas se hicieron midiendo los puntos de corte de las
tiras o discos siguiendo las recomendaciones del CLSI 2010 (287),
para su interpretacion.

Como cepa control se utilizd S. pneumoniae ATTC 49619 de forma
habitual en los distintos dias en que se realizaron las pruebas. Para
penicilina eritromicina y cefotaxima se aproximé la lectura a la
dilucidn doble siguiente, en caso necesario.

Puntos de corte: Normas 2010 CLSI (287).

Penicilina; sensible CMI*=<0,06, intermedio CMI 0,1-1, resistente
CMI=>2

Eritromicina; sensible CMI=<0,25, intermedio CMI=0,5, resistente
CMI>=1

Cefotaxima; sensible CMI=<0,5, intermedio CMI=1, resistente
CMI[=>2

CMI* concentracion minima inhibitoria, (microgramos/ml).
Tetraciclina: sensible=>23, intermedio 19-22, resistente=<18
Cloranfenicol; sensible>21, resistente=<20. Halos medidos en

milimetros.
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Cepas aisladas

Un total de 367 cepas procedentes de muestras invasivas se
enviaron al laboratorio de Centro nacional de Microbiologia de
Majahonda para su serotipado.

El resultado de las restantes 16, procedentes de liquido pleural, se
obtuvo mediante la realizacion de PCR directamente sobre la
muestra por un método comercial siguiendo las instrucciones del
fabricante (Smart-Cycler I1zasa), confirmandose posteriormente en el
laboratorio del Hospital S. Juan de Dios en Barcelona (Dra. Muiioz-

Almagro).

Hasta la aparicion de la vacuna conjugada heptavalente, 2001,
enviamos al centro de referencia otras cepas de neumococos
procedentes de muestras no invasoras, incluyendo 132
nasofaringeas para serotipado, que nos permiten ahora
compararlas con las actuales, después de realizar la

susceptibilidad antibiética junto con las cepas invasoras.

CARACTERISTICAS DEL HOSPITAL

El hospital Universitario Virgen de la Arrixaca esta dotado de 873
camas, 544 para adultos en un pabellébn general, 140 en el
maternal y 179 en el pabelldon infantil. Atiende a una poblacion
ambulatoria aproximada de 400.000 personas siendo hospital de
referencia para toda la Region de Murcia en diversas

especialidades médico-quirdrgicas, tales como Neurocirugia,
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Unidad de Quemados, Cirugia Cardiovascular y Unidad de
Trasplante.

Atiende ademas a la poblacién pediatrica de otros hospitales del
entorno que carecen de este Servicio.

El Servicio de documentacion de nuestro centro nos facilitdo los
datos de poblacién pediatrica que cubre, ademas de la suya propia.
En el afio 2000, un total de 94518 nifios, que en 2010 ascendi6 a
119201.

METODO ESTADISTICO

Se ha realizado una estadistica descriptiva de cada variable
obteniendo la distribucion de frecuencias absoluta y relativa de cada
una de ellas.

Las comparaciones entre grupos y las relaciones entre datos
cualitativos se realizaron mediante un analisis de tablas de
contingencia con el test de la x>

De Pearson, complementado con un analisis de residuos para ver el
sentido de la diferencia/ dependencia.

Cuando el numero de casos era insuficiente los valores de la
significacion (p) se obtuvieron aplicando el test exacto de Fisher
(TEF).
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RESULTADOS

SEROTIPOS

Durante el periodo de estudio se serotiparon 383 aislados de S.
pneumoniae, 230 procedentes de adultos y 153 procedentes de
ninos. De los 41 serotipos distintos responsables de los cuadros
invasores, 7 agrupaban el 54% de aislamientos. Considerando la
serie completa los mas frecuentes fueron 14, (43 cepas) ,19A, (36),
3 (32), 7F (29) y 19F (26). En el grupo de nifios, el orden fue 19A,
14 y 7F. En cuanto a adultos 3, 14, y 19F encabezaron los

aislamientos. Tablas 1, 2y 3.

Un 53,7% de las cepas previas a la vacunacion procedentes de
nifios, estaban incluidas en la PCV-7, observandose un descenso
significativo hasta el 27,55% (p<0,001) y los 6 que afade la PCV-
13 experimentaron un aumento espectacular del 25,92% al
60,20%, p< 0,00005. Tabla 4.

En cuanto a los adultos el panorama fue similar, descenso marcado
de los PCV-7 del 43.13% al 17.94% (p<0,0001) y mas moderado de
los no vacunales, con un fuerte incremento en los complementarios
de la PCV13 desde el 16,99% hasta 48,71% (p<0,00001). Tabla 5.
En conjunto todos los de la PCV-13 aumentaron y los no vacunales
disminuyeron, Tabla 6.

Si comparamos las cifras prevacunales con las de los ultimos cuatro
afos, el descenso en serotipos de la primera vacuna fue todavia
mas acusado, 53,7% a 14,28% en nifios, (p<0.000)1 y 43,13 a
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10,34 en adultos (p<0,00005). Paralelamente los 6 serotipos de la
PCV-13 aumentaron al 70,0 y 60,34 respectivamente. Tablas 7 Y 8.
Por serotipos los mas frecuentes antes de 2001 fueron los incluidos
en la vacuna tanto en adultos, 14, 19F, 23F y 9V, como en
poblacién pediatrica 14, 6B y 18C, con ausencia en este caso del
9V. Tras la vacunacion, en el tramo final especialmente, se produjo
un cambio considerable en el orden de aislamientos, el 19A fue el
primero en nifios seguido de 14, 1, 7F y 3 y en los mayores 7F,
19A ,3y 6A.Tablas 11y 12.

En el periodo anterior a la vacunacion, de 207 aislamientos, 95
estaban incluidos en la vacuna PCV-7, 45,8% de cobertura,
descendiendo al 23,2% entre 2002 y 2010 y al 12,5% si solo
consideramos el tramo final de estudio 2007-2010, con desaparicion
de 3 serotipos vacunales, 4, 6B y 9V y escasisima presencia del
23F (2 cepas) y 18C, (1 cepa). Paralelamente los serotipos no
vacunales (incluidos los 6 complementarios de la PCV-13), iniciaron
un recorrido inverso, antes de 2001 representaban el 54% y en
conjunto en el segundo periodo aumentaron hasta el 76,7%.La
diferencia es mas alta si consideramos solo los ultimos cuatro afios,
88,8%. Esto es, en 2010 la utilidad de la PCV-7 era practicamente
marginal respecto de la poblaciéon total, 12,5%, y también si solo
consideramos el grupo pediétrico, 10 de 70 cepas, lo que supone un
14.28%, o el de adultos 10.34%. Tablas 7, 8, 9y 10.

La nueva vacuna comercializada en 2010 que afiade 6 serotipos a
la anterior, habria conseguido una cobertura del 65,2% en el primer
periodo y un 78,4% sobre las 176 cepas del segundo periodo. Tabla
9. En el momento de su comercializacion, esta vacuna cubria el

78,1% de las infecciones producidas en los cuatro ultimos afios,
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Tabla 10, con sensibles variaciones entre nifios 84,28% y adultos
70,68%.Tablas 7 y 8.

En la era prevacunal el porcentaje de aislamientos entre los de la
PCV-7, los seis que aflade la PCV-13 y los no vacunales fue 45,8%,
19,4% y 34,7% respectivamente, pasando a cifras de 23,2%, 55,2%
y 21,5%, tabla 9, en el conjunto del segundo periodo. Si solo
contamos los cuatro ultimos afios del estudio los datos son todavia
mas significativos, 12,5%, 65,6% y 21,8% respectivamente. Esto
supone un incremento para los seis serotipos nuevos afadidos a la
vacuna primitiva y un descenso en conjunto de los siete incluidos en
esta, estadisticamente siginificativos (p<0,001). Tablal0.

Los serotipos responsables de infecciones invasoras que escapan
a la proteccion de las dos vacunas estan muy repartidos.
Considerando solo la primera fase, encontramos 19 serotipos para
72 cepas, destacando el 12 con doce aislamientos y el 8 y 23A con
nueve cada uno. El resto aportan en todos los casos seis 0 menos
cepas .Tabla 3. En la segunda parte los 38 (cuatro de ellos no
determinados segun PCR) aislados no cubiertos, se distribuyen en
20 serotipos, con un numero muy bajo de cepas cada uno, siendo el
9N el Unico que llama la atencidon porque ademas de ser el mas
frecuente (5 cepas), todas se obtuvieron entre 2007 y 2010.
También es de destacar la desaparicion del 11 durante este
periodo. Tabla 3.

Las variaciones para serotipos ocurridas entre las dos épocas estan
recogidas en las tablas 11 y 12. Las diferencias mas significativas
las encontramos en el serotipo 19A que paso del 1,4% antes del
2001 al 23,4% en el periodo final (p<0,00005) y el 7F del 2,89% al
17,1%(p<0,0005), respecto de los que aumentaron en frecuencia.

Los descensos mas pronunciados se dieron en el 19F del 9,6% al
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2,3% (p<0,01) y el 23F del 7,2% al 1,5% (p=0,021). El serotipo 4
desaparecid en el periodo postvacunal y 9V y 6B lo hicieron entre
2007 y 2010. El 18C disminuy6 del 5,3% al 0,7% (p=0,03) y el 14 se
mantuvo a lo largo del estudio sin cambios, aunque con un ligero

declinar.
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MENINGITIS

Durante el periodo de estudio se diagnosticaron 66 meningitis,
todas ellas por cultivo, lo que supuso un 17,2% de todos los
procesos invasores. La tabla 1-meningitis, muestra los datos por
periodos y la distribucion entre nifios y adultos. Antes de 2001 se
produjeron 44 episodios, 34 en adultos y diez en nifios,
disminuyendo significativamente el ndamero de casos, 22,
producidos por 14 serotipos, en el periodo postvacunal y variando a
la vez sustancialmente la proporcion a favor de los nifios, 13
adultos frente a 9 nifos.

La incidencia antes de 2001 fue 1,2 para la poblacion infantil
disminuyendo ligeramente en el periodo final 2007-2010 a 1,04,
Antes de la vacunacion con la PCV-7, 19 de las 44 meningitis,
43,1%, fueron ocasionadas entre los 7 serotipos de la vacuna,
reduciéndose la cifra después de 2001 a 5 de 22, 22,7%. (p>0,05).
Los seis serotipos adicionales que cubre la PCV-13, produjeron 4
de los 44 casos, 9%, antesy 10 de 22, 45,4%, después. (p<0,001).
Los serotipos que no cubren ninguna de las dos vacunas,
disminuyeron del 47,7%, (21 de 44) al 31,8%, (7 de 22) pero sin
significacion estadistica.

Considerando solo los aislamientos del segundo periodo, la
cobertura de la PCV-7 alcanzaria el 22,7%, mientras que la nueva
PCV-13 se elevaria a 68,18%.

En cuanto a las resistencia frente a los antibidticos, Tabla 2
meningitis, aplicando los criterios del CLSI de 2010, penicilina R
(CMI> 0,06), disminuyé del 43,18% al 33,6% (p>0,05), no

aislandose ninguna cepa con CMI>= 2 en la segunda época.
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La cefotaxima antes de la utilizacion de la vacuna heptavalente
presentd unas cifras elevadas de cepas no susceptibles (CMI>0,5),
22,72, reduciéndose al 9,09% en periodo potvacunal, tendencia que

no alcanzo significacion estadistica.

Los serotipos responsables de la resistencia frente a penicilina
fueron cinco de los vacunales (6B, 14, 9V, 19F y 23F) en la primera
época, ademas del 24 y 15. En el segundo periodo persistian
representantes del 14 y 19F, apareciendo mayoritariamente nuevos
serotipos, 19A, 15BC, 6A y 35B no cubiertos por la vacuna
heptavalente

La resistencia a cefotaxima en los 10 casos registrados antes de
2001 se debi6 a los serotipos 23F, 19F, 14, 9V y 6A. Los dos
casos de la segunda época, ambos de adultos, estaban producidos
por 19Ay 19F.

El relativamente bajo niumero de casos, 66, y su reparto entre 27
serotipos, deja pocas posibilidades de comentario sobre serotipos
individuales. No obstante, puede destacarse que los nueve
aislamientos pertenecientes al 12 y 20 (5, todos en adultos, y 4
casos respectivamente), se produjeron en el periodo prevacunal, al
contrario que los cuatro aislamientos del serotipo 19A, que tuvieron

lugar en el periodo postvacunal. Tablas 3 y 4 meningitis.
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EMPIEMA PLEURAL

Se aislaron un total de 55 neumococos a partir de muestras de
liguido pleural a lo largo del estudio. De ellos 33 procedian de
poblacion pediatrica y 22 de adultos. La proporcion a lo largo del
tiempo varioé en el caso de los nifios, en los que solamente cuatro
muestras positivas fueron procesadas antes de 2002, a pesar de
gue en ese periodo los envios al Centro Nacional de Microbiologia
se realizaron de manera masiva, con un numero muy alto de
muestras que incluian portadores nasofaringeos, esputos, exudados
conjuntivales etc. ademas de las muestras de infecciones invasoras.
Por el contrario, después de 2001 se incrementd0 el namero de
muestras con aislamiento o PCR positivos en niflos, pasando de los
4 anteriores a 29.

En adultos sin embargo, no hubo variaciones, 12 casos antes y 10
después.

En la tabla empiema-1, puede observarse la distribucion de
aislamientos por periodos edad y serotipos. En la época prevacunal
8 de 16 cepas estaban incluidas entre los que cubre la PCV-7 y en
la segunda por el contrario solo 3 de las 39 , dos del serotipo 14, y
una del 9V todas en nifios , con una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,01). La presencia de aislados de los 6 serotipos
complementarios de la PCV-13 aumenté de 5 de 16 a 31 de 39
(p<0.01), entre las dos épocas.

La tasa de incidencia de empiema en nifios aumento notablemente
cuando comparamos los datos del periodo 96-2000, incidencia
0,63/100.000personas/afio, con el de 2007-2010, 5,45 por
100.000/personas/aio, considerando el area de influencia de

nuestro hospital p<0,001. Si no contamos los diagnosticos
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conseguidos por PCR, la incidencia en este periodo hubiera
aumentado también, pero hasta 2,93. El incremento fue debido a
los serotipos complementarios de la PCV-13 que pasaron de 4 a 31
casos, p<0,001.

El serotipo que se aislé con mayor frecuencia fue el 19A con 14
cepas, produciéndose el primer aislamiento en 2003, con un notable
incremento a partir de 2007 en que se consiguieron las 13
restantes. (p<0,001). En segundo lugar aparece el serotipo 3 con 11
aislamientos, que se obtuvieron a lo largo de todo el estudio sin
variaciones resefiables. Las cuatro cepas del serotipo 1, dos de
adultos y dos de nifios, se recuperaron en la era posvacunal y el
primer aislamiento tuvo lugar en 2007. Tablas 2 y 3 empiema.

Como se ha comentado en el apartado de material y métodos,
empleamos la técnica de PCR en 16 liquidos pleurales, resultando
todos ellos positivos a pesar de tener el cultivo previo negativo y se
confirmaron como positivos en el Servicio de Microbiologia del
hospital San Juan de Dios en Barcelona (Dra. Mufioz-Amagro),
donde también se determinG el serotipo mediante técnicas
moleculares. De los 16 casos, 3 procedian de muestras de adultos
y 13 de nifios. Los serotipos encontrados fueron 19A, 3, 7F y 1

todos de la PCV-13 y no vacunales (4 cepas).
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INFECCION INVASORA

De los 383 neumococos controlados durante las dos décadas, 258
procedian de sangre, 66 de liquido cefalorraquideo, 55 de liquido
pleural, 2 de humor acuoso 1 de liquido articular y 1 de liquido
ascitico.

En el periodo anterior a 2001 se aislaron 207 cepas y en el posterior
160, ademas de 16 identificadas por pruebas moleculares.
Considerando el periodo final de estudio 2007- 2010 el numero de
neumococos recuperados fue 128, de los que 16, procedentes de
liquido pleural, carecian de antibiograma por haberse diagnosticado
por PCR.

La incidencia global calculada para el periodo 96-2000 fue de
8,3/100.000/ personas afio, aumentando a 9,5 en el periodo 2007-
2010. Sin embargo si deshechamos los 16 diagnosticos
conseguidos por PCR en esta fase, el incremento fue mas leve,
guedando la cifra total en 8,5/100.000/personas/afo.

Los serotipos vacunales PCV-7 representaban en el primer peirodo

casi el 40%, pasando al 14% en el segundo.

RESISTENCIAS DE SEROTIPOS INVASORES

De las 383 cepas invasoras recuperadas durante el estudio, 367 se
consiguieron por aislamiento en cultivo y 16 se identificaron por
PCR, por lo que los datos de resistencia estan referidos a 367

cepas.
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Penicilina

Para calcular los datos de resistencia tomamos como referencia las
normas del CLSI de 2010, que introducen variaciones importantes si
tenemos en cuenta los datos para penicilina oral, Susceptible
=<0,06, Intermedio 0,12-1 y Resistente>=2 mcg/ml, o parenteral,
S<=2, I=4 y R=> 8 mcg/ml., quedando esta ultima equiparada a la
amoxicilina. Desde un punto de vista practico consideraremos los
puntos de corte para penicilina oral como referencia para expresar
los resultados ya que asi vienen reflejados tradicionalmente en las
publicaciones, pudiendo de ese modo establecer comparaciones.
En la discusion comentaremos los resultados desde ambas
indicaciones para dar un enfoque mas practico a los datos.
Considerando las 367 cepas disponibles de todo el periodo
estudiado, un 42,77% fueron resistentes a penicilina, 36,78% con
resistencia moderada y 5,99% alta. Tablal. Las cifras resultantes no
estuvieron presentes en igual proporcion en las dos fases. En la
prevacunal, 36,71% y 7,72% con resistencia moderada y alta
respectivamente y en la postvacunal 36,87% y 3,75%, con
diferencias no significativas, Tabla 2A.

En funcion de la edad o tampoco encontramos diferencias, los
resultados para adultos fueron, moderada 35,96%, alta 5,26% y
para nifios 38,12 y 7,19 respectivamente.Tabla 3.

Si comparamos por periodos, antes de 2001, en adultos, el
porcentaje de intermedios quedo en 35,29 y para los nifios 40,7 y el
de resistentes 7,18 y 9,2 respectivamente, sin diferencias
apreciables. Tablas 4 y 5. En el periodo posterior la cepas
moderadamente sensibles suponian el 37,3% y 36,4% y las de

resistencia alta 1,3 y 5,8 respectivamente.
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Entre los aislados de la primera época y los del periodo final 2007-
2010, la resistencia mostré una tendencia al alza de 36,7 a 38,39
para los neumococos con resistencia moderada y a la baja para
aquellos con CMI>1, 7,5 a 3,5 pero en ambos casos con una
p>0,05. Tabla 2B.

La proporcidon de cepas resistentes de los serotipos de la PCV-7 y
los no vacunales no varié entre las dos épocas, sin embargo se
observd un incremento significativo en los 6 complementarios de la
PCV-13 del 2,8% al 31,76%, p=0,0007. Tabla 6.

La resistencia a penicilina debida a los serotipos vacunales
disminuyéo y la de los complementarios aumentd de forma
significativa, p<0,0001, en ambos casos. En la primera fase
detectamos 92 aislados no susceptibles a penicilina, de los cuales
el 83,7% correspondia a serotipos de la PCV-7, 1,08% a los seis de
la PCV-13 y el resto, 14,13% a los no vacunales. En la segunda
fase 65 cepas presentaban la misma caracteristica, de ellas un
49,23% se debian a los de la PCV-7 un 4153% a los
complementarios de la PCV-13 y el resto, 9,23%, a los que no
cubren ninguna de ellas. Tabla 7.

Entre los seroptipos mas recuperados, 14, 23F, 19A y 19F
presentaron las tasas de resistencia mas altas, Tabla 8, con un
97,6%, 95,2%, 84,9% y 96,1% respectivamente. Los serotipos
vacunales 6B y 9V también alcanzaron numeros altos pero solo
dispusimos de 12 y 13 cepas de las que 9 y 11 respectivamente
eran resistentes.

En la figura 1 se puede apreciar la distribucién de las cepas segun
su CMI. En ellas podemos distinguir una poblacién muy sensible y

numerosa, 178 cepas, con CMI<= 0,015, una intermedia menos
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numerosa entre los datos centrales y otra bastante considerable en
torno al punto de corte, CMI=1.

No encontramos ninguna cepa en toda la serie con resistencia alta
CMI>=4.

Eritromicina

Siguiendo las normas citadas anteriormente una CMI=>1 define la
poblacion resistente. De las 367 cepas invasoras, el 32,42% fueron
resistentes a eritromicina.Tablal. Por periodos aument6 de 30,91%
antes de 2001 a 34,37% después.Tabla 2A. El incremento fue
mayor, hasta 37,5%, si se compara con los ultimos cuatro afios.
Tabla 2B. Sin embargo esta tendencia no alcanzé significacion en
ninguno de las dos series enfrentadas, p>0,5.

Comparando adultos y nifios en el global de casos, los datos fueron
27,19% y 41,0% respectivamente con diferencias significativas
p<0,01.Tabla 3.

Por periodos se produjo un aumento en adultos del 23,52% al
34,61%, ns, y un descenso desde 51,8% a 34,1%, p<0,05, para los
nifos.Tablas 4 y 5.

Antes de la vacunacion se detectaron 64 cepas como resistentes a
eritromicina, 70,31% de las cuales eran de los serotipos de la PCV-
7, 9,37% de los seis complementarios de la PCV-13 y 20,31% no
vacunales. Después de 2001 las cifras cambiaron a 41,8%, 38,18%
y 20% respectivamente, resultando significativos el descenso de los
PCV-7, p=0,003 y el aumento de los 6 complementarios, p=0,0004.
Tabla 9.

La proporcion de cepas resistentes a eritromicina segun vacunas en

los dos periodos, Tabla 10, nos muestra un aumento en la segunda
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parte que alcanz6 significacion estadistica en el grupo de no

vacunales, p=0,05.

De los serotipos frecuentemente aislados los mas resistentes
fueron 19F y 23F, (R>70%), seguidos de 19A y 14 (R>40%).Tabla
8. Aunque con un nimero mas bajo de cepas también presentaron
altas tasas de resistencia 6B (11 de 12) 6A (9 de 15) 24 (4 de 6) y el
serogrupo 15 considerado globalmente (8 de 12).

Considerando todo el estudio, de 23 cepas con resistencia baja a
eritromicina (CMI 1-16), 14 pertenecian al serotipo 14 (60%),
mientras que solo encontramos 5 de 97 en las que tenian CMI>16
(5,1%).

En las figuras 3 se aprecia la clara division en dos poblaciones que
define la resistencia a eritromicina, La primera esta en torno a una
CMI=0,12 que representa a las cepas susceptibles y la segunda
alrededor de 128, indicando que la mayoria de aislados resistentes

estan muy alejados del punto de corte.

Cefotaxima

Teniendo en cuenta las normas del CLSI de 2010, las cepas con
CMI>0,5 se consideran resistentes a cefotaxima para meningitis y
ese es el criterio tedrico que hemos adoptado. De este modo los
datos de resistencia fueron como se describen a continuacion:
Sobre el global de poblacién de neumococos invasores 18,80%
Tablal.
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Por periodos, 20,28% antes y 16,70% después de 2001.Tabla 2A, y
20,28 y 15,17 si comparamos con la fase 2007-10. Tabla 2B.

Por edad, 19,73% para adultos y 17,2% para nifios. Tabla 3.

Por periodos y edad, en el primero 21,5% en adultos y 16,6% en
nifios y en el segundo 16,0% y 17,6% respectivamente. Tablas 4 y
5. En ninguna de las series anteriores comparadas encontramos
diferencias con significacion estadistica.

Por serotipos, 23F, 14, 19F y 19A encabezaban las resistencias con
cifras que iban desde el 76% del primero al 22% del ultimo. Tabla 8.
Otros serotipos con menos aislamientos pero con resistencia a

cefotaxima fueron 6B, 9V y el serogrupo 15.

Las figura 3 que representan la CMI de cefotaxima pone de
manifiesto su similitud en actividad con penicilina. Por la parte de
abajo, un alto numero de cepas, 171 de las 367 de los neumococos
invasores, presentaron una CMI<= 0,015 para cefotaxima y 178
para penicilina. Por el lado opuesto, 69 aislamientos estaban entre 1
y 2 y ninguno llegdé a 4 o mas (por lo que todas serian sensibles
aplicando criterios para infecciones no meningeas), observandose
gue otros 48 se situaron justo en el punto de corte para meningitis,
CMI=0,5.

Resistencia combinada

De los 112 aislados correspondientes al periodo final 2007-2010,
47 eran resistentes a penicilina (41,96%) y de ellas a su vez 33
presentaban resistencia simultdnea a eritromicina (29,46%), con

presencia mayoritaria de los serotipos 19A (13 cepas) y 14 (8
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cepas). Todas estaban en el rango de susceptibles a cefotaxima,
pero 16 de este grupo tenian una CMI>0,5.

Entre las 65 cepas sensibles a penicilina, encontramos 9 (8,03%),
resistentes a eritromicina y ninguna con CMI>0,5 a cefotaxima,

perteneciendo 5 de ellas a serotipos de la PCV-13 (19A ,6Ay 3).

Tetraciclina

La resistencia global a tetraciclina entre los neumococos invasores
alcanzé un 37,87%.

Las cifras disminuyeron claramente entre el primer y segundo
periodo de 42,9% a 31,25%, con significacion estadistica, p=0,021.
Por grupos de edad, los procedentes de adultos fueron menos
resistentes, 35,93%, que las de niflos 40,28% con una p no
significativa. Tablas 11y 12.

Mas del 90% de la resistencia se la repartieron entre 11 serotipos,
tres pertenecientes a la PCV-7, 6B, 19F, y 23F que representaron
38,8% del total, dos, 19A y 6A de la PCV-13 y el resto 34, 23A ,9N
y el serogrupo 15 de los no vacunales.

De las 139 cepas resistentes a tetraciclina, 98 también lo eran a

eritromicina y de 227 sensibles solo 21 mantenian la resistencia.

Cloranfenicol

Solo el 17,21% de las cepas invasoras presentaba resistencia a
cloranfenicol.

La diferencia entre los dos periodos fue estadisticamente
significativa evolucionando desde un 26,57% al 5,03%, p=0,00001.
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.También entre las dos poblaciones estudiadas se encontraron
diferencias pero sin significacion estadistica, 19,48% de resistencia
en adultos y 12,94% en nifos, p=0,106. Tablas 11y 12.
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Discusion
Serotipos

La distribucion de serotipos, como ya se ha comentado, varia con el
tiempo de forma natural y estd asociada a diferentes factores tales
como la edad, area geogréfica, uso de antibioticos, vacunacion etc.
Por ello los resultados de un estudio solo representan la fotografia
en un instante o periodo en la zona o region cubierta.

En nuestro caso representan los cambios ocurridos durante dos
déecadas en el area de influencia de nuestro hospital.

En él podemos distinguir claramente dos periodos separados por el
comienzo de la vacunacion como se ha observado practicamente
en todos los lugares donde ésta se ha instaurado. (288,289)

En la primera época las 207 cepas estudiadas pertenecian a 37
serotipos, representando los siete cubiertos por la PCV-7 el 45,8%
con este orden de frecuencia,14(11,1%9),19F (9,6%), 23F (7,2%), 3
(6,76%), 18C (5,3%), 6B (4,8%), 9V (4,3%), y 4 (3,3%), una
distribucion bastante diferente de la encontrada en algunas zonas,
como por ejemplo, Holanda, representada en un trabajo del Centro
Nacional de Referencia de ese pais, que cubria una cuarta parte de
toda la poblacion. Alli en la era prevacunal el orden era 14 y 7F
igualados con el 12,2%, seguido del 4 (8,7%) 9V (8,7%) y 8 (7,5%).
(290). Tampoco coinciden nuestros datos, a pesar de la cercania
con los ofrecidos en otro amplio ensayo de Portugal sobre 495
aislados de adultos y niflos recogidos entre 30 laboratorios de
microbiologia, El orden en este caso fue 14,1, 3, 4, 8,19A y 7F, con

solo dos serotipos vacunales 14 y 4 entre los siete primeros.
91



(291).En otra publicacion alemana referida a datos previos a la
vacunacion, el orden tampoco se asemejaba mucho al nuestro,
aungue coincidia como los anteriores en la situacién privilegiada del
serotipo 14, al que seguian 7F, 3,4y 1. (214).

Por el contrario, nuestra situacion era bastante similar a un sitio tan
lejano como Nueva Zelanda, donde los serotipos vacunales eran los
mas aislados, representando el 80% en niflos menores de 2 afios
(292).

Después de 2001 los 176 aislamientos obtenidos se repartieron
entre 31 serotipos con un orden de frecuencia sustancialmente
distinto al anterior, 19A (18,7%), 7F (13,0%), 14 (11,3%), 3 (10,2%)
y 1 (7,9%), con porcentajes todavia superiores comparando con
2007-2010 (Tablas 11 y 12). Este drastico cambio probablemente
este asociado a la introduccion de la vacuna heptavalente que como
en otros lugares ha provocado un fenbmeno de “remplazamiento” al
ocupar los serotipos no cubiertos por la vacuna, contra los que no
se tienen anticuerpos, el nicho ecolégico dejado por los que si
cubre. Este fendmeno ha tenido lugar tanto en portadores como en
infecciones invasoras afectando a nifios y también a adultos por el
efecto “herd”. Este “remplazamiento” ha obscurecido en parte la
eficacia de la vacuna sobre la incidencia de enfermedad invasora,
gue si bien inicialmente parecia muy pronunciado, posteriormente
se ha atenuado. En el Reino Unido donde se ha observado este
fendmeno, se ha detectado un incremento de los serotipos 7F, 19A
y 22F. (272) y en USA del 22F y 19A, este ultimo asociado a un
determinado clon (ST320) con alta resistencia antibidtica y distinto
al detectado en RU (ST199) o Portugal (ST 230) (293, 294, 295). La
vacuna ademas de disminuir la infeccidén invasora en vacunados ha

inducido un efecto indirecto sobre grupos no vacunados, como se
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ha observado en ninos mayores de 5 afos y en adultos (272). El
nivel de inmunidad “herd” se ha sugerido que incrementa con el
namero de dosis (296). Previa a esta observacion, la vigilancia
llevada a cabo en USA descubrié una caida de infeccion invasora
neumococica del 42% en lactantes menores de 90 dias, (273)
indicando que la inmunidad puede extenderse a aquellos que
todavia no tienen edad para vacunarse o para no haber completado
la vacunacion.

Hay numerosos ejemplos que describen el cambio de serotipos con
unos resultados mas uniformes en cuanto a los mas frecuentes,
aunque con peculiaridades segun zona geografica. En Utah entre
2001 y 2010 estudiando una poblacion de menores de 18 afos, el
orden de aislamientos fue 7F, 19A, 22F y 3, apareciendo aqui un
serotipo poco frecuente entre nosotros, el 22F. (289).

En Canada datos de 2007-2009, periodo postvacunal, en una
poblacion general, el orden quedo asi,19A, 3, 22F, 4, 5y 11A, que
difieren mas de los nuestros ya que el 4 y 5 desaparecieron antes
de la vacuna.(297). Otros datos de Canada (189) describen
incrementos significativos para los serotipos 5, de 0 a 37%, 22F
(238%), 12 (113%), 3(88%), y 11A(83%).

En Portugal los resultados son muy parecidos segun el trabajo de
Horacio et al, en poblacion adulta entre 2006-2008. Los serotipos 3,
1, 7F, 19A, y 14 ocupando los primeros lugares, asociandose el 1
con adultos jovenes y el 3 con ancianos. (298). En poblacion
pediatrica en el mismo pais 1, 7F y 19A fueron los mas frecuentes,
relacionandose el 1 con nifilos mayores de un afio y el 19A a
menores de dos afnos. (299).

Datos espafoles arrojan resultados similares a los de Portugal en

nifios, segun el trabajo de Mufoz-Almagro et al. (300), con 1, 19Ay
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7F ocupando los primeros lugares. Esta misma autora también en
poblacion infantil observa un incremento espectacular del serotipo
19A entre 2001 y 2007 probablemente por la existencia de clones
multirresistentes preexistentes en la etapa anterior. (301).

En un estudio nacional espafiol que recoge datos de 1979 a 2007,
los serotipos 5 y 7F disminuyeron en los 80 y aumentaron en 2000.
El 1 comenz6 a aumentar en los 90 y a partir de 2000 se produjo un
ascenso mas marcado. El 6A present6 un incremento significativo a
partir de finales de los 90 y 19A se elevo rapidamente a partir de
2000. (184). En Canarias el serotipo 3 se situé en cabeza, seguido
del 6A 15y 19A en un estudio realizado por Artiles et al., en (302).
Otras causas, ademas de la vacunacion, pueden estar influyendo
en estos cambios observados ya que de hecho tienen lugar de
modo natural a lo largo del tiempo, produciéndose fluctuaciones en
ausencia de la vacuna. (303, 304).

Los incrementos con significacion estadistica que observamos en
nuestros resultados comparando los dos periodos, corresponden a
los serotipos 19A, 7F. Estos cambios se hacen mas notorios si
comparamos con los cuatro ultimos afos en los que el nivel de
poblacion infantil vacunada alcanz6 el maximo. Los descensos para
los vacunales fueron manifiestos para todos los serotipos excepto
para el 14 que apenas vario su incidencia. Algunos como el 4, 6B y
9V desaparecieron y del 18C solo se recuperd una cepa después
de 2007. Otros que desaparecieron en la segunda etapa fueron el
12 y el 5 a pesar de que no estan en la vacuna PCV-7. Este ultimo
serotipo segun el estudio nacional (184), descendi6é en los 80 y se
elevd en 2000. En Madrid Picazo et al., lo encuentran en tercer
lugar de frecuencia en la era postvacunal entre 330 nifios de 22
hospitales. (305).
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Los serotipos procedentes de nifios (153 cepas), mas frecuentes
fueron 19A ,14 y 7F. EIl primero experimentd el mayor incremento
de todos, 2 cepas aisladas antes de 2001 y 23 después, resultando
mas acusado el incremento si se compara con los cuatro altimos
afos. Este serotipo aparece muy ligado en la serie a la produccion
de empiema pleural, hecho que se ha generalizado en otros paises,
asociandoselo también a otitis media aguda y a pacientes menores
de 2 afos (306, 307, 308, 299). EI serotipo 14 estuvo presente en
los dos periodos de forma notable y a pesar de la vacunacion no se
observaron cambios significativos, 7 de 54 cepas antes y 15 de 98
después. En el estudio nacional alcanz6 un pico maximo alrededor
de 2000, comenzando a declinar hasta 2007, pero quedando por
encima claramente del resto de sus acompafantes en la PCV-7
(184).

El serotipo 7F aumentd también en el segundo periodo, pasando de
3 a 11 cepas, ocupando uno de los tres primeros lugares en la
mayoria de series publicadas en nifios (289, 309), junto al serotipo
1, se ha asociado a diagndésticos negativos por cultivo y positivos
por PCR en muestras de empiema pleural (310, 311, 312).

En nuestra poblacién adulta obtuvimos 153 aislamientos antes de
2001 y 98 después. En la primera fase los serotipos preeminentes
fueron 14,19F, 3y 23F y en la segunda 7F, 19A y 3. Se observé un
descenso de todos los vacunales con desaparicion del 4 y 6B.
También descendio el 3. El remplazamiento se efectud a expensas
principalmente del 19A y el 7F. Estos datos son similares a otros
cercanos como los de Horacio en Portugal (298) y Vila-Cércoles en
Espafia (313) y a algunos mas lejanos como los de Ho en Hong
Kong (308).
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Serotipos Peculiares

El serotipo 1 aparece como uno de los mas comunes entre los
causantes de infeccion invasora neumococica desde su descripcion
y asociacion con neumonia en 1913 (314), aunque su frecuencia
varia entre paises y épocas (269). Es uno de los pocos que se
asocia a brotes en comunidades cerradas (315, 316, 317,318) y su
incremento se ha ligado con el incremento de enfermedad invasora
nacional (319, 320). Se le ha relacionado recientemente con
empiema pleural y desde antiguo con peritonitis y salpingitis en
nifias adolescentes (321, 322, 323).

Durante nuestro estudio encontramos 20 cepas del serotipo 1, seis
en la era prevacunal y 14 en la postvacunal lo que supone un
incremento desde el 2,8% hasta el 7,8%. En cambio en el estudio
de portadores no conseguimos ni un solo aislamiento entre las 343
cepas totales recuperadas. Este hecho se repite en muchos
trabajos en los que raramente se detecta en nasofaringe de
personas sanas, incluso en lugares donde esta causando infeccion
en ese momento. (324, 319, 325,326). Esta circunstancia junto con
su capacidad para producir brotes, sugiere que tiene una alta tasa
de ataque (327). Efectivamente asi ocurrié en nuestro caso cuando
comparamos las cepas invasoras con las de portadoras, resultando
el de mayor capacidad invasora, tanto en la comparaciéon efectuada
con el serotipo 14 como referencia, como si se calculaban los
resultados tomando el conjunto

La baja prevalencia entre portadores supone que esta exento de la
presion de seleccion que ejercen los antibidticos sobre otros
serotipos habituales de la nasofaringe, lo que ayuda a mantener

unos niveles de resistencia minimos incluso en zonas donde se esta
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recuperando con frecuencia en ese momento y aunque alli las
resistencias globales sean elevadas (328,319,329). Esto ocurrid en
nuestro caso, todas las cepas aisladas eran susceptibles a todos los

antimicrobianos ensayados.

Serotipo 19A

Recientemente en estudios llevados a cabo en diversos paises
como Espafa, Portugal, Reino Unido, USA y Canada, donde se ha
aplicado la vacuna heptavalente, se ha demostrado que incluso con
una modesta tasa de cobertura, se ha producido un profundo efecto
sobre los serotipos responsables de infeccién invasora (330, 331,
300, 332, 297, 289). En particular ha emergido el serotipo 19A
como responsable de un numero considerable de casos (330,300,
306). Aungue este incremento se ha relacionado con la vacunacion
(332), otros informes han puesto de manifiesto la misma tendencia
en paises donde no se ha usado la vacuna (333, 334). Por ello se
ha especulado con que la vacunacion puede haber reforzado o
acelerado una tendencia temporal a la que pueden contribuir otras
causas como el uso de antibioticos o la existencia de clones
resistentes (295, 334), incluso por la emergencia de nuevas cepas
de “neumococos recombinantes” que escapan a la vacuna, con
capsula de 19A y un genotipo que fue asociado al serotipo 4 (332).
En nuestro pais se han identificado clones estrechamente
relacionados con el Dinamarcal4-32 (331, 335), ademas de otros
que también han sido detectados en Portugal (295, 291) y Francia
(336).
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En el presente estudio, antes de 2001 solo se aislaron tres cepas
del serotipo 19A, todas ellas previas al 97, lo que significo un
porcentaje muy reducido respecto del total, 1,4%. Una vez
instaurada la vacuna se produjo un incremento manifiesto de
aislamientos, el primero en 2003, que alcanzé su pico en el periodo
final 2007-2010, con el 23,4% de las cepas de este tramo.
p<0,00005. Una mayoria procedia de nifios ,23 de 30, y en especial
de muestras de liquido pleural, 14 de 30. En un estudio nacional
espafiol este serotipo aumento del 4,6% en la década de los 90 al
13,5% del periodo 2006-2008, (335,184). También se ha citado
como productor frecuente de empiema pleural y se le ha asociado a
ninos menores de 2 afios con mayor frecuencia, aunque produce
otras infecciones en adultos en un niumero de casos no desdefiable
(307, 301, 289, 295, 337). Este serotipo es el responsable de la
mayoria de resistencias a eritromicina y batalactamicos entre los
causantes de enfermedad invasora después de la vacunacion (338).
En nuestra serie encontramos un 69% de cepas resistentes a

penicilina y un 44% a eritromicina.

Serotipo 6C

De los ultimos serotipos descritos, 11E (39), 6D (339) y 6C (340) en
nuestra coleccidén aparece una sola cepa del 6C aislada a partir de
la sangre de un adulto en 2010, aunque es posible que otros
anteriores clasificados como 6A también lo sean. En otro trabajo
realizado en Espafia, un 27% de las cepas clasificadas como 6A

entre el 97 y 2009, pertenecian en realidad al 6C, observandose un
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incremento paulatino desde el inicio, 9,8% hasta el final 42%, de
todas las cepas clasificadas como 6A. El aumento en aislados
pediatricos fue desde el 0,1% en la era anterior a la PCV-7 al 1% en
la posterior, y desde el 0,3% al 1,7% en adultos, (341). En un
estudio de Sudéafrica representé el 5% de los aislados identificados
previamente como 6A y se le relacioné con mayor frecuencia a
infeccion en nifios. (342). Ademas este serotipo se asocid a la
diseminacion de determinados clones con resistencia a la
eritromicina (341). Nuestra cepa era también resistente a
eritromicina, igual que 7 de las 16 aisladas en el estudio de
portadores mas adelante descrito.

Marimon et al., (343) en el norte de Espafia encontraron 10 cepas
del serotipo 6C entre 1530 invasoras entre 1990 y 2009, todas ellas
procedentes de adultos. Green et al, (344), observaron un
incremento de aislados del 6C en niflos entre el 93 y 2009. En el
Reino Unido también se ha descrito un incremento en portadores
durante la fase de implantacion de la PCV-7 (345).

A pesar de no estar incluido en la vacuna PCV-13, parece que esta
puede producir un efecto protector por inmunidad cruzada con el
6A (346).

Serotipo 11E

El serotipo 11E procede del 11A, (11Abeta), por inactivacion de un
gen, WcJE, y se ha sugerido que no se trasmite entre hospedadores,
sino que es el 11A el que lo hace y posteriormente por presion
selectiva se produce la alteracion genética comentada, apareciendo
mas frecuentemente entre cepas invasoras que entre portadores.
(347).
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Durante el presente estudio obtuvimos 8 aislados del serogrupo 11,
todos procedentes de adultos, pero no disponemos de la
subdivision en serotipos por o que no sabemos si entre ellos habia
alguna del recientemente descubierto 11E (39). Sin embargo en el
trabajo realizado en portadores recuperamos 21 cepas del 11A vy
una del 11F, no encontrando ninguna del 11E, como parece que es

habitual en este tipo de muestras.

Serotipo 22F

A pesar de las publicaciones recientes que sitlan a este serotipo
entre los que estan dando lugar al fendmeno de remplazamiento en
algunos paises como USA (289), Reino Unido (348, 309) y Canada
(297), nosotros aislamos una sola cepa, que fue responsable de
una meningitis en un niflo en 2010. También encontramos 8 cepas
en el estudio de portadores, ocupando un puesto bajo, similar al que
ocupaba en otro trabajo reciente sobre portadores realizado en San
Sebastian. (47).

Meningitis

S. pneumoniae es el microorganismo que con mayor frecuencia
causa meningitis en los adultos (349) y puede serlo también en
nifios en épocas no epidémicas, superando al meningococo (106,
350). El cuadro se asocia a altas tasas de mortalidad y secuelas
neurolégicas. La via mas comudn de infeccibn comienza en la
nasofaringe donde el neumococo reside habitualmente. Durante la

100



invasion la bacteria se adhiere a las células epiteliales, y a
continuacion, pasa al torrente circulatorio, activa el complemento y
el sistema de coagulacién. La liberacibn de mediadores
inflamatorios facilita el paso de la barrera hemato-encefalica, donde
la bacteria se multiplica libremente continuando el proceso
inflamatorio que produce pleocitosis, dafio coclear edema cerebral,

hidrocefalia y complicaciones cerebrales. (351).

De las 383 infecciones invasoras de nuestro estudio, 66 fueron
meningitis, lo que supone el 17,2%. Esta cifra puede infraestimar la
realidad por haber utilizado solo el cultivo como método diagnaostico,
aunque la meningitis no se afecta tanto como el empiema pleural
gue se origina tiempo después del comienzo de la neumonia,
generalmente tras el inicio del tratamiento antibiético. Los pacientes
con meningitis suelen acudir precozmente al hospital ante la
gravedad manifiesta habitual. No obstante, en un reciente estudio
espanol (352), llevado a cabo en nifios con enfermedad invasora,
se mejoro el diagnostico global utilizando cultivo (38% de resultados
positivos) y PCR (81,4 %), consiguiendo en total un 29,9% de casos
con meningitis.

Nosotros observamos un descenso en el nimero de casos a partir
de la introduccién de la vacuna conjugada PCV-7, pasando de 44 a
22.

La proporcion de nifios afectados sin embargo aumento respecto a
la de adultos, 10 de 44 antes y 9 de 22 después. El bajo niumero de
casos en niflos no creemos que esté afectado por falta de
notificacion de los casos ya que durante el primer periodo todos los
neumococos aislados incluidos los no invasores se enviaban al

Centro Nacional de Referencia en Majadahonda (Madrid).
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La incidencia en el periodo 2007-2010 para poblacién infantil fue de
1,04 por 100.000/ personas /afio, inferior al periodo 96-2000, 1,2 por
100.000/personas/afio, considerando el area de influencia de
nuestro hospital. Datos de un amplio estudio americano (111),
muestran una clara disminucion entre 98-99 y  2006-2007
separados por una masiva vacunacion, pasando de 1,09 por
100.000/personas/aiio a 0,81 por 100000/personas/afio. Las
razones apuntadas se relacionan con la disminucion de serotipos
vacunales, aunque se indica que no fueron mayores por el
fendmeno de remplazamiento observado al ocupar su lugar nuevos
serotipos. En nuestro caso ocurridé algo parecido, antes de 2001 el
43,1% de aislamientos estaban incluidos en la PCV-7 y después
solamente el 22,7%. Estos datos coinciden con la tendencia
observada en un amplio estudio nacional (350).

En Francia a pesar de las altas tasas de vacunacion con PCV-7 no
se ha observado una disminucién significativa de las meningitis
neumococicas, sustituyendo los serotipos no vacunales a los
anteriores, especialmente frecuentes fueron 19A y 7F. (353).
Ademas se han comprobado casos de fallos después de
vacunacion completa, como los descritos en otra larga serie
francesa, en la que detectaron tres meningitis por los serotipos 6B,
4y 19F en niflos vacunados correctamente. (354).

Los seis serotipos que afiade la PCV-13, solo causaban 4 de los 44
episodios (9%), registrados antes de 2001, aumentando
significativamente, p<0,001, los aislados posteriores, 10 de 22,
45,4%. Sumando la cobertura de los trece serotipos podemos

concluir que actualmente la vacunacion con PCV-13 cubre el
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68,1%. Datos similares han sido presentados por autores de USA e
Italia (111, 355).

Los 44 casos de la era prevacunal estaban repartidos en 19
serotipos, encontrandose representados todos los de la PCV-7,
especialmente 19F, 23F y 14. De los no vacunales el 12 y el 20 con
5 y 4 cepas respectivamente fueron los mas llamativos ya que
desaparecieron en el segundo periodo. En este ultimo apenas
encontramos aislados de la PCV-7, aumentando los de la PCV-13,
especialmente el 19A. La recuperacion de este serotipo se ha
disparado en muchos paises, tanto como productor de meningitis
como de otros cuadros invasores (350, 335, 356, 354), relacionando
este hecho con la introduccién de la vacuna, aunque también ocupa
un lugar destacado en otros donde no se ha vacunado. (357).

La resistencia a penicilina disminuy6 del 43,18% del primer periodo
al 36,3 del segundo, p=0,03, considerando como tales las cepas
gue presentaban una concentracion minima inhibitoria mayor de
0,06. Este descenso se debe entre otras razones, a la desaparicion
de los serotipos vacunales tradicionalmente mas resistentes,
aunque la irrupcidon de otros como el 19A dificulte la continuidad de
esta tendencia.

La resistencia a cefotaxima, antibidtico de eleccion en el
tratamiento de la meningitis, experimenté una tendencia
descendente del 22,72% al 9% pero sin significacion estadistica.
Nuestros datos estan ampliamente confirmados en un estudio
nacional con un elevado niumero de cepas de todo el pais (350), en
el que se recomienda mantener cefotaxima y vancomicina como

tratamiento empirico inicial hasta conocer los datos microbiologicos.
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Empiema pleural

El empiema pleural es la complicacion mas frecuente de la
neumonia neumococica que se produce cuando la bacteria alcanza
el espacio pleural bien por via hematégena o por extension de la
misma neumonia, ocasionando una reaccion inflamatoria y
acumulacion de pus. En la era pre-antibidtica aparecia en el 5% de
los casos (358). El incremento en la incidencia de empiema infantil
gue se observa en muchos lugares podria estar relacionado a
enfermedad neumococica invasora causada por serotipos no
vacunales emergentes que han sustituido a los de la PCV-7 (312).

A pesar de la proliferacion de publicaciones que corroboran el
aumento de empiema en nifios (359,360), las razones no estan del
todo claras, ya que el incremento comenzé en la era prevacunal en
algunos paises (361, 362,363).

El empiema en nifios es una enfermedad relativamente poco
comun que ocurre en el 0,7% de neumonias (364). En los ultimos
afios sin embargo, pasado un tiempo desde la comercializacion de
la vacuna heptavalente en el aio 2000, cerca del 40% de nifios
hospitalizados por neumonia presentaban empiema como
complicacion del cuadro inicial (311), a pesar de que la incidencia
de enfermedad invasora global ha disminuido (365).

En un trabajo realizado en Espafia en el que participaban 22
hospitales, el empiema paraneumonico representd el 30% de los
cuadros invasores neumococicos detectados en nifios, entre los
afnos 2007 y 2009 (366).

En USA las tasas de hospitalizacion de nifios por empiema se
incrementaron un 70%, pasando de 2,2 por 100.000 en 1997 a 3,7

por 100.000 en 2006, decreciendo en el mismo periodo la
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neumonia, sepsis Yy meningitis por S. pneumoniae (367).
Hendrickson et al. (368), también comunicaron un incremento de
cinco veces de empiema paraneumonico en nifios, comparando
datos anteriores y posteriores la introduccion de la vacuna
heptavalente. También en Utah se constaté un aumento de casos
durante 2001-2004, 71casos/afo frente a 38/casos/afio entre 96 y
2000 (369). Fletcher et al., en el Reino Unido observaron un
incremento de tres veces durante 2003-2004 (370).

En nuestro estudio los casos diagnosticados aumentaron
significativamente de 4 a 29 en nifios entre el periodo prevacunal y
postvacunal, no observandose diferencias en lo referente a adultos,
12 y 10 respectivamente. Por el contrario si se aprecid un
incremento significativo en la incidencia de empiema pleural en
nifos entre los afios inmediatamente anteriores a la vacuna, 96-
2000 y el tramo final de estudio 2007-2010, en que los efectos de
ésta fueron mayores. De 0,63/100.000/personas/ afo, pasamos a
5,45/100.000/personas/afio,P<0,001. Los responsables mayoritarios
del aumento fueron los serotipos complementarios de la PCV-13.
Los datos del primer periodo son parecidos a los publicados por
Espin et al. (371), por esas fechas, en un trabajo realizado en toda
la Comunidad de Murcia, donde de 68 infecciones invasoras
recogidas, solo un aislamiento procedia de liquido pleural.

Las razones de este aumento en nifios no estan claras y podrian
asociarse a cambios en la practica de pediatras que estando mas
sensibilizados actualmente enviaran mas muestras de liquido
pleural a microbiologia, también a cambios de serotipos productores
de empiema propios de distintas épocas, a la utilizacion de

antibidticos y mejoras técnicas diversas. (372). Sin embargo, el
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aumento de casos coincide con la tendencia general ya mencionada
en otros lugares.

La presencia del serotipo 19A de forma destacada en el segundo
periodo, 14 de 43 aislamientos y la ausencia total del primero,
coincidiendo también con datos tanto de Espafia (338), como de
otros paises donde ha emergido a partir de la vacunacion, nos hace
pensar en una muy probable relacion. El segundo serotipo en
frecuencia, el 3, no varid en todo el estudio como ocurre en otros
trabajos (350). Sin embargo el serotipo 1 (4 cepas) en nuestro
caso, no ha aumentado tanto como lo ha hecho en diversas
publicaciones, donde ocupa el primer lugar, incluido algunas
regiones espafolas, como en el trabajo de Obando (373),que relne
datos de Barcelona, Sevilla y Malaga. Alli de 111 cepas
recuperadas el 48% correspondian al 1, seguido por el 7F, 13% y el
3, 11%. En cuarto lugar se situd el serotipo 5, que no aparece en
nuestra serie en ningun tipo de muestra invasora desde antes de
1998. En un estudio realizado en Madrid (366), el serotipo 1 supuso
el 38% de casos de empiema, mientras que el serotipo 19A estaba
mas ligado a infeccidon no respiratoria. El trabajo nacional mas
amplio es el de Fenoll et al. (338), que recoge datos de toda Espafia
desde 1997 a 2008. En el se demuestra una significativa reduccion
de serotipos vacunales a lo largo del tiempo y un incremento
paralelo del 19A en adultos y nifios y del 1 en adultos.

Byington (369), et al., detectaron el serotipo 1 como el mas
frecuente en la era postvacunal, 46% de aislados, seguido del 3,
20% y 19A ,14%. En una publicacion del Reino Unido 18 de 27

empiemas infantiles estaban producidos por el serotipo 1 (370).
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INFECCION INVASORA

La incidencia de enfermedad invasora por neumococo esta
infraestimada en la mayor parte de estudios publicados ya que
hasta hace poco tiempo no se empleaban técnicas moleculares que
tienen una alta sensibilidad que no se altera por la imposibilidad de
obtener muestra adecuada, como en la neumonia, o por la escasez
de la misma en otros casos como la endoftalmitis, o por el
tratamiento antibiético que una alta proporcion de pacientes ha
recibido previamente a su llegada al hospital donde en la practica
totalidad de los casos se realiza el diagndstico.

Resti et al., han comparado en paralelo la eficacia del cultivo y la
PCR en tiempo real (RT-PCT), en una serie de 83 nifios con
neumonia, sepsis-meningitis y artritis, en la que parte de ellos (50%)
habian recibido tratamiento antibiotico antes de su admisién en el
hospital. Los resultados de los cultivos fueron positivos en el 21,4%
de pacientes tratados previamente y en el 46% a los que no se les
habia administrado antibidticos. La técnica molecular fue mas
sensible que el cultivo en cualquier tipo de enfermedad estudiada,
pero particularmente en los pacientes con neumonia, en los cuales
la diferencia fue estadisticamente significativa (374).

También en otro estudio del mismo grupo, afirman que la incidencia
de infeccion invasora en nifios menores de dos afos fue de 11,5 por
100.000/personas afo y 51,8 por 100.000/ personas/afio por cultivo
y PCR respectivamente (375). Estas diferencias son también muy
marcadas cuando la muestra a estudiar es liquido pleural ya que la
presentacion del derrame y su consolidacion tarda un tiempo

durante el cual el paciente ya ha sido tratado con antibidticos,
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convirtiendo el cultivo en una técnica con pobres resultados frente a
la PCR que no se afecta.

Obando et al. (373), demostraron superioridad de la PCR sobre el
cultivo en muestras pleurales, obteniendo un 79% de resultados
positivos con PCR en pacientes con cultivo positivo y un 84% en los
de cultivo negativo. Ademas determinados  serotipos
tradicionalmente sensibles a los antibiéticos como 1, 3, 5, y 7
estaban sobrevalorados en los casos de cultivo negativo de su
serie, poniendo de manifiesto el sesgo que puede producirse en el
namero total de casos y en la distribucion de serotipos. Esta
distribucion con mayor representacion del serotipo 1 detectado por
PCR en los casos de fracaso del cultivo, se contradice con los datos
ofrecidos por Picazo et al. (366), que encuentran este serotipo y el
5 mas frecuentemente entre los cultivos positivos de sus serie, con
una tedrica mejora para el serotipo 1 del 38% al 52,6% y del 5 del
15% al 32,7% si solo se hubieran considerado las cepas obtenidas
a partir de cultivo.

En nuestro estudio solo 16 pacientes se diagnosticaron
exclusivamente por PCR, todos a partir de liquido pleural, y los
serotipo encontrados estaban repartidos entre 1, 3, 19A, 7F y cuatro
no vacunales, que por otro lado también los encontramos al mismo
tiempo y habitualmente en cultivo en los ultimos afios como
consecuencia probablemente del fendmeno de remplazamiento que
se ha producido tras la introduccion de la vacuna PCV-7.

Strachan et al., (376) también confirmaron la superioridad de la
PCR sobre el cultivo para el diagnéstico de empiema en nifios, con
un 21,4% de resultados positivos por el método tradicional y un
62,8% por técnica molecular. Igualmente Tarragé et al.,

demostraron un incremento en los diagnosticos de empiema con
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una PCR que fue positiva en el 87,5% de 88 liquidos pleurales con
cultivo negativo detectando también los serotipos 1, 7F y 3 como
responsables del 34,3%, 10,4% y 11,9% respectivamente. (310).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que anualmente,
mueren alrededor de un millébn de nifios menores de 5 afios de
neumonia, sepsis 0 meningitis neumococica en todo el mundo
(377).

La incidencia de infeccion neumocdcica invasora en nuestro trabajo
se incrementé ligeramente de 8,3/100.000/personas/afio en el
periodo 96-2000, a 8,5/100.000/personas/aino, durante 2007-2010,
considerando solo las cepas aisladas por cultivo.

La incidencia de enfermedad invasora en Europa y USA en nifios
esta entre 8-75 casos por 100.000 de poblacion, mientras que en
los paises en desarrollo es varias veces mas alta, de 100 a mas de
500 casos por 100.000 de poblacién (107,108). En mayores de 65
afnos la incidencia de enfermedad invasora neumococica fue de 48
episodios por 100.000 personas/afio durante el periodo 2002-2009
gue abarcaba un estudio espariol, observandose una reduccion en
serotipos vacunales del 37,2% al 14,6% (313). También en
Portugal se ha comunicado una disminucion de enfermedad
invasora neumococica por serotipos vacunales en adultos con
incremento paralelo por los no vacunales (298).

Los datos de incidencia varian ampliamente dependiendo de
factores tales como la edad, area geografica, raza, nivel economico
y condiciones de base. (107).

Varios estudios de USA posteriores a la vacunacion masiva con la
PCV-7, han probado que la vacuna es segura y eficaz en prevenir la

infeccion invasora en nifios. (378,379).
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En un ensayo llevado a cabo en Inglaterra y Gales en poblacién
general la incidencia de enfermedad invasora neumococica
descendid entre 2006 y 2010, periodo posvacunal, de 16,1 por
100.00 /personas/afio a 10,6/100.000/personas /afo, lo que suponia
una reduccion del 34%. Los serotipos vacunales descendieron en
todos los grupos de edad, 98% en menores de 2 afos y 81% en
mayores de 65. No obstante los serotipos no vacunales aumentaron
68% en el primer grupo y 48% en el segundo. La reduccion en la

poblacién adulta implica un efecto “herd” de la vacuna. (309).

Ensayos realizados con la vacuna de 9 serotipos que aflade el 1y 5
a los de la PCV-7 también han mostrado eficacia en reducir la
mortalidad en niflos de Gambia (380), y la incidencia de infeccion

respiratoria baja en nifios HIV positivos sudafricanos. (381).

RESISTENCIA SEROTIPOS INVASORES

La resistencia antibidtica de S. pneumoniae ha estado durante
muchos afos sometida a un debate intenso, ya que las normas que
se han aplicado para su interpretacion “in vitro” fueron discutidas
desde finales de los ochenta y comienzo de los 90. Por aquellos
tiempos una CMI>0,06 se consideraba se consideraba resistente o
intermedia sin especificar en qué procesos habia que aplicarla.
Pallarés et al., (382), (383) entre otros, comenzaron a publicar datos
de pacientes con infecciones neumocécicas no meningeas,

especialmente neumonias, que respondian al tratamiento con
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penicilina del mismo modo si el neumococo tenia una CMI=2 o si
era mas baja.

También el punto de corte para el tratamiento de meningitis con
cefotaxima ocasion6 discrepancias en funcion de los resultados
clinicos que se obtenian. (384, 203, 385).

Después de mucha controversia se llegé a la publicacién de normas
como las que nosotros hemos considerado (287). Para penicilina
oral se mantienen los valores tradicionales, pero para penicilina
parenteral se consideran resistentes los neumococos con CMI=>8,
para infecciones no meningeas y => 012 en caso de meningitis.
Para cefotaxima-ceftriaxona también se han producido cambios,
<=0,5 sensible para meningitis y <=1 para otras infecciones con una
zona de intermedios en 1 y 2 respectivamente. Muy probablemente
no seran los dltimos cambios en funcion de los resultados que se
vayan obteniendo.

Lo restrictivo de las normas, especialmente para penicilina, origind
una corriente de opinion generalizada en la practica médica que
consideraba que los neumococos no debian tratarse con este
antibidtico, recomendando en muchas ocasiones el uso de
macrolidos y cefalosporinas orales. Estas u(ltimas precisamente
estan influidas por el comportamiento de la bacteria frente a la
penicilina. Asi, si un neumococo presenta un grado de resistencia
intermedio, las cefalosporinas orales se afectan mas y en algunos
casos pierden su eficacia. (386,387).

La aplicacion de unas u otras normas, evidentemente, cambia los

resultados vy dificulta las comparaciones (388).
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Penicilina

Siguiendo las ya comentadas nosotros encontramos un 42,69% de
resistencia a penicilina desglosado en 36,7 para los de resistencia
moderada y 5,99% alta. Las cifras no variaron de forma significativa
entre el periodo prevacunal y el posterior, como ha ocurrido en otros
zonas (389,298) y en contraste con otros trabajos que observan una
reduccion. Asi Hompton et al. (390), la describen tanto en nifios
como en adultos mayores de 65 afos en Georgia, USA. Tyrrel
(189), en Canada y Kemp (391), en Francia también en nifios y
adultos.

Lo que si ha variado en nuestro estudio es la proporcion de
serotipos causantes de resistencia. En la primera fase el 83,7% de
las resistencias se debian a serotipos PCV-7 y solo 1,08% a los seis
complementarios y en la segunda las cifras cambiaron
disminuyendo los primeros y aumentando los segundos
significativamente en ambos casos. Esto es, las resistencias se
mantienen porque se ha producido un “reemplazamiento” o
sustitucion de serotipos y la desaparicion de parte de los antiguos
se ha visto compensada por el incremento de otros nuevos también
resistentes. Especialmente significativo es el caso del serotipo 19A
gue ha experimentado un incremento notable de un periodo a otro y
se ha convertido en el principal responsable del fenémeno. Gertz et
al. (392), en 2007 en una poblacion general de USA con una
resistencia del 26%, observa que el 19A era responsable del 53%
de ella y el resto de no vacunales del 40%. Dos estudios esparioles
corroboran esta situacion en otras zonas del pais. (301).

La proporcion de cepas resistentes no vario entre los dos periodos

para los serotipos de la vacuna PCV-7 ni para los no vacunales,
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pero si que lo hizo de forma significativa la de los complementarios
de la PCV-13 del 2,8% al 31,76%, p=0,0007, a costa principalmente
del 19A como se ha comentado. Este incremento se ha asociado a
la extension de diversos clones resistentes, alguno especifico de
nuestro entorno. (393). El resto de las resistencias a penicilina se
presentaron en los serotipos PCV-7 todavia circulantes
especialmente el 14 del que las 20 cepas recuperadas en la
segunda fase eran resistentes. En los no vacunales los
responsables estaban muy repartidos con solo una o dos cepas en
cada uno. En otros estudios sin embargo se han descrito resistencia
notables en 15A ,23A ,35B y 6C. (392), que nosotros hemos

observado en portadores.

Eritromicina

La tasa de resistencia a macrolidos es incluso mas alta que la de
penicilina en estudios de Espafia y otros paises de Europa como
Grecia, Francia, Portugal y Polonia. (394,395).

La eritromicina ha sufrido menos cambios de normas de
interpretacion, por lo que la comparacién con otros trabajos es mas
sencilla. En un proyecto de vigilancia internacional en 2003-2004,
37,2% de los aislados eran resistentes a eritromicina observandose
importantes diferencias geograficas (396). El 32,4% de nuestras
cepas presentaban resistencia a eritromicina, con aumento durante
la segunda fase pero sin significacion estadistica, incluso en
relacion al periodo final 2007-2010.

Por edades se produjo un descenso significativo entre la poblacién
infantil, como ya se ha descrito en nifios menores de dos afios
(397).
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La proporcion de cepas resistentes no vari0 para los
representantes de las dos vacunas, pero habia una tendencia al
alza. Sin embargo si que se alcanzaron diferencias significativas en
los no vacunales, p=0,05. Liu (398), en Pensilvania también
encontré un incremento de resistencia a eritromicina, al tiempo que
descendia la de penicilina. También RichterCID2009 185 informd
de incrementos, igual que Horacio en Portugal en poblacion adulta.
(298).

Estos resultados contrastan con datos de Alberta, Canada (189),
donde se observd un descenso en la resistencias tanto a
eritromicina como a penicilina tras la introduccion de la vacuna y en
otros espafioles en que las tasa de infecciones invasoras por cepas
resistentes se mantuvo estable (300, 396).

El porcentaje de resistencia a eritromicina debido a serotipos de la
PCV-7 disminuyd significativamente, p=0,003, al tiempo que
aumentaba el de los representantes de la PCV-13, p=0,0004, sin
gue variase la de los no vacunales. Esto supone que el descenso
de los serotipos prevacunales resistentes ha sido compensado por
la aparicion de otros que cubre la PCV-13, especialmente de nuevo
el 19A, responsable de gran parte de infecciones postvacunales con
neumococos resistentes de este grupo. Este hecho se repite en
otros estudios (184, 338,398).

De la revision de las CMI obtenidas frente a eritromicina, podemos
intuir que la mayoria de cepas presentaban el mecanismo de
resistencia ligado al gen ermB, puesto que la poblacién con
CMI>16-32 era predominante y este es el fenotipo que se asocia a
él. No obstante en algunos casos la resistencia alta puede deberse
a una combinacion del gen anterior con los del grupo mef. En

Espafia y otros paises europeos predomina el primero que afecta a
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la metilasa y produce resistencia cruzada a macrolidos lincosaminas
y estreptograminas (397, 399, 400) y va asociado frecuentemente a

resistencia a tetraciclina (401,397).

Cefotaxima

Con las normas restrictivas aplicadas, frente a cefotaxima
observamos una resistencia del 18,8%, sin que hubiera diferencias
al comparar época o edad. Tasas similares se han publicado tras la
vacunacion, en Francia (391) y Canada (311).

En cuanto a serotipos destacan las resistencias de los vacunales,
especialmente el 23F, 76%, y entre los no vacunales la mitad de las
cepas del serogrupo 15y un 22% del 19A.

Cabe destacar que 48 aislados estaban situados justo en el punto
de corte elegido por nosotros, lo que resulta preocupante, ya que en
las infecciones meningeas estaria en el limite de seguridad
establecido y cualquier diferencia metodoldgica podria inclinar esas
cepas hacia el lado de dudoso éxito terapéutico.

Solo 3 cepas tenian CMI=2 que las define como intermedias y
ninguna 4 o mas que describe a las resistentes, resultado similares
a los ofrecidos en un estudio del Reino Unido (402).

En definitiva la resistencia a cefotaxima en nuestro ensayo no debe
ser motivo de preocupacion en lo referente al tratamiento de
infecciones no meningeas puesto que respetando las normas
actuales no encontramos ninguna cepa resistente. Sin embargo,
junto a la resistencia observada, 18% debemos recordar el elevado
namero de cepas que estan en una CMI=0,5, lo que sugiere seguir
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las recomendaciones de tratamiento combinado con vancomicina
hasta conocer los datos referentes a cefotaxima.

En el caso de las cefalosporinas orales la cuestién es distinta, ya
gue cono se ha comentado presentan menor actividad que
cefotaxima y se afectan facilmente con el aumento de CMI a
penicilina (386,387).

Tetraciclina y cloranfenicol

Estos dos antibidticos son poco utilizados en nuestro pais,
especialmente el segundo que practicamente ha desaparecido,
aunque puede ser una alternativa en infecciones graves en otros
paises

Probablemente como consecuencia del bajo uso entre otras
razones, se ha producido un descenso estadisticamente
significativo en las resistencias entre las dos fases, tanto para
tetraciclina como para cloranfenicol. La mayoria de cepas
resistentes a tetraciclina también lo eran a eritromicina porque los

genes de resistencia viajan en los mismos transposones (396).

Resistencia combinada

En el primer periodo un 26% de cepas presentaban resistencia
combinada penicilina- eritromicina, principalmente entre los
serotipos vacunales y el serogrupo 15. La cifra en la segunda parte
no varig, aunque a los serotipos de la PCV-7 se sumaron 6A y 19A,
este ultimo en primer lugar. Tasas de resistencia a eritromicina
mayores entre las cepas penicili-R que entre la penicilin-S son
habituales. (397).
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La resistencia a eritromicina en cepas sensibles a penicilia fue
moderada, predominando los serotipos 6A y 19A y casi ausencia de
los vacunales.

No encontramos ningdn neumococo resistente a linezolid,
rifampicina, vancomicina y levofloxacino, aunque de este Ultimo
circulen cepas en comunidades cercanas desde que se generalizd
Su uso. (403,404).

En resumen, los cambios observados en las resistencias en nuestra
Comunidad parecen estar relacionados al uso de la vacuna
heptavalente, aunque otros factores, tales como la presion
antibidtica y la emergencia y extension de clones resistentes
puedan también influir.

La aplicacion de una nueva vacuna que protege frente a trece
serotipos, probablemente estara ejerciendo su influencia sobre la
situacion de serotipos y resistencia actuales por lo que sera

necesario seguir realizando estudios de vigilancia.
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Segunda Parte

ESTUDIO DE PORTADORES
NASOFARINGEOS DE
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
EN LA REGION DE MURCIA



INTRODUCCION

S. pneumoniae es el principal agente etiologico de infeccion
invasora en niios, particularmente en los menores de cinco afnos y
en personas ancianas (95). La nasofaringe es el nicho donde se
asientan los diversos serotipos de neumococos existentes,
colonizandola durante periodos variables y sirviendo como punto de
partida para producir infecciones. De hecho la enfermedad
neumococica va siempre precedida por la colonizacion con la cepa
homdloga (66). Ademas, la colonizacion da lugar a la extension
horizontal del microorganismo dentro de la comunidad, como puede
observarse por ejemplo en hospitales, guarderias, recintos militares
o prisiones, donde la acumulacion de personas favorece la
transmision de cepas (405, 406, 407,408). Los niflos pequefios
presentan la incidencia mas alta de colonizacion, considerandose
este grupo como el principal vector para la diseminacion horizontal
en la comunidad (409).

La aparicion reciente de nuevas vacunas conjugadas ha contribuido
eficazmente a prevenir infecciones invasoras en nifios, (410)
manifestando ademas un efecto protector contra infecciones de las
mucosas tal como la otitis media aguda, una entidad frecuentisima
en esta poblacion (411,410).

No obstante, estos efectos beneficiosos se han visto obstaculizados
por el “remplazamiento”, sustitucion, en la nasofaringe, de los
serotipos vacunales por otros distintos como consecuencia de la
vacunacion. (412,413).

En nuestro pais, en el afio 2001, cuando se introdujo la PCV-7,

solamente se habia realizado un estudio de colonizacion en
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escolares de 6 anos (414). Este hecho, unido a la controversia
creada en algunas comunidades como la nuestra, acerca de sus
indicaciones y la no inclusion en calendario oficial, con la excepcion
de Madrid en 2006, conlleva que las coberturas vacunales fueran
dispares y estimadas, por lo que los cambios ocurridos en los
portadores sanos, podian ser variables en las distintas
comunidades. Se hacian necesarios nuevos estudios de portadores
previos a la introduccion de las nuevas vacunas conjugadas
decavalente y trecevalente, con aumentos en la cobertura de los
serotipos causantes de enfermedad invasora. Un conocimiento
previo de la situacion era, pues, imprescindible para poder evaluar
los posibles cambios que se produzcan en los portadores y su

incidencia sobre la enfermedad invasora.

OBJETIVOS

1.-Conocer el porcentaje de portadores nasofaringeos en la
poblacion pediatrica de nuestra comunidad y su relacion con edad,
sexo, estacion y estado vacunal.

2.-Estudiar la evolucién de los distintos serotipos que colonizan a
dos cohortes de nifios de uno y cuatro afios en nuestro medio tras
la vacunacion con PCV-7, comparandolos con datos previos.
3.-Analizar los patrones de resistencia de las cepas obtenidas de

portadores.
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4.-Definir la cobertura de la nueva vacuna PCV-13 y saber si
nuevos serotipos fuera del alcance de ésta podrian estar

colonizando a los pacientes.

MATERIAL Y METODOS

A través de una convocatoria de la APERMAP (Asociacion de
Pediatria Extrahospitalaria y Atenciéon Primaria de la Region de
Murcia) se han incorporado al estudio 60 pediatras que, de forma
voluntaria, han querido participar en él. Por otra parte se solicito la
colaboracion y participacion de los distintos servicios de
microbiologia de los hospitales publicos para los que teniamos
pediatras que participaban en el proyecto y que podian remitirles
sus muestras, incorporandose todos al mismo.

Hemos dividido el niumero de pediatras participantes por areas
hospitalarias en funcion de la poblacion que representan,
intentando, dada la voluntariedad de la participacion, que esté
representada toda la poblacién con el siguiente reparto: Cartagena-
Mar Menor H U. Santa Lucia 13 pediatras y hospital Los Arcos 7
pediatras; en Murcia el H.U. Virgen de la Arrixaca 10 pediatras, el
H.U. Morales Meseguer 10 pediatras y el H U Reina Sofia 8
pediatras; en Lorca el H U. Rafael Méndez 7 pediatras H; y en Yecla
el H. de Yecla 5 pediatras. Quedan excluidos del estudio, por falta
de pediatras interesados las areas correspondiente a los hospitales

de Caravaca y Cieza que entre ambos suponen aproximadamente
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el 10% de la poblacién de la comunidad, lo que no interfiere en la

validez de los resultados.

Mapa de las areas cubiertas por el estudio

ANDALLCIA

DISENO

Estudio multicéntrico transversal.

Criterios de inclusion: Nifios de 12 meses (10-14 meses) y de 4
afnos (3,5-4,5 afios) vacunados o0 no, con vacuna antineumocécica
conjugada heptavalente (PCV-7).

Criterios de exclusién: se excluyeron aquellos sujetos que

presentaban proceso infeccioso respiratorio agudo febril, y
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enfermedades cronicas de base como cardiopatias congénitas con
repercusion hemodindmica, fibrosis quistica, portadores de

tragueotomias o inmunodeprimidos.

RECOGIDA DE DATOS

Se realiz6 en dos fases:
e 15 de junio- 15 de agosto de 2009, que denominaremos
“verano o 2009”
e 15 de enero- 15 de marzo de 2010, que denominaremos

“invierno o0 2010”

Tras explicacion verbal, se recogié consentimiento informado y se
realizdé un cuestionario, que incluia los siguientes datos: centro de
salud, fecha de recogida, edad, sexo, vacunacion antineumocécica,
lactancia materna y factores de riesgo como
escolarizacion/asistencia a guarderia, antibioticos en el ultimo mes,
padre fumadores y numero de hermanos. Se consideraron como
vacunados a los de un afio con al menos dos dosis de vacuna
conjugada heptavalente y a los de cuatro afios con al menos dos
dosis habiendo recibido una de ellas después del afio de edad. La
informacion se recogié de forma preferente de la historia clinica y
solo de informacion verbal de los padres si no existian datos en la
historia. ElI proyecto fue aceptado por la Fundacion para la
Formacion e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia (FFIS)
y becado por el programa “Proyectos Fundacion Cajamurcia” con la
beca FFIS/CM09/037.
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Procesamiento microbiologico de las muestras

Muestras

La toma de las muestras, exudado nasofaringeo, se realizd
mediante torunda pernasal flexible, de acuerdo a procedimiento
estandar, por personal de enfermeria de las consultas de pediatria
de cada centro. Se remitieron a su hospital de area, en medio de
trasporte, donde se sembraron en placa de agar-sangre e incubaron
durante 24-48 horas en atmosfera de CO2 (5-10%) a una

temperatura de 37 ° C.

Identificacidon Bacteriana

La identificacion del neumococo se efectué mediante la morfologia
de la colonia, alfahemolisis en agar-sangre y sensibilidad a la
optoquina. Tras su aislamiento e identificacion preliminar, todas las
cepas se enviaron al Hospital Virgen de la Arrixaca donde se
completé su identificacion mediante solubilidad en sales biliares,
optoquina y aglutinacibn en caso necesario. Posteriormente se
congelaron en skin milk a -80°C. Una vez terminada la recogida de
muestras, se descongelaron las cepas resembrandose nuevamente
en agar-sangre para realizar el estudio de sensibilidad, el serotipado
presuntivo y el envio al Laboratorio Nacional de Referencia de
neumococos de Majadahonda, Madrid, donde se procedi6 al

serotipado definitivo por el método de Quellung.

123



Estudio de sensibhilidad

Se realiz6 por el método de difusion de gradiente en medio sélido
mediante tiras de E-test (bio-Meriux), en placas de Muller-Hinton
sangre, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Brevemente, Tras dos resiembras de la cepa a testar en agar
sangre de caballo, se prepar6é un indculo equivalente a 0,5 de la
escala de Mc Farland. Se sumergié una torunda en la suspension
exprimiendo el contenido en las paredes del tubo y posteriormente
se sembr6 en sdbana en una placa de Muller-Hinton sangre en tres
direcciones. Tras dejar secar unos minutos se colocaron tiras de E-
test de peniclina y cefotaxima. En otra placa igual se aplicaron
discos de los restantes antibidticos ensayados (eritromicina,
clindamicina, vancomicina, linezolid, rifampicina y levofloxacino).
Ambas placas se incubaron en CO2 a 37°C durante 24h. Las
lecturas se hicieron midiendo los puntos de corte de las tiras o
discos siguiendo las recomendaciones del CLSI 2010 (287), para su
interpretacion. Como cepa control se utilizd, S. pneumoniae ATCC
49619 de forma habitual en los distintos dias en que se realizaron
las pruebas. Para la penicilina y cefotaxima se aproximo la lectura a

la dilucién doble siguiente, en caso necesario.
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SEROTIPADO PRELIMINAR

El serotipado preliminar se llevd a cabo mediante el Pneumotest-
latex. (Statens Serum Institut, Coopenague, Dinamarca). Este es un
simple procedimiento de latex aglutinacion para
serogrupado/serotipado de S. pneumoniae. Las cepas son
clasificadas como serogrupo, serotipo o pertenecientes a un pool. El
reactivo viene en envase listo para usar y permite la clasificacion del
90-95% de neumococos aislados de pacientes.

El kit contiene 14 viales con particulas de latex ligadas con
antisueros neumococicos obtenidos en conejos. La reactividad
cruzada se ha eliminado por absorcion. Junto a los reactivos e
instrucciones de manejo se facilita una carta de interpretacion
segun los resultados de los diferentes viales.

La reaccion puede llevarse a cabo a partir de un cultivo en Todd-
Hewitt de una noche de incubacion o directamente de colonias
recientes de placas de agar sangre. Nosotros utilizamos este
segundo procedimiento. Para ello se colocaron 10 microlitros de
buffer fosfato en el circulo de una tarjeta cerca de la gota de latex y
una colonia de neumococo en la gota de buffer. A continuacion se
mezclaron las dos gotas extendiéndolas para cubrir todo el circulo.
La tarjeta se rotd durante 5-10 segundos observando en busca de
aglutinacion. Se repitidé la operacion con los latex adecuados y se
procedid a la clasificacion con la carta correspondiente facilitada por

el fabricante.
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PORTADORES PREVIOS A 2001

Durante el periodo 1998-1999 recogimos muestras nasofaringeas
de nifios que visitaron las consultas ambulatorias de pediatria del
area de influencia de nuestro hospital en el marco de un estudio que
se inici6 para comparar resistencias a eritromicina con cepas
invasoras. Los nifios eran menores de cinco afios y no debian
presentar enfermedad respiratoria en el momento de la recogida ni
tener enfermedades de base o ingresos previos en los dos ultimos
meses. De ese grupo pudimos recopilar 132 cepas de neumococo a
los que se les determin0 el serotipo-serogrupo y la resistencia
antibidtica frente a eritromicina por el método de dilucién en agar.
Posteriormente las cepas que se mantenian congeladas, se
resembraron para estudiar la sensibilidad por el método de E-test
frente a diversos antibidticos entre ellos penicilina y cefotaxima.
Estos datos los emplearemos como referencia de las resistencias y
serotipos de portadores anteriores a la vacunaciéon. En el apartado

de resultados se incluyen dos tablas.

METODO ESTADISTICO

Se ha realizado una estadistica descriptiva de cada variable
obteniendo la distribucion de frecuencias absoluta y relativa de cada
una de ellas.

Las comparaciones entre grupos y las relaciones entre datos
cualitativos se realizaron mediante un analisis de tablas de

contingencia con el test de la x>
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De Pearson, complementado con un andlisis de residuos para ver el
sentido de la diferencia/ dependencia.

Cuando el numero de casos era insuficiente los valores de la
significacion (p) se obtuvieron aplicando el test exacto de Fisher
(TEF).

Resultados

De todas las variables estudiadas, nos centraremos exclusivamente
en los datos relacionados con, edad, sexo, estado vacunal,

estacion, serotipos y resistencias, prescindiendo del resto.
Serotipado preliminar

Empleando el método Pneumotest-latex, (Statens Serun Institut,
Dinamarca), clasificamos los neumococos de forma rapida, llegando
hasta la categoria de serogrupo en la mayoria de casos segun el
esquema de trabajo que el fabricante presenta. Estos resultados no
pudieron completarse para llegar a la subdivision en serotipos
porgue necesitAbamos sueros adicionales especificos para realizar
la reaccion de Quellung y dado el elevado importe que tenian no
pudimos cubrirlo con la asignacion de la beca solicitada. Por ello se
completd su clasificacion en el Centro Nacional de Microbiologia de
Majadahonda.

No obstante, debemos sefialar que aproximadamente un 10% de

nuestros resultados fueron corregidos por los datos del laboratorio
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de referencia. Esta discrepancia, en nuestra opinién, puede deberse
a dos causas, la primera la obsesion por ahorrar reactivos debido a
su coste que pudo hacernos dar por definitivos algunas
aglutinaciones prematuras, y la segunda la existencia de co-
colonizaciones que nosotros no contemplamos inicialmente por
considerar que las cepas procedentes del resto de hospitales
venian puras. Ninguna de las dos circunstancias pudimos

comprobar por agotamiento de los reactivos y el presupuesto.

Serotipos de portadores

Un total de 1563 nifios participaron en el estudio de portadores,
controlandose 833 en verano, 2009, y 730 en invierno, 2010. La
cohorte de 1 afo estaba formada por 729 y la de 4 anos por 834. El
grupo masculino reunia 806 personas y el femenino 757. Se aislo
neumococo en 488 muestras lo que supuso un porcentaje global de
portadores del 31,22%. Tabla 1.

Encontramos diferencias significativas entre los aislamientos de
verano e invierno, 24,60%, frente 38,76%, respectivamente,
p<0,00001, considerando la poblacibn en conjunto y también si
separabamos por edad. Tabla 2. En el grupo de 4 afios y en el de
nifas, las tasas de recuperacion fueron también superiores pero sin
alcanzar significacion estadistica. Tablas 3y 4.

Los resultados respecto al estado vacunal pueden verse en la tabla
5. Consideramos como vacunados todos aquellos que habian
recibido al menos una dosis de PCV-7, ya que los datos no

cambiaban si teniamos en cuenta otras dosis. Entre estos ultimos,
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de 964 pacientes recuperamos 283 neumococos, 29,35%, y de los
598 no vacunados, 205, que representan un 34,28% p=0,041.
Comparando edad y estado vacunal las diferencias seguian siendo
significativas en la cohorte de un afio, p=0,026, pero no en la de
cuatro, p=0,51. Tabla 6.

De todos los neumococos aislados, 488, perdimos 121 cepas por
diversas circunstancias como, rotura de congelador, contaminacion,
muerte en alguno de los traslados etc. Por ello al hablar de
serotipos tomaremos 343 como cifra de referencia y de resistencias
367.

La distribucion por serotipos esta en las tablas 7A y 7B. En ellas
podemos ver que se identificaron 34 serotipos diferentes, cubriendo
el 83,38% los doce mas frecuentes. El orden en cuanto al nUmero
de aislamientos fue 6A (10,49%), 19A (9,03%),15A, 23B y 11A
,Siguiéndoles a continuacion varios con un 4,66%.

Recuperamos 44 cepas, 12,8%, incluidas en la vacuna PCV-7
repartidas entre cuatro serotipos, 14 y 23F (16 cepas cada uno),
19F, 10 y 6B, 2. Otros 83 aislamientos, 24,19%, se distribuian entre
los 6 complementarios de la PCV-13, destacando los serotipos 6A y
19A con 36 y 31 cepas respectivamente. Sumando ambos grupos
se obtienen 127 aislados que quedarian cubiertos por la PCV-13, lo
gue supone un 37,02% de cobertura. Tablas 7A ,7B y 8.

Respecto al estado vacunal, observamos que 19 cepas
pertenecientes a la PCV-7 se aislaron a partir de pacientes
vacunados y 25 de no vacunados p = 0,036. Entre los serotipos no
vacunales las diferencias mas acusadas las encontramos en el 6A,
con un 7,07% de recuperaciones procedentes de vacunados y un

15,77% de los que no habian recibido ninguna dosis, p = 0,016.
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Entre los de la PCV-7 la disminucion del 14 también fue
significativa, p =0,028. Tabla 9.

Comparando los serotipos mas frecuentemente aislados en este
estudio con los responsables de infeccion invasora en el periodo
2007-2010, Tablal0, podemos comprobar que el 19A ,6A ,y 14
tienen un nivel de representacion en ambas series destacado. Sin
embargo, llaman la atencién en sentido contrario 15A, 23B, y 6C
gue se encontraron entre los habituales de la nasofaringe de los
nifios y apenas aparecieron en la serie de invasores. Todavia mas
llamativos son 11A y 15B que representan el 6,10% y 4,66% de los
portadores y no aparecen en ningun caso de los invasores. Las
diferencias fueron significativas para 19A , mas invasor y 15A, 23B,
11A, 6C y 15B mas colonizadores. Por otro lado, no se recuperaron
cepas del serotipo 1 a pesar de estar produciendo infecciones
invasoras por esa época. Algo parecido sucedio con el 7F del que

solo se aislaron dos cepas de las 343 de portadores.

Resistencia en portadores

En este apartado utilizaremos dos cifras de referencia, 343 cuando
intervienen las cepas serotipadas con antibiograma y 367 si no
influyen los serotipos

Penicilina

La resistencia global de las 367 cepas ensayadas en el estudio de
portadores de 2009-2010, fue del 28,06%.
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En latabla 11, podemos ver la comparacion de resistencias entre
los 132 casos previos a la vacuna y los 343 del trabajo llevado a
cabo entre 2009 y 2010. El descenso es muy acusado entre los dos
estudios, disminuyendo los moderadamente resistentes de 59,5% a
27,52, p<0,001, y los resistentes de 15,9 a 0,54%, p<0,001.

Los principales serotipos implicados en la resistencia de los
portadores de 2009-2010 pueden verse en la tabla 12. El 19A con
un 54,8%, se encontraba a la cabeza, seguido del 15A y 6A. Otros
serotipos también con resistencia, tabla 13, pero con pocas cepas,
estaban representados por 14, (14 de 16), 19F, (6 de 10) y 23F (3
de 16) que junto con una de dos cepas del 6B, totalizaban 24 de
las 44 pertenecientes a la PCV-7, 54,05% de resistencia. Entre los
no vacunales destaca el 35B con 10 de 14 aislamientos no
susceptibles y los no tipables 8 de 17.

En esta serie habia dos aislamientos con CMI= 2, y 101 con
resistencia moderada. Si restamos diez no serotipados, un 25,80%
correspondian a serotipos de la PCV-7, 29,03% a los seis
complementarios de la PCV-13 y el resto, 45,16% a no
vacunales.Tablal4.

Entre los portadores anteriores a 2001 el serotipo 14 fue el mas
resistente 100%, teniendo que referirnos a serogrupos en los casos
gue le siguen 23, 6 y 19 con cifras porcentuales de 91, 86 y 78
respectivamente. Tabla 15. En conjunto estos descritos
representaban >80% del total de la serie.

En el estudio de 2010 no encontramos diferencias significativas en
la resistencia a penicilina en los grupos de vacunados-no
vacunados, verano-invierno y nifios-nifias. Sin embargo si que
existian al comparar la cohorte de 1 afio, 33,75%, con la de 4 afios,
23,78%, p = 0,036.Tablas 15, 16, 17, 18 y 19.
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Eritromicina

La resistencia en portadores descendié de 59,8% antes de 2001 a
45,77% en 2009-2010, p<0,001. Tablall. Por serogrupos destacan
6, 19 y 23 en la primera fase con cifras superiores al 50% en los
tres casos (Tablal5) y 15A,11A, 19A, 6C, 6A, y 15B, cuya
resistencia oscilaba entre el 84% del primero y el 31,25% del dltimo,
en la segunda fase, Tabla 12. Otros con menor niamero de cepas
gue también tenian resistencias en este periodo fueron, 33F (7 de
7), 23A (9 de 14) y no tipables, (10 del7), Tablal3.

La proporcion de cepas resistentes entre los serotipos PCV-7 fue
del 68%5, la de los complementarios de la PCV-23 del 46,9% vy la
de los no vacunales del 43%.

De los 343 aislamientos conseguidos entre los portadores de

2009-10, 162 eran resistentes a eritromicina, de ellos el 18,51%
pertenecian a la primera vacuna, un 24,07% a los seis serotipos
complementarios de la segunda y un 57,40% a un grupo que no
cubren ninguna de las dos. Tabla 20.
No encontramos diferencias significativas en la resistencia a
eritromicina en los grupos de vacunados-no vacunados, edad 1 o 4
afios y verano-invierno. Si que existian en la cohorte nifio-nifas,
38,88% frente a 52,68% respectivamente, p = 0.008. Tablas 16, 17,
18y 19.

La resistencia a clindamicina se detectdo en 110 cepas, 29,97%,
destacando los serotipos 19F y 33F en los que todas las cepas eran
resistentes, 10 y 7 respectivamente, el dltimo de ellos con
susceptibilidad total a penicilina. También es de destacar el 15A

con 18 de 25 aislamientos resistentes.
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Cefotaxima

En los portadores del primer periodo, las resistencias (CMI>0,5),
estaban representadas en los serogrupos 23, 14, 6 y 19, oscilando
del 72,2% al 26,3%, Tablal5. La resistencia global se situé en
32,5%. La disminucion con respecto al segundo periodo, 5,99%, fue
estadisticamente significativa, P<0.001. Tablall.

En el estudio de portadores de 2009-10 solo encontramos 22 cepas
con CMI>0,5, (5,99%) de las que un 63,6% pertenecian a serotipos
de la PCV-7, (10 de ellas al 14) y el resto se repartian entre no
tipables, PCV-13 y no vacunales.

Solo 2 aislados presentaban una CMI=2 y ninguna superd esta
cifra, no acercandose por tanto a la resistencia real en infecciones

no meningeas.

Resistencia combinada

De las 103 cepas no susceptibles a penicilina, 69 presentaban
resistencia a eritromicina, perteneciendo la mayoria de ellas a los
serotipos 19A, 12 cepas, 15Ay 14, 11 cada uno.Tabla 21. También
en este grupo, 17 aislados eran a su vez no susceptibles a
cefotaxima (CMI>0,5), con representantes de los serotipos 14, 19F
y 23F entre los vacunales y 15A ,19A y NT entre los no vacunales.
De los 254 neumococos sensibles a penicilina, 78 se consideraron
resistentes a eritromicina, (21,25% sobre 367) con representacion
de 20 serotipos distintos, destacando 15A ,11A ,19A ,23A ,6Ay 6C.
Tabla 22.
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Para clindamicina encontramos 60 cepas susceptibles dentro del

grupo de 168 resistentes a eritromicina.

Resistencia a linezolid, levofloxacino, rifampicina y vancomicina.

Frente a estos antibiéticos no se detectd ningun aislado, de toda la

colecciodn, resistente.
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Discusion

Serotipos Portadores

Ocho afios después de la introduccion de la vacuna conjugada
heptavalente en nuestra Comunidad el porcentaje de vacunacién
alcanz6 al 61,6% de la poblacion pediatrica estudiada. Con esa
base obtuvimos un 31,2% de portadores, cifra similar a otros
trabajos espafioles realizados tras la vacunacion, como el de Garcia
Vera en Zaragoza,(415), 30,7%, con una cobertura vacunal del
66%, Obando (416) en Sevilla, 33%, y Sanchez Tatay (417) en
Barcelona, 31%, y también de otras zonas geograficas como el de
Wroe, (418), en Massachussets, 29%. No obstante, las cifras de
portadores estan influenciadas por diversos factores como,
variaciones geogréficas, estacionales, como hemos comprobado en
nuestro trabajo, edad, condiciones socioeconomicas Yy
principalmente la metodologia empleada. (61, 62,63,). Aislados con
baja densidad pueden ser mas facilmente detectables usando
técnicas de PCR (61, 62,63), que permiten ademas identificar co-
colonizaciones. En nuestro caso no dispusimos de este método y
también sufrimos el inconveniente de no centralizar las muestras
inicialmente en un solo laboratorio conservandolas en medio liquido
congelado como se recomienda internacionalmente (54), al carecer
del presupuesto necesario.

Los resultados equivocos obtenidos con algunos aislamientos por
latex-aglutinacion, podrian estar relacionados con co-colonizaciones

que en ese momento no detectamos puesto que los ensayos se
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hicieron sobre muestras llegadas desde diversos laboratorios y
debido al elevado coste de los reactivos la primera aglutinacion
obtenida con dos sueros polivalentes combinados se dio por buena.
Posteriormente el envio al Centro Nacional de Microbiologia de
Majadahonda, si se hizo en placas obtenidas a partir de una colonia
y el método de Quellung funcioné correctamente.

En cualquier caso la colonizacion y co-colonizacion son fenbmenos
dindmicos, variando en el mismo paciente el serotipo o serotipos de
la nasofaringe en funcion del tiempo con relativa facilidad (47). Otro
factor que puede interferir es la fase en que se encuentre la
vacunacion en el momento de realizar el estudio, como se ha visto
en alguna publicacion(419), en que mas de la mitad de nifios
estaban todavia colonizados por serotipos de la PCV-7 debido a la
precocidad en la recogida de muestras tras la vacunacion.

Valente et al, (420) , han demostrado una disminucion significativa
de colonizaciéon asociada a la implantacion de la PCV-7, entre nifios
vacunados,8%, y no vacunados 18,3%, y también respecto a los de
la era prevacunal, 17,3%, sugiriendo ademas que se debe a una
distribucion asimétrica de los serotipos no vacunales encontrados
entre muestras con una y varias cepas, proponiendo que en la era
postvacunal, algunos serotipos prevalentes no vacunales son mas
competitivos que otros, dificultando su coexistencia en el mismo
nicho. Este descenso segun ellos, puede tener influencia en la
transferencia horizontal de genes, por ejemplo de resistencia, que
supondria un nuevo beneficio potencial de las vacunas conjugadas
(420).

Los datos de colonizacion de nuestro estudio han variado también
entre las diferentes areas de salud (hospitales), alcanzandose en el

nuestro las cifras mas altas de portadores, por ejemplo, 34,6% en

159



invierno en Lorca, y 62% en la misma época en la zona cubierta por
nuestro hospital, sin que encontremos una explicacion légica. En
relacion con el periodo de recogida encontramos diferencias
significativas, incrementandose claramente los portadores en
invierno tanto en la poblacién de 1 afio, 23,7% a 35,7%, como en la
de cuatro anos 25,3 a 41,4%, datos similares a los de Lacksman et
al. (421).

Respecto al estado vacunal la tasa de colonizados oscilé entre el
29,3% de los vacunados y el 34,2% de los no vacunados, p =.
0.041. Si afadimos la edad, la poblacion de un afio vacunada
presentd una colonizacion del 26,6% y la que no habia recibido
ninguna dosis del 34,5% p<0,05. En la de 4 afios la diferencia fue
menor, 31,9% y 34,1%, sin significacion estadistica. SGnchez- Tatay
et al, (417) no encontraron diferencias significativas en la tasa de
portadores entre los nifios que habian recibido al menos una dosis y
los que no recibieron ninguna.

En cuanto a la edad y sexo el nimero de portadores fue mayor en
los de 4 afios y en nifias pero sin significacion estadistica. Ansaldi
et al (422), empleando PCR en una poblacion con el 97,8% de
cobertura vacunal, encontraron mayores incrementos de
colonizacion respecto a la edad, del 22% en los de 1 afio al 48% en
los de 2 y al 60% en los de 2 a 5. En otro estudio sobre un grupo
con vacunacion total, un 8% de niflos de 11 meses estaba
colonizado con serotipos de la PCV-7 frente al 4% de los de 24
meses. Sin embargo con los serotipos no vacunales la proporcion
de colonizados ademas de ser mucho mayor se invertia, 39% y
45% respectivamente (423).
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De las 343 cepas serotipadas, 44 correspondian a componentes de
la PCV-7 lo que supuso un 12,8% cifra ligeramente superior a la de
Garcia Vera et al. (415), 8,7%, con un porcentaje de vacunacion
similar e inferior a la de Sanchez-Tatay (417), 23%, respecto a
estudios nacionales. La tendencia en la mayoria de publicaciones
es hacia la desaparicion de los serotipos vacunales a medida que la
tasa de vacunacion aumenta (418, 424, 425). En otro trabajo
nacional el riesgo de ser portador de serotipos PCV-7 en vacunados
fue del 7% frente 29% en los que no recibieron vacuna (416).

En nuestro caso 19 cepas de componentes de la PCV-7 se aislaron
de 198 pacientes vacunados, 9,59%, y 25 de 145 sin vacunar,
17,2%.

Siguiendo la toénica general observamos un fendmeno de
‘remplazamiento” en el que los serotipos no vacunales han ocupado
el nicho dejado por los anteriores (425, 423, 348, 426). En un
estudio de Hong Kong se comprobd la desaparicion de serotipos
PCV-7, afirmando que la vacunacion fue la Unica causa asociada,
después de un analisis multivariante (427).

Los serotipos mas aislados en nuestra serie fueron en orden
decreciente, 6A ,19A ,15A, 23B, 11A y 6C que sumaban mas del
45% de los recuperados. En otras series los datos son similares
(418, 427, 415, 425), aunque se aprecian diferencias puntuales en
algunos casos debido probablemente a variaciones geograficas,
clones circulantes, resistencias etc. Como ejemplo podemos citar la
presencia destacada del serotipo 5 en un estudio del norte de Italia
(422), que no aparece en nuestra serie y el predominio del 22F en
el sur de Inglaterra y Canada (348,297), que para nosotros ocupaba

un lugar secundario.
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El serotipo 6A que fue el mas aislado, presentd diferencias
significativas, respecto a su aislamiento a partir de nifos
vacunados, 7,07%, o no vacunados, 15,7%, indicando la existencia
de inmunidad cruzada con el 6B como también se ha apuntado en
otros trabajos (423, 428).

El serotipo 19A ocupoé el segundo lugar y es igualmente destacado
en practicamente todas las series publicadas. Su incremento se ha
relacionado con haber recibido 3 dosis de vacuna frente a ninguna
(429) y con la diseminacion de determinados clones (430).

Los cambios ocurridos en la prevalencia de de serotipos pueden no
ser debidos totalmente al azar, sino relacionados con la capsula y
su tamafio, lo cual esta asociado a su coste metabodlico (431).
Neumococos con grandes capsulas tales como 19A,11A,10A y 35F
colonizan mas frecuentemente a nifios jovenes (431). Estos
serotipos altamente encapsulados y que colonizan con frecuencia
presentan tasas mas altas de mortalidad en personas sanas
mayores de 5 afos, comparables a los antiguos, tales como 19F y
6B (109). Por ello el “reemplazamiento” en portadores podria
causar igualmente enfermedad severa y reducir el beneficio de la
vacuna, especialmente en los ancianos y enfermos cronicos (432),
aunque otras causas, como genética, presencia de clones
resistentes y caracteristicas de la poblacion también contribuyan
(433,185).

De los seis serotipos complementarios de la PCV-13 aislamos 83
cepas, 24,19%, de las que la mayoria, 67, se repartieron entre 6A y
19A. Sumando estas a las que cubre la PCV-7, 12,8%, obtenemos
un 37,01% de cobertura de la nueva vacuna, cifra similar,33,3%, a
la recogida en un ensayo de Reino Unido (348), e inferior a otro de

Canada (297), 46,4% de cobertura sobre los serotipos circulantes.
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Una comparacion entre los serotipos de portadores y los invasores
del periodo final nos ilustra sobre la presencia destacada en ambos
grupos del 19A, del que obtuvimos una relacion superior a 1, 1,29,
respecto del 14 que se usa como referencia (434), en cuanto a
capacidad invasora, (datos no mostrados), coincidiendo con otros
estudios en los que se pone de manifiesto su extension por muchos
paises. Precisamente el 14 y también el 3 estuvieron bien
representados en ambas poblaciones. EI 6A ocupé el primer lugar
en los portadores y aunque su capacidad invasora calculada fue
baja, 0,16, teniendo en cuenta solo la poblacion infantil, supuso el
6,2% de las infecciones invasoras.

Otros serotipos frecuentes en los portadores como 11A y 15B no
produjeron ningun caso de infeccion invasora. EI 11A se ha
asociado con bajo poder invasor en otros trabajos (286, 435), pero
también con alta mortalidad (109, 433). En las series actuales de
infecciones graves no aparece o lo hace con baja frecuencia (436),
aungue en alguna muy anterior a la vacuna, ocupaba el segundo
lugar entre los productores de bacteriemia primaria en adultos
(437).

Otros serotipos muy frecuentes en portadores como 15A, 23B y 6C
apenas aparecieron entre los invasores y del 15B no recuperamos
ninguna cepa entre estos ultimos. Por el contrario el 1, estuvo
ausente entre los portadores a pesar de estar produciendo
infecciones en esa época en nuestra Comunidad, hecho por lo
demas frecuente por su ya descrita rareza como colonizante (434).
Esto contrasta no obstante, con lo publicado por Bokaeion et al.
(438), que encuentra al 1 encabezando la lista de portadores de su

estudio, aunque estos no eran nifios sino adolescentes.
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El serotipo 7F se comportd de modo parecido al 1, 22 cepas
aisladas que causaban enfermedad invasora y solo dos
colonizando. Ambos son reconocidos como los mas invasores,
aunque al mismo tiempo son causa de escasa o nula mortalidad
(297,109, 433). Un serotipo que esta emergiendo como portador y
al mismo tiempo como invasor es el 22F (348, 286, 297). Sin
embargo, nosotros solo obtuvimos un aislamiento, responsable de
una meningitis en un nifio y ocupd un lugar secundario entre los
colonizadores, similar al obtenido en un estudio del norte de Espafia
(47). Otros autores consideran al 22F como poco colonizador pero

con poder invasor elevado (439).

Resistencias en portadores

Desde la aparicion de la vacuna heptavalente en el afio 2000, se
han producido cambios epidemiolégicos que han afectado
sustancialmente a los serotipos circulantes en aquellos lugares
donde se ha aplicado la vacunacion. Como hemos visto en el
apartado anterior, la sustitucion de los serotipos frente a los cuales
esta dirigida la vacuna, por otros que no cubre, también ha tenido
lugar en nuestro entorno. Este hecho ha influido sobre las
resistencias, tanto en los neumococos aislados de portadores como
de infecciones invasoras (440).

En USA tras la vacunacidén se observé una reduccion en las tasas
de no susceptibilidad a penicilina y eritromicina (441, 442), pero

este efecto sobre la resistencia podia ser temporal a costa de los
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serotipos no vacunales que han incrementado su resistencia
(443,444).

Nosotros apreciamos una drastica reduccién de la resistencia a
penicilina entre las cepas anteriores a la vacuna y las recuperadas
en este estudio, tanto en las de susceptibilidad intermedia, 59,8%
antes y 27,5% después, como en las de resistencia alta, 15,9% y
0,5% respectivamente. Los datos previos a 2001 coinciden con uno
de los pocos estudios de portadores en Espafia de esa época,
realizado por Lépez et al. (414), que publicaron unos datos de
resistencia a penicilina del 64%. En otro trabajo, del sureste de
Francia, también encuentran una reduccion de la resistencia del
31% al 19% antes y después del empleo de la vacuna (425). En
Portugal igualmente, se han observado cifras muy bajas de
resistencia a penicilina, 15,7%, con un 66% de poblacion pediatrica
vacunada (445).

En Corea del Sur comparando dos cohortes de nifios situadas en
areas diferentes del pais, una con tasas altas de vacunacion
(>60%) y otra con tasas bajas (<15%), encontraron diferencia de
resistencias entre ambas, 45,2% en la primera frente a 71,4% en la
segunda (446). En otro trabajo espafiol reciente, la resistencia a
penicilina, 34%, fue parecida a la nuestra con diferencias muy
notables entre serotipos de PCV-7, 68%, y no PCV-7, 21% (417).

En contraste con el descenso generalizado de resistencia tras la
vacunacion, Vasoo et al. (446), constataron un incremento
generalizado de la resistencia antibiotica entre 1997 y 2008, en una
poblacion de nifios con baja colonizacion, 14%, a los que se les
tomé muestra nasofaringea después del comienzo de Ila
vacunacion. No obstante este hecho debe estar relacionado con

una baja tasa de vacunacion, ya que los serotipos 6B, 23F y 19F
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estaban entre los mas aislados. Segun ellos la resistencia a
penicilina aumenté desde el 27,4 % de 1997 al 67,8% de 2008.
También en Taiwan en los tres afos siguientes a la vacunacion la
resistencia era muy alta 92,8%, (419).

Los serotipos causantes de resistencia a penicilina fueron en
primer lugar los incluidos en la vacuna PCV-7, 14 y 19F
principalmente y alguno del 23F y 6B que sumaban 34 de las 44
cepas aisladas, 54%. En segundo lugar 19A y 6A que
representaban 26 de las 27 cepas con resistencia de la 83
recuperadas de este grupo (29%), datos similares a los de Grivea et
al. (426). En tercer lugar 42 aislados de los 216, 19,4%, que no
cubren ninguna de las dos vacunas, destacando en este grupo el
35B con 10 de 14 cepas resistentes, 15A, 11 de 25y 24F, 3 de 4.
Los dos ultimos aparecen también en la serie anterior citada, pero
no el 35B, del que se ha publicado resistencia en invasores
(338,185). Sumando las resistencias de los dos ultimos grupos se
puede concluir que la resistencia de los llamados no vacunales, en
referencia a la PCV-7, fue del 23,5%, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa frente a los de la primera vacuna, en
concordancia con otras datos espafoles (417).

De las 93 cepas serotipadas resistentes, 25,8% pertenecian a la
PCV-7, 29,0% a los seis complementarios de la PCV-13, lo que
totalizaba un 54,8% de resistencias cubiertas por la nueva vacuna,
cifra muy inferior a la informada en Canada (297). Esto en definitiva
significa que cuando se comenzo a aplicar la vacuna trecevalente,
aproximadamente un 45% de las cepas circulantes no cubiertas,
presentaban algun grado de resistencia a penicilina. La repercusion
futura de estas cepas tendra que ser monitorizada para poder

aplicar las medidas correctoras necesarias. La vacuna experimental
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PCV-15 tampoco cubre los serotipos 25B, 15A y 24F que como
hemos visto son causa actual de resistencia (285).

En este estudio no encontramos diferencias significativas en la
resistencia de los diversos grupos que comparamos, por
vacunaciéon, periodo estacional o sexo. Sin embargo si que
encontramos mayor resistencia en los niflos de 1 afio, 33,7%, que

en los de 4, 23,7%, probablemente por la distribucion de serotipos.

Resistencia a Eritromicina

La resistencia eritromicina también disminuyd de forma significativa
del 59,8% en la era prevacunal al 45,7% en el estudio actual,
p<0.01, con tasas muy superiores a las de penicilina por el aumento
de serotipos no vacunales con este tipo de resistencia. Cifras
también altas se han publicado en un estudio francés realizado
entre 2006-2007 (448), y mas bajas en Grecia, 31% (449), o
Australia, 5% (450). Incrementos muy notables entre el periodo
prevacunal 33,4% y el potvacunal, 78%, se han producido en
Singapur (447), al poco tiempo de comenzar la vacunacion.

Entre los serotipos vacunales la resistencia alcanzo el 68%, de los 6
complementarios el 46,9% y entre los no vacunales 93 cepas de
216, lo que representaba un 43,05%, cifra que dobla sobradamente
la de resistencia ofrecida frente a penicilina por los miembros de
este grupo.

De las 162 cepas serotipadas resistentes a eritromicina, 18,5%
pertenecian a la vacuna PCV-7, y 24,07% a los 6 serotipos
complementarios, lo que supone una cobertura de 42,5%, o lo que

es igual, el 57,5% de los neumococos colonizadores en 2010 no
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susceptibles a eritromicina no estaban cubiertos por la nueva
vacuna que se estaba aplicando en ese momento. Este hecho nos
debe alertar ante el probable aumento que pueda producirse en
estos serotipos a consecuencia precisamente de la vacunacion.

La inmunizacién con PCV-7 se ha asociado a un incremento de
resistencia a eritromicina debido a serotipos no vacunales
compensado por la paulatina desaparicion de los anteriores (451,
449).

Entre los serotipos no vacunales, la resistencia a eritromicina de
15A ,11A ,19A ,23A y no tipables superaron el 60%, mientras que
las once cepas que sumaron 33F y 24F alcanzaron el 100%. En el
estudio de Leach (450), las tres primeras posiciones las ocuparon
23B, 17F y 9N, contrastando los resultados con los nuestros,
especialmente en 23B, solo 2 resistencias de 25 aislamientos,

poniendo de manifiesto una vez mas las diferencias geogréficas.

Resistencia a Cefotaxima

La resistencia a cefotaxima disminuy6 significativamente entre los
dos periodos, del 32,5% al 5,9%, al disminuir drasticamente los
serotipos PCV-7, principales responsables en la primera época.
Estas cifras tan bajas son alentadoras en lo que se refiere al
tratamiento de meningitis, puesto que como se sabe, las infecciones
invasoras van precedidas por la colonizacion nasofaringea. En otro
tipo de infecciones también las perspectivas son excelentes ya que

solo 3 cepas presentaron una CMI>1.
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Resistencia Combinada

Hemos encontrado 69 cepas con resistencia combinada penicilina-
eritromicina, especialmente representadas en los serotipos 14, 19F,
19A y 6A entre los que cubre la nueva vacuna trecevalente y 15A

y 24F de los que escapan a su cobertura. De este grupo de
aislados, 17 presentaban una CMI>0,5 a cefotaxima, destacando
aparte de los de la primera vacuna, el 15A. Ho et al (427),
publicaron altas tasas de resistencia combinada penicilina-
eritromicina en serotipos vacunales como 14, 19F y 23F y no
vacunales, 6A ,23A, 19A y 6C que oscilaban entre el 87,7% vy
59,7%, pero sin hacer referencia al 15A.

También encontramos entre los 254 neumococos sensibles a
penicilina, 78 con resistencia a eritromicina, distribuidos en 20
serotipos, destacando 15A 11A ,19A ,23A ,6A y 6C que como
puede verse no pertenecen a los vacunales y son los responsables

del nivel de resistencia superior al de penicilina.

Resistencia a otros antibioticos

Entre el resto de antibidticos ensayados no encontramos ninguna
cepa resistente, lo que no sorprende en el caso de linezolid,
vancomicina o rifampicina, pero resulta mas llamativo respecto a
levofloxacino, frente al que se han detectado resistencias en otras
regiones esparfolas cercanas (404,403), o en zonas mas lejanas
(452).
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Conclusiones

Serotipos invasores

Hemos observado un fendmeno de “remplazamiento” o sustitucion
de los serotipos que cubre la vacuna PCV-7, tras la aplicacion de
esta a la poblacion infantil, por otros distintos, destacando
especialmente la mayoria de los complementarios incluidos en la

nueva vacuna PC-V13, que aumentaron de forma significativa.

2.- Los serotipos 19A y 7F experimentaron un incremento
estadisticamente significativo entre los neumococos causantes de
infecciones graves, al comparar el periodo prevacunal con el

postvacunal.

3.- Algunos serotipos como 4, 6B y 9V incluidos en la vacuna

heptavalente, han desaparecido.

4 .- De las infecciones invasoras del tramo final del estudio, la PCV-7

solo cubria el 12,5% de los casos.
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Resistencia serotipos invasores

1.-La resistencia a penicilina, cefotaxima y eritromicina globalmente
no varido entre los dos periodos. Si descendid en el caso de

tetraciclina y cloranfenicol con significacion estadistica.

2.-La resistencia a eritromicina en nifios descendiéo de una época
otra y supero a la de adultos al compararlos globalmente, en ambos

casos de forma estadisticamente significativa.

3.-La proporcion de cepas resistentes a penicilina entre los
serotipos complementarios y la proporcién de no vacunales frente a
eritromicina se incremento significativamente entre las dos fases de

estudio.

4.-Los serotipos invasores mas resistentes fueron los vacunales y

entre los no vacunales 19A y el serogrupo 15.

Portadores, serotipos

1.- Un 31,2% de los nifios que participaron en el estudio estaban
colonizados por S. pneumoniae.

2.- Se ha apreciado un claro fenébmeno de remplazamiento” o
sustitucion de los serotipos de la vacuna PCV-7 por otros como 6A ,
19A ,15A ,15B y 11A en orden decreciente, que han ocupado su
nicho ecoldgico.
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3.-El serotipo 19A era mas frecuente entre las cepas invasoras que
entre los portadores, mientras que a otros como 6A ,15A, 23B, 11A,
6C y 15B les ocurria lo contrario, en todos los casos con

significacion estadistica comprobada.

Portadores, resistencias

1.-La resistencia a penicilina disminuyé significativamente entre los
dos periodos, quedando en una tasa mas baja que la de las cepas
invasoras (28% y 42% respectivamente). El serotipo 19A fue el
responsable de la mayoria de resistencias ademas de los serotipos

de la vacuna antigua.

2.-La resistencia a eritromicina también disminuyod
significativamente, aunque quedod en tasas bastante superiores a la
de penicilina, 45%. La razén se debe a la aparicién de serotipos
nuevos resistentes que sin embargo no afectan a la penicilina.
Destacan el 15A, 11A y 6A que afortunadamente apenas se
encontraron en infecciones invasoras, aunque desconocemos su
implicacién en cuadros como otitis o sinusitis.

3.- La resistencia a cefotaxima disminuyd drasticamente, en
paralelo a la casi desaparicion de los serotipos de la vacuna PCV-7,
guedandose en el 6%. El serotipo 14 fue el causante de mas de la

mitad de las resistencias.
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Cobertura vacunal.

Serotipos invasores

1.-La nueva vacuna PCV-13 cubria al comienzo de su uso, 2010,
un 78,12% de las cepas causantes de infeccion invasora.

2.- En el caso de los portadores la cifra se reducia notablemente a
un 37,01%, lo que significa una gran mayoria de serotipos no
vacunales circulantes.

3.- Esta nueva vacuna abarca el 90%, 80%, y 100% de las
resistencias a penicilina, eritromicina y cefotaxima respectivamente,
de los serotipos invasores.

4.- En cuanto a los portadores cubria algo mas de la mitad de las
cepas resistentes a penicilina, la casi totalidad de las resistentes a
cefotaxima y dejaria sin cubrir mas del 50% de los neumococos

aislados de portadores resistentes a eritromicina.
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