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Introduccion

Streptococcus pneumoniae es una de las mas de 30 especies del género Streptococcus,
constituido por un grupo heterogéneo de bacterias Gram-positivas, de morfologia microscépica
esférica u ovoide, no formadoras de esporas, que crecen en parejas o cadenas de diferente longitud
y que presentan requisitos nutricionales complejos. La mayoria de estas bacterias son anaerobias

facultativas, si bien, algunas son anaerobias estrictas.

Para la clasificacién de los microorganismos que conforman este género se tienen en cuenta
una combinacién de diferentes cualidades: patrones de hemdlisis observados en placas de agar-
sangre, la composicion antigénica de la pared celular, las caracteristicas de crecimiento, el perfil

bioquimico y el analisis genético.

Las colonias de estreptococos pueden presentar tres tipos de hemdlisis en agar-sangre. Las
betahemoliticas se encuentran rodeadas por una zona incolora, reflejo de Ia lisis de hematies; siendo
representativo del mismo S. pyogenes. Las colonias alfahemoliticas o con hemdlisis parcial, estan
rodeadas por un halo verdoso, este color refleja la degradacion de la hemoglobina formando un
pigmento verde, comportandose de este modo el S. pneumoniae. La enzima responsable de esta
degradacion es la neumolisina (previamente denominada hemolisina). En sentido estricto no se trata
de un tipo de hemdlisis, ya que no se produce la lisis de los glébulos rojos. Este hecho se pone de
manifiesto cuando S. pneumoniae se cultiva en agar-chocolate, que contiene glébulos rojos lisados
durante la preparacion del agar, en el que las colonias de neumococo presentan un halo amarillo-
verdoso. Por ultimo, el término y-hemdlisis sirve para designar a las cepas no hemoliticas,

preferiblemente denominadas Streptococci no hemoliticos.
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Introduccidn

El descubrimiento de las diferencias antigénicas en los carbohidratos de la pared celular de los
estreptococos betahemoliticos sirvid a Rebecca Lancefield (Imagen 1), a principios de la década de
1930-40, para clasificar estos microorganismos en serogrupos (1). Los antigenos especificos de grupo
se extraen facilmente de las paredes celulares y se identifican mediante reacciones de precipitina
con antisueros especificos. Hasta ahora se han identificado diferentes serogrupos denominandose
de la A hasta Hy de la K hasta V. Los grupos A, B, C, D y G son los que con mas frecuencia se aislan en
muestras bioldgicas humanas. Aunque este sistema se utilizd originariamente para la identificacion
de los estreptococos betahemoliticos, también se han utilizado para la clasificacién de ciertas cepas
alfahemoliticas y de los estreptococos no hemoliticos, que también contienen antigenos especificos

de grupo.

v /‘_‘
¥

Imagen 1: Rebecca C. Lancefield (1895-1981)

]
-y
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Introduccion

1.1. RESENA HISTORICA Y PERSONAJES DESTACADOS

Aunque fue el fisico y patdlogo aleman Theodor Albrecht
Edwin Klebs (Imagen 2) quien describié en 1875 por
primera vez unos diplococos alargados en muestras de
tejido pulmonar procedentes de pacientes fallecidos por
neumonia (2), el potencial patogénico de este
microorganismo no se demostrd hasta 6 afos después.

Esto se realizé de forma independiente y simultdnea por el

médico militar George M. Sternberg (Imagen 3) en los
Imagen 2: Edwin Klebs (1834-1913)

Estados Unidos y por el quimico Louis Pasteur (Imagen 3)

en Francia. Tras aislar este microorganismo en saliva humana e inyectarla en conejos lograron

provocar un cuadro séptico fatal, aislando posteriormente este microorganismo en la sangre de

estos animales. Este descubrimiento motivd su primera denominacion, Microbe septicemique du

salive (3) y Micrococcus pasteuri (4).

Entre 1883-1885 se establecié su
papel etiolégico en la neumonia
lobar lo que llevd al bacteridlogo
aleman, Albert Fraenkel (Imagen 4)
a otorgarle en 1886 el nombre de

Pneumococcus (5). En 1920 un

comité de “The Society of American

Imagen 3: George M. Sternberg (1838-1915) y Louis Pasteur (1822-95)
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Introduccidn

Bacteriologists” lo denomind Diplococcus pneumoniae, por su
disposicidn en parejas (6). Finalmente, en 1974 RH Deibel y
HW Jr Seeley le asignaron el nombre actual, Streptococcus
pneumoniae, por su caracteristico crecimiento en medios

liquidos (7).

En la década de 1880-90 ademas del papel etioldgico

de este microorganismo en la neumonia lobar (8-11), se

SN . <
Imagen 4: Albert Faenkel (1864-1938)

demostré que S. pneumoniae también era responsable de

algunos casos de meningitis (12) y de otitis media (13).

Uno de los hechos mas destacados en el conocimiento de este microorganismo es su
estrecha relacidon con la historia de la microbiologia, la inmunologia, e incluso con la biologia

molecular (14).

Tinciéon de Gram. En 1884 el danés Hans Christian Gram
(Imagen 5) publicé los resultados de sus estudios en
técnicas de visualizacidn de bacterias en muestras
histoldgicas. Estas técnicas, que en la actualidad llevan su
nombre, son la base de la microbiologia, ya que dividen a la
mayoria de los microorganismos en Gram-positivos o

Gram-negativos.

Estudiando el tejido pulmonar de pacientes fallecidos por

Imagen 5: Hans C. Gram (1853-1938) neumonia encontré multiples cocos alargados en parejas
que se tefifan con violeta de genciana. Se refirid a estos microorganismos como “the cocci of

22



Introduccion

croupous pneumonia” (15). De esta forma, el neumococo fue la primera bacteria patdgena

observada mediante los estudios con tinciéon de Gram.

Inmunidad humoral, capsula bacteriana y fagocitosis. En la década de 1890-1900, Félix y Georg
Klemperer demostraron que el suero procedente de conejos, a los que previamente les habian
inyectado neumococos muertos por calor o un filtrado de factores procedentes del caldo de cultivo,
conferia inmunidad a estos animales frente a la reexposicion de ese mismo tipo de neumococo, pero
no necesariamente frente a otros (16, 17). Otro descubrimiento realizado también por estos
investigadores, fue demostrar que la infusién de suero de conejos previamente inmunizados

conferia proteccion primaria frente a la infeccion por neumococo (16, 17).

Poco después, Issaeff demostré que el efecto protector del suero no se producia por una
accion bactericida, sino que éste hacia que las células fagociticas del sistema inmune captaran con
mayor facilidad a los neumococos (18). Sin embargo, el primero en describir el fendmeno de la
fagocitosis fue el ruso Elie Metchnikoff (Imagen 6), tras la observacion de la aglutinacion de los

neumococos con antisuero (19).

Imagen 6: Elie Metchnikoff (1845-1916)

23



Introduccidn

Otro personaje clave en el estudio de S.
pneumoniae y en el desarrollo de la inmunologia fue Fred
Neufeld (Imagen 7), que inicialmente trabajé como
asistente de Robert Kohk. Neufled describié la solubilidad
en bilis de este microorganismo, que constituye en la
actualidad una de las técnicas de identificacion de este

microorganismo. En 1902 publicd un trabajo en el que

demostraba, que tras la adicién de un antisuero especifico
Imagen 7: Fred Neufeld (1869-1945) q P
a una suspensién de neumococos se producia una aglutinacion macroscépica y una edematizacién
(quellung en aleman) especifica de la capsula externa, visible microscépicamente (20). Esto

proporciond una técnica simple para el serotipado que continda utilizandose en la actualidad y que

se denomina reaccién de Quellung.

La aparente discrepancia entre la inmunidad celular y humoral fue resuelta dos afios mas
tarde, cuando F. Neufeld y Wolff Rimpau demostraron que la fagocitosis de los neumococos se veia
facilitada por la exposicidn de la bacteria, no de los leucocitos, al suero de un animal previamente
inmunizado (21). En este fenédmeno, denominado actualmente opsonizacién (del griego “preparar la
comida”), las bacterias son recubiertas por componentes del complemento y por inmunoglobulinas
facilitando asi la captacion mediada por el receptor Fc por las células fagociticas. Todas estas
observaciones proporcionaron las bases de lo que en la actualidad denominamos inmunidad

humoral y han hecho de este microorganismo el prototipo de patdgeno bacteriano extracelular.

La prueba definitiva de la importancia de la capsula de S. pneumoniae en la virulencia fue
establecida por dos investigadores del Hospital of the Rockefeller Institute for Medical Research,
René Dubos y Oswald Avery (Figura 8) en 1931. Describieron la técnica para eliminar, mediante un

enzima especifico (denominado enzima SlIl), el polisacarido capsular del serotipo 3, demostrando asi
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Introduccion

la relacién entre dicho polisacdrido y el serotipo. Posteriormente, utilizaron este enzima en ratones

infectados por neumococos serotipo 3, evitando asi una evolucion fatal (22, 23).

Figura 8: Oswald Avery (1877-1955) y René Dubos (1901-82)

Serotipado. El descubrimiento de que la inyeccidn de neumococos en los conejos presentaba un

efecto inmunizante facilité el desarrollo de un sistema elemental de tipado para estas bacterias.

Nuevamente, F. Neufeld et al clasificaron los aislamientos procedentes de pacientes con neumonia

neumocdcica confirmada en dos grupos, que
denominaron tipo | o tipo Il, basandose en si los aislados
eran capaces de matar o no a los ratones previamente
inmunizados (24). Ademas estos autores
correlacionaron estos resultados con los obtenidos
mediante las reacciones de aglutinacion.
Posteriormente, Alphonse R. Dochez (Figura 9) y
Gillespie ampliaron estos grupos afiadiendo un tercer y

un cuarto serotipo (25). Los aislados de los tres
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primeros serotipos reaccionaban con el antisuero de otros microorganismos del mismo serotipo. Sin
embargo, esto no ocurria en los del cuarto grupo, en los que la reaccién sdlo era posible al exponer
cada aislamiento con un antisuero producido por un conejo inmunizado con ese aislamiento

especifico.

El polisacarido como material de la capsula. Mientras trabajaban en el Rockefeller Institute de
Nueva York, Dochez y Avery describieron en 1917 una sustancia soluble especifica que encontraron
en el suero y la orina de pacientes con neumonia lobar. Esta sustancia también fue identificada en la
sangre de animales experimentalmente infectados por S. pneumoniae. Ademas, dicha sustancia
formaba un precipitado con un antisuero especifico (26). Al identificar esta sustancia, que formaba
parte de la capsula del neumococo, como un complejo de carbohidratos o polisacarido, Heidelberger
y Avery establecieron que este polisacdrido capsular era el factor responsable de la reactividad

seroldgica (27) y de su potencial antigénico (28).

Vacuna. Incluso antes de que se demostrara la inmunogenicidad
del polisacarido capsular, los estudios comenzados en 1911 por el
bacteridlogo e inmundlogo britanico Sir Almroth E. Wright (Imagen
10) sugirieron que la inoculacién de neumococos muertos podria
proteger frente a la infeccion neumocdcica (29). Este trabajo siguid
los principios de estudio que previamente habian mostrado

eficacia en la vacunacion de sujetos contra la fiebre tifoidea. Sin

embargo, los resultados obtenidos con esta vacuna no Imagen 10: Sr. Almroth E. Wright

(1861-1941)
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convencieron a la comunidad cientifica por su baja eficacia. El problema recaia fundamentalmente
en la dificultad para incluir al mismo tiempo los serotipos conocidos y en la dosis adecuada (30), ya

gue un indculo elevado se asociaba con molestias en el punto de la inyeccidn.

En 1926 L Felton y GH Baily lograron separar el polisacarido capsular y mostraron que el
material resultante, denominado sustancia soluble especifica, que era la fracciéon intracelular,
conferia inmunidad (31). Estos hallazgos abrieron las puertas a que otros autores pudieran realizar
multiples trabajos entre 1930 y 1940 sobre la eficacia de la vacuna (32-36). En 1937 el material
capsular de Felton se utilizé con éxito en el programa de vacunacién masiva que frené un brote de
neumonia neumocécica en Boston (37). Posteriormente se llevaron a cabo diferentes trabajos que
demostraron la eficacia de la vacuna en voluntarios adultos sanos (38-40), asi como en ancianos
(41). De esta forma la vacuna polisacarida hexavalente comenzd a utilizarse después de la 22 Guerra
Mundial, aunque muchos médicos no emplearon esta vacuna al pensar que los nuevos antibidticos

constituian un medio mas eficaz para tratar la enfermedad neumocécica (30).

El interés por la vacuna de polisacarido fue
retomado a mediados de 1960 por Robert Austrian
(Imagen 11), que desarrollé una vacuna polivalente que
contenia el polisacarido de los 14 serotipos de
neumococo mas prevalentes, responsables del 80% de
los casos de enfermedad neumocdcica. Esto se siguid de

otros estudios que mostraron su eficacia en algunas

poblaciones con alta tasa de neumonia neumocdcica

Imagen 11: Rober Autrian (1916-2007)
(42, 43). Asi se llegd a la comercializacion en 1983 de la
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vacuna polivalente de polisacdrido 23-valente (VPP-23) (Pneumovax23® y Pnu-Imune23®) (44). Esta
vacuna mostraba, sin embargo, una menor eficacia en niflos menores de 2 afios (45), asi como en

ancianos (46) y en pacientes con alteraciones inmunoldgicas (47, 48).

La baja eficacia de la VPP-23 en los grupos de poblacién con mayor riesgo de enfermedad
neumocécica dio lugar al desarrollo de otro tipo de vacunas. Estos estudios se basaron en los
hallazgos de Goebel y Avery en 1929 (49) que mostraron que la unién covalente de los haptenos a
una proteina transportadora aumentaba la inmunogenicidad de los mismos al estimular la
inmunidad celular, dando lugar a memoria inmunoldgica. Asi se desarrollaron diferentes proteinas
transportadoras entre las que podemos destacar la CRM 197, proteina derivada del toxoide de la
difteria inactivada, elaborada mediante ingenieria genética. La vacuna asi formulada era bien
tolerada y eficaz (50). De esta forma en 2001 se comercializd una vacuna polivalente conjugada
(VPC) que incluia los 7 serotipos de S. pneumoniae responsables de la mayoria de los casos de

enfermedad neumocécica invasiva y que al mismo tiempo eran serotipos no sensibles a penicilina y

multirresistentes (véase apartado 1.3.2.2.).

Biologia molecular. S. pneumoniae también
desempend un papel central en el descubrimiento
del ADN. Los experimentos realizados por el
genetista britanico Frederick Griffith (Imagen 12) en
la década de 1920-30 habian mostrado que la

inyeccion en el peritoneo de ratones de

neumococos vivos no capsulados (mutante), junto

Imagen 12: Frederick Griffith (1879-1941) con neumococos capsulados muertos por calor,
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daba lugar a la aparicién de bacterias viables capsuladas. Griffith denomind a este proceso
transformacion. Esta observacién permanecio sin explicacion hasta la década de 1940-50, cuando los
trabajos de Oswald Avery proporcionaron evidencias concluyentes acerca de que la capacidad de
producir la capsula era restablecida en los neumococos mutantes por la transferencia del ADN (51).

|ll

Es decir, el ADN era el “principio transformante” de Griffith, responsable de la transformacién y que,

ademas, codificaba el fenotipo expresado.

1.2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

1.2.1. Estructuray fisiologia
S. pneumoniae es un coco Gram-positivo que produce cadenas en medios de cultivo liquidos.
Los elementos que componen la estructura externa de S. pneumoniae son la cédpsula externa, la

pared celular y la membrana celular (Figura 1).

Casi todos los aislamientos clinicos contienen una capsula externa (>100 nm); las cepas no
capsuladas Unicamente se han implicado en brotes de conjuntivitis (52). La capsula esta formada por
secuencias de oligosacaridos sintetizadas dentro del citoplasma, polimerizadas y transportadas a la
superficie bacteriana por las transferasas de la membrana celular. Estos polisacaridos estan unidos
de manera covalente al peptidoglucano y al polisacérido (C-) de la pared celular, lo que explica la

dificultad para separar el polisacarido capsular de la pared celular.
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Sobre la base de las diferencias antigénicas en los polisacaridos capsulares se han
identificado 91 serotipos de S. pneumoniae, pertenecientes a 43 serogrupos. Existen dos sistemas de
numeracion, el norteamericano, en el que los neumococos se numeran de forma consecutiva de
acuerdo con el orden en el que fueron identificados y el sistema danés, que es el mas ampliamente
aceptado, que agrupa los serotipos segun las similitudes antigénicas. Por ejemplo, en el sistema
danés el serogrupo 19 incluye los serotipos 19F, 19A, 19B y 19C, que se corresponden con los
serotipos 19, 57, 58 y 59 del norteamericano. Los serotipos que con mayor frecuencia producen
enfermedad en los humanos fueron los que se identificaron antes, por lo que se corresponden con
los primeros nimeros asignados. Por este motivo, los neumococos con nimeros mas bajos son los

gue mas probablemente afectan al ser humano.

En los neumococos estudiados hasta el presente se han identificado unas secuencias de ADN
gue codifican la formacién de la capsula externa, mientras que otras son exclusivas de cada serotipo
particular (53-55). Como caracteristica peculiar los neumococos poseen una capacidad, denominada

competencia, que les permite internalizar el
Cell

membrane Cell wall Surface-expressed constituents
ADN de otros neumococos o de otras especies l Capsular
ol = polysaccharide —=
) _ GEMGMGM el wall (C-) polysaccharide
bacterianas. De esta forma, mediante b _Lipoteichoic acid
=t o=~
o r holine
L - . . PspA  Capsular
recombinacién genética, incorporan dicho ~____—polysaccharide
___——=Cell wall (C-) polysaccharide
material a su genoma y pueden cambiar las —T1 O ‘rchjgfi)rt\ziChOic acid
\‘L)g(\)[’ —  Psaa Capsular
L. L i ~ 1 ___—polysaccharide —
caracteristicas antigénicas de la capsula externa MGMGM] ™~ wall (C-) polysaccharide
G, | choline
. . . PspC
u otros determinantes, modificando asi su &
. . p i :T:" == ""-“;:' — Lipoteichoic acid
virulencia. Este proceso se denomina
~9nm 16-20 nm Surface-expressed
Triple-layered  cell wall constituents 100+ nm

cell membrane
Figura 1: Esquema de la membrana celular, pared

. . i celular y capsula de S. pneumoniae.
condiciones experimenta les, pero mas (Musher DM. Streptococcus pnsumoniae. Mantedll, Douglas, and

Bennett’s principles and practice of infectious diseases. 7" ed. 2010)

transformacion, que se puede producir bajo

importante aun es la que ocurre en la
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naturaleza (56). Esta caracteristica es responsable de la gran variedad clonal existente no sélo dentro
de los microorganismos de la misma especie, sino incluso dentro del mismo serotipo. Asi, mediante

MLST se han identificado hasta el momento 19.454 variantes de S. pneumoniae (57).

Como ocurre con otros estreptococos, el peptidoglucano y el acido teicoico son los
constituyentes principales de la pared celular (16-20 nm) de los neumococos (58). El peptidoglucano
estd formado por cadenas alternadas largas de N-acetil-D-glucosamina y acido N-acetilmuramico, a
partir de las cuales se extienden cadenas de cuatro a seis aminodcidos denominados péptidos
madre. Estos estan unidos de manera cruzada por puentes de pentaglicina, lo que proporciona una
rigidez sustancial a la pared celular. El acido teicoico, un polimero de hidratos de carbono que
contiene fosforilcolina, estda unido de manera covalente con el peptidoglucano en la superficie
externa de la pared bacteriana y protruye al interior de la cdpsula. Este acido teicoico, junto con los
fragmentos adheridos con firmeza del peptidoglucano conforma el polisacdrido-C, una sustancia
presente en todos los neumococos y en algunas especies de Streptococcus del grupo viridans. Esta
region es responsable de la reaccién entre los neumococos y las proteinas que aparecen en el
torrente sanguineo, denominados reactantes de fase aguda o proteinas C-reactivas. Otros
elementos de la superficie celular son las proteinas que intervienen en la patogenia, como la
proteina A, las adhesinas A neumocécicas, las proteinas unidas a la colina y las proteinas

involucradas en la competencia.

Por ultimo, la membrana celular constituida por tres capas (9 nm) esta formada por lipidos y
acido teicoico. Una porcién de la fraccidn lipido/4cido teicoico que se extiende de la membrana
celular hacia la pared celular, se denomina antigeno F, por su reactividad cruzada con los antigenos

de Forssman.
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1.2.2. Virulencia

S. pneumoniae dispone de diferentes elementos estructurales que le confieren capacidad
patogénica en el ser humano. En primer lugar coloniza la nasofaringe y posteriormente la invade,
una vez en el interior del huésped tiene la posibilidad de evitar la captacion y la destruccidn por las
células fagociticas del huésped. A diferencia de otras bacterias produce pocas toxinas, por lo que en
gran medida causa enfermedad por su capacidad para reproducirse en los tejidos y generar una

respuesta inflamatoria intensa (59).

El polisacarido capsular supone el principal determinante de virulencia (60), ya que
desempeiia un papel central para evitar la fagocitosis. Se piensa que esto lo realiza por diferentes
mecanismos. Por un lado, las células fagociticas carecen de receptores especificos para reconocer los
polisacaridos capsulares, y éstos presentan diferentes fuerzas electroquimicas que rechazan las
células fagociticas. Por otro, los anticuerpos frente a constituyentes de la pared celular y el C3b, que
pueden haberse fijado a la pared celular, estdn debajo de la cépsula, por lo que se produce un
enmascaramiento de dichos elementos que facilitarian la fagocitosis. Finalmente, el polisacarido
capsular es capaz de inhibir la activaciéon del complemento (59). Ademas, los neumococos son
capaces de realizar un intercambio capsular (capsular switching) con otros neumococos, lo que da
lugar a modificaciones de la virulencia (61), asi como modificando la susceptibilidad a determinados

antimicrobianos (62, 63).

Entre los componentes no capsulares que confieren virulencia a S. pneumoniae podemos
destacar varios factores. La neumolisina, presente en la bicapa lipidica de la membrana celular tiene
una accion citotoxica para las células fagociticas y el epitelio respiratorio, y también produce
inflamacién activando el complemento e induciendo la produccién del factor de necrosis tumoral-a

(TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) (64, 65). Entre las proteinas de la superficie celular se encuentran la
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proteina A que bloqueando la fijacion del complemento dificulta la fagocitosis (66, 67), la adhesina A
relacionada con la colonizacion de la nasofaringe (68), la autolisina que contribuye al
remodelamiento de la pared celular, mediante la liberacién de componentes del peptidoglucano
activa intensamente la cascada del complemento (69, 70). Los neumococos producen también

neuraminidasa que contribuye a la adherencia y la colonizacién bacteriana (71).

1.2.3. Métodos de identificacion

Para su identificacion en el laboratorio de microbiologia se utilizan cuatro reacciones. La a-
hemodlisis en placas de agar-sangre, presencia de una zona verde alrededor de la colonia siendo el
resultado de la degradacion de la hemoglobina (y no de la lisis de los glébulos rojos) mediada por la
neumolisina (antes denominada a-hemolisina). Esta enzima es la responsable de la presencia del
color amarillo-verdoso alrededor de las colonias de S. pneumoniae en agar-chocolate, un medio en
el que todos los gldbulos rojos fueron lisados durante la preparaciéon del mismo. La prueba de la
catalasa negativa. La sensibilidad a la etil hidrocupreina (optoquina). La solubilidad en presencia de

sales biliares, ya que los microorganismos son lisados por éstas (59).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

El nicho ecoldgico natural de S. pneumoniae es la nasofaringe, especialmente de los nifos.
Asi, los cultivos apropiados son positivos en el 5-10% de los adultos sanos y en el 20-40% de los nifios
sanos. Si los cultivos se realizan de forma repetida estos porcentajes pueden elevarse hasta el 40-
60% en aquellos niflos que comienzan a caminar y en los que acuden a guarderias (59). Por razones

aun desconocidas la tasa de colonizacidn es estacional, con un aumento en mitad del invierno,
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aunque pueden recuperarse neumococos de la nasofaringe de nifios y adultos sanos durante todo el

afo.

La trasmisidon se realiza entre individuos como consecuencia de un contacto intimo vy
prolongado (72). Por este motivo, se piensa que las guarderias podrian ser uno de los lugares de
mayor transmisién entre los nifios (73-75). Entre adultos la transmision se produce sobre todo
cuando se dan condiciones de hacinamiento, como en las prisiones (76), campamentos militares

(77), albergues para las personas sin hogar (78) y geriatricos (79).

1.3.1. Incidencia: Magnitud del problema

La enfermedad invasiva por S. pneumoniae (EISP) constituye la forma mas grave de infeccion
por este microorganismo. Es responsable de aproximadamente 1,5 millones de muertes al afio en
todo el mundo, afectando especialmente a nifios menores de 5 afios de paises en desarrollo (80). La
tasa global de EISP es de alrededor de 15 casos por 100.000 habitantes/afio, aunque su incidencia es
muy variable segun las diferentes poblaciones. Asi algunas presentan una elevada incidencia, como
los nativos de Alaska (450 casos por 100.000 habitantes/afio) (81), los nativos Apaches de la
Montafia Blanca (156 casos por 100.000 habitantes/afio) (82) o los aborigenes australianos (47 casos
por 100.000 habitantes/afio) (83), mientras que en otras regiones la incidencia es muy inferior, como
en Oxfordshire con 8 casos por 100.000 habitantes/afio (84). En Espafia disponemos de un estudio
nacional, que recoge mas de 22.000 aislamientos de S. pneumoniae entre 1979 y 2007, que permitid
calcular una incidencia de 8,5-12,1 casos por 100.000 habitantes/afio (85). La estimacién de la
incidencia de EISP en Galicia es ligeramente superior a la media nacional, con 15-16 casos por

100.000 habitantes/afio (86).
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La variacion de la incidencia no sélo depende del drea geogriéfica, sino también de la edad,
presentando una incidencia mas elevada las personas en las edades extremas de la vida (menores de
5 afos y mayores de 65 afos). Asi, en la poblacidn gallega la incidencia es de 82 casos por 100.000
habitantes/afios en menores de 5 afios, de 30 casos por 100.000 habitantes/afio en mayores de 65
afios y de 9 casos por 100.000 habitantes/afio entre 15-64 afios (86). Ademas, en la poblacion

infantil la incidencia de EISP es superior en los menores de 2 afios (81, 82, 87).

1.3.2. Prevencion: Vacunacion

1.3.2.1. Vacuna polivalente de polisacdrido

La vacuna polivalente de polisacdrido (VPP)-23, comercializada en 1983, cubre el 85-90% de
los serotipos responsables de EISP (88). Esta vacuna induce una respuesta humoral mediante la
inyeccidn del polisacarido capsular de S. pneumoniae. Al activar Unicamente a los linfocitos B, no se
produce memoria inmunoldgica, por lo que la respuesta inmune se va perdiendo con el tiempo (88).
Ademas, esta vacuna no genera proteccion de mucosas, por lo que no modifica el estado de

portador (88).

Se ha comprobado que la respuesta humoral depende de la edad. Asi, en menores de 2 afios
esta vacuna no es capaz de inducir inmunidad (45). En los pacientes con edad avanzada, aunque la
respuesta inmunoldgica cualitativa es similar a la de pacientes con menor edad, la actividad de los
anticuerpos es inferior (46, 89). Por otro lado, en pacientes con comorbilidades (infeccién por VIH,
hepatopatia crdonica, insuficiencia renal, neoplasias...) la eficacia de la vacuna también se ve
disminuida (47, 48, 90). En pacientes infectados por el VIH los datos de eficacia de VPP-23 son
contradictorios y, aunque existe la recomendacidn de vacunar a estos pacientes ya que presentan

una elevada incidencia de EISP, no existen estudios aleatorizados que apoyen esta indicacion (91).
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De forma global la eficacia de la vacuna es del 47%, oscilando entre un 53% en poblacién
inmunocompetente y un 21% en pacientes inmunodeprimidos (48). La VPP-23 ha demostrado ser
eficaz en la prevencién de la neumonia bacteriémica (92) y, tras su utilizacién, se ha observado una
disminucién de la mortalidad en las formas graves de neumonia (93). Sin embargo, un reciente
metanalisis ha concluido que la VPP-23 es escasamente eficaz en la prevencion de la EISP y de

dudosa eficacia en la prevencion de neumonia (94).

1.3.2.2. Vacuna polivalente conjugada

En febrero de 2000 se comercializé en Estados Unidos la vacuna conjugada heptavalente
frente a S. pneumoniae (VPC-7, Prevenar, Pfizer), siendo posteriormente comercializada e incluida
en los calendarios vacunales de otros paises. En Espafia se comercializé en junio de 2001, en Francia
se introdujo en 2002 (95), en el Reino Unido (84), en Holanda (96) en 2006 y en Dinamarca en 2007
(97). Esta vacuna contiene 2 pg de cada polisacdrido de los serotipos 4, 9V, 14, 18C, 19F, 23Fy 4 ug
del 6B, conjugados individualmente con una proteina transportadora (CRM197 20 pug), que es una
variante no toxica de la toxina diftérica. Estos siete serotipos constituian el 75% de las serotipos
responsables de EISP (98), el 88% de los serotipos no sensibles a penicilina y gran parte de los
multirresistentes (85, 99). Esta vacuna ha dado lugar a diferentes cambios en los serotipos
circulantes, por lo que en 2011 la VPC fue ampliada con 6 serotipos mdas dando lugar a la vacuna 13-
valente (VPC-13, Prevenarl3, Pfizer). Esta vacuna incluye, ademas de los serotipos de la VPC-7, los
serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A. Desde su comercializacidn ha sido incluida en el calendario vacunal

infantil de algunas comunidades auténomas, como en Galicia.

La vacuna conjugada origina una respuesta inmunoldgica combinada, humoral y celular, por

lo que ademas de la liberacién de anticuerpos, produce la activacién de los linfocitos T que generan
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memoria inmunoldgica (88). Por este motivo, las exposiciones posteriores al polisacarido capsular
dan lugar a un aumento de la produccién de anticuerpos. Ademas, esta vacuna origina también una
respuesta inmunoldgica a nivel de las mucosas, incrementando la produccidn de IgA local, siendo
capaz de modificar el estado de portador (100). Este hecho tiene una importancia epidemioldgica
trascendental, ya que los nifios constituyen el reservorio de S. pneumoniae. Por otro lado, esta
vacuna es capaz de inducir una respuesta inmunoldgica en menores de 2 afios (pacientes con alta
incidencia de EISP) y también se ha mostrado mas eficaz que la VPP-23 en pacientes con diferentes
comorbilidades, como VIH (101) y en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica

(EPOC) (102).

Se recomienda la administracion de la VPC a menores de 2 afios y en aquellos nifos entre 2 y
5 afios con factores de riesgo, entre los que se encuentran la enfermedad pulmonar crdnica: asma
tratada con dosis altas de corticoides orales, broncodisplasia pulmonar, fibrosis quistica y déficit de
al-antitripsina. Otras indicaciones incluyen: cardiopatias congénitas cianosantes o que cursen con
insuficiencia cardiaca, diabetes mellitus, fistulas del espacio subaracnoideo, nifios con implante
coclear, anemia de células falciformes u otras hemoglobinopatias, asplenia congénita o adquirida,
disfuncién esplénica, infecciéon por VIH, inmunodeficiencias congénitas, incluido el sindrome de
Down, insuficiencia renal crdnica y sindrome nefrético. Asi como enfermedades que requieren
tratamiento con farmacos inmunosupresores o radioterapia: leucemia, linfoma, trasplante de
médula dsea y de drgano sélido. La pauta de administracién varia entre 3 y 4 dosis. Las 2-3 primeras
se administran entre los 2 y 6 meses de vida y posteriormente se administra un recuerdo a los 12, 15
0 18 meses. Desde septiembre de 2012 se ha aprobado la utilizacion de la VPC-13 en adultos con
riesgo elevado de EISP, como son aquellos pacientes mayores de 50 afios con enfermedad de

Hodgkin, leucemia, linfoma, mieloma multiple, insuficiencia renal, sindrome nefrético, trasplante de
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6rgano soélido o de células hematopoyéticas, tratamiento quimioterapico o inmunosupresor e

infeccién por VIH.

Existen importantes variaciones en las tasas de vacunacidn infantil con la VCP-7 entre los
diferentes paises. Asi, encontramos unas tasas elevadas (80-90%) en Estados Unidos (103, 104) y en
determinadas poblaciones de muy alto riesgo de EISP que estdn sometidas a una vigilancia
epidemioldgica especial, como los indios de la Montafia Blanca (82), los nativos de Alaska (81) y los
aborigenes australianos (83). Por otro lado, en otras regiones como en la mayoria de los paises de

Europa (95, 105), incluida Espaia (86, 87, 106), las tasas de vacunacidn son inferiores al 50%.

1.3.2.3. Cambios tras la introduccion de la vacuna polivalente conjugada

Numerosos estudios han demostrado que tras la introduccién de la VPC-7 se ha producido
una disminucidn estadisticamente significativa de la incidencia y de la mortalidad de la EISP. Asi, un
reciente metanalisis ha confirmado la elevada eficacia de esta vacuna (107), que se estima en torno
al 87% de forma global. Esta eficacia es incluso superior, en torno al 97%, al analizar Unicamente los
serotipos incluidos en la VPC-7 (108). La vacuna conjugada ha demostrado su eficacia no sélo en
nifios vacunados (81-84, 99, 104, 109-113), sino también en nifios no vacunados y en adultos (81, 82,
104, 109, 113, 114). Este efecto se conoce como efecto rebafio y se debe a la inmunidad local de las
mucosas generada por la VPC que origina una disminucién de los serotipos incluidos en la vacuna.
Secundariamente la nasofaringe se coloniza por otros serotipos (81, 115), dando lugar al

denominado reemplazamiento de serotipos.

Tras la introduccién de la VCP-7 se ha observado en la mayoria de los paises una disminucion
de la incidencia de la EISP, principalmente por una significativa disminucién (en algunos estudios

superior al 90%) (81) de los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente, llamados también
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serotipos vacunales (SV-7). En Espafia, tras la introduccion de la VPC-7, la incidencia de infeccién
invasiva por SV-7 descendié desde de 5,2 a 2,4 casos por 100.000 habitantes/afio (85). Por otro lado,
teniendo en cuenta que los SV-7 eran los que se asociaban a una mayor tasa de resistencia a
antimicrobianos, tras la introduccidn de la VPC-7 se observé un descenso en la prevalencia de cepas

no sensibles a penicilina, asi como de las cepas multirresistentes (81, 85, 110, 116, 117).

Segun los datos de que disponemos en nuestra comunidad, entre 1998-2000 y 2004-06 la
incidencia de EISP en menores de 5 afios aumentd de 22,4 a 38,6 casos por 100.000 habitantes/afio,
y no se modificé en otros grupos de edad. Sin embargo, tras la introduccién de la VPC-7 se encontrd
un descenso de la incidencia de meningitis neumocécica en menores de 5 afios (especialmente en

menores de 2 afios) de 6,8 a 2,4 casos por 100.000 habitantes/afio (118).

Sin embargo, otros trabajos han encontrado que tras la introduccién de la VPC-7 la
incidencia global de EISP (87, 97, 105, 119), de meningitis neumocécica (95, 117), de bacteriemia
primaria (87, 117) o de neumonia neumocécica (87, 119) han aumentado o no se han modificado
(116). Un hallazgo comun en practicamente todos los estudios es el aumento de determinados
serotipos no incluidos en la VPC-7, denominados serotipos no vacunales (SNV-7) (81, 84, 85, 87, 109,
113, 114, 116, 117). Entre estos serotipos destacan los siguientes 1, 3, 5, 6A, 7F, 9A, 9N, 11A, 12F,
15, 16F, 19A, 22, 23, 33 y 35B (84, 85, 96, 110, 114, 119). Seleccionando aquellos que han
aumentado mas su incidencia, se ha desarrollado y comercializado la vacuna conjugada 13-valente

(VPC-13) que incluye 6 nuevos serotipos (1, 3, 5, 6A, 7F y 19A).

Aungque el reemplazamiento de serotipos ha sido mds patente tras la introduccién de la VPC-
7, varios estudios epidemioldgicos encontraron que el aumento de incidencia de determinados SNV-
7, y el descenso de algunos SV-7 se habia producido antes de la introduccién de dicha vacuna (82,

85, 105). Por lo tanto, aunque la VPC-7 ha colaborado con la sustitucién de unos serotipos por otros,
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existen otros factores a tener en cuenta como con el uso de antibiéticos (120), la prevalencia de
comorbilidades en la poblacidon (121, 122) o los factores ambientales (81). Asi, en algunas
poblaciones no se ha observado un aumento en los SNV-7 (99, 111), esto se ha relacionado con un
bajo consumo de antibidticos, la utilizacion de la VPC-7 y las caracteristicas de las cepas circulantes

(111).

1.3.2.4. Serotipo 19A

Uno de los SNV-7 que mas ha aumentado su incidencia es el 19A (62, 81, 83-85, 97, 99, 104,
105, 109, 111, 114, 115, 117, 119, 123-126). La importancia de este serotipo se debe
fundamentalmente a la elevada prevalencia de cepas resistentes a penicilina y eritromicina, asi
como de cepas multirresistentes (112, 114, 119, 123-125, 127). Se han identificado diferentes clones
con tasas mayores de resistencia a antibidticos como el ST-320 (123, 125, 127, 128), el ST-276 (123),

el ST-663 (129) y el ST-199 (125).

El aumento de la incidencia de este serotipo se ha relacionado con multiples factores. Asi,
algunos estudios han relacionado el aumento de la incidencia de este serotipo con la expansidn de
un determinado clon (62, 81, 117, 124), aunque otros no lo han podido demostrar (99). Ademas,
este serotipo es un colonizador frecuente de la nasofaringe (81, 127), con gran capacidad invasiva
(115) y alta tasa de resistencia a antimicrobianos (130, 131), lo que le proporcionaria una mayor
supervivencia o ventaja (105, 123, 125). Asi mismo, antes del uso de la VPC-7 era el noveno serotipo
mas frecuentemente aislado en pacientes con EISP, por lo que la disminucién de los SV-7 daria paso
a los siguientes serotipos (125). Por otro lado, aunque el 19A es considerado un serotipo relacionado
con el 19F, incluido en la VPC-7, se ha observado que ésta no ofrece proteccidon cruzada entre el

serotipo 19F y el 19A (125, 132-134). Por ultimo, el aumento de este serotipo podria estar
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relacionado con variaciones naturales en su incidencia. Asi, el primer brote por este serotipo ocurrié
en Sudafrica en 1978 (135) y varios trabajos han encontrado un aumento de su incidencia antes de la

introduccion de la VPC-7 (105, 120, 136).

1.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

La infeccién por S. pneumoniae se desarrolla bien por la diseminacién directa de los
microorganismos desde la nasofaringe hacia el oido medio, bronquios o pulmones, bien por
diseminacion hematdgena hacia el sistema nervioso central, las valvulas cardiacas, los huesos, las
articulaciones o la cavidad peritoneal (59). La forma mas grave de infeccidon por S. pneumoniae es
conocida como enfermedad invasiva, que se define como el aislamiento de neumococo en un liquido

biolodgico estéril (sangre, liquido cefalorraquideo [LCR], liquido articular, liquido pleural).

1.4.1. Enfermedad invasiva por S. pneumoniae

Las formas de presentacion clinica mas habituales de la EISP son la neumonia bacteriémica,
la meningitis y la bacteriemia primaria. La mortalidad de la EISP es la mds elevada entre las
enfermedades infecciosas prevenibles, incluso a pesar de un tratamiento antibidtico correcto (137).
La tasa de mortalidad varia segun las series entre un 2,9-24,6% (83, 103, 138-142) en paises
desarrollados y un 50% en paises en vias de desarrollo (143). Estos paises llegan a acumular hasta el
90% de las muertes por EISP (111). Diferentes factores se han asociado con una mayor mortalidad
(96), unos dependientes del huésped (edad, comorbilidades, consumo excesivo de alcohol) (96, 138,
141, 142), otros dependientes del tipo de EISP (mayor mortalidad en los casos de meningitis
neumocdcica y en los de bacteriemia primaria que en los pacientes diagnosticados de neumonia)

(96, 144), otros relacionados con el tratamiento antibidtico (adecuacién, demora en el inicio) y por
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ultimo los relacionados con el propio microorganismo (serotipo, resistencia a antimicrobianos) (96,

138, 142).

1.4.1.1. Neumonia

S. pneumoniae es el microorganismo que con mas frecuencia se identifica en los pacientes
con neumonia adquirida en la comunidad, alcanzando en algunas series hasta el 80% de los casos
(145, 146). Sin embargo, solamente el 12-20% de las neumonias neumocdcicas son bacteriémicas
(146, 147). Debido a la baja rentabilidad de los hemocultivos, se ha desarrollado una escala de
valoracion del riesgo de bacteriemia en pacientes con neumonia. En dicha escala los factores que
puntuan son la enfermedad hepatica, el dolor pleuritico, la taquicardia, la taquipnea, la hipotension
sistdlica y la ausencia de tratamiento antibidtico previo. La presencia de dos o mas factores se asocia
con una tasa de bacteriemia que puede llegar al 65% (146). Sin embargo, otros estudios no han

encontrado ningun factor predictor de bacteriemia (148).

La neumonia neumocdcica suele presentarse como una neumonia tipica con tos, dificultad
respiratoria, astenia, sensacidén distérmica, sudoracion, expectoracion y dolor toracico. Estos
sintomas suelen ser mas prominentes en pacientes jévenes que en ancianos. En la exploracién fisica
se puede detectar fiebre, taquipnea y en la auscultacion pulmonar suelen estar presentes
crepitantes y, en ocasiones, se puede detectar un soplo tubdrico o un aumento de la trasmisién de

las vibraciones vocales en la zona de la condensaciéon neumanica (pectoriloquia) (59).

En la mayoria de los casos la radiografia muestra un area de infiltracion afectando a uno o
mas lébulos pulmonares. Aunque el derrame pleural puede encontrarse hasta en el 40% de los
pacientes con neumonia neumocdcica tras una busqueda minuciosa, aunque sélo el 10% presentan
una cuantia suficiente para la realizacion de una toracocentesis y de éstos una minoria,

aproximadamente el 2%, cumple criterios de empiema (149). En algunas series, tras la utilizacion de
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la VPC-7 la prevalencia de empiema ha aumentado significativamente, llegando hasta un 30% de los

nifios con neumonia neumocdcica (144).

El “gold estdndar” para el diagndstico etioldgico son los hemocultivos, pero como se ha
comentado previamente, su rentabilidad es baja (147). El cultivo de esputo también es util en el
diagnodstico presuntivo, aunque su utilidad puede verse disminuida si se analizan muestras
inadecuadas, es decir, con pocas células inflamatorias y muchas células epiteliales planas (59). De
mayor utilidad es la deteccidn del antigeno de neumococo en orina, que presenta una buena

sensibilidad (70-80%) y especificidad (70-100%) (150-152).

1.4.1.2. Meningitis

El agente etiolégico mds comun de meningitis bacteriana en adultos mayores de 50 afos es
S. pneumoniae. Ademas, tras la vacunacion eficaz frente a H. influenzae tipo b y frente a
meningococo, el neumococo se ha convertido en la causa mas comun de meningitis en nifios entre
1-23 meses (153). La meningitis neumocdcica puede producirse por dos mecanismos. Uno de ellos es
por extension directa desde los senos paranasales o el oido medio, lo que explicaria la asociacion
entre otitis media aguda o sinusitis y la infeccidn del sistema nerviosos central, asi como el hecho de
que S. pneumoniae sea el microorganismo mas frecuentemente aislado en aquellos pacientes con
fistula de LCR (153). El otro mecanismo es por diseminacion hematdgena, a favor de esta via de
diseminacion estarian los casos de pacientes diagnosticados de bacteriemia primaria que
posteriormente desarrollan una meningitis (59), asi como aquellos en los que de forma simultdnea
se realiza el diagndstico de meningitis, neumonia y endocarditis neumocdcica (sindrome de Austrian)

(154, 155).

No existen caracteristicas clinicas o de laboratorio que permitan establecer una sospecha del

agente etiolégico en los pacientes diagnosticados de meningitis neumocdcica. En cuanto a los
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estudios microbiolégicos, la presencia de cocos Gram-positivos proporciona un diagndstico correcto
en el 90% de los casos (153), aunque la administracidn previa de antibiéticos puede disminuir en
gran medida el nimero de bacterias y resultar en un falso negativo. En estos casos la deteccion del

antigeno neumocdcico en LCR es de gran utilidad, con una sensibilidad 67-100% (153).

1.4.1.3. Bacteriemia primaria

La bacteriemia primaria, es decir, el aislamiento de S. pneumoniae en sangre en un paciente
con clinica infecciosa sin foco identificado o conocido, es la segunda o tercera forma mds comun de
presentacion de la EISP, variando segun las series entre 13-50% (141, 144, 156-158). Afecta con
mayor frecuencia a nifios <5 afios y puede presentarse como un cuadro clinico grave, en forma de
shock séptico (141, 159, 160). Ademas, esta forma clinica se ha asociado en algunas series con una

elevada mortalidad, por lo que se considera una forma grave de EISP (96).

1.4.1.4. Otras manifestaciones

Otras manifestaciones mas infrecuentes de la EISP son la infeccion endovascular,
endocarditis (161-163) o infeccion de dispositivos endovasculares, como infeccion de marcapasos
(164). A nivel osteomuscular se han descrito casos de artritis séptica, tanto sobre articulaciones
nativas (165) como protésicas (166). Aunque infrecuente, S. pneumoniae se ha relacionado con
algunos casos de espondilodiscitis y abscesos epidurales, fundamentalmente en adultos (167).
También se han publicado casos de infeccién de piel y partes blandas (168), abscesos cerebrales

(169) y peritonitis bacteriana espontanea (170).
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1.4.2. Relacidn entre el serotipo y la enfermedad invasiva

El papel patogénico en humanos de los mas de 90 serotipos de S. pneumoniae es muy
diferente y sdlo algunos de ellos se han asociado con EISP. Diferentes autores han estudiado la
capacidad invasiva de los diferentes serotipos, las manifestaciones clinicas mas frecuentes y su
evolucidn y las caracteristicas de los pacientes afectados. Asi, los serotipos 1, 5, y 7F, que poseen una
elevada capacidad invasiva, se asocian con las formas clinicas graves, como meningitis o bacteriemia
primaria, con una elevada tasa de ingreso en unidades de criticos y con una alta mortalidad (96,
138). Sin embargo, otros serotipos considerados como poco invasivos (serotipos 3, 6, 8, 15, 19, 23y
33) pueden comportarse como patdgenos oportunistas, afectando a pacientes

inmunocomprometidos o pluripatolégicos, asociando también una mortalidad elevada (96, 138).

Por otro lado, determinados serotipos se han relacionado con manifestaciones clinicas
concretas. Asi, los serotipos 1, 3 y 19A se aislan con mayor frecuencia en los pacientes con empiema
(144, 171). En los casos de meningitis neumocdcica, los serotipos 14 y 23F eran los mas prevalentes
en la era prevacunal, siendo en la actualidad el 19A y el 22F los que mas frecuentemente se aislan
(95, 172). Sin embargo, algunos estudios no han logrado demostrar una asociacion estadistica entre

el serotipo y la manifestacion clinica o la evolucién de la misma (142).

1.4.3. Factores de riesgo de la enfermedad invasiva

Se han descrito diferentes factores asociados con un mayor riesgo de EISP. Ademas del
serotipo de S. pneumoniae, existen algunas caracteristicas del huésped que lo hacen mds susceptible
a lainvasién y que pueden estar presentes hasta en el 80% de los pacientes con EISP (139). Uno de
los determinantes mds importantes de susceptibilidad para la EISP es la edad, con una mayor

incidencia de la enfermedad en edades extremas, especialmente <5 afios y >65 afios (81, 82, 87).
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Otros factores son el tabaquismo, el consumo excesivo de alcohol, la hepatopatia crdnica, la
enfermedad pulmonar crénica, factores inmunosupresores (neoplasia de érgano sélido, neoplasia
hematoldgica, infecciéon por VIH, trasplante de érgano sélido, farmacos) (139, 140, 142). De hecho,
algunos autores consideran que las caracteristicas del huésped son el principal determinante de

riesgo para presentar una EISP, asi como de la evolucién de la misma (142).

1.5. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

1.5.1. Penicilina

La penicilina (PE) fue descubierta por Alexander Fleming en 1928 y se utilizé por primera vez
en humanos como tratamiento tépico en 1930. Este antimicrobiano supuso un avance fundamental
en el manejo de la patologia infecciosa y en la actualidad, es uno de los farmacos mas utilizados,

tanto en atenciéon primaria como en los hospitales (173).

Se trata de un antibidtico bactericida que actua a través de dos mecanismos fundamentales:
inhibiendo la sintesis de la pared bacteria y mediante la inducciéon de la autdlisis bacteriana. El anillo
betalactamico presenta una similitud estructural con el pentapéptido, elemento final en Ia
formacidn del peptidoglucano de la pared celular. Por este motivo, se une de forma covalente con
las enzimas, denominadas proteinas fijadoras de penicilina (PBP, penicillin binding protein),
responsables de hidrolizar esta proteina, impidiendo asi la formaciéon de la pared celular (59). Sin la
pared, las bacterias quedan expuestas al medio y mueren debido a los cambios en la presion
oncdtica u osmdética. Por tanto, para que actlen los betalactamicos, es preciso que la bacteria esté
en fase planctdnica, multiplicandose, ya que es el momento en el que se sintetiza la pared celular.
Por otro lado, estos farmacos también activan una autolisina bacteriana endégena que destruye el

peptidoglucano (174).
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La resistencia a PE de S. pneumoniae se debe a un cambio estructural en la diana de la PE.
Las principales PBPs implicadas en la resistencia a los betalactdmicos son las PBP 1A, 2X y 2B (175).
Ademas, la presencia de estas PBP da lugar a una disminucién de la afinidad por la PE y otros
betalactamicos, aunque la ceftriaxona, la cefotaxima (CT) y los carbapenémicos suelen verse menos

afectados, manteniendo su actividad (176).

En la actualidad existen dos guias fundamentales de referencia para determinar la
sensibilidad a los antimicrobianos. La del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) que
anualmente publica una actualizacién y en la que se establecen los puntos de corte para S.
pneumoniae en funcién del tipo de infeccion (meningea o no) y de la via de administracion del
antimicrobiano (oral o parenteral) (177). Por otro lado, la guia europea (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) establece un Unico punto de corte para PE, asi como
para CT, independientemente del tipo de infeccidon o de la via de administracion (178). Los puntos de
corte de ambas guias se muestran en la tabla 1. La concentracién minima inhibitoria (CMI) mas baja
para las infecciones meningeas se establecid tras la observacidn de un aumento de fracasos
terapéuticos en aquellos pacientes con meningitis en los que la CMI a PE era superior a 0,12 ug/ml.
Este hecho se asocidé a que los niveles de estos antimicrobianos en el sistema nervioso central eran

insuficientes para erradicar los neumococos (179).
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Tabla 1: Puntos de corte para PE y CT segun la CLSI y EUCAST.

PE (ug/ml) CT (ng/ml)
S R S R
CLsI Via parenteral
- Infeccidon no meningea <2 >8 <1 24
- Infeccion meningea <0,06 >0,12 <0,5 22
Via oral <0,06 >2
EUCAST <0,064 >2 <0,5 >2

NOTA: CT: cefotaxima, PE: penicilina; S: sensible, R resistente.

Los primeros aislamientos con alto nivel de resistencia a PE fueron identificados en Sudafrica
en 1977, tanto en muestras respiratorias como en otras procedentes de EISP (135). Estas cepas
también presentaban resistencia a otros antimicrobianos. Desde la década de 1980-90 la prevalencia
de cepas no sensibles a PE se ha convertido en un problema creciente en algunos paises, llegando a
alcanzar entre 1990 y 2000 una prevalencia de 30,2% en Espafia, 35,8% en Francia y 20,4% en
Estados Unidos (180). Desde la introduccion de la VPC-7, que incluia serotipos con una elevada tasa
de resistencia a antimicrobianos, se ha observado una disminuciéon en la tasa de neumococos no
sensibles a PE, especialmente en Francia, Espafia, Bélgica e Israel (181). En 2008 a nivel europeo la
prevalencia de S. pneumoniae no sensibles a PE era del 10% (181). Sin embargo, en la actualidad la
tasa de cepas no sensibles a PE en Espaia sigue siendo elevada. Asi, los Ultimos datos de nuestro
pais del afio 2009 mostraban una tasa de cepas no sensibles a PE del 22,03%, con una prevalencia de

cepas resistentes del 8,33% (181).
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1.5.2. Macroélidos

Los macrélidos actian inhibiendo la sintesis de proteinas mediante la unién de forma
reversible al dominio V del ARN ribosémico (ARNr) 23S. La unidn se realiza mediante la formacién de
puentes de hidrégeno entre los diferentes radicales hidroxilo del macrdlido y determinadas bases de
ARNr. En general tienen una accién bacteriostatica, aunque a elevadas concentraciones pueden ser
bactericidas especialmente frente a S. pyogenes y S. pneumoniae. Segun la CLSI 2009 los puntos de
corte para la sensibilidad son: S <0,25 pg/ml, | = 0,5 pg/ml y R 21 pg/ml. En el EUCAST 2011 los
puntos de corte varian ligeramente, considerando los aislamientos con CMI >0,5 pg/ml como

resistentes.

Los primeros neumococos resistentes a macrélidos se describieron en Canada en 1967, pero
las tasas de resistencia permanecieron bajas durante la década de 1970-80 (182). Posteriormente, la
prevalencia de los aislamientos resistentes ha aumentado en todo el mundo, asociada al incremento
del consumo de macrolidos (183-185). En Espafia, la tasa de resistencia ha aumentado de un 0% en
1979 a un 42,9% en 2003 (85). Al igual que ha ocurrido con la resistencia a PE, tras la introduccién de
la VPC-7 la tasa de resistencia a macrélidos ha disminuido (85, 185, 186). Asi, la tasa mas reciente de
resistencia a macrélidos en Espafa muestra una prevalencia de neumococos no sensibles a
macrolidos del 19,36% (1% sensibilidad intermedia, 18,36% resistentes) (181). Un hecho importante
respecto a la resistencia a los macrélidos es que diferentes estudios han asociado dicha resistencia
con fracasos en el tratamiento de pacientes con neumonia (187). Por este motivo, aunque los
macrélidos contindan siendo un farmaco de primera eleccidn en el tratamiento de la neumonia

adquirida en la comunidad (145), su uso empirico ha disminuido (179).

El mecanismo de resistencia mas habitual, sobre todo en Europa (188), es la modificacién de
la diana de accién mediante la metilacién del ARNr 23S, codificada por genes denominados erm, que

pueden expresarse de forma constitutiva o inducible. Aunque existen diferentes clases de genes
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erm, la mas frecuente en S. pneumoniae es ermB (188). La presencia de este gen es responsable de
un alto nivel de resistencia a todos los macrdlidos (CMI 2256 pg/ml), asi como a la clindamicina,
conocido como fenotipo de resistencia MLSg (189). El segundo mecanismo mas habitual esta
mediado por la bomba de expulsion codificada por los genes mef (mefA, mefE) (188). Este
mecanismo da lugar al fenotipo M, que se asocia con resistencia a macrélidos con anillos de 14
atomos de carbono, como la eritromicina (EM) o la claritromicina y de 15, como la azitromicina.
Generalmente estos aislamientos presentan una CMI de 2-4 ug/ml, aunque se han encontrado cepas
con CMI >32ug/ml (188). Este fenotipo es el predominante en Estados Unidos, Canada, Reino Unido,
Alemania y Noruega (179). Otros mecanismos menos habituales de resistencia a macroélidos son

mutaciones en 23S ARNr o alteraciones en las proteinas ribosomales (L4 y L22) (179).

Recientemente se han encontrado cepas de neumococos portadores de ambos genes (ermB
y mefA), sobre todo en Asia, Rusia, Corea, Sudafrica y Estados Unidos (190-192). Estos asilamientos
presentan una elevada tasa de multirresistencia (192) Sin embargo, hasta el momento no se ha

descrito ninguna cepa con estas caracteristicas en nuestro pais.

1.5.3. Fluoroquinolonas

La elevada tasa de resistencias a PE y a macrdlidos, unido a la aparicién a finales de la década
1990-2000 de nuevas fluoroquinolonas con alta actividad frente a neumococo, como levofloxacino
(LE) y moxifloxacino, han llevado a la utilizacion de estos antimicrobianos en el tratamiento empirico
de la neumonia comunitaria (145). Sin embargo, en los Ultimos afios, tras el incremento en la
utilizacidon de estos farmacos, en diferentes paises, como Canada y Espafia, han aparecido cepas de
S. pneumoniae resistentes a las fluoroquinolonas (193, 194). Aunque la tasa de resistencia es baja,

en Espafa se ha observado un incremento significativo en los uUltimos afios, pasando de un 0,1% en
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2002 a un 1,3% en 2007, p <0,001 (85). La tasa de resistencia mas reciente es de 2011 y esta en

torno al 3% (195).

Las fluoroquinolonas presentan una accién rdpidamente bactericida al interferir con la
replicacion, transcripcion y reparacion del ADN cromosémico bacteriano. Para ello actdan sobre dos
enzimas cruciales para estos procesos, la ADN girasa (o topoisomerasa Il) y la topoisomerasa IV
(196). La ADN-girasa, tetramera formada por dos subunidades A y dos subunidades B, codificadas en
los genes gyrA y gyrB, se encarga de mantener un adecuado enrollamiento del ADN bacteriano que
permita su replicaciéon y transcripcién (197). La topoisomerasa IV, también formada por dos
subunidades (Cy E), codificadas por los genes parCy parE, tiene como principal funcién la de separar
las hebras de ADN después de cada replicacion (197). La unidn de las fluoroquinolonas al complejo
enzima-ADN provoca un cambio conformacional del enzima, dando lugar a un complejo
fluoroquinolona-enzima-ADN que induce una inhibicidn reversible de la replicacién del ADN vy, por lo
tanto, del crecimiento bacteriano, explicando asi la accion bacteriostatica de las fluoroquinolonas
(197). Por otro lado, estas enzimas son responsables de la fragmentacién del ADN, por lo que la
presencia de estos farmacos evita que se puedan volver a unir las cadenas de ADN desestructuradas

(197), ejerciendo asi una accidon bactericida (196, 197).

Desde 1998 LE se utiliza como marcador de sensibilidad de S. pneumoniae a las
fluoroquinolonas (198). Segun la CLSI 2009 se considera que una cepa es sensible si la CMI es <2
pug/mly resistente si la CMI =8 ug/ml. En el EUCAST los puntos de corte son diferentes, considerando

como sensibles a LE los aislamientos con CMI <2 ug/ml y resistentes al resto.

Existen diferentes mecanismos de resistencia de las bacterias Gram-positivas a las
fluoroquinolonas destacando dos: las mutaciones que alteran las dianas de accidn y los sistemas que

disminuyen la concentracién intracelular del antimicrobiano (199), siendo el primero el mas
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importante y mejor estudiado. Se ha detectado una porcién de los genes de la ADN girasa y de la
topoisomerasa |V, denominados regién determinante de resistencia a quinolonas (Quinolone
Resistance Determining Region, QRDR), que contiene los elementos que codifican la superficie de
unién del enzima al ADN (199) y en la que se concentran las mutaciones responsables de la aparicion
de resistencias. La generacion de resistencias tiene como peculiaridad que se produce de forma
secuencial, por la acumulacion de mutaciones en los genes parC y gyrA (197, 200, 201). Las

sustituciones de aminoacidos descritas hasta el momento se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Sustituciones de aminodcidos descritos en cepas de S. pneumoniae.

parC parE gyrA gyrB

Ser79Phe* Asp435Asn Ser81Phe* Asp435Glu
Ser79Tyr lle460Val Ser81Tyr Asp435Asn
Ser79Ala Ser81Ala
Asp78Ala Glu85Lys
Asp78Gly

Asp83Asn*

Asp83Tyr
Asp83Val
Asn91Asp
Lys137Asn
Glu135Asp

Gly128Asp

*Mutaciones mas frecuentes (201-206).

El primer gen mutado suele ser el que codifica la diana enzimatica primaria, que en las
bacterias Gram-positivas es la topoisomerasa IV (199, 200). Asi, se ha demostrado que la
concentracién inhibitoria de LE es 8-16 veces inferior para inhibir a la topoisomerasa IV que la
necesaria para inhibir a la ADN girasa (200, 207). Esta primera mutacién conlleva una disminucién de
la afinidad de la fluoroquinolona por su diana, disminuyendo la actividad del farmaco (201). Como
consecuencia la CMI se eleva, aunque permanece dentro del rango de sensibilidad, siendo

generalmente de 1-2 pg/ml (202, 208). Se han realizado varios estudios para detectar esta primera
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mutacién en cepas de S. pneumoniae con CMI 1-2 pg/ml, obteniendo resultados dispares segun el
origen de los aislamientos. En los aislamientos de sangre o LCR, esta primera mutacién fue
encontrada en el 0,35% de las cepas con CMI =1 pg/mly en el 7,7% de las cepas con CMI = 2 pug/ml
(209). Sin embargo, en las cepas procedentes de muestras respiratorias esta prevalencia fue mucho
mas elevada. Asi, en aquellas con CMI = 1 pug/ml la mutaciéon en parC se identificé entre el 2,1-25%
de las cepas, y cuando la CMI era 2 pg/ml, esta mutacién se encontré en el 59-71% de los

aislamientos (202, 203) (Tabla 3).

Otro mecanismo de resistencia es la presencia de bombas de expulsién de fluoroquinolonas,
gue condicionan la disminucién de la concentracidn intracelular de estos antimicrobianos. Tienen un
papel importante en la reduccion de la sensibilidad a ciprofloxacino (CP), aunque su repercusion
sobre la CMI a LE es menor (206, 209). La prevalencia de bombas de expulsién de fluoroquinolonas
es muy variable entre los aislamientos con CMI a CP entre 1-2 pug/ml, desde un 0% (202, 208), hasta
el 21-30% (209, 210) o hasta el 75% en un trabajo realizado en Corea (192). Por otro lado, la
presencia de bombas de expulsion de fluoroquinolonas se ha asociado con el aumento de la CMI en
ausencia de mutaciones en QRDR (211). Ademas, se ha comprobado in vitro, que la presencia de

estas bombas es un elemento que facilita la aparicion de mutaciones en la QRDR (212).
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Tabla 3: Presencia de mutaciones en parC y gyrA en relaciéon con la CMI para ciprofloxacino y/o
levofloxacino y el origen del aislamiento bacteriano.

Aislamiento CMI CP CMI LE Mutacién Mutacién Referencia
(ng/ml) (ng/ml) parC gyrA
Infeccion invasiva 1 0,35% (209)
2 7,7%
Respiratorio 1 2,1% (208)
Infeccidn no invasiva 2-4 0.5 0% (202)
1 7,4%
2 71%
Infeccidn no invasiva 1 25% 0% (203)
2 59% 0%
4 100% 38%
8 100% 100%
16 100% 100%
Infeccidn no invasiva 1 0% 0% (201)
2 11%
4 36%
8 100% 100%
Infeccion invasiva 1 0% (193)
(30%)* y no invasiva 2 36%
4 51%
8 855
16 100%
Infeccidn invasiva y no 2 6% 0.2% (213)
invasiva 4 52% 4%
8 80% 40%
16 67% 100%
32 100% 100%

NOTA: CMI: concentracién minima inhibitoria, CP: ciprofloxacino, LE: levofloxacino.
*Porcentaje de muestras invasivas.
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El aumento progresivo de la tasa de resistencia a fluoroquinolonas se ha asociado con tres
itinerarios diferentes. Por un lado, con la expansiéon de un clon resistente, como se demostrd en
primer lugar en Hong Kong (214) y posteriormente en otros paises (210, 215-217). Por otro, con la
recombinacién genética con otras especies de Streptococcus, aunque es un mecanismo altamente
infrecuente (205, 210). Por ultimo, la teoria mas extendida es la aparicion de mutaciones de novo en
cepas expuestas previamente a fluoroquinolonas (193, 205, 206, 209, 218, 219). Asi, se ha visto una
relacion entre el aumento en la prescripcién de fluoroquinolonas y el incremento de resistencias a

estos antimicrobianos (193, 194).

Desde el punto de vista farmacocinético, las fluoroquinolonas son antibidticos concentracion
dependiente, por lo que los parametros que mejor predicen la eficacia de estos farmacos son la
relacion pico de concentracion maxima sobre la CMI (Cmax/CMI) y la relacion area bajo la curva y la
CMI (AUC/CMI). Asi, se ha visto que para una buena respuesta biolégica en el tratamiento de la
neumonia neumocadcica con LE es necesario una AUC/CMI superior a 33,7 (220). A nivel del arbol
bronquial las concentraciones de fluoroquinolonas pueden no ser suficientes para erradicar los
neumococos, inhibiendo Unicamente su crecimiento y generando la aparicién de las mutaciones en
QRDR (221, 222). Esto podria explicar por qué los neumococos aislados en via respiratoria presentan
habitualmente una prevalencia de resistencia a antimicrobianos mds elevadas, que aquellos

procedentes de liquidos bioldgicos estériles, como sangre o LCR (193, 223, 224).

Ademds, como se ha puesto de manifiesto en multiples trabajos, la resistencia a
fluoroquinolonas puede asociarse con la resistencia a otros antimicrobianos, especialmente a PE
(193, 202, 223), asi como con cepas multirresistentes (223). Este hecho supondra en el futuro un

nuevo reto para el manejo de los pacientes con EISP.
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Objetivos

2.1 PRIMARIOS

- Evolucion de los serotipos de S. pneumoniae responsables de enfermedad neumocdcica

invasiva tras la introduccién de la vacuna conjugada heptavalente.

- Evaluacion de los patrones de resistencia de S. pneumoniae antes y después de la

introduccion de la vacuna.

- Andlisis de las formas de presentacién clinica de la enfermedad neumocdcia invasiva,
necesidad de ingreso en UCI y mortalidad de los pacientes en los periodos pre y

postvacunal.

2.2 SECUNDARIOS

- Estudio y evolucién de la resistencia a fluoroquinolonas y macrdlidos.

- Estudio de la prevalencia de la enfermedad invasiva producida por el serotipo 19A, asi

como de los patrones de resistencia de este serotipo y su clonalidad.
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Material y Métodos

3.1. DEFINICIONES

- Enfermedad invasiva por S. pneumoniae: presencia de signos clinicos de infeccién y
aislamiento de S. pneumoniae en sangre, LCR u otro liquido bioldgico estéril (liquido
pleural, ascitico o articular).

- Neumonia neumocécica: se diagnosticé en aquellos pacientes con al menos uno de los
siguientes sintomas: fiebre, tos, expectoracién o dolor pleuritico, asociados siempre con la
presencia en la radiologia de térax de una condensacion y con el aislamiento en sangre de
S. pneumoniae.

- Meningitis neumocécica: presencia de clinica compatible (fiebre, cefalea, rigidez de nuca,
deterioro del nivel de consciencia, coma, convulsiones), con pleocitosis en el LCR (>5
células/ml) y aislamiento de S. pneumoniae en el cultivo de LCR y/o en el hemocultivo.

- Bacteriemia primaria: se establecid en aquellos pacientes con signos clinicos de infeccién
(fiebre, sepsis, shock), aislamiento de S. pneumoniae en los hemocultivos y sin foco séptico
identificado o conocido.

- Empiema neumocdcico: liquido pleural purulento o bien pH <7,0 y/o glucosa <40 mg/dl y/o
Gram directo positivo. Fue necesario el aislamiento en sangre o en el liquido pleural de S.
pneumoniae.

- Inmunodepresion: presencia de infeccién por VIH, diabetes mellitus, hepatopatia crdnica,
esplenectomia, neoplasia hematolédgica o de drgano sélido, enfermedad autoinmune y
trasplante de drgano.

- Consumo excesivo de alcohol: consumo de etanol superior a 40 g/dia en varones y 32 g/dia
en mujeres, asociado o no a dependencia o dafio orgdanico.

- Hepatopatia: presencia de datos de insuficiencia hepatica crdnica (hipoalbuminemia,

coagulopatia, ascitis, encefalopatia hepatica, asterixis) en pacientes con factores asociados
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con enfermedad hepatica (consumo excesivo de alcohol, infeccion por virus
hepatotropos...).
- Tasa de cobertura vacunal: porcentaje de serotipos aislados en EISP incluidos en la VPC.

- Tasa de vacunacion: porcentaje de pacientes que recibieron al menos una dosis de VPC-7.

3.2. POBLACION A ESTUDIO

El Servicio de Microbiologia proporciond los datos de los pacientes para la revisidon de las
historias clinicas. En la Tabla 4 se muestra la relacidn de variables clinicas recogidas de los pacientes
con EISP. Siguiendo los grupos de riesgo en funcion de la edad, los pacientes se clasificaron en tres
grupos: menores de 5 afios, entre 6-64 anos y mayores de 65 anos.

En Espafia, la VPC-7 fue comercializada e incluida en el calendario vacunal infantil en junio
de 2001, aunque en la Comunidad Auténoma de Galicia no estaba financiada. La poblaciéon y los
aislamientos bacterianos a estudio fueron divididos en dos periodos: periodo prevacunal (1992-

2001) y periodo postvacunal (2002-2008).

3.3. AISLAMIENTOS BACTERIANOS

De forma retrospectiva se estudiaron todas las cepas de S. pneumoniae aisladas en
hemocultivos o liquidos bioldgicos estériles (LCR, pleural, articular o ascitico) que habian sido
criopreservadas en VIABANK™ (MWE Medical Wire) a -80 °C por el Servicio de Microbiologia del
Complejo Hospitalario Xeral-Cies entre enero de 1992 y diciembre de 2008. Las cepas aisladas se
recuperaron mediante siembra en agar-chocolate y cultivo durante 24-48 horas a 35 * 22C en una

atmosfera de CO,.
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Tabla 4: Relacidn de variables clinicas analizadas.

Datos epidemiolégicos

- Edad

- Sexo

- Residencia en centro sociosanitario o geriatrico

- Ingreso en los 3 meses previos

- Vacunacién antineumocdcica previa (VPC-7, VPP-23)

Tabaquismo: activo o previo

Consumo excesivo de alcohol

Comorbilidades

- Trastornos neurolégicos: deterioro cognitivo avanzado, ACV

- Insuficiencia cardiaca congestiva

- Insuficiencia renal avanzada (aclaramiento creatinina <30 ml/min)

- Patologia pulmonar: asma, EPOC, bronquiectasias

- Inmunodepresion: infeccion por VIH (estadio de la CDC, nivel de CD4), neoplasia,
diabetes mellitus, esplenectomia, hepatopatia crénica (estadio de Child-Pugh), farmacos

Consumo previo de antibioticos

Infeccion neumocdcica invasiva

- Tipo de infeccidon: neumonia, bacteriemia primaria, meningitis, otros

- Régimen de tratamiento: ambulatorio, hospitalario, ingreso en UCI

- Tratamiento antibiético empirico

- Evolucion: necesidad de hospitalizacién tras tratamiento ambulatorio, ingreso en UCI
tras estancia en planta de hospitalizacién convencional, cambio de tratamiento

antibidtico por mala evolucién clinica, empiema, 10T, secuelas neuroldgicas, muerte

NOTA: ACV accidente cerebro vascular, EPOC enfermedad pulmonar obstructiva crénica, 10T
intubacién orotraqueal, UCI unidad de cuidados intensivos, VPC-7 vacuna conjugada heptavalente,
VPP-23 vacuna de polisacarido 23-valente.
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3.4. IDENTIFICACION Y SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

La identificacidon se realizd mediante la morfologia de las colonias en agar-sangre y la
sensibilidad a la optoquina. El estudio de sensibilidad de penicilina (PE), eritromicina (EM),
clindamicina (CM), levofloxacino (LE) y cefotaxima (CT), se realizd en Mieller-Hinton sangre 5% en
atmoésfera de CO,, mediante E-test (bioMérieux), segln las recomendaciones y los puntos de corte
del CLSI 2009 (177). Los aislamientos con sensibilidad intermedia o resistentes fueron clasificados

como no sensibles (177).

En los aislamientos resistentes a EM se realizd el test de induccidn de resistencia a CM
mediante el método de difusién en Mieller-Hinton sangre 5% en atmdsfera de CO, con los tiras de
E-test una de EM y otra de CM separadas 15-20 mm (177). Aquellas cepas sensibles a CM en las que
al aproximar ambas tiras de E-test la elipse de inhibicién de crecimiento de S. pneumoniae se
modificaba alrededor de la tira de CM fueron consideradas como cepas con resistencia inducible a
CM. De esta forma los aislamientos resistentes a EM fueron clasificados segin la CMI a EM y la
resistencia o no a CM en uno de los dos fenotipos mas habituales: fenotipo MLS; constitutivo (CMI a
EM 264 pg/mly CMI a CM 21 pg/ml), fenotipo MLS; inducible (CMI a EM 264 pg/ml y resistencia

inducible a CM) y fenotipo M (CMI a EM >1 pug/mly CMI a CM <0,25 pg/ml) (188).

Se consideraron cepas multirresistentes aquellas no sensibles a 2 o mas familias diferentes

de antibidticos (130).
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3.5. EXTRACCION DEL ADN

Para la extraccién del ADN bacteriano se tomaron varias colonias de S. pneumoniae y se
resuspendieron en un tubo eppendorf con 1 ml de agua estéril. A continuacién la muestra se
centrifugd durante 1 min a 15.000 rpm. Tras descartar el sobrenadante con una micropipeta, se
afiadieron 200 pL de InstaGene Matrix (Bio-Rad Laboratories, USA) y se incubd a 56 2C durante 30
min. Posteriormente la muestra se agité mediante vértex durante 10 s y se volvid a incubar a 100 2C
durante 8 min. Tras agitar nuevamente la muestra durante 10 s mediante vértex, se centrifugd
durante 2-3 min a 10.000-12.000 rpm. Posteriormente el ADN fue congelado a -202C hasta su

utilizacion.

3.6. MEetopoLoGiA COMUN DE LAS PCR

La concentracion de ADN se cuantificéd en un espectrofotémetro (Unicam Helios Beta). Las
amplificaciones fueron realizadas en un termociclador automatico (Bio-RAd Thermal Cycler C1000 o
$1000). La electroforesis de los productos de la PCR se realizd en un gel de agarosa al 1,5% y un
voltaje de 2V/cm durante 60 min. En todas las PCR se incluyd un control negativo en el que el ADN
fue excluido de la mezcla y sustituido por H,O. Los geles fueron tefiidos con 0,5 ug/ml de RedSafe™
(iNtRON Biotechnology) y para la determinacion de los tamafios de los productos de la PCR se utilizo
ADN Ladder Low MW 500 pb, Citomed o de 100pb ADN Ladder (Bioline). El ADN se visualizé en un
transiluminador UV (UVP ImageStore V 7.00) digitalizandose las imagenes, siendo analizadas

mediante el programa Gelworks 1D versién 3.01 de UVP.
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3.7. DETECCION DE MIUTACIONES EN parC Y gyrA

En las cepas con CMI a LE en el limite alto de la sensibilidad (CMI 1-2 pg/ml) y en aquellas
con sensibilidad intermedia o resistentes (CMI >4 ug/ml) se detecté la presencia de mutaciones en
los genes parCy gyrA. En primer lugar se realizd una PCR para amplificacién de dichos genes. Para un
volumen final de 50 pl con 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada nucleétido, 1uM de cada primer, 100 ng
de ADN y Tag ADN polimerasa 2 U de para la amplificacidon de parCy 1 U para la de gyrA. Para la
amplificacion de parC (366 pb) se emplearon los primers M0363 (5'-TGGGTTGAAGCCGGTTCA) vy
M4271 (5'-TGCTGGCAAGACCGTTG). Las condiciones de la amplificacién fueron 94 2C durante 1 min,
53 oC durante 1 miny 72 2C durante 3 min (30 ciclos) (200). Para la amplificacion de gyrA (382 pb) se
emplearon los primers 5’-GAITA(TC)GCIATGAG(CT)GT y 5’-CGIGC(TC)TCIGT(AG)TA(AT)CG, siendo las
condiciones de amplificacién 95 2C durante 30 s, 50 2C durante 30 s y 72 2C durante 30 s (30 ciclos)

(225).

Para la deteccidn de las mutaciones en parCy gyrA se realizé una RFLP (restriction fragment
length polymorphism). Para ello los productos de la amplificacién de parCy gyrA fueron digeridos
con Hinfl (a 37 2C durante 8 h). El producto de parC de 366-pb de tipo salvaje presenta a nivel de los
nucledtidos 232 y 288 dos puntos de restriccidon mediante Hinfl, por lo que se generaron tres
fragmentos de 183-, 127- y 56-pb. La ausencia del sitio 232 por la mutacién del codén 78 o 79 en los
aislamientos resistentes generé dos fragmentos de 183-pb que dieron lugar a una Unica banda
electroforética de 183-pb. El producto de gyrA de 382-pb de tipo salvaje es digerido por Hinfl en un
Unico sitio, produciéndose dos fragmentos de 110- y 272-pb. La presencia de una Unica banda de

382 pb se interpreté como mutacién en este gen (200).
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3.8. DETECCION DE LA PRESENCIA DE ermB Yy mefA

En aquellos neumococos con CMI a EM 21 pg/ml se estudio la presencia de los genes ermB
y/o mefA. Para un volumen final de 50 pl con 100 ng de ADN, 1X PCR Buffer, 1,5 mM MgCl,, 1 uM de
cada primer, 800 uM de dNTPs y 0,025 U de Taq ADN polimerasa. Para la amplificacion del gen ermB
(384-pb)  se  utilizaron  los  primers:  5-GAAAAGGTACTCAACCAAATA-3’ y  5-
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC-3’. Para la amplificacion del gen mefA se emplearon los primers 5’-
AGTATCATTAATCACTAGTGC-3" y 5’-TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG-3’. Las condiciones de la PCR fueron
las siguientes: 2 min a 95 2C seguidos de 35 ciclos de 95 eC 15 s, 53 2C 30 s para mefA o 58 °C

durante 30 s para ermB, 72 °C durante 1 min con un ultimo ciclo de 5 minutos a 72 2C (226).

3.9. BoMBA DE ExPULSION DE FLUOROQUINOLONAS

Aleatoriamente se seleccionaron 10 cepas con CMI a LE 21 pg/ml, asi como un grupo control
con CMI a LE <1 pg/ml para la deteccion de la presencia de bombas de expulsiéon de
fluoroquinolonas. Para ello se determind la sensibilidad a CP de todas las cepas en Mieller-Hinton
sangre al 5% con o sin la presencia de reserpina. Los aislamientos en los que la CMI a CP disminuyd al
menos 4 diluciones ante la presencia de reserpina se consideraron positivos para bombas de

expulsion de fluoroquinolonas (227).
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3.10. SEROTIPADO

De forma aleatoria se seleccionaron, para un nivel de confianza del 90% y un poder
estadistico del 80%, 46 cepas del periodo prevacunal (1992-2001) y 89 del postvacunal (2002-08). La
determinacion del serotipo se realiz6 mediante PCR multiple (QIAGEN Multiplex PCR Kit) (228). Se
seleccionaron los 14 serotipos mas prevalentes en Espafia (85), entre los que se incluyeron los SV-7
(Tabla 5) y se agruparon en 5 reacciones multiples en funcién del tamafio de los productos de la PCR
para poder diferenciar los serotipos: Multiplex 1: 9N/L, 19A, 6B y 3; Multiplex 2: 14, 4 y 9 V;
Multiplex 3: 7F, 5y 1; Multiplex 4: 23F y 8; Multiplex 5: 18Cy 19F.

La PCR se realizd en un volumen de 25 pl, cada mezcla contenia: 1 X PCR buffer (20 mM Tris-
HCI; pH 8,0; 100 mM KCI; 0,1 mM EDTA; 1M dithiothreitol; 0,5% Tween 20; 0,5% Nonidet P-40; 2,4
mM de MgCl,; 2,0 U de Taq ADN polimerasa), 1,6 uM de cada mezcla de primers. La condiciones de
la PCR fueron 95 2C durante 15 min seguido de 35 ciclos de amplificacidon a 94 2C durante 30 s, 60 2C
durante 1 min 30 s, 72 2C durante 1 min 30 s y 1 ciclo a 72 °C durante 10 min. Las cepas que no
pertenecian a ninguno de los serotipos estudiados mediante PCR fueron enviadas al centro de
referencia de nuestra comunidad (Hospital Arquitecto Marcide, Ferrol, A Corufia) donde el serotipo
se estableci6 mediante la reaccién de Quellung (Pneumotest-Latex, Statens Serum Institut,

Copenhague, Dinamarca).

70



Material y Métodos

Tabla 5: Primers utilizados para la determinacion del serotipo de S. pneumoniae.

Serotipo Secuencia del primer (5’ = 3’) Tamaiio del
producto (pb)

1-f 5’-CTC TAT AGA ATG GAG TAT ATA AAC TAT GGT TA-3’ 280
1-r 5’-CCA AAG AAA ATA CTAACATTATCA CAATAT TGG C-3’
3-f 5’-ATG GTG TGA TTT CTC CTA GAT TGG AAA GTA G-3’ 371
3-r 5’-CTT CTC CAATTG CTT ACC AAG TGC AAT AAC G-3’
4-f 5’-CTG TTA CTT GTT CTG GAC TCT CGA TAATTG G-3’ 430
4-r 5’-GCC CAC TCC TGT TAA AAT CCT ACC CGC ATT G-3’
5-f 5’-ATA CCT ACA CAACTT CTG ATT ATG CCT TTG TG-3’ 362
5-r 5’-GCT CGA TAA ACA TAA TCA ATA TTT GAA AAA GTATG-3’

6A/B-f 5’-AAT TTG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC TGG-3’ 250

6A/B-r 5’-TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT GAC TA-3’

7F-f 5’-CCT ACG GGA GGA TAT AAA ATT ATT TTT GAG-3’ 826
7F-r 5’-CAA ATA CAC CAC TAT AGG CTG TTG AGA CTA AC-3’
8-f 5’- GAT GCC ATG AAT CAA GCA GTG GCT ATA AAT C-3’ 294
8-r 5’- ATC CTC GTG TAT AAT TTC AGG TAT GCC ACC-3’

9N/L-f 5’-GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC AGC-3’ 516

9N/L-r 5’-ACC AAG ATC TGA CGG GCT AAT CAAT-3’

9V-f 5-CTT CGT TAG TTA AAATTC TAAATT TTT CTA AG-3’ 753
OV-r 5’-GTC CCA ATA CCA GTC CTT GCA ACA CAAG-¥

14-f 5’-CTT GGC GCA GGT GTC AGA ATT CCC TCT AC-3’ 208
14-r 5’-GCC AAA ATA CTG ACA AAG CTA GAATAT AGCC-¥

18C-f 5’- CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT TTT AAG CC-3’ 573
18C-r 5’- TTATCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA AAC-3’
19A-f 5-GTT AGT CCT GTT TTA GAT TTATTT GGT GAT GT-3’ 478
19A-r 5’-GAG CAG TCA ATA AGA TGA GAC GAT AGT TAG-3’

19F-f 5’-GTT AAG ATT GCT GAT CGA TTA ATT GAT ATC C-3’ 304
19F-r 5-GTA ATATGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC GAT AG-3’

23F-f 5’- GTA ACA GTT GCT GTA GAG GGA ATT GGC TTT TC-3’ 384
23F-r 5’- CAC AAC ACC TAA CAC ACG ATG GCT ATATGATTC-3’
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3.10.1. Clasificacion de los serotipos

Teniendo en cuenta el elevado numero de serotipos de S. pneumoniae, éstos fueron

clasificados en diferentes grupos para su posterior analisis.

- Serotipos incluidos en la VPC-7 (SV-7): 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F.

- Serotipos incluidos en la VPC-13 (SV-13): 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F.
- Serotipos invasivos: 1, 5y 7F (96, 138).

- Serotipos no invasivos: 3, 6, 8, 15, 19, 23 y 33 (96, 138).

- Serotipos pediatricos: 6,9, 14, 19y 23 (142).

3.11. ANALISIS CLONAL EMPLEANDO GENOTIPADO BOX-A

Para el andlisis mediante PCR convencional de polimorfismos de ADN con amplificacion
aleatoria (REP-PCR) se prepard un volumen de 50 pl con 1X PCR Buffer; 1,5 mM MgCl,; 0,2 uM de
cada primer, 800 uM de dNTPs; 2,5 U de Tag y 100 ng de ADN (aprox 5 pl). La secuencia del primer
utilizado (BOX-A) fue 5’-ATACTCTTCGAAAATCTCTTCAAAC-3’ (229). Las condiciones de la
amplificacidon fueron a 94 °C durante 4 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 90 2C
durante 1 min, 60 2C durante 2 min y 74 C durante 2 minutos. Cada cepa fue asignada a un tipo de

PCR BOX-A basandose en el patron de bandas (230).

3.12. TipPADO MOLECULAR MEDIANTE MLST

El tipado epidemioldgico molecular de S. pneumoniae se realizé mediante Multi Locus
Sequenging Typing (tipado por secuenciacién de locus multiples, MLST) en el Instituto Valenciano de

Microbiologia. Se amplificaron y secuenciaron 7 genes: Shikimate deshidrogenasa (aroE), Glucosa-6-
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fosfato deshidrogenasa (gdh), Glucosa kinasa (gki), Transcetolasa (recP), Peptidasa signal | (spi),

Xantina fosforribosiltransferasa (xpt), D-alanina-D-alanina ligasa (ddl/).

Posteriormente se realizé un analisis filogenético de los STs mediante el programa eBURST

(http://eburst.mlst.net/). Este programa utiliza un modelo de evolucién bacteriana para elaborar

grupos basados en la proximidad genética con los ST fundadores, también llamados complejos
clonales (CCs) (231). De esta forma se confecciond un arbol filogenético para evaluar la proximidad

genética entre los diferentes clones identificados.

3.13. EstupIO ESTADISTICO

El estudio estadistico se realizd mediante el paquete estadistico SPSS 17.0. Se comprobé la
normalidad de las variables continuas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables
continuas se compararon mediante t-student o U de Mann-Whitney y se describieron como media +
desviacién tipica (DT) o como mediana y rango, segun la distribucion normal o no de las variables. La
x> y el test exacto de Fisher se utilizaron para comparar las variables categéricas, segin fuese
adecuado. Se realizdé un analisis multivariante mediante un modelo de regresion logistica binaria
para estimar los diferentes factores que influyeron en las variables a estudio. Para ello se incluyeron
en el modelo aquellas variables que obtuvieron un valor de p <0,05 en el analisis univariante. La
significacién estadistica se establecié para un valor de p <0,05. Para el calculo del tamafio muestral

se utilizdé la macro INR2IS V2010.02.15 © JM Domenech (232).
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Resultados

Se partio de 294 viales de S. pneumoniae procedentes de EISP, 46 cepas fueron eliminadas al
no poderse recuperar el microorganismo criopreservado, bien por ausencia de crecimiento, bien por
contaminacidn del criopreservado. Las 248 cepas restantes fueron nuevamente identificadas para
confirmar la presencia de S. pneumoniae. Estas fueron divididas en dos grupos segtn el afio de
aislamiento: periodo prevacunal, aisladas entre 1992-2001 (105 cepas) y periodo postvacunal,

aisladas entre 2002-2008 (143 cepas).

Los aislamientos de S. pneumoniae obtenidos a partir de hemocultivos fueron 230 (93%), 16
de LCR (6%), 1 de liquido pleural (1%) y 1 de liquido peritoneal (1%). Se realizé la determinacién de
antigeno de neumococo en orina en 40 pacientes (19%), siendo positivo en 25 (sensibilidad 63%).

Los falsos negativos fueron mas frecuentes en las mujeres (62% vs 39%, p = 0,035).

4.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

De los 248 aislamientos microbioldgicos se realizo la revision de la historia clinica de 195
pacientes (62 del periodo prevacunal y 133 del postvacunal). Por ausencia o error en el nimero de
historia clinica no se pudo acceder al historial de 53 pacientes. Las caracteristicas epidemioldgicas de

los pacientes se muestran en la Tabla 6.

No se encontré diferencia en la edad de los pacientes entre ambos periodos (p = 0,803).
Tampoco se observé modificacidon en el porcentaje de pacientes pertenecientes a los grupos de
mayor riesgo por edad para EISP (menores de 5 afios y mayores de 65 afios), 41% en el periodo
prevacunal y 54% en el postvacunal (p = 0,229). De los 38 nifios menores de 5 afios, 25 eran menores
de 2 afios (66%). Aunque el porcentaje de nifios menores de 5 afios con EISP aumentd entre los dos
periodos (de 15% al 22%), no se demostré diferencia estadisticamente significativa (p = 0,252). Sin

embargo, al comparar por edad y sexos, se detecté un aumento en la prevalencia de EISP en nifios
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varones menores de 5 afios (8% en periodo prevacunal y 29% en el postvacunal, p = 0,007), pero no
en las nifias (29% en periodo prevacunal y 17% en el postvacunal, p = 0,339). La edad media de los
pacientes adultos (mayores de 18 afios) fue de 58 + 19,9 afios (56 + 19,9 afios en el periodo

prevacunal y 60 + 19,7 afios en el postvacunal, p = 0,190).

No se observé modificaciéon en las comorbilidades de los pacientes entre ambos periodos
(Tabla 6). El 61% de los pacientes presentaba una o mas comorbilidades. Las caracteristicas de los
pacientes adultos (mayores de 18 afos) fueron similares entre ambos periodos, salvo una mayor

proporcién de pacientes con insuficiencia cardiaca en el periodo postvacunal (2% vs 16%, p = 0,012).
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Tabla 6: Caracteristicas epidemioldgicas

de los pacientes con EISP en los periodos pre y

postvacunal.
Periodo prevacunal Periodo postvacunal p
(n=62) (n=133)
Sexo varén (n, %) 45 (73%) 76 (57%) 0,056
Edad (afios = DT) 46 £ 27,1 45 + 30,5 0,803
- Menores de 5 aios 9 (15%) 29 (22%) 0,252
- Entre 6-64 afios 37 (60%) 61 (46%) 0,166
- Mayores de 65 afios 16 (26%) 43 (32%) 0,405
Residente en centro sociosanitario (n, %) 0 2 (2%)
Ingreso previo, <3 meses (n, %) 8 (11%) 21 (16%) 0,532
Broncoaspiracion (n, %) 1(2%) 5 (4%) 0,667
Comorbilidades (n, %)
- Trastorno neuroldgico 3 (5%) 17 (13%) 0,277
- Insuficiencia cardiaca 2 (3%) 16 (12%) 0,098
- Insuficiencia renal 2 (3%) 5(4%) 1
- Asma 2 (3%) 7 (5%) 0,722
- EPOC 8 (13%) 17 (13%) 1
- Bronquiectasias 1(2%) 5 (4%) 0,667
- Diabetes mellitus 4 (6%) 6 (5%) 0,469
- Neoplasia 9 (14%) 23 (17%) 1
- Esplenectomia 1(2%) 1(1%) 0,536
- Infeccién por VIH 11 (18%) 13 (10%) 0,151
- Hepatopatia crénica 5 (8%) 7 (5%) 0,525
- indice de Charlson (mediana, rango) 1(0-7) 1 (0-8) 0,540
Consumo reciente de antibidticos (n, %) 4 (6%) 15 (11%) 0,589
Tabaquismo (n, %) 29 (47%) 60 (45%) 0,243
Consumo excesivo de alcohol (n, %) 12 (19%) 14 (11%) 0,060

NOTA: EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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Se identificaron 25 pacientes con EPOC, en su mayoria varones (88%) y fumadores (71%). Los
pacientes con EPOC presentaban una edad media mds avanzada (66 * 14,9 afios vs 41 + 29,2 afios, p
<0,001) y una mayor tasa de comorbilidades (indice de Charlson 2 [1-7] vs 0 [0-8], p <0,001) que los
pacientes adultos sin EPOC. Al comparar los pacientes con y sin EPOC no se observaron diferencias

en la tasa de ingreso en UCI, de IOT, ni en la mortalidad.

De los 24 pacientes infectados por el VIH, el 63% eran varones, con una edad media de 41 +
6,3 afios. Se identificd 1 paciente en los estadios A1, B2 y C2; 3 en el estadio A2 y 14 en el estadio C3;
en 4 pacientes no se pudo conocer el estadio de la infeccion por VIH. El recuento de linfocitos CD4
mas préximo al episodio de EISP fue 260 células/cc (rango 10-639 células/cc). En este trabajo no se
recogid la carga viral del VIH. En estos pacientes la Unica forma clinica de EISP fue la neumonia. La
tasa de ingreso en UCI fue inferior a la de la poblacidn general (4% vs 28%, p = 0,024). La mortalidad
de estos pacientes fue inferior a la de la poblacién general adulta, aunque la diferencia no alcanzé

significacién estadistica (4% vs 14%, p = 0,323).
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4.2. FORMAS DE PRESENTACION CLINICA

Tras la introduccién de la VPC-7 no se observé modificacién en el tipo, ni en la gravedad
(ingreso en UCI y mortalidad) de la EISP (Tabla 7). La neumonia fue la manifestacion mas frecuente
(143 pacientes, 73%), seguida de la bacteriemia primaria (23 casos, 12%) y la meningitis (20 casos,
10%). Once pacientes con neumonia presentaron empiema (6%). En un Unico paciente se realizo el
diagndstico simultdaneo de neumonia y meningitis neumocdcica. Se encontré un origen nosocomial
(es decir, en las 48 horas posteriores al ingreso) en 8 de las 143 neumonias (6%) y en 2 de las 23
bacteriemias primarias (9%). Entre las formas menos frecuentes de EISP se encontraron 3 pacientes
con otitis media-otomastoiditis y 3 con peritonitis bacteriana espontdnea. Otras manifestaciones
clinicas fueron infecciéon de protesis articular (1 paciente), discitis (1 paciente), absceso cerebral

temporal (1 paciente) y mediastinitis (1 paciente).

Tabla 7: Formas de presentacion clinica y evolucion de los pacientes con EISP en los periodos pre y
postvacunal.

Periodo prevacunal Periodo postvacunal p
(n=62) (n=133)

Neumonia (n, %) 48 (77%) 95 (71%) 0,487
Meningitis (n, %) 6 (10%) 14 (11%) 1
Bacteriemia primaria (n, %) 5(8%) 18 (14%) 0,344
Empiema 3 (5%) 8 (6%) 1
Otros (n, %) 2 (3%) 8 (6%) 0,784
Ingreso en UCI 12 (18%) 38 (25%) 0,166
Mortalidad 12 (18%) 19 (14%) 0,535

NOTA: UCl unidad de cuidados intensivos.
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4.2.1. Neumonia

Las caracteristicas de los 143 pacientes con neumonia se muestran en la Tabla 8. La
neumonia fue la manifestacion mds frecuente en todos los grupos de edad, aunque en menores de 5
afos la prevalencia de neumonia fue significativamente menor que en los otros grupos de edad (51%

vs 79%, p = 0,001).

Entre el periodo pre y postvacunal se observd en la poblacion adulta (mayor de 15 afios) un
descenso en el porcentaje de varones con neumonia (84% vs 52%, p = 0,001). También se detectd un
descenso de pacientes con consumo excesivo de alcohol (28% vs 11%, p = 0,018), y un incremento
de pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva (2% vs 15%, p = 0,021). Se observé un elevado
porcentaje de pacientes con patologia pulmonar (asma, EPOC, bronquiectasias). En el periodo
postvacunal se observd un descenso en la prevalencia de pacientes con inmunodepresion, aunque
no se demostré diferencia estadisticamente significativa (45% vs 28%, p = 0,064). El 77% de los
pacientes presentaban al menos una comorbilidad, no encontrandose diferencia en el indice de
Charlson entre ambos periodos (1 [0-7] vs 1 [0-8], p = 0,247). En el analisis multivariante los factores
asociados a neumonia fueron la hepatopatia (odds ratio [OR] = 0,175, intervalo de convianza [IC] al
95% = 0,051-0,598) y la edad menor de 5 afios (OR = 0,243, IC al 95% = 0,114-0,519). La mortalidad
de los pacientes con neumonia fue inferior a la mortalidad asociada con las otras manifestaciones

clinicas, aunque no se demostré diferencia estadisticamente significativa (11% vs 21%, p = 0,103).
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Tabla 8: Caracteristicas clinicas de los pacientes con neumonia de forma global y en los periodos

pre y postvacunal.

Total Prevacunal Postvacunal p
(n=143) (n=48) (n=95)
Sexo varén (n, %) 91 (64%) 38 (79%) 53 (56%) 0,009
Edad (media % DT, afios) 48 +27.1 48 +23.9 48 +28.7 0,983
- Menores de 5 afos 19 (14%) 3 (6%) 16 (17%) 0,207
- Entre 6-64 afios 82 (57%) 33 (69%) 49 (52%) 0,108
- Mayores de 65 afios 42 (29%) 12 (25%) 30 (32%) 0,443
Tabaquismo 61 (43%) 22 (56%) 39 (42%) 0,189
Consumo excesivo de alcohol 21 (15%) 11 (28%) 10 (11%) 0,018
Comorbilidades
- Insuficiencia cardiaca 15 (10%) 1 (2%) 14 (15%) 0,021
- Trastornos neurolégicos 16 (11%) 3(7%) 13 (14%) 0,273
- Patologia pulmonar 34 (24%) 9 (19%) 25 (26%) 0,714
- Insuficiencia renal 6 (4%) 2 (4%) 4 (4%) 1
- Neoplasia 22 (15%) 9 (19%) 13 (14%) 0,461
- Diabetes mellitus 8 (6%) 4 (9%) 4 (4%) 0,438
- Hepatopatia 5 (4%) 2 (4%) 3 (3%) 1
- VIH 22 (15%) 10 (21%) 12 (13%) 0,220
- indice de Charlson (mediana, rango) 1 (0-8) 1(0-7) 1 (0-8) 0,247
Ingreso en UCI 26 (18%) 5(10%) 21 (22%) 0,109
Exitus 16 (11%) 7 (15%) 9 (10%) 0,404

NOTA: UCl unidad de cuidados intensivos; VIH virus de la inmunodeficiencia humana.
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Un total de 26 pacientes fueron ingresados en UCI, 5 en el periodo prevacunal (10%) y 21 en
el postvacunal (22%). Aunque la tasa de ingreso en UCI aumentd, no alcanzd diferencia
estadisticamente significativa (p = 0,109). Ocho pacientes, todos ellos en el periodo postvacunal (0%
vs 8%, p = 0,052), fueron intubados por fracaso respiratorio. Las caracteristicas epidemioldgicas de
los pacientes ingresados en UCI fueron similares a los otros pacientes con neumonia, observandose
Unicamente un indice de Charlson inferior en los pacientes ingresados en UCI (0 [0-6] vs 1 [0-8], p =
0,038). No se observo diferencia en la mortalidad de los pacientes con neumonia que ingresaron en

UCI frente a los que no ingresaron (15% vs 11%, p = 0,498).

Se serotiparon 76 aislamientos procedentes de pacientes con neumonia (15 en el periodo
prevacunal y 61 en el postvacunal), identificandose 20 serotipos diferentes. Los serotipos mas
prevalentes fueron el 19A (10 aislamientos, 13%), 9V (10 aislamientos, 13%), 3 (8 aislamientos, 11%)
y 14 (8 aislamientos, 11%). En la Figura 2 se muestran los 6 serotipos mas frecuentes, no

demostrandose variaciones significativas entre el periodo pre y postvacunal.

18% - 16%
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3 6B 9V 14 19A 19F

Figura 2: Serotipos mas frecuentes aislados en pacientes con neumonia en los periodos pre y
postvacunal.
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La prevalencia de los SV-7 aislados en pacientes con neumonia no varié entre ambos
periodos (53% en el prevacunal y 62% en el postvacunal, p = 0,569). Aunque no se pudo demostrar
diferencia estadisticamente significativa, se observd un descenso de los SV-7 responsables de
neumonia en los pacientes menores de 5 afos (100% vs 46%), asi como en los mayores de 65 afios
(100% vs 35%). No fue posible realizar un andlisis estadistico debido al tamafio de la muestra, ya que
en el periodo prevacunal se identificd un Unico caso de neumonia por SV-7 en ambos grupos de
edad. Por otro lado, en los pacientes con neumonia se observé un descenso en los serotipos no

invasivos (60% vs 23%, p = 0,014).

4.2.2, Bacteriemia primaria

Se identificaron 23 casos de bacteriemia primaria, siendo ésta la segunda manifestacion mas
frecuente en nuestro estudio (12%). Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 9. Se
analizaron las caracteristicas de los pacientes con bacteriemia primaria en los periodos pre y
postvacunales y no se encontraron diferencias significativas, por este motivo no se muestran en la

Tabla 9.

El 70% de los casos de bacteriemia primaria se concentraron en los grupos de edad extremos
(menores de 5 afios y mayores de 65 afios), aunque no se pudo demostrar una prevalencia superior
en estos grupos de edad (p = 0,083). En el analisis multivariante los factores asociados con
bacteriemia primaria fueron el tabaquismo (OR = 0,154, IC al 95% = 0,040-0,597) y hepatopatia (OR =
12,1, IC al 95% = 2,998-49,123). Los pacientes con bacteriemia primaria presentaban una tasa menor
de comorbilidades que los pacientes con otras formas de EISP, aunque no se pudo demostrar

diferencia estadistica (indice de Charlson 1 [0-3] vs 1 [0-8], p = 0,480).
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Fallecieron 8 pacientes con bacteriemia primaria (35%) lo que supuso una mortalidad
superior a la de otras formas de presentacién clinica (11%, p = 0,006), incluso superior a la
mortalidad observada en los casos de meningitis (10%), aunque la diferencia no alcanzoé significacion
estadistica (p = 0,076). Los pacientes con bacteriemia primaria que fallecieron respecto a los no
fallecidos presentaban una edad mas elevada (68 afios [0,1-91 afios] vs 41 afios [0,5-89 afios], p =
0,072), asi como una mayor tasa de comorbilidad (indice de Charlson 1,5 [0-3] vs 0 [0-3], p = 0,093),
aunque tampoco se pudo demostrar diferencia estadisticamente significativa. Por otro lado, el
porcentaje de pacientes que requirieron ingreso en UCI fue similar al de otras formas clinica (27% vs

17%, p = 0,447).

Se serotiparon 10 aislamientos procedentes de pacientes con bacteriemia primaria y se
identificaron 8 serotipos diferentes. Dos aislamientos del serotipo 6B, 1 aislamiento de los siguientes
serotipos: 4, 15C, 17F, 19A, 19F, 33F, 38 y un aislamiento no tipable. En el periodo postvacunal se
observé un incremento en la prevalencia de SV-7 (25% vs 50%, p = 0,574), aunque por el bajo
numero de casos (4 en el periodo prevacunal y 6 en el postvacunal) no se alcanzé diferencia
estadisticamente significativa. No se identificd ningln aislamiento perteneciente a los serotipos
invasivos (serotipos 1, 5 y 7F). Por otro lado, la tasa de serotipos no invasivos en pacientes con

bacteriemia primaria (30%) fue similar a la de otras manifestaciones clinicas (32%).

86



Resultados

Tabla 9: Caracteristicas de los 23 pacientes con bacteriemia primaria por S. pneumoniae.

Sexo varon (n, %) 11 (48%)
Edad (media £ DT, aiios) 43 +33,3
- Menores 5 afios 8 (35%)
- Entre 6-64 ainos 7 (30%)
- Mayores de 65 afios 8 (35%)
Tabaquismo 3(13%)
Consumo excesivo de alcohol 3(13%)

Comorbilidades

- Insuficiencia cardiaca 1 (4%)
- Trastornos neuroldgicos 0 (0%)
- Patologia pulmonar 3(13%)
- Insuficiencia renal 0 (0%)
- Neoplasia 5(22%)
- Diabetes mellitus 1 (4%)
- Hepatopatia 6 (26%)
- VIH 0 (0%)
- Indice de Charlson (mediana, rango) 1(0-3)
Ingreso en UCI 4 (17%)
Exitus 8 (35%)

NOTA: UCl unidad de cuidados intensivos; VIH virus de la inmunodeficiencia humana.
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4.2.3. Meningitis

Veinte pacientes (10%) fueron diagnosticados de meningitis neumocécica, en 16 de ellos se
realizd el aislamiento de S. pneumoniae de forma simultdnea en sangre y en LCR y en 4 pacientes S.
pneumoniae sélo pudo ser aislado en sangre. Las caracteristicas clinicas de estos pacientes se
muestran en la Tabla 10, no encontrandose diferencia significativa entre el periodo pre vy
postvacunal por lo que no se muestran en la tabla. Entre los pacientes diagnosticados de meningitis
destacaba una baja tasa de comorbilidades en comparaciéon con las otras formas clinica de EISP
(indice de Charlson 0 [0-2] vs 1 [0-8], p <0,001). En el analisis multivariante se encontré como Unico
factor asociado con la meningitis el indice de Charlson (OR = 0,362, IC al 95% = 0,164-0,800). Se
observaron secuelas neuroldgicas en 4 pacientes (20%). La tasa de ingreso en UCI fue superior a la
de otros cuadros clinicos (90% vs 18%, p <0,001), aunque no se encontraron diferencias en la
necesidad de 10T (10% vs 5%, p = 0,324), ni en la mortalidad (10% vs 15%, p = 0,748). Fallecieron 2

pacientes (10%), ambos mayores de 65 afos.

Dos pacientes presentaban una fistula de LCR y uno de ellos sufrio dos episodios de
meningitis neumocécica en el periodo de estudio. Los serotipos de los neumococos de los dos

episodios fueron diferentes (serotipo 21 en el primer episodio y serotipo 3 en el segundo).

Se serotiparon los 20 neumococos aislados en pacientes con meningitis y se identificaron 13
serotipos diferentes: 4 aislamientos del serotipo 3, 3 aislamientos del serotipo 19F, 2 aislamientos de
los serotipos 6A y 9V y 1 aislamiento de los serotipos 4, 6B, 7F, 9N, 14, 17F, 19A, 19F, 21 y 23B. Se
observo un descenso significativo de los SV-7 en el periodo postvacunal (83% vs 21%, p = 0,018), que
se asocid con un descenso de las cepas no sensibles a PE en el periodo postvacunal (67% vs 14%, p =
0,042), aunque no se observé modificacidon de las cepas multirresistentes (17% vs 14%, p = 1). Cabe

destacar que en el periodo postvacunal no se identificd ninguna cepa no sensible a CT (17% vs 0%, p
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= 0,300). Se detectaron 12 casos (60%) de meningitis producidas por serotipos pediatricos, 1 (5%)

por serotipos invasivos y 10 (50%) por serotipos no invasivos.

Tabla 10: Caracteristicas de los 20 pacientes con meningitis.

Sexo varon (n, %) 14 (70%)
Edad (mediana, rango aiios) 34 (0,1-83)
- Menores 5 afios 7 (35%)
- Entre 6-64 afios 7 (35%)
- Mayores de 65 afios 6 (30%)
Tabaquismo 8 (40%)
Consumo excesivo de alcohol 2 (10%)

Comorbilidades

- Insuficiencia cardiaca 0 (0%)
- Trastornos neurolégicos 1 (5%)
- Patologia pulmonar 1 (5%)
- Insuficiencia renal 1 (5%)
- Neoplasia 1 (5%)
- Diabetes mellitus 0 (0%)
- Hepatopatia 0 (0%)
- VIH 0 (0%)
- Indice de Charlson (mediana, rango) 0 (0-2)
Ingreso en UCI 18 (90%)
Exitus 2 (10%)

NOTA: UCl unidad de cuidados intensivos, VIH virus de la inmunodeficiencia humana.
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4.2.4. Empiema

Se identificaron 11 pacientes con empiema (6%), en un paciente el aislamiento de S.
pneumoniae se realizé en liquido pleural y en el resto en sangre. Las caracteristicas de los pacientes
se muestran en la Tabla 11. No se encontraron diferencias significativas en las caracteristicas de los

pacientes entre el periodo pre y postvacunal.

El 55% de los empiemas se diagnosticaron en pacientes menores de 15 afios. Asi, en los
pacientes entre 6-15 afios la tasa de neumonia complicada con empiema fue significativametne
superior a la de los otros grupos de edad (40% vs 7%, p = 0,049). Asimismo, en mujeres se detectd
un mayor riesgo de ingreso en UCI (OR = 11,6, IC al 95% = 1,125-119,618). Este hallazgo se puso en
relacién con una edad significativamente inferior en las mujeres (11 * 18,4 afos vs 41+ 36,7 afios, p

=0,005).

Se serotiparon todos los aislamientos de pacientes con empiema y se identificaron 8
serotipos diferentes: serotipo 3 (3 aislamientos), 1 (2 aislamientos) y 1 aislamiento de los serotipos
7F, 8,9V, 14, 19A, 19F. No se demostrd cambio en la tasa de SV-7 antes y después de la introduccién
de la VPC-7 (33% vs 25%, p = 1). Los serotipos invasivos fueron mas frecuentes en los pacientes con
empiema que en otras formas de EISP, aunque no se observd diferencia estadisticamente

significativa (27% vs 9%, p = 0,095).
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Tabla 11: Caracteristicas de los 11 pacientes con empiema.

Sexo varon (n%) 7 (64%)
Edad (mediana, rango aiios) 9 (0,7-100)
- Menores de 5 anos 4 (36%)
- Entre 6-64 afios 5 (46%)
- Mayores de 65 afios 2 (18%)
Tabaquismo 2 (18%)
Consumo excesivo de alcohol 1(9%)

Comorbilidades

- Insuficiencia cardiaca 1(9%)
- Trastornos neuroldgicos 0 (0%)
- Patologia pulmonar 2 (18%)
- Insuficiencia renal 0 (0%)
- Neoplasia 0 (0%)
- Diabetes mellitus 1 (9%)
- Hepatopatia 1 (9%)
- VIH 1(9%)
- Indice de Charlson (mediana, rango) 0 (0-6)
Ingreso en UCI 5 (45%)
Exitus 0 (0%)

NOTA: UCl unidad de cuidados intensivos, VIH virus de la inmunodeficiencia humana.
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4.3. EvoLuciON CLiNICA DE LOS PACIENTES CON EISP

La evolucion clinica fue favorable en 152 pacientes (78%). El tratamiento se realizé de forma
ambulatoria en 22 pacientes (11%), 4% en el periodo prevacunal y 14% en el postvacunal (p = 0,054).
Dos pacientes requirieron ingreso por mala evolucién (9%). En los pacientes entre 15 y 24 afios se
realizé tratamiento ambulatorio en un porcentaje mayor que en otros grupos de edad (50% vs 9%, p
=0,017). Al analizar y comparar las caracteristicas de los pacientes tratados de forma ambulatoria en
ambos periodos, se observé un aumento del nimero de pacientes diagnosticados de neumonia (0%
vs 82%), una mejor evolucidn clinica (67% vs 100%) y una menor tasa de reingresos (33% vs 0%) en el

periodo postvacunal.

4.3.1. Ingreso en UCI

Un total de 50 pacientes (28%) requirieron ingreso en UCI, 12 (19%) en el periodo prevacunal
y 38 (29%) en el postvacunal (p = 0,166). La patologia con mayor tasa de ingreso en UCI fue la
meningitis (90%), seguido del empiema (45%). Los pacientes mayores de 65 afios presentaron una
menor tasa de ingreso en UCI (19%) en comparacidn con los otros grupos de edad (29% en menores
de 5 afos, 26% en pacientes entre 6-64 afos), aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p = 0,478). Por otro lado, la tasa de comorbilidad fue significativamente inferior en los
pacientes que ingresaron en UCI (indice de Charlson 0 [0-6] vs 1 [0-8], p = 0,001). En el analisis
multivariante los factores asociados con el ingreso en UCI fueron la meningitis (OR = 46,385, IC al
95% = 10,144-212,092) y el empiema (OR = 4,295, IC al 95% = 1,220-15,125). Once pacientes
precisaron 10T (5%), 7 de ellos (64%) eran mayores de 65 afios, 3 tenian entre 6-64 afios (27%) y uno

(9%) era menor de 5 afos (p = 0,035).
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4.3.2. Mortalidad

De los 195 pacientes estudiados fallecieron 31 (16%): 16 con neumonia, 8 con bacteriemia
primaria, 2 con meningitis y un paciente con un absceso cerebral. No se pudo acceder a la historia
clinica de los otros 4 pacientes para establecer el tipo de EISP. La tasa de mortalidad no se modificé
entre ambos periodos (18% prevacunal y 14% postvacunal, p = 0,531). En funcién de la edad, la
mortalidad oscil6 entre un 5% en menores de 5 afios y un 30% en mayores de 65 afios (p <0,001). En
el andlisis multivariante los factores asociados con la mortalidad fueron: edad superior a 65 afios (OR
=3,532, I1Cal 95% = 1,421-8,779), bacteriemia primaria (OR = 5,164, IC al 95% = 1,801-14,806) e |OT
(OR = 5,327, IC al 95% = 1,383-20,521). Los pacientes fallecidos presentaban una mayor tasa de
comorbilidades (indice de Charlson 2 [0-6] vs 1 [0-8], p = 0,030). No se observd relacién entre la

mortalidad y los diferentes serotipos (invasivos, no invasivos, pediatricos o SV-7).

4.3.3. EISP recurrente

En el estudio se identificaron dos pacientes con EISP recurrente (1%), ambos habian sido
vacunados previamente con VPP-23. Uno de ellos era una mujer VIH positiva que en el periodo de
estudio presentd dos episodios de neumonia. En el segundo episodio el S. pneumoniae pertenecia al
serotipo 9N/L, incluido en la VPP-23. El otro paciente era un vardn con una fistula de LCR tras una
fractura facial, que en un periodo de 2 afios presentd dos meningitis neumocdcicas por dos serotipos
diferentes (en el primer episodio se identificd S. pneumoniae serotipo 21y en el segundo serotipo 3).
Tras el cierre de la fistula de LCR el paciente no presentd nuevas recurrencias de meningitis

neumocodcica.
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4.4. SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Se estudid la sensibilidad a PE, CT, EM, CM y LE en las 248 cepas de S. pneumoniae, sin que
se demostrara variacion de la sensibilidad a estos antimicrobianos entre el periodo pre y postvacunal
(Tabla 12). En la Figura 3 se muestran los 6 serotipos mds prevalentes y su tasa de aislamientos no

sensibles a los antimicrobianos testados.

Tabla 12: Prevalencia de asilamientos no sensibles a PE, CT, EM, CM y LE y multirresistentes entre
el periodo pre y postvacunal.

Periodo prevacunal Periodo postvacunal p
(n=105) (n=143)

No sensible PE 33 (31%) 35 (24%) 0,250
No sensible CT 6 (6%) 5(3%) 0,535
No sensible EM 17 (16%) 32 (22%) 0,260
No sensible CM 16 (15%) 23 (16%) 1
No sensible LE 0 1(1%)
Multirresistentes 12 (11%) 16 (11%) 1

NOTA: CM clindamicina, CT cefotaxima, EM eritromicina, LE levofloxacino, PE penicilina.
*Véase en el apartado 3.4 la definicidn de cepas no sensibles y de multirresistentes.

4.4.1. Betalactamicos

Se identificaron 68 cepas (27%) no sensibles a PE, 14 de ellas (6%) resistentes (en los 6 casos
de infecciéon meningea la CMI fue 20,12ug/ml y en los 8 casos restantes fue >2ug/ml). Estas cepas se
aislaron mas frecuentemente en pacientes menores de 4 afios (35% vs 14%, p = 0,002) y pertenecian
en su mayoria a los SV-7 (88% vs 17%, p <0,001), especialmente a los serotipos 14 (27%), 9V (22%),

19F (20%) y 6B (12%). En el andlisis multivariante los factores asociados con las cepas no sensibles a
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PE fueron los SV-7 (OR = 53,356, IC al 95% = 15,763-180,601) y la EPOC (OR = 12,613, IC al 95% =

2,069-76,882).

50% A
M No sensible PE
43" O No sensible CT
40% - 38% 39% ONo sensible EM
] O No sensible CM
B CMI LE 1-2 pg/ml
30% - . 288 O Multirresistentes
| 22% 22%
20| 70 19% 19%
20% ° ] ° e
. 14% . 14% 14%
13% 13% 12%
10 10%
10%
% o, o 7%
DY 9 0% %
0% 1 1 1 1 1
14 19F 19A 23F

Figura 3: Serotipos y tasa de aislamientos no sensibles a PE, CT; EM y CM.
NOTA: CM clindamicina, CT cefotaxima, EM eritromicina, LE levofloxacino, PE penicilina.

De los 11 S. pneumoniae no sensibles a CT (4%), ninguno era resistente. Se detecté un mayor
porcentaje de SV-7 en las cepas no sensibles a CT (86% vs 38%, p = 0,017). Los serotipos no sensibles
a CT mas frecuentemente aislados fueron: 19F (43%), 14 (14%), 23F (14%) y 9V (14%). No se observé
una mayor mortalidad en los pacientes con aislamientos no sensibles a PE (13% vs 16%, p = 0,825) o

CT (20% vs 15%, p = 0,561).
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4.4.2. Macrdlidos

Se detectaron 49 cepas no sensibles a EM (20%), de ellas 46 (19%) eran resistentes (CMI 21
pug/ml). La tasa de aislamientos resistentes a EM fue significativamente mas elevada en pacientes
menores de 5 afos (31% vs 15%, p = 0,023). En el periodo postvacunal no se modificé la prevalencia
de cepas no sensibles a EM (Tabla 12), aunque se observd un descenso de los SV-7 entre estos
aislamientos ((86% vs 46%, p = 0,094). Los serotipos no sensibles a EM mds frecuentemente
identificados fueron: 19A (28%), 19F (17%) y 14 (10%). Pertenecer al serotipo 19A fue el Unico factor
asociado con la disminucién de la sensibilidad a EM en el andlisis multivariante (OR = 8,696, IC al 95%

=2,411-31,368).

Se detectaron 37 cepas con fenotipo MLSg (80%), 7 de ellas (19%) con un fenotipo inducible,
y 9 (20%) con fenotipo M. En ambos periodos el fenotipo MLS; fue el mds prevalente, aunque se
observo un descenso de este fenotipo en el periodo postvacunal (94% vs 73%, p = 0,132). En 34
(92%) aislamientos con fenotipo MLS; se identificd el gen ermB y en todas las cepas con fenotipo M
se identificd el gen mefA. Una cepa poseia ambos genes de resistencia (serotipo 14, ST-156),
presentando sensibilidad intermedia a PE, resistencia a CM, siendo sensible a CT y LE. En tres
aislamientos resistentes a EM no se pudo identificar ninguno de estos dos genes de resistencia. El
fenotipo M se asocié con una CMI a LE entre 1-2 pg/ml (33% vs 3%, p = 0,021). Al comparar ambos
fenotipos no se encontré diferencia en la tasa de cepas no sensibles a PE (44% vs 60%, p = 0,472), ni

de cepas multirresistentes (44% vs 60%, p = 0,472).

4.4.3. Fluoroquinolonas

De las 248 cepas de S. pneumoniae estudiadas, se detectd un Unico aislamiento resistente a
LE (0,4%). Esta cepa fue aislada en el periodo postvacunal y pertenecia al serotipo 23F, ST-81. Era

portadora de mutaciones en parC y gyrA, asi como de bomba de expulsion de fluoroquinolonas. Fue
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identificada en un paciente con demencia evolucionada que residia en un centro sociosanitario e
ingresd por neumonia asociada a cuidados sanitarios. Se desconocia la exposicion previa a
fluoroquinolonas y no pudo realizar seguimiento posterior, ya que fue trasladado a otro centro. La
cepa de neumococo presentaba ademas una sensibilidad intermedia a PE y CT y era resistente a EM

y CM (fenotipo MLSg, genotipo ermB).

Se observd un incremento significativo de cepas con CMI a LE 1-2 pg/ml entre el periodo pre
y postvacunal (7% vs 21% p = 0,002). En ninguno de estos aislamientos se detectaron mutaciones en
parC o gyrAy el estudio de bomba de expulsién de fluoroquinolonas fue negativo en todos los casos
analizados. No se demostré relacién entre estas cepas y aquellas con sensibilidad disminuida a otros
antimicrobianos (Tabla 13). De estos 37 aislamientos 4 presentaban una CMI a EM 21 pg/ml, tres con
genotipo mefA y un emrB. En el analisis multivariante se encontrd asociacion entre la CMI a LE 1-2
pg/mly la patologia pulmonar (OR = 2,870, IC al 95% = 1,241-6,637), asi como con el genotipo mefA

(OR = 15, IC al 95% = 1,355-166,054).

97



Resultados

Tabla 13: Caracteristicas de los pacientes y de las resistencias a antimicrobianos de los S.
pneumoniae con CMI a LE <1 pg/ml o CMI a LE 1-2 pg/ml.

CMI-LE <1 pg/ml  CMI-LE 1-2 pg/ml p
(n=173) (n=37)
Edad (media £ DT aiios) 45 +29,9 44 + 26,0 0,833
Sexo varon (n, %) 103 (60%) 26 (70%) 0,268
Residente en centro sociosanitario (n, %) 1(1%) 1(3%) 0,322
Ingreso previo (n, %) 22 (13%) 7 (19%) 0,285
Tabaquismo (n, %) 59 (38%) 14 (41%) 0,704
Consumo excesivo de alcohol (n, %) 24 (15%) 2 (6%) 0,183
Patologia pulmonar 23 (13%) 11 (30%) 0,022
Tratamiento antibidtico previo (n, %) 14 (8%) 5(14%) 0,334
indice de Charlson (mediana, rango) 1 (0-8) 1 (0-8) 0,314
Resistencia a antibioticos (n, %)

- Nosensible a PE 57 (27%) 10 (27%) 1

- Nosensible a CT 9 (4%) 1(3%) 1
- Nosensible a EM 44 (21%) 4 (11%) 0,183
- No sensible a CM 34 (16%) 4 (11%) 0,622
- Multirresistente 26 (12%) 1(3%) 0,904

NOTA: CM clindamicina, CT cefotaxima, EM eritromicina, EPOC enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, LE levofloxacino, PE penicilina.

4.4.4. Multirresistentes

Se identificaron 28 cepas (11%) multirresistentes (véase definicion en apartado 3.4). Todos
los aislamientos fueron no sensibles a PE (3 de ellas resistentes) y EM (26 de ellas resistentes), un
aislamiento fue no sensible a CT, 19 fueron no sensibles a CM (16 de ellas resistentes) y uno
resistente a LE. La prevalencia de cepas multirresistentes no se modificé entre ambos periodos (11%

vs 11%, p = 0,459) y estos aislamientos pertenecian con mads frecuencia a los SV-7 (24% vs 6%, p =
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0,004), siendo los mas frecuentes los serotipos 19F (6 aislamientos, 21%) y 6B (3 aislamientos, 11%).
Otros serotipos multirresistentes identificados fueron el 14, 19A, 23F, 3 y 9N/L. Las cepas
multirresistentes se aislaron con mayor frecuencia en los pacientes menores de 5 afios (41% vs 18%,
p = 0,022) y menos frecuentemente en pacientes con neumonia (8% vs 19%, p = 0,034). No hubo
diferencia en las otras formas clinicas de EISP: meningitis (15% vs 11%, p = 0,359), bacteriemia
primaria (17% vs 10%, p = 0,246). En los pacientes infectados por cepas multirresistentes no se
observé un mayor porcentaje de casos de modificacién del tratamiento antibiético por mala
evolucidn clinica (4% vs 5%, p = 1). No se demostré un aumento en la mortalidad en los pacientes
infectados por cepas multirresistentes (17% vs 10%, p = 0,745), ni una mayor tasa de exposicion
previa a antibidticos (14% vs 10%, p = 0,404). En el analisis multivariante se encontré asociacion

entre las cepas multirresistentes y los SV-7 (OR = 6,737, IC al 95% = 2,081-21,818).

4.5. TRATAMIENTO ANTIBIOTICO

El tipo de tratamiento antibidtico se recogié en 141 pacientes, el 97% de los cuales fueron
tratados en régimen hospitalario. De los 22 pacientes en los que se realizé tratamiento ambulatorio
sélo se pudo conocer el tratamiento antibidtico en 4 pacientes (18%), 3 recibieron tratamiento con
fluoroquinolonas y 1 con betalactamicos. De los 137 pacientes ingresados se utilizdé un antibidtico en
monoterapia en 58 pacientes (42%), siendo amoxicilina-clavuldnico el farmaco mas utilizado (36%),
seguido de ceftriaxona (11, pacientes, 19%) y levofloxacino (7 pacientes, 12%). En los 79 pacientes
en los que se utilizdé combinacién de varios antimicrobianos, 73 recibieron 2 farmacos antibiéticos y
6 fueron tratados con 3 antibidticos. El antibiético mas frecuentemente utilizado en combinacién fue
ceftriaxona (58 pacientes, 79%) que se asocid a levofloxacino (31 pacientes, 53%) o macrdlidos (16
pacientes, 28%); en los 11 pacientes restantes se emplearon combinaciones con otros

antimicrobianos, como glicopéptidos, metronidazol, aminoglucésidos o linezolid.
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El tratamiento combinado empirico fue significativamente mds frecuente que la
monoterapia en pacientes con meningitis (19% vs 5%, p = 0,020). Por el contrario, la monoterapia se
empled con mas frecuencia en pacientes menores de 5 afios (32% vs 14%, p = 0,024) y aquellos con
bacteriemia primaria (19% vs 4%, p = 0,004). En pacientes con neumonia, en los que se recogio el
tratamiento utilizado (98 pacientes), el 60% recibieron tratamiento combinado. La mortalidad de los
pacientes que recibieron tratamiento combinado fue superior, aunque no se demostré diferencia
estadisticamente significativa (13% vs 3%, p = 0,082). Esta mayor mortalidad se relaciond con una
mayor gravedad clinica y necesidad de ingreso en UCI en el grupo de pacientes que recibieron
tratamiento combinado (34% vs 10%, p = 0,008). Al comparar las diferentes combinaciones de
antibidticos se observd una mayor mortalidad en los pacientes que recibieron betalactdmico con
fluoroquinolona (18%) frente a los que recibieron betalactamico con macrélido (6%), aunque la
diferencia no alcanzo significacidn estadistica (p = 0,556). Este hallazgo también se relaciond con un
mayor porcentaje de pacientes ingresados en UCI entre los que recibieron betalactdmico con
fluoroquinolona frente a la combinacién de betalactamico con macrdélido (42% vs 12%, p <0,001).
Finalmente, la mortalidad de los pacientes que recibieron combinacidon de betalactamico con un
antibidtico diferente de fluoroquinolona o macrdlido, fue superior (25%) a la de aquellos tratados
con betalactdmico y fluoroquinolona (18%) o macrélido (6%), aunque la diferencia no alcanzo

significacion estadistica (p= 0,406).

4.6. VARIACION DE LOS SEROTIPOS

La prevalencia de los serotipos mas frecuentes en periodo prevacunal y postvacunal se
muestra en la Tabla 14. Analizando los serotipos mas prevalentes en ambos periodos, se demostro
un descenso significativo de un SV-7, el 19F (17% vs 2%, p = 0,001), y un aumento no significativo, de

un SNV-7, el 19A (2% vs 13%, 0,058).
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Tabla 14: Prevalencia de los serotipos mas prevalentes en el periodo pre y post-vacunal.

Serotipo Periodo Prevacunal Periodo Postvacunal p
(n=46) (n=89)
1 3 (7%) 4 (5%) 0,688
3 5(11%) 12 (14%) 0,788
6B 4 (9%) 4 (5%) 0,444
7F 0 (0%) 6 (7%) 0,095
8 3 (7%) 2 (2%) 0,335
9V 3 (7%) 10 (11%) 0,542
14 3 (7%) 10 (11%) 0,542
19A 1(2%) 11(12%) 0,058
19F 9 (20%) 2 (2%) 0,001

Al estudiar los serotipos por grupos de edad, no se observaron modificaciones significativas,
salvo un descenso del 6B en menores de 15 afios (p = 0,057) y un descenso del 19F en pacientes
mayores de 15 afos (p = 0,004). En la figura 4A y 4B se muestran las modificaciones de los serotipos

mas prevalentes en los pacientes menores o mayores de 15 afios.
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postvacunal.

Figura 4B: Modificacién de los
serotipos mas prevalentes en
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en los periodos pre vy
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4.6.1. Serotipos vacunales

De forma global no se detectd modificacién en la prevalencia de SV-7 entre ambos periodos
(43% en el periodo prevacunal y 39% en el postvacunal, p = 0,703), aunque si se observd un
descenso de los SV-7 en los pacientes mayores de 65 afios (67% vs 25%, p = 0,044). Ademas, se
observd un descenso significativo de los SV-7 aislados en pacientes con meningitis en el periodo
postvacunal (83% vs 21%, p = 0,018). En ambos casos se detecté un descenso de las cepas no
sensibles a PE (27% vs 16%, p = 0,0321 y 67% vs 14%, p = 0,042, respectivamente). Por otro lado, la
cobertura vacunal de la VPC-13 en ambos periodos fue similar (69% en el prevacunal y 79% en el
postvacunal, p = 0,268), y superior a la observada para la VPC-7. En la Tabla 15 se muestran las tasas
de cobertura vacunal de la VPC-7 y VPC-13 en el periodo pre y postvacunal segin los grupos de

edad.

Tabla 15: Tasas de cobertura vacunal de VPC-7 y VPC-13 en funcidn de la edad en el periodo pre y
post-vacunal.

Periodo prevacunal Periodo postvacunal p
(n = 46) (n=289)
VPC-7
- Menores 5 aiios 60% 52% 1
- Entre 6-64 aiios 44% 37% 0,763
- Mayores de 65 aiios 67% 25% 0,044
VPC-13
- Menores 5 aiios 80% 91% 0,459
- Entre 6-64 afios 56% 73% 0,341
- Mayores de 65 afios 89% 75% 0,642

NOTA: VPC vacuna polivalente conjugada.
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4.6.2. Serotipos invasivos y no invasivos

Se identificaron 12 cepas pertenecientes a los serotipos invasivos (véase definicién en
apartado 3.9). La prevalencia de estos serotipos aumentd en el periodo postvacunal, aunque no se
demostré diferencia estadisticamente significativa (7% vs 15%, p = 0,262). Nueve de estos pacientes
(75%) tenian entre 6-64 afios, 2 (17%) eran mayores de 65 afos y 1 (8%) era menor de 5 afios. La
tasa de comorbilidades de los pacientes infectados por los serotipos invasivos fue significativamente
inferior a los demas pacientes (indice de Charlson 0 [0-1] vs 1 [0-8], p = 0,015). En estos 12 pacientes
la forma clinica de EISP fue la neumonia, complicada en 3 casos con empiema (25%). En un paciente
se realizé el diagndstico simultdneo de neumonia neumocdcica y de meningitis. Tanto la tasa de
ingreso en UCI (33% vs 35%, p = 1), como la mortalidad (8% vs 17%, p = 0,688) en los pacientes
infectados por los serotipos invasivos fue similar a la de otros serotipos. La prevalencia de cepas no
sensibles a PE (0% vs 36%, p = 0,002), no sensibles a EM (0% vs 26%, p = 0,022), asi como las cepas
multirresistentes (0% vs 15%, p = 0,220) entre los serotipos invasivos fue inferior a la de otros
serotipos. En el analisis multivariante las variables asociadas con los serotipos invasivos fueron la
edad inferior a 5 afios (OR = 0,108, IC al 95% = 0,013-0,903) y el indice de Charlson (OR = 0,216, IC al

95% 0,055-0,847).

Se analizaron 41 cepas pertenecientes a los serotipos no invasivos (véase definicién en
apartado 3.9), observandose un descenso de los aislamientos de un 48% en el periodo prevacunal a
un 26% en el postvacunal (p = 0,016). El 44% de estos serotipos se aislaron en pacientes entre 6-64
afios, el 32% en pacientes mayores de 65 afios y el 24% en menores de 5 afios. En los pacientes
infectados por estos serotipos no se identificd una mayor prevalencia de comorbilidades (indice de
Charlson 0 [0-6] vs 0 [0-8], p = 0,835). Las manifestaciones clinicas de los pacientes infectados por
estos serotipos fueron neumonia en 23 pacientes (61%), en 5 casos complicada con empiema (22%),

10 pacientes con meningitis (26%), 3 con bacteriemia primaria (8%) y 5 pacientes con otras
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manifestaciones. Se observé una mayor tasa de ingreso en UCI en los pacientes infectados por los
serotipos no invasivos (45% vs 29%, p = 0,102), hecho que se relaciond con un elevado porcentaje de
pacientes diagnosticados de meningitis neumocdcica entre los pacientes de UCI (57% vs 0%, p
<0,001). Sin embargo, no se encontré una mayor mortalidad en los pacientes infectados por estos
serotipos (13% vs 17%, p = 0,786). Por otro lado, entre los serotipos no invasivos se detectd una
elevada prevalencia de cepas multirresistentes (27% vs 7%, p = 0,004). Los serotipos mas
frecuentemente asociados con multirresistencia entre los serotipos no invasivos fueron el 19F (58%)

y el 6B (25%).

En la Tabla 16 se comparan las caracteristicas de los pacientes con infeccidon por serotipos
invasivos frente a los no invasivos. Los serotipos no invasivos afectaron a pacientes con mayor edad;
asi, la prevalencia de pacientes mayores de 65 afios fue superior en el grupo de serotipos no
invasivos (32% vs 18%, p = 0,472) y la de pacientes entre 6-64 afios fue superior entre los serotipos
invasivos (75% vs 44%, p = 0,099), aunque en ningln caso se alcanzo significacion estadistica. Se
observd una mayor tasa de comorbilidades en los pacientes infectados por los serotipos no invasivos
(indice Charlson 0 [0-1] vs 0 [0-6], p = 0,037), aunque no se encontré ninguna comorbilidad mas
frecuente en este grupo. En los serotipos invasivos se encontré una mayor prevalencia de neumonia
(100% vs 72%, p = 0,047). No se detectaron diferencias en las otras formas clinicas de EISP, ni en la
tasa de ingreso en UCI o de exitus. Finalmente, en los serotipo no invasivos se detecté una mayor
prevalencia de cepas no sensibles a PE (39% vs 0%, p = 0,003) y EM (32% vs 0%, p = 0,012), asi como

de cepas multirresistentes (27% vs 0%, p = 0,026).
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Tabla 16: Caracteristicas de los pacientes con infeccion por serotipos invasivos frente a los
serotipos no invasivos.

Serotipos Serotipos no p
invasivos (n = 12) invasivos (n=41))

Edad (mediana, rango aiios) 50 (3-74) 40 (0,1-105) 0,975
- Menores de 5 afios 1 (8%) 10 (24%) 0,421
- Entre 6-64 afios 9 (75%) 18 (44% 0,099
- Mayores de 65 afios 2 (18%) 13 (32%) 0,472

Sexo hombre (n, %) 5(42%) 21 (51%) 0,334

Tabaquismo 4 (33%) 10 (24%) 1

Consumo excesivo de alcohol 1(8%) 3(7%) 1

Comorbilidades
- Broncoaspiracion 0 1(3%)

- Trastorno neuroldgico 0 3(7%)

- Insuficiencia cardiaca 1(8) 2 (5%)

- Insuficiencia renal 0 1(3%)

- Asma 2 (17%) 1(3%) 0,186
- EPOC 1 (8%) 3 (7%) 1

- Diabetes mellitus 0 2 (5%) 1

- Neoplasia 0 2 (5%) 1
- VHH 0 5 (16%) 0,319
- Hepatopatia 0 3 (9%) 1
- Indice de Charlson (mediana, rango) 0(0-1) 0 (0-6) 0,037

Forma de presentacion
- Neumonia 12 (100%) 23 (72%) 0,047
- Meningitis 1(8%) 4 (13%) 1
- Bacteriemia primaria 0 3 (9%) 1
- Empiema 3 (25%) 5(16%) 0,670

Evolucion
- Ingreso en UCI 4 (33%) 12 (35%)

- Exitus 1 (8%) 4 (13%)

Resistencia a antibioticos
- Nosensible a PE 0 16 (39%) 0,003
- Nosensiblea CT 0 4 (10%) 0,574
- Nosensible a EM 0 13 (32%) 0,012
- Multirresistente 0 11 (27%) 0,026

NOTA: serotipos invasivos (1, 5 y 7F), serotipos no invasivos (3, 6AyB, 8, 19F y 23F). CT cefotaxima,
EM eritromicina, EPOC enfermedad pulmonar obstructiva crénica, PE penicilina, UCl unidad de
cuidados intensivos, VIH virus de la inmunodeficiencia humana.
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4.6.3. Serotipos pediatricos

Se aislaron 63 cepas pertenecientes a los serotipos pediatricos (véase definicion en apartado
3.9). Estos serotipos fueron mas frecuentes en los pacientes con menos de 5 afos (35% vs 11%, p =
0,006) y se aislaron con menor frecuencia en pacientes entre 6-64 afos (38% vs 60%, p = 0,026). No
se observé diferencia en la prevalencia de estos serotipos frente a otros en los pacientes mayores de
65 afios (29% vs 27%, p = 0,839). La tasa de comorbilidades y las formas de presentacidn clinica
fueron similares a las observadas en los pacientes infectados por otros serotipos. Aunque la
proporcién de pacientes que precisaron ingreso en UCI (34% vs 35%, p = 1) fue similar a la de otros
serotipos, los pacientes infectados por serotipos pediatricos presentaron una mortalidad inferior a la
de los pacientes infectados por otros serotipos, aunque no se pudo demostrar diferencia
estadisticamente significativa (10% vs 22%, p = 0,121). Se observé una mayor proporcién de cepas
no sensibles a PE (61% vs 5%, P <0,001), a CT (11% vs 0%, p = 0,013), a EM (39% vs 8%, p = 0,001) y a
CM (23% vs 7%, p = 0,020) en los aislamientos clasificados como serotipos pediatricos. Al mismo
tiempo, la tasa de cepas multirresistentes fue superior en este grupo (24% vs 2%, p = 0,001). Los
aislamientos multirresistentes pertenecian a los serotipos 19F (41%), 14 (18%), 6B (18%) y 19A

(12%).

4.6.4. Serotipo 19A

En el periodo de tiempo estudiado se identificaron 12 cepas de S. pneumoniae
pertenecientes al serotipo 19A (1 en el periodo prevacunal y 11 en el postvacunal). Las
caracteristicas de estos pacientes se muestran en la Tabla 17. En el andlisis multivariante los factores
asociados con infeccidn invasiva por el serotipo 19A fueron la edad inferior a 5 afios (OR = 4,173, IC

al 95% = 1,141-15,259) y el consumo previo de antibidticos (OR = 6,798, IC al 95% = 1,546-29,891).
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Tabla 17: Caracteristicas de los pacientes infectados por el serotipo 19A.

Edad (mediana, rango ainos) 22 (0,5-88)
- Menores de 5 afios 6 (50%)
- Entre 6-64 afios 3 (25%)
- Mayores de 65 afios 3 (25%)
Tratamiento antibidtico previo 4 (33%)

indice de Charlson (mediana, rango) 0 (0-6)

Clinica

- Neumonia 10 (84%)
- Meningitis 1(8%)

- Bacteriemia primaria 1 (8%)

- Empiema 1 (8%)
Exitus 0

Sensibilidad a antimicrobianos

- No sensible a PE 2 (17%)
-  Nosensiblea CT 1(8%)

- Nosensible a EM 8 (67%)
- Nosensible a CM 7 (58%)
- CMlalE1-2pg/ml 2 (17%)
- Multirresistente 2 (17%)

NOTA: CM clindamicina, CT cefotaxima, EM eritromicina, LE levofloxacino, PE penicilina.

En estos asilamientos se observé una elevada tasa de cepas no sensibles a EM (67% vs 19%,
p <0,001) y a CM (58% vs 10%, p <0,001), pero la tasa de cepas no sensibles a PE (17% vs 35%, p =
0,334) y CT (8% vs 5%, p = 0,52), asi como los aislamientos multirresistentes (17% vs 13%, p = 0,650)
fueron similares. Todas las cepas del serotipo 19A eran sensibles a LE y 2 presentaban una CMI a LE
1-2 pg/ml. Mediante BOX-A PCR se demostrd que Unicamente 2 aislamientos pertenecian al mismo

tipo clonal (Figura 5, calles 12 y 13).
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Figura 5: BOX A de los S
pneumoniae serotipo 19A.

Callel: peso molecular; calles 2-13
cepas 192y 193.

1 2 3 4 586 7 8 910 11 pEsEs

Los ST identificados mediante MLST se muestran en la Tabla 18. De los 12 aislamientos, 4
pertenecian al mismo perfil alélico (ST-193), aunque de éstos soélo 2 eran idénticos mediante BOX-A
PCR. Se identificé un nuevo perfil alélico para S. pneumoniae (ST-8489). Esta cepa se aislé en una
paciente de edad avanzada con multiples comorbilidades que fue diagnosticada de neumonia. La
cepa era sensible a PE, CT y LE y presentaba alto nivel de resistencia para EM y CM (fenotipo MLSg,

genotipo ermB).
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Tabla 18: MLST de los S. pneumoniae serotipo 19A.

Perfil alélico ST ST Grupo Serotipos Sensibilidad a
Fundador asociados antimicrobianos
4,4,2,4,4,1,1 81 81 13 23F, 19A, 19F [PE, CT]™ S, [EM, CM]*
8,10,2,16,1,26,1 193 177 6 19A S
10,8,30,35,6,1,9 1848 432 39 19A S
8,10,2,16,1,26,1 193 177 6 19A [EM, CM]®
2,19,2,17,6,22,14 276 230 11 19A PE™?, [EM, CM]®
2,5,36,12,17,21,14 63 63 9 14, 19A, 19F, 15A [EM, CM]®
8,13,4,4,6,4,14 2109 199 5 19A S
8,10,2,16,1,26,1 193 177 6 19A [EM, CM]R
8,10,2,16,1,26,1 193 177 6 19A [EM, CM]R
8,13,14,4,6,4,14 876 199 5 19A, 14 EMR
1,5,1,12,17,3,8 1201 15 3 19A S
8,10,9,16,1,26,1 8489 Singleton Singleton * [EM, CM]®

*Nuevo perfil alélico. No serotipos asociados hasta el momento.
NOTA: CM clindamicina, CT cefotaxima, EM eritromicina, PE penicilina, R resistente, S sensible.

Con estos resultados se elabord un arbol filogenético (Figura 6) de los diferentes ST
identificados en la poblacién y un modelo de evolucidon bacteriana donde se puede observar la

proximidad genética con los ST fundadores y con los diferentes ST (Figura 7).
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Figura 6: Arbol filogenético de los S. pneumoniae serotipo 19A.
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Figura 7: Relacidn de los S. pneumoniae del serotipo 19A con los diferentes ST identificados.
NOTA: En color verde se resaltan los ST fundadores, en rojo los ST identificados en este trabajo y los
incluidos en el recuadro verde el ST fundador coincide con el identificado en este trabajo.
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4.7. VACUNACION

En el periodo postvacunal, solamente 5 de los 33 nifios menores de 5 afos (15%) habian
recibido al menos una dosis de VPC-7. Se determind el serotipo en 3 de estos pacientes,
identificdndose en dos pacientes el serotipo 19A y en el otro el serotipo 38, ninguno de ellos

incluidos en la VPC-7.

El Servicio Galego de Saude (SERGAS) proporciond los datos de la cobertura vacunal. Segin
estos datos, entre los nacidos en 2002 y los nacidos en 2005, la cobertura con 3 dosis de VPC-7
aumentdé del 15% al 57%, y la cobertura con 4 dosis del 9 al 46% (233). Se encontré un aumento
lineal del 36% al afio (R* = 0,95) entre 2002 y 2010 de las dosis distribuidas en farmacia (DDF). Con
estos datos se estimé una cobertura vacunal, con 3 dosis, en los nifios nacidos en 2009 del 73% y con
4 dosis del 59% (233). Sin embargo, estos datos difieren de la informacidn que, de forma oral, ha
proporcionado el laboratorio distribuidor de la VPC-7 (Prevenar 7, Pfizer) para Galicia. Segun los
datos del laboratorio la tasa de nifios nacidos entre 2005-2006 que recibieron 2 o mas dosis de VPC-

7 fue inferior al 50%.
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La EISP continta siendo en la actualidad una de las principales causas de muerte de origen
infeccioso y la primera entre las enfermedades prevenibles (88, 96, 113, 234). Ademas, la mortalidad
de la EISP es elevada a pesar del tratamiento antibidtico adecuado (104). El elevado nimero de
serotipos de S. pneumoniae da lugar a diferentes formas de enfermedad, incluso con variantes
geograficas especificas. Por otro lado, la gran variedad clonal de S. pneumoniae dificulta
considerablemente el establecimiento de estrategias de prevencion eficaces y duraderas. Por este
motivo es importante conocer las caracteristicas de la EISP en cada regién, para identificar los
serotipos mads prevalentes y, de esta forma, poder implantar las medidas preventivas mas adecuadas
en cada momento. Ademas, el estudio del perfil de resistencia de este microorganismo en cada area
sanitaria es fundamental para establecer las pautas de tratamiento empirico mas adecuadas en

funcién de los patrones de resistencia antimicrobiana.

5.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Uno de los principales factores de riesgo para EISP son las edades extremas de la vida, asi el
mayor porcentaje de casos se concentra en los pacientes menores de 5 afios y entre los mayores de
65 afos (141, 157, 235). En este trabajo aproximadamente el 50% de los pacientes pertenecian a
uno de estos dos grupos de edad, destacando que en el grupo de menores de 5 afos, el 66% eran
menores de 2 afos. Este resultado esta en la linea de otros trabajos, en los que los pacientes
menores de 2 afios presentaban las cifras mas elevadas de incidencia de EISP (81, 82, 87, 157). Por
otro lado, en diferentes estudios, al igual que en este, se ha constatado una mayor prevalencia de
enfermedad neumocécica en varones (141, 157, 160, 235, 236), tanto nifios, como adultos, no
pudiéndose identificar las causas de este hecho. En la poblacion adulta de nuestro estudio (mayores

de 18 afios) la edad media fue de 58 + 19,9 afios, similar a la encontrada en el trabajo de Gutiérrez et
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al (157), aunque ligeramente inferior a la de otras series, en las que la edad de los pacientes adultos

era superior a los 60 afios (140, 147, 156).

Mas de la mitad de los pacientes del estudio (61%) presentaba una o mas comorbilidades,
como hepatopatia crénica, patologia pulmonar, ICC, inmunodepresion... también identificadas en
otros trabajos (139, 140, 142). No obstante, la tasa de comorbilidades en pacientes con EISP es muy
variable dependiendo de la poblacidn a estudio, variando entre un 38% (141, 157) y un 80-90% (139,
156). En general, los estudios con elevadas tasas de comorbilidades estan realizados en poblacién
anciana y con pluripatologia (139, 156). Por otro lado, en los estudios poblacionales revisados (141,
157) la tasa de comorbilidades era inferior a la encontrada en nuestra poblacién (38% vs 61%). En
nuestro caso se ha realizado una revision exhaustiva de las diferentes comorbilidades que
presentaban los pacientes, lo que podria explicar la mayor tasa de comorbilidades encontrada en
este trabajo. Debemos destacar que el tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol son dos

factores relacionados con EISP tanto en nuestra serie como en otras (139).

La EPOC es una de las comorbilidades mas frecuentemente identificadas en los pacientes de
este estudio. Aunque la EPOC se considera un factor de riesgo para EISP, la evolucién, gravedad y
mortalidad de estos pacientes es similar a la de otros grupos de pacientes (237-240). En nuestro
estudio, los pacientes EPOC presentaban una edad superior al resto de la poblacién adulta, asi como
una mayor tasa de comorbilidades. Sin embargo no se demostrd diferencia en el porcentaje de
pacientes que precisaron ingreso en UCI e I0T. Otros estudios han encontrado una tasa de ingreso
en UCl y de IOT inferior en pacientes EPOC, esto podria estar relacionado con una mayor dificultad
para utilizar técnicas agresivas (I0OT) en estos pacientes debido a su patologia pulmonar de base y

por sus comorbilidades asociadas (237).
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Como se ha puesto de manifiesto en otros estudios (224), se encontrd asociacién entre las
cepas no sensibles a PE y la EPOC (OR = 12,613, IC al 95% = 2,069-76,882), aunque no se observé
relacién entre estos pacientes y la tasa de cepas no sensibles a EM o LE, ni con las cepas
multirresistentes. En los pacientes con EPOC la tasa de resistencia a antimicrobianos suele ser
superior a la de la poblacién general. Esto se ha relacionado con la frecuente prescripcién
antibidticos para el manejo de las exacerbaciones infecciosas que presentan estos pacientes (224).
Asi, la EPOC es uno de los factores de riesgo asociados con la resistencia a LE (241). De hecho, varios
de los casos publicados de fracaso terapéutico con fluoroquinolonas eran pacientes con EPOC (204,
222, 242, 243). Algunos autores han sugerido que estos pacientes podrian constituir uno de los

reservorios de cepas resistentes a fluoroquinolonas (241).

Los pacientes infectados por el VIH son otro de los grupos de riesgo para la EISP, siendo el
porcentaje encontrado en este trabajo similar al de otros estudios (11%) (140). Existen multiples
factores que pueden contribuir a este riesgo elevado de EISP en los pacientes infectados por el VIH,
como sexo femenino, edad superior a 60 afios, determinadas razas, bajo nivel de educacién, ADVP,
tabaquismo, nadir de CD4 <200/cc, carga viral elevada en el momento de la vacunacién, EPOC,

hepatitis C (244-246).

Hasta la introduccion de la VPP-23 la incidencia de EISP en los pacientes VIH positivos era
muy elevada (342 casos por 100.000 personas/afio), lograndose disminuir la incidencia en los
pacientes vacunados a 187 casos por 100.000 personas/afio (245). Al igual que en pacientes no VIH,
la vacunacién con VPP-23 se ha asociado con un mejor prondstico de la EISP, una menor tasa de
ingreso en UCI, una menor mortalidad, una menor estancia hospitalaria, asi como con una menor
tasa de empiema (244). Sin embargo, la eficacia de la VPP-23 en pacientes inmunodeprimidos, como

son los pacientes infectados por el VIH, es subdptima (88, 101). Por este motivo desde septiembre
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de 2012 se ha aprobado la utilizacidn de la VPC-13 en determinados grupos de riesgo, entre los que

se encuentran los pacientes VIH positivos (247).

Por otro lado, la TARGA ha originado una disminucién de las infecciones oportunistas en
estos pacientes, a pesar de esto la incidencia de EISP en pacientes VIH ha aumentado en los ultimos
afios de un 24,1 a 84,4 por 100.000 pacientes/afio (246). Esto podria deberse por un lado a un
aumento de la supervivencia de los pacientes infectados por el VIH y por otro, a las multiples
comorbilidades que suelen presentar estos pacientes. Finalmente, algunos autores han sugerido una
mayor mortalidad de los pacientes VIH positivos con EISP (246). En este trabajo se ha observado una
mortalidad inferior a la de los pacientes no infectados por el VIH, asi como un bajo porcentaje de

pacientes que precisaron ingreso en UCI.

5.2. FORMAS DE PRESENTACION CLIiNICA

Como ya se ha comentado anteriormente, la EISP es la forma mdas grave de infeccién
causada por S. pneumoniae, con multiples formas de presentacion clinica, siendo la neumonia, la
bacteriemia primaria y la meningitis las mds habituales. Tras la comercializacién de la VPC-7 algunos
autores han observado modificaciones, no sélo de la incidencia de la EISP, sino también en la
prevalencia de las diferentes formas clinicas de EISP (87, 104, 248). Sin embargo, en el presente
trabajo tras la introduccién de la VPC-7 no se han observado variaciones en las diferentes formas de
manifestarse la EISP. Esto podria estar relacionado con la ausencia de modificaciones significativas

en los serotipos responsables de EISP.
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5.2.1. Neumonia

La neumonia es, sin duda alguna, la forma clinica mas frecuente de la enfermedad
neumocdcica invasiva (144, 156-158, 160, 249), no solo en la poblacion general, sino también en
pacientes infectados por el VIH (244, 246), asi como en los casos de EISP recurrente (250). Sin
embargo, la prevalencia de neumonia neumocécica bacteriémica varia en funcidn de los grupos de
edad. Asi, en pacientes menores de 5 afos, aunque la neumonia es la forma clinica de EISP mas
frecuente, el porcentaje de casos es inferior al de otros grupos de edad (159, 160). Este hallazgo
coincide con lo observado en nuestra poblacién, en la que la prevalencia de neumonia en menores

de 5 afos fue del 51% y en el resto de grupos de edad del 79% (p = 0,001).

Dentro de la neumonia neumocdcica la presencia de bacteriemia, es decir de enfermedad
invasiva, se ha asociado con una mayor mortalidad y con una estancia hospitalaria mas prolongada
(139, 147). Por este motivo se han intentado desarrollar escalas con diferentes factores asociados
con un mayor riesgo de bacteriemia (148). Asi, Marrie et al identificaron como factores de riesgo
para bacteriemia la edad avanzada, la neumonia extensa, la sepsis grave y una elevada tasa de
comorbilidades. Sin embargo, en el analisis multivariante no se demostré asociacion estadistica
entre ninguna de estas variables y la bacteriemia (148). Otros trabajos han identificado otros
factores que también podrian aumentar el riesgo de bacteriemia, como el consumo excesivo de

alcohol (139), o bien, disminuirlo, como la EPOC (139).

Los factores asociados con neumonia fueron similares a los publicados en otros trabajos en
los que también se observd una elevada prevalencia de pacientes con hepatopatia,
inmunodepresidn, patologia pulmonar, asi como una elevada tasa de comorbilidades (237). En
nuestro trabajo el 77% de los pacientes presentaba al menos una comorbilidad, tasa similar a la
observada en otros estudios, en los que la tasa de comorbilidades varié entre un 60-84% (139, 236).

En el periodo postvacunal se observd un incremento de pacientes con insuficiencia cardiaca
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congestiva. Esto podria estar relacionado con un aumento de la edad de los pacientes en dicho
periodo; aunque la edad media no se modificd, si se observé un aumento de pacientes mayores de

65 afios (25% vs 32%, p = 0,443).

Tras la comercializacién de la VPC-7 los serotipos que con mas frecuencia se aislan en
pacientes diagnosticados de neumonia son el 1, 3, 5, 7F y 19A (157, 251). En nuestra poblacién se
observé también una elevada prevalencia de los serotipos 3 y 19A y de dos serotipos incluidos en la
VPC-7, el 9V y 14. Tanto en el periodo prevacunal como en el postvacunal, los SV-7 fueron los
predominantes en los pacientes diagnosticados de neumonia. No obstante, se observé un descenso
de los SV-7 en los pacientes menores de 5 afios, asi como en los mayores de 65 afios. En otros
trabajos realizados en el periodo postvacunal la prevalencia de los SV-7 fue muy inferior a la
observada en nuestra poblacidn (87, 249). Esto podria estar en relacién con un bajo porcentaje de
SV-7 en el periodo prevacunal en los casos de neumonia neumocdcica (53%), por lo que el efecto de
la VPC-7 podria haber sido menor al esperado. De hecho, algunos autores han sugerido que para
observar un reemplazamiento de serotipos tras la introduccién de la VPC-7 era preciso que en el

periodo prevacunal los SV-7 fueran responsables de mas del 80% de los casos de EISP (107).

Por ultimo, cabe destacar que en el periodo postvacunal se observd un descenso
estadisticamente significativo de los serotipos no invasivos en los pacientes diagnosticados de
neumonia neumocécica. Sin embargo, no se ha encontrado ningun trabajo que analice la variacion

de los serotipos no invasivos en los pacientes con esta forma clinica de EISP.
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5.2.2. Bacteriemia primaria

En la mayoria de las series, la bacteriemia primaria es la segunda o tercera forma mas
frecuente de EISP (144, 156-158). Sin embargo, en algunos trabajos realizados antes de la
comercializacion de la VPC-7 la bacteriemia primaria era la manifestacién mas frecuente,
especialmente en poblacion menor de 18 afios (141, 159, 160). En este trabajo se observd una
prevalencia superior de bacteriemia primaria en los pacientes menores de 5 afios y en aquellos

mayores de 65 afos, acumulando estos dos grupos de edad hasta el 70% de los casos.

Al analizar las caracteristicas de los pacientes con bacteriemia primaria se observé una
menor tasa de comorbilidades con respecto a otras formas clinicas de EISP, aunque la diferencia no
alcanzd significacidon estadistica (indice de Charlson 1 [0-3] vs 1 [0-8], p = 0,480). Este hallazgo
discrepa del unico estudio encontrado que analiza los factores asociados con la bacteriemia
primaria, destacando, ademas de la hepatopatia crénica endlica, una elevada tasa de comorbilidades
(156). Este trabajo fue realizado en un hospital de veteranos en Estados Unidos, por lo que puede
haber un sesgo de selecciéon de pacientes. En nuestro trabajo el Unico factor asociado con un

aumento de riesgo de bacteriemia primaria fue la hepatopatia.

Un hallazgo destacable en nuestro trabajo es la alta tasa de mortalidad asociada con la
bacteriemia primaria, superior a la mortalidad observada en los pacientes con meningitis (35% vs
10%, p = 0,076). Otros estudios también han encontrado una mortalidad elevada en pacientes con
bacteriemia primaria, similar a la mortalidad asociada con la meningitis (96) y 3 veces superior a la
de otras formas de EISP (156, 157). En los pacientes que fallecieron se observé una edad mas
avanzada, asi como una mayor tasa de comorbilidades. Ambos hechos se han relacionado en
multiples trabajos con un peor prondstico de la EISP (96, 138, 141, 142). De todas formas, teniendo
en cuenta la elevada mortalidad de los pacientes con bacteriemia primaria, se deberian optimizar las

medidas terapéuticas y de vigilancia, para intentar mejorar el prondstico de estos pacientes.
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Diferentes estudios coinciden en que los serotipos mas frecuentemente identificados en los
pacientes diagnosticados de bacteriemia primaria y meningitis son similares, constituyendo lo que se
conoce como serotipos invasivos (96, 144, 157). Sin embargo, en esta serie, asi como en un reciente
trabajo realizado en Espafia (157), los casos de bacteriemia primaria en los que se aislan estos

serotipos son infrecuentes.

5.2.3. Meningitis

La meningitis es considerada la forma mas grave de EISP (142), con una elevada tasa de
morbilidad y mortalidad. Por un lado, la mayoria de los pacientes con esta forma clinica precisan
ingreso en UCI (144), hecho también encontrado en nuestra serie, en la que el 90% de los pacientes
con meningitis ingresaron en UCI. Por otro, la mortalidad en el mundo desarrollado y con un
tratamiento antibiotico adecuado es muy elevada, oscilando entre un 6,7% en nifios (144) y un
22,3% en adultos (144, 159, 172). En este trabajo fallecieron dos pacientes (10%), ambos mayores de
65afios. Debido al bajo nimero de fallecidos en este trabajo no se pudo realizar un andlisis de

factores relacionados con la mortalidad.

Al igual que otras formas clinicas de EISP, la meningitis neumocdcica afecta con mayor
frecuencia a los pacientes en edades extremas de la vida (172). El analisis de la incidencia de la
meningitis neumocécica tras la introduccidén de la VPC-7 arroja unos resultados contradictorios. Asi,
algunos trabajos (158, 249), incluso este, no han encontrado modificacion de la incidencia o
prevalencia de esta forma clinica de infeccion neumocdcica. Sin embargo, otros autores
demostraron un descenso en la incidencia de meningitis (104, 106, 110, 172, 252), mientras que en

otros estudios la incidencia de meningitis aumenté tras la comercializacion de la VPC-7 (95, 117).
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Estos hechos se han relacionado con la modificacién de los serotipos circulantes (117), asi como con

la lenta implantaciéon de la VPC-7 (95).

Un hallazgo significativo de este trabajo es el descenso de los SV-7 en los pacientes con
meningitis tras la introduccion de la VPC-7 (83% vs 21%, p = 0,018). Se analizé asi mismo la
prevalencia de los serotipos incluidos en la VPC-13 observandose una excelente cobertura de los
serotipos aislados en pacientes con meningitis (79%), lo que hace suponer una gran eficacia de esta
vacuna para disminuir la incidencia de esta forma grave de EISP. El descenso de los SV-7 se
acompafio, al igual que en otros estudios, de un descenso de las cepas no sensibles a PE (172). Sin
embargo, no se observd modificacion de la prevalencia de cepas multirresistentes entre ambos
periodos. Por otro lado, en el periodo postvacunal no se identificé ninguna cepa no sensible a CT,
por lo que las cefalosporinas de tercera generacién contindan siendo un tratamiento empirico

adecuado en los pacientes con meningitis neumocdcica de nuestra poblacion.

Aungque los serotipos invasivos que se han asociado con la meningitis neumocécica y los no
invasivos con otras formas de manifestacion clinica (253), varios trabajos, al igual que el nuestro,
encontraron una baja prevalencia de serotipos invasivos en los pacientes con meningitis
neumocdcica (96, 157, 172) y una elevada prevalencia de serotipos no invasivos (172). Otro hallazgo
destacable en este trabajo ha sido la elevada proporcién de serotipos pediatricos en los pacientes
diagnosticados de meningitis neumocdcica (60%). Este hecho no ha sido publicado previamente y
desconocemos los factores que han podido condicionar la elevada prevalencia de este grupo de

serotipos.
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5.2.4. Empiema

La tasa de empiema en nuestro estudio ha sido baja (6%), similar a la observada en otros
trabajos (2-12%) (140, 147, 157, 236). Al igual que en este estudio, algunos autores han encontrado
una prevalencia mayor de empiema en la poblacién infantil (158, 171, 235). Tras la introduccion de
la VPC-7 varios autores han encontrado un aumento de la incidencia de empiema (248, 249, 252,
254), por el contrario en este trabajo, no se ha observado modificaciéon en la prevalencia. Los
factores que se han relacionado con el aumento de incidencia del empiema son multiples,
destacando entre ellos los cambios en los serotipos circulantes, con un aumento significativo de
SNV-7 (254) y de los serotipos pedidtricos (171), asi como, con la aparicion de cepas resistentes
(171). Sin embargo, para algunos autores el incremento de la incidencia de empiema se habria
producido antes de la introduccién de la vacuna y este cambio podria forma parte de las variaciones

ciclicas de esta forma de EISP (252, 254).

El empiema es considerado una de las formas graves de EISP (142), por la elevada tasa de
ingreso en UCI (20%) y por la mortalidad hospitalaria asociada, que en algunas series alcanza el 12%
(142, 236). En este trabajo, también se observé un elevado porcentaje de pacientes que precisaron

ingreso en UCI (45%), sin embargo no fallecié ningun paciente.

Los serotipos mas frecuentemente aislados en los pacientes con empiema tras la
comercializacidn de la VPC-7 son el 1, 3, 7F y 19A (171, 236, 251, 252). De estos serotipos los que
acumulan hasta el 50% de los casos de empiema son los serotipos 1y 3 (236, 254), que también han
sido los que mas frecuentemente se han identificado en este trabajo. Al igual que Lujan et al en los

pacientes con empiema se observé una mayor prevalencia de serotipos invasivos (138).
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5.3. EvoLuciON CLiNICA DE LoS PACIENTES cON EISP

Se observd un incremento del nimero de pacientes en los que el tratamiento se realizé de
forma ambulatoria entre los periodos pre y postvacunal (4% vs 14%, p = 0,054). Este aumento se
produjo de forma estadisticamente significativa en el grupo de adultos jovenes (entre 14 y 25 afios),
sin comorbilidades, con el diagndstico de neumonia. Las nuevas fluoroquinolonas (levofloxacino y
moxifloxacino) permiten realizar un tratamiento oral, seguro y muy activo frente a los
microorganismos que habitualmente causan las neumonias comunitarias, con una cobertura
adecuada tanto para los microorganismos tipicos, como para los atipicos (140, 145). La introduccién
de estos antimicrobianos al final de la década de 1990-2000 podria haber colaborado con el
incremento de pacientes con neumonia que fueron tratados ambulatoriamente. En nuestro trabajo
sélo fue posible identificar el antibidtico prescrito en 4 pacientes (18%) que fueron tratados en
régimen ambulatorio, de éstos 3 recibieron una fluoroquinolona. El bajo nimero de casos analizados

no permite extraer una conclusion a cerca del uso de estos antimicrobianos en nuestra poblacion.

El hecho de que los pacientes fueran tratados ambulatoriamente no significd un incremento
en la tasa de reingresos. Asi, en el periodo postvacunal la tasa de reingreso fue cero. Otros trabajos
también han encontrado una tasa baja de reingreso (en torno al 8%) en estos pacientes (148). Todo
esto apoya la utilizacién de los nuevos antibidticos para el manejo de la neumonia comunitaria, ya
gue han mostrado ser farmacos eficaces y seguros. No hemos encontrado series publicadas que
analicen el régimen de tratamiento (ambulatorio-hospitalario) y el ingreso de los pacientes

diagnosticados de EISP, antes y después de la introduccién de la VPC-7.
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5.3.1. Ingreso en UCI

Un elevado porcentaje de pacientes con EISP precisan ingreso en unidades de criticos,
especialmente los que presentan determinadas formas graves, como meningitis o empiema (142,
144, 236), hecho también observado en este trabajo. Varios autores han analizado la influencia de la
VPC-7 en la tasa de ingresos en UCI, encontrando resultados contrapuestos. Asi, algunos autores, al
igual que nosotros, no encontraron modificacién en el porcentaje de pacientes que precisaron
ingreso en UCI entre ambos periodos (248), otros detectaron una disminuciéon Unicamente en
pacientes mayores de 2 afios (248), mientras que otros demostraron un aumento de las formas
graves de EISP que precisaron ingreso en UCI (117, 158). Este aumento de formas graves de EISP se
ha relacionado con multiples factores, como el incremento de serotipos no invasivos que, al afectar
a pacientes mas debilitados, dan lugar a formas mas graves de infeccion (138). Otros factores que
también se han asociado con este aumento de formas graves ha sido el incremento de los serotipos

invasivos (96), o la diseminacion de determinados serotipos resistentes a antimicrobianos (255).

Por otro lado, la tasa de ingreso en UCI varia en funcién de la edad de los pacientes objeto
de estudio, incrementdndose con la edad. Asi, la tasa de ingreso en UCI en poblacién pediatrica es
del 11-22% (87, 160, 249) y en poblacién adulta (mayores de 18 afios) del 37% (160). En el presente
trabajo los resultados son inversos a los encontrados en la literatura, con una mayor tasa de ingreso
en UCI en la poblacién infantil (29% en menores de 5 afios, frente al 19% en mayores de 65 afios),
aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas (p = 0,478). Sin embargo, tanto la
mortalidad (5% vs 30%, p <0,001), como la tasa de IOT (2% vs 12%, p = 0,035) de los pacientes
menores de 5 afos fue significativamente inferior a la de los adultos. Esto podria deberse a las
implicaciones médicas y sociales que rodean a un proceso séptico en los pacientes pediatricos,

dando lugar a una mayor tasa de ingreso en UCI para una vigilancia intensiva, aunque, como se
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deduce de la tasa de 10T y de la mortalidad, los cuadros clinicos no sean en si mas graves que en los

adultos.

5.3.2. Mortalidad

Tras la introduccién de la VPC-7 se ha observado un descenso en la mortalidad por la EISP
(103). Esta varia considerablemente en funcién de las caracteristicas de la poblacién objeto de
estudio, de la forma clinica de EISP y posiblemente, de la virulencia de S. pneumoniae. Dentro de los
factores relacionados con la poblacidn, los factores mas determinantes de la mortalidad son la edad
(96, 157, 160, 256), asi como con las comorbilidades (142, 157). En esta linea, en este trabajo se
observé una mortalidad significativamente superior en los pacientes mayores de 65 afios y en
aquellos con un indice de Charlson elevado. Diferentes patologias se han relacionado con un
aumento de mortalidad en pacientes con EISP, como la inmunodepresién, la enfermedad
cardiovascular (insuficiencia cardiaca) o el consumo excesivo de alcohol (96, 142, 160, 237). En este

trabajo, no se ha podido establecer una relacién con ninguna de estas patologias.

Las formas de presentacion clinica con mayor mortalidad son la meningitis y la bacteriemia
primaria (96, 142, 144, 157). En el presente trabajo se ha encontrado asociacidn estadistica entre la
mortalidad y la bacteriemia primaria, pero no con la meningitis. Esto podria estar relacionado con el
bajo nimero de casos meningitis. En este trabajo, aunque los pacientes con bacteriemia primaria
que fallecieron presentaban otros factores de riesgo, como edad mas elevada o mayor tasa de
comorbilidades. En el estudio multivariante se observd que la bacteriemia primaria en si misma
constituia un factor de riesgo de mortalidad (OR = 5,164, IC al 95% = 1,801-14,806). Por otro lado la
mortalidad atribuida a la neumonia neumocécica es muy variable segun las series, entre 1-11% (138,

140, 141, 144, 237). Algunos autores han encontrado que la neumonia constituye un factor
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protector para la mortalidad al compararla con otras formas clinicas de EISP, como la meningitis o la
bacteriemia primaria (157). Por otro lado, la gravedad del cuadro séptico también es un factor
determinante en el prondstico de los pacientes con EISP, asi el shock séptico o la necesidad de 10T se
asocian con un incremento de la misma (237), como también se ha observado en los pacientes de

esta serie.

Finalmente, las caracteristicas del microorganismo pueden influir en la mortalidad. Asi, tanto
las cepas no sensibles a PE, como las resistentes a multiples antibidticos se han asociado con un
incremento de la mortalidad (138, 142, 255). Al igual que en este trabajo, otros autores no han
encontrado asociacién entre la mortalidad y la disminucidn de la sensibilidad a PE (257, 258). Por
otro lado, varios autores han analizado la relacién entre el serotipo y la mortalidad encontrando
resultados contradictorios. Algunos han asociado el incremento de la mortalidad con la extensién de
los serotipos invasivos, al ser responsables de las formas graves de EISP (meningitis, bacteriemia
primaria) (96). En cambio, otros estudios han asociado la mortalidad con los serotipos no invasivos,
ya que afectan a pacientes de mas edad con pluripatologia (138). Los serotipos pediatricos también
se han asociado con una mayor mortalidad, especialmente en pacientes adultos (142). En este
trabajo no se ha podido establecer ninguna relacidn entre mortalidad y los diferentes grupos de

serotipos.

5.3.3. EISPrecurrente

La tasa de recurrencia de EISP esta en torno al 3% (250), superior a la encontrada en este
trabajo (1%). Entre los factores que se han relacionado con la EISP recurrente se encuentra la
infeccidn por el VIH, con una tasa de recurrencia 2-3 veces superior a la poblacidn general, pudiendo

llegar hasta el 8% (244). De hecho, la neumonia neumocdcica recurrente es uno de los criterios
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clinicos para el diagndstico de SIDA (259). Otros factores de riesgo para la EISP recurrente son las
neoplasias solidas y hematoldgicas (especialmente el mieloma multiple), el consumo excesivo de

alcohol o la esplenectomia (250).

Para disminuir la recurrencia de EISP en pacientes adultos pertenecientes a los grupos de
riesgo, desde los afios 80 se ha utilizado la VPP-23, aunque su eficacia para prevenir la EISP es
controvertida (88, 94). Tras la introduccién de la VPP-23 ha disminuido la gravedad y la mortalidad
de la EISP en determinados grupos de pacientes, como en aquellos infectados por el VIH (244, 247).
Sin embargo, varios trabajos han demostrado una baja eficacia de este tipo de vacuna en pacientes
VIH positivos y en aquellos con diversas comorbilidades (244, 260). Por todo esto, en los ultimos
afos se ha estudiado la utilidad de la VPC en determinados grupos de riesgo de poblacion adulta
observandose una mayor efectividad (101, 102, 261, 262). Asi, desde septiembre de 2012 se ha
aprobado la utilizacidn de la VPC-13 en pacientes mayores de 50 afos con determinadas patologias
(neoplasias hematoldgicas, insuficiencia renal, sindrome nefroético, trasplante de érgano sélido o de
células hematopoyéticas, tratamiento quimioterdpico o inmunosupresor, infeccién por VIH).
También la combinacién de la VPCy la VPP, cuando se administra en primer lugar la VPC, genera una
respuesta inmunoldgica mas potente que cuando se administran en orden inverso o individualmente
(102, 263, 264). Sin embargo hasta el momento no se ha podido comprobar la repercusion clinica de

este hallazgo.
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5.4. SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS Y TRATAMIENTO ANTIBIOTICO

En nuestra poblacidn, tras la comercializacion de la VPC-7 no se encontré modificacion de la
prevalencia de cepas resistentes o no sensibles a los antimicrobianos estudiados (véase definicion en
apartado 3.4). Este hallazgo concuerda con la ausencia de modificacidn de los serotipos entre ambos
periodos, como se comentara en el apartado 5.5. Los resultados en esta materia son divergentes, ya
gue otros autores han demostrado disminucidn de la tasa de resistencia a los antimicrobianos (81,
99, 116, 117, 134, 158, 172), en tanto que en otros estudios se observd un incremento de las cepas

no sensibles, debido al aumento de algunos SNV-7 (85, 265).

Aunque un 27% de las cepas eran no sensibles a PE, el porcentaje de aislamientos resistentes
a PE, teniendo en cuenta el tipo de infeccion (meningea, no meningea), fue bajo (6%). Si Unicamente
se tuvieron en cuenta los aislamientos con CMI a PE >2ug/ml esta prevalencia seria del 3%. En los
estudios mas recientes en Espafia, la tasa de cepas no sensibles a PE oscila entre un 2,5-24% (85,
117, 144, 235, 249). En nuestra comunidad auténoma disponemos de los datos de Pardo Sanchez et
al que analizaron en 2007 la sensibilidad de S. pneumoniae a diferentes antibiéticos encontrando
una tasa de cepas no sensibles a PE del 18% (86). Como datos de referencia mas recientes, esta el
trabajo post-comercializacidn de la VPC-13, realizado entre 2011-2012, en el que la tasa de cepas no
sensibles a PE era del 21%, no identificindose cepas con CMI a PE >2 pg/ml (251). Al igual que en
trabajos previos, los SV-7 (85, 99), asi como los serotipo pediatricos (142) se asociaron con los
aislamientos de S. pneumoniae no sensibles a PE. Algunos autores han observado un aumento de
resistencia a PE tras la introduccidn de la VPC-7 por expansion de determinados SNV-7, como el 19A

(114, 124).

Al igual que en otros trabajos (238), los pacientes con EPOC presentaron un mayor riesgo de
infeccidn por cepas no sensibles a PE. Este hecho se ha relacionado con diferentes factores, como un

mayor porcentaje de cepas aisladas en muestras respiratorias, asi como con un elevado consumo de
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antibioticos en este grupo de pacientes debido a las frecuentes reagudizaciones (239). Otros
autores, por el contrario, no han encontrado diferencias en cuanto a la tasa de resistencias entre
pacientes con y sin EPOC (237). En este trabajo, todas las muestras procedian de infeccidn invasiva,
por lo que la menor sensibilidad a PE no se puede relacionar con el andlisis de muestras de origen
respiratorio. Por este motivo, pensamos que en los pacientes EPOC el uso frecuente de antibidticos
para el control de las exacerbaciones respiratorias puede contribuir a la disminucion de la

sensibilidad a determinados antimicrobianos.

La tasa de cepas resistentes o no sensibles a CT fue muy baja (0% y 4%, respectivamente), al
igual que en otras series espafiolas (86, 249, 251). De hecho, los betalactamicos, bien en
monoterapia o en combinacidn, son el tratamiento antibiético mas comunmente utilizado en el
tratamiento de EISP, especialmente de las formas graves como la meningitis (138, 148, 156). En este
trabajo, aproximadamente el 50% de los pacientes fueron tratados con betalactdmicos, siendo estos

los antimicrobianos mas frecuentemente utilizados en los tratamientos combinados (79%).

En la actualidad son multiples los estudios que han mostrado un mejor prondstico en
aquellos pacientes con EISP que recibieron tratamiento antibidético combinado. Asi, tanto en
pacientes con neumonia neumocdcica (266-268), como en aquellos con neumonia adquirida en la
comunidad (269-271), la combinacién de betalactdmicos con macrdlidos ha sido superior a la
monoterapia con betalactdmicos, observandose un mayor beneficio en los pacientes mas graves
(272, 273). Existen varias teorias que han intentado explicar la superioridad de la combinacién de
estos dos antimicrobianos, que in vitro no muestran sinergia. Por un lado, podria deberse a la accién
antiinflamatoria de los macrélidos, que actuarian como factor regulador de las citoquinas liberadas
en la sepsis (274). Por otro, cabria la posibilidad de que existiera otro microorganismo atipico
(Chlamydia, Mycoplasma) asociado con la neumonia neumocécica, sobre el que el macrdélido seria

eficaz (274). Por otro lado, las nuevas fluoroquinolonas con actividad frente a neumococo

133



Discusion

(levofloxacino, moxifloxacino) han mostrado ser superiores en el tratamiento de la neumonia
neumocdcica que ciprofloxacino y ofloxacino (275). Sin embargo, no se ha encontrado ningun
trabajo que analice si alguna combinacidon de antimicrobianos (betalactdmico y macrélido o
betalactamico y fluoroquinolona) es igual o superior en el tratamiento de la neumonia neumocécica,

en cuanto a mortalidad y duracién del ingreso.

En este estudio, la mortalidad de los pacientes que recibieron tratamiento combinado fue
ligeramente superior a la de aquellos tratados con un Unico antimicrobiano (14% vs 3%, p = 0,082).
Esto se relaciond con un mayor porcentaje de pacientes ingresados en UCI en el grupo de
tratamiento combinado (34% vs 10%, p = 0,008). Asi mismo, la mortalidad de los pacientes que
recibieron tratamiento combinado de betalactdmico con fluoroquinolona fue superior a la de
aquellos que recibieron betalactdmico con macrélido (18% vs 6%, p = 0,556), pero también se
encontré un mayor nimero de pacientes ingresados en UCI en el grupo que recibié betalactamico
con fluoroquinolona (42% vs 12%, p <0,001), lo que podria constituir un sesgo de gravedad en estos
pacientes. Por otro lado, no se han podido establecer diferencias prondsticas entre las diferentes
combinaciones de antimicrobianos, aunque aquellas combinaciones de betalactdmicos con un
farmaco diferente a un macrdlido o a una fluoroquinolona, mostraron una mayor tasa de mortalidad
(25% vs 6% en combinacién con macrdlido vs 16% en combinacién con fluoroquinolona, p = 0,406).
Esto apoyaria la utilizacién de las pautas de tratamiento recomendadas en las guias clinicas (145,
276). Sin embargo, al no ser este uno de los objetivos del estudio, este resultado podria estar
sesgado, ya que los pacientes con combinaciones de tratamiento diferentes a las recomendadas
podrian ser pacientes mas graves o con determinadas comorbilidades que condicionarian una pauta

de tratamiento fuera de las guias y que al mismo tiempo influirian en la mortalidad.

La prevalencia de resistencia a macrdlidos fue del 19%, similar a otras series espafolas (86,

87), europeas (191, 277) o norteamericanas (189). Ademds, al igual que en otros trabajos, se
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observé un mayor numero de aislamientos resistentes a macrdlidos en los pacientes menores de 5
afios (277-279). Los estudios que han analizado la variacion de la sensibilidad a macrdlidos tras la
VPC-7 también arrojan resultados discordantes. Algunos autores han encontrado un descenso de las
cepas resistentes a EM (87, 279, 280), mientras que otros han observado un incremento relacionado
con el aumento de determinados SNV-7, especialmente 19A y 15A (189). Por otro lado, en otro
trabajo la incidencia de cepas resistentes a EM no se modificd tras la comercializacion de la VPC-7,
observandose un descenso de las cepas resistentes pertenecientes a los SV-7 y un aumento de los
clasificados como SNV-7 (281). Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestra serie, en la
que la prevalencia de S. pneumoniae resistentes a EM no se modifico (16% vs 22%, p = 0,260),

detectdndose un descenso de los SV-7 en los aislamientos resistentes a EM (86% vs 46%, p = 0,094).

Al igual que en otras series europeas y espafiolas (188), el fenotipo de resistencia a
macrélidos mas frecuentemente identificado fue el fenotipo MLSg, que era constitutivo en la
mayoria de los aislamientos (81%). En el periodo postvacunal se observéd un descenso en la
prevalencia de este fenotipo, aunque éste no alcanzé significacién estadistica (94% vs 73%, p =
0,132). En Estados Unidos también se ha observado una modificacion del fenotipo de resistencia a
macrolidos tras la introduccién de la VPC-7. En este pais el fenotipo M es el mas habitual (189) y tras
la introducciéon de la VPC-7 se ha producido un descenso significativo de este fenotipo y un

incremento de los aislamientos con fenotipo MLSg (189).

En diferentes paises se han identificado cepas con dos genes de resistencia a macrdlidos
(ermB y mefA), con una prevalencia que varia entre el 0 y el 50% (188, 191, 192). Cabe destacar que
estas cepas se han asociado con resistencia a multiples antimicrobianos (189, 190, 192, 282) y que
tras la comercializacion de la VPC-7 su incidencia ha aumentado (189). Esto se ha relacionado con la
expansion de determinados complejos clonales como el CC81 (191) y el CC271 (190, 283). En nuestra

poblacién se aislé una Unica cepa portadora de ambos genes de resistencia, que fue clasificada como
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multirresistente ya que presentaba una sensibilidad intermedia a PE y era resistente a CM. Esta cepa
pertenecia al serotipos 14, ST-156, CC1109. Este complejo clonal no se ha relacionado previamente

con la resistencia a macradlidos.

En el periodo de tiempo estudiado (1992-2008) sélo se identificd una cepa resistente a LE
(0,4%), siendo la prevalencia similar a la de otras series espafiolas (85, 86, 224, 235). En esta cepa se
demostré mutacion en parC y gyrA, asi como la presencia de bombas de expulsién de
fluoroquinolonas. Era una cepa multirresistente, no sensible a PE y CT y resistente a EM y CM,
fenotipo MLS; genotipo ermB. La resistencia a LE se ha relacionado con una disminucion de la
sensibilidad a otros antimicrobianos, especialmente PE (202, 205, 214, 223), asi como con cepas
multirresistentes (201, 223). La cepa de S. pneumoniae resistente a LE pertenecia al serotipo 23F,
gue ya se ha relacionado previamente con resistencia a LE (205, 210, 216, 284, 285). Sin embargo,
hasta el momento este serotipo no se habia identificado en nuestro pais asociado a resistencia a LE.
En Espaia el serotipo que con mads frecuencia se asocia a resistencia a fluoroquinolonas es el

serotipo 8 (195, 204, 251).

Diferentes factores se han asociado con una mayor probabilidad de resistencia a
fluoroquinolonas, como son el uso previo de fluoroquinolonas, la EPOC, pacientes hospitalizados,
residentes en geriatricos y edad superior a 65 afios (179, 204, 209, 243, 286). Por este motivo, se
desaconseja la utilizacién de monoterapia con fluoroquinolonas en el tratamiento de neumonia
neumocdcica en pacientes que recientemente han recibido estos antimicrobianos, por el riesgo de
apariciéon de resistencias y de fracaso terapéutico (204, 218, 243, 287). Otros autores no han
encontrado asociacion entre el uso de fluoroquinolonas y un aumento de resistencia a LE, ni con la

seleccion de cepas precursoras de resistencia (288).
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En este trabajo se observé un incremento significativo de las cepas con CMI a LE 1-2 ug/ml
entre el periodo pre y postvacunal (7% vs 21%, p = 0,002). Al igual que en otros trabajos, no se ha
podido demostrar mutacién en ninguno de los genes del QRDR estudiados (parC y gyrA), ni se han
identificado en estas cepas bombas de expulsién a fluoroquinolonas (199-202, 208). Los aislamientos
de S. pneumoniae con CMI a LE 1-2 pg/ml, se asociaron con la patologia pulmonar (asma, EPOC,

bronquiectasias) y con el genotipo mefA.

En la actualidad, varios autores han sugerido la posibilidad de disminuir el punto de corte de
sensibilidad a LE a 1 0 2 ug/ml (223, 243, 289). Otros abogan por unificar el punto de corte entre la
guia americana (CLSI) y la europea (EUCAST) (209, 287, 290), ya que segun la CLSI los S. pneumoniae
con CMI a LE de 4 pg/ml son clasificados como sensibilidad intermedia (177), mientras que con la
EUCAST, aquellos neumococos con CMI a LE >2 pug/ml ya se consideran resistentes (178). Si en este
trabajo se siguieran las recomendaciones de la EUCAST, la tasa de resistencia a LE se duplicaria, de
un 0,4% a un 0,8%. Desconocemos si esto supondria un cambio en el prondstico de los pacientes, o
si simplemente llevaria a la restriccién del uso de un grupo de antibidticos altamente activos en el

manejo de los pacientes con infeccion neumocécica.

Por ultimo, el porcentaje de S. pneumoniae multirresistentes (véase definicion en apartado
3.4) fue ligeramente inferior a la encontrada en otras series (11%), en las que la tasa de
multirresistencia varié entre un 15%-22% (134, 291, 292). Se han identificado diversos factores
asociados con las cepas multirresistentes, como los SV-7 (99), la tasa de prescripcién antibiética
ambulatoria, especialmente de cefalosporinas y macrdlidos (291), asi como la expansion del serotipo
19A (112, 125, 249, 256). En nuestra poblacién Unicamente se encontrd asociacion entre las cepas
multirresistentes y los SV-7 (OR = 6,737, IC al 95% = 2,081-21,818). Aunque, a priori, la mortalidad de
los pacientes infectados por cepas multirresistentes deberia ser superior a la de los pacientes

infectados por cepas sensibles, los resultados de la literatura no son homogéneos. Asi, algunos
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autores han encontrado una mayor mortalidad (293), en cambio otros, al igual que nosotros, no

lograron demostrar esta asociacion (258, 294).

5.5. VARIACION DE LOS SEROTIPOS

Como ya se ha comentado previamente, la mayoria de los estudios poblacionales han
demostrado una disminucién de la prevalencia de SV-7 responsables de EISP tras la comercializacién
de la VPC-7, no sélo en la poblacion vacunada (87, 105, 114, 134, 248, 295), sino también, por el
efecto rebafio, en la poblacién infantil no vacunada y en la poblacién adulta (111, 256). Pocos
estudios han encontrado que tras la introduccién de la VPC-7 los serotipos responsables de EISP no
se hayan modificado. Uno de ellos es un trabajo francés en el que, tras la introduccion de la VPC-7,
observaron un incremento en la incidencia de meningitis, sin modificacidon en la prevalencia de los
SV-7 (95). Este hecho se relaciond con una introduccidn lenta de la VPC-7. Otro, es un estudio
realizado en el Pais Vasco en el que sélo encontraron disminucién de los SV-7 en la poblacion

infantil, pero no en la poblacion adulta (99).

En el presente trabajo no se ha podido demostrar que tras la introduccion de la VPC-7 en
2001 los serotipos aislados en pacientes con EISP se hayan modificado de forma global, ni en la
poblacién infantil. No obstante, se observé una disminucién de los SV-7 aislados en pacientes
mayores de 65 afios (67% vs 25%, p = 0,044) y en los diagnosticados de meningitis neumocdcica
(83% vs 21%, p = 0,018). Observandose en ambos casos una disminucion de los aislamientos no
sensibles a PE. En este trabajo, los pacientes mayores de 65 afios presentaban, en el periodo
prevacunal una prevalencia de SV-7 superior a los otros grupos de edad. Sin embargo, en la mayoria
de las series la prevalencia de los SV-7 era superior en la poblacién infantil (87, 99, 130, 248). Varios

trabajos apoyan la importancia de la prevalencia prevacunal de los SV-7 en el efecto de la VPC-7. Asi,
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en el estudio de Pérez-Trallero et al se observé un descenso de los SV-7 en la poblacidn infantil (de
un 63% a un 33%), pero no en la poblacién la adulta, que presentaba una prevalencia de SV-7
inferior (40%) (99). Por otro lado, algunos autores han sugerido que es necesaria una prevalencia de
SV-7 del 80% antes de la introduccién de la VPC-7 para constatar la eficacia de la misma (107). La
peculiar distribucion de los SV-7 de nuestra poblacién, con una mayor prevalencia de SV-7 en la
poblaciéon 265 afios y menor en los <5 afios, ha podido condicionar que el descenso de estos

serotipos Unicamente se haya producido en los pacientes de mayor edad.

Otro factor que también ha podido influir en la ausencia de modificacién de los serotipos
circulantes en nuestro trabajo, ha podido ser una baja tasa de vacunacidn, ya que la VPC-7 aunque
estaba incluida en el calendario de vacunacion infantil, no estaba financiada. Los datos sobre
vacunacion infantil en Galicia de los que disponemos son discordantes. El SERGAS estimd que hasta
un 73% de los nifios menores de 2 afios habrian recibido al menos 3 dosis de la VPC-7 en 2009 (233).
Por otro lado, segun la informacion facilitada por Pfizer menos del 50% de los nifios nacidos entre
2005-2006 recibieron 2 o mas dosis de VPC-7. Segun las dosis de PREVENAR 7 dispensadas en 2006
(43.000) y la natalidad en Galicia entre 2004-2006 (19.000-21.000 nacimientos/afio) se ha estimado
una media de 2,04-2,26 dosis por nifio. Finalmente, en un estudio europeo en el que se analizaban
las particularidades de la infeccién neumocdcica en cuatro paises europeos (Francia, Espaia, Bélgica
y Reino Unido), la tasa de vacunacidn espafiola estaba en torno al 30% (105). A pesar de esto, otros
estudios de nuestro entorno con baja tasa de vacunacion, si han encontrado modificacidon de los
serotipos responsables de EISP (85, 87, 99, 116, 256). La baja tasa de vacunacion infantil, unida a una
prevalencia de SV-7 circulantes en la poblaciéon general inferior al 50% han podido influir en la

ausencia de modificaciéon de los serotipos responsables de EISP en este trabajo.

En Galicia no se ha realizado ningun estudio que analice la prevalencia o la incidencia de los

diferentes serotipos antes de la introduccidn de la VPC-7, lo que dificulta la interpretacion y, de
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alguna forma, la validacién de los resultados encontrados en nuestro trabajo. En estos momentos se
estd llevando a cabo un estudio a nivel de la comunidad gallega para valorar las modificaciones de
los serotipos de neumococo aislados en pacientes con EISP tras la introduccién de la VPC-13
(Vixilancia e mellora da enfermedad neumocdcica invasora, Saude Publica, SERGAS) (251). Este
trabajo llevado a cabo entre 2011-12, muestra una prevalencia de los SV-7 de un 15%, inferior a la
encontrada en nuestro estudio. Sin embargo, la poblacidn incluida en ese trabajo presenta una edad
superior a la de nuestros pacientes, con una alta prevalencia de pacientes mayores de 65 afios (60%)
y una baja prevalencia de pacientes menores de 5 afios (5%), lo que dificulta la comparacién de
ambos trabajos. La mayor edad en el estudio de vigilancia epidemiolégica podria deberse a varios
motivos. Por un lado, podria haberse producido un descenso en la incidencia de la EISP en la
poblaciéon infantil tras la introduccién de la VPC-13, aunque parece un efecto demasiado precoz
desde la implantacion de la misma. Por otro lado, el perfil demografico de nuestra poblacion es
reflejo de las caracteristicas del area sanitaria de nuestro centro, que presenta una elevada

natalidad, y que difiere de otras amplias regiones de la Comunidad Auténoma.

Aungque los SV-7 no disminuyeron globalmente en el periodo postvacunal, si se observé un
descenso estadisticamente significativo de un SV-7, el 19F (20% vs 2%, p = 0,001). Este serotipo era
el mas prevalente antes de la introducciéon de la VPC-7, lo que podria explicar su disminucién.
Ademas, se observo un incremento del serotipo 19A, que a pesar de ser un serotipo relacionado con
el 19F, que esta incluido en la VPC-7, no presenta proteccion cruzada (134). De hecho, este serotipo
se ha convertido en el segundo serotipo mas frecuente en nuestra poblacién (12%), después del

serotipo 3 (14%).

Por otro lado, se observd una elevada prevalencia de los SV-13, tanto antes de la
comercializaciéon de la VPC-7, como después. Este hecho hace pensar, que la introduccion en el

calendario vacunal infantil de la VPC-13 desde enero de 2011 y su financiacion por el SERGAS, asi
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como su nueva indicacién para grupos de riesgo de edad adulta, colaborard a una disminucion

significativa de la enfermedad neumocécica en nuestra poblacion.

Los serotipos invasivos (serotipos 1, 5 y 7F) se han asociado con formas clinicas graves
(meningitis, bacteriemia primaria), en pacientes sin comorbilidades, presentando una elevada tasa
de ingreso en UCl y de mortalidad (253). Recientemente, estos serotipos se han identificado
mayoritariamente en pacientes diagnosticados de neumonia (157, 239), presentando una elevada
tasa de empiema, especialmente en los casos producidos por el serotipo 1 (138, 254). En este
trabajo los serotipos invasivos Unicamente se aislaron en pacientes diagnosticados de neumonia,
identificandose también un elevado porcentaje de empiema (25% vs 8%, p = 0,095). Al igual que en
otros estudios, los pacientes infectados por serotipos invasivos eran pacientes con baja tasa de
comorbilidades (96, 138). Pero al contrario que en otros trabajos (96, 138, 253), el porcentaje de
pacientes que precisaron ingreso en UCI, asi como la mortalidad de los pacientes infectados por
serotipos invasivos fue similar a la de los infectados por otros serotipos. Cabe destacar por ultimo,
gue entre los serotipos invasivos, no se identificd ninglin aislamiento no sensible a PE o EM, ni

multirresistentes, aungque no hay estudios previos que permitan comparar estos resultados.

Los serotipos no invasivos (serotipos 3, 6, 8, 15, 19, 23 y 33) suelen comportarse como
patégenos oportunistas, afectando a pacientes pluripatoldgicos, dando lugar a infecciones graves
(meningitis, bacteriemia primaria) y, en consecuencia, asociando una elevada morbimortalidad (96,
138). En nuestro trabajo, sin embargo, las caracteristicas de los pacientes, las formas de
presentacion clinica, asi como la mortalidad de los pacientes infectados por los serotipos no
invasivos fueron similares a las de los pacientes infectados por otros serotipos. Finalmente, en estos
serotipos se detecté una elevada tasa de cepas multirresistentes (27% vs 7%, p = 0,004). Estas cepas
pertenecian a los serotipos 19F y 6B, que se han relacionado previamente con aislamientos

multirresistentes (296). Otro hecho a destacar, en esta serie, es el descenso de los serotipos no
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invasivos en el periodo postvacunal. Este hallazgo no ha sido comunicado previamente y no se ha

encontrado ningun factor asociado con este descenso.

Como cabria esperar los serotipos pedidtricos fueron mds frecuentes en pacientes menores
de 5 afios. Aunque estos serotipos se han relacionado previamente con una elevada mortalidad (25-
40%) (142), en este trabajo se observd que los pacientes infectados por los serotipo pediatricos
presentaban una mortalidad inferior (10% vs 22%, p = 0,121). Otro hallazgo destacable es que las
cepas clasificadas dentro de los serotipos pediatricos presentaban una elevada tasa de resistencia a
los diferentes antimicrobianos (PE, CT, EM, CM), asi como un elevado porcentaje de cepas
multirresistentes. Este hallazgo, que previamente no habia sido analizado, podria estar en relacion
con los serotipos clasificados como pediatricos, entre los que se incluyen determinados serotipos
gue se asocian con un elevado porcentaje de cepas resistentes a los antimicrobianos, especialmente

los serotipos 6, 14 y 19 (296).

5.6. SEroTIPO 19A

En nuestro trabajo se ha observado un incremento del serotipo 19A tras la introduccion de la
VPC-7 (2% vs 12%, p = 0,058). Mdltiples autores de diferentes paises también han encontrado un
aumento de los casos de EISP relacionados con este serotipo tras la introduccién de la VPC-7 (62, 81,
83-85, 97, 99, 104, 105, 109, 111, 114, 115, 117, 119, 123-126). Sin embargo, otros autores
observaron este cambio antes de la comercializacién de la VPC-7 (105, 120, 135, 136). Asi, el
serotipo 19A ha pasado a ser en muchos paises uno de los serotipos mas prevalentes en los casos de

EISP (85, 119, 278), por lo que la nueva VPC-13 incluye este serotipo.

Se han postulado diferentes factores que han podido condicionar un aumento del serotipo

19A (231), como son el aumento del consumo de antibidticos, especialmente de macrdlidos (85,
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105, 120), cambios en el polisacarido capsular (297), el aumento de cepas resistentes por expansion
de determinados clones (125, 127, 128, 136, 298), que conferirian a este serotipo una ventaja de
supervivencia. También se cree que los cambios epidemiolégicos propios de S. pneumoniae (85) han
podido influir en la modificacién de la prevalencia de este serotipo, lo que explicaria el aumento del
mismo en determinadas poblaciones antes de la introduccidn de la VPC-7. Por otro lado, el serotipo
19A era el noveno serotipo en frecuencia como colonizador de la nasofaringe de los nifios (125), por
lo que la erradicacion de los SV-7 tras la utilizacion de la VPC-7 (81, 115), haria de este serotipo el

segundo colonizador mas frecuente.

Se han identificado diferentes factores relacionados con la enfermedad neumocdcica
invasiva producida por este serotipo, como una mayor prevalencia en menores de 5 afios (111, 123,
125, 160), el aumento del consumo de antibidticos (123, 127, 231) y las comorbilidades (119). De
esta forma, en nuestro estudio se observé un mayor riesgo de EISP por serotipo 19A en los pacientes
menores de 5 afios, asi como en los que habia recibido tratamiento antibidtico previo. En este
trabajo la forma clinica de EISP predominante en los pacientes infectados por este serotipo fue la
neumonia, complicada en el 10% de los casos con empiema. Otros autores, han encontrado una

elevada tasa de meningitis y de bacteriemia primaria (123).

El aumento del serotipo 19A ha adquirido una gran importancia a nivel mundial, ya que,
como se ha comentado previamente, este serotipo se ha asociado a una elevada tasa de resistencia
a antibidticos (112, 114, 119, 123-125, 127). En Galicia, el serotipo 19A es, tras la introduccién de la
VPC-13 el serotipo resistente a EM mas frecuente (35%) (251). En nuestra poblacién, también se ha
observado una elevada prevalencia de resistencia a EM en las cepas de este serotipo. Sin embargo,
la mayoria de los aislamientos fueron sensibles a PE, CT o LE. Por otro lado, la tasa de cepas
multirresistentes fue similar a la de los demas serotipos (17% vs 13%, p = 0,650). Es posible que la

baja tasa de multirresistencia del serotipo 19A en nuestra poblacién se deba a la ausencia de
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determinados tipos clonales, como con el ST-320 (123, 125, 127, 128), ST-276 (123), ST-81 (124, 125,
127), ST-663 (129), ST-199 (125), que se asocian a multirresistencia. En este trabajo se identificaron

Unicamente dos cepas multirresistentes que pertenecian a los tipos clonales ST-81 y ST-276.

Por otro lado, entre los clones pertenecientes al serotipo 19A se han identificado otras cepas
sensibles a todos los antimicrobianos estudiados. Estas cepas pertenecian a los tipos clonales ST-
1201, ST-2109, ST-193 y ST-1848. El ST-1201 se ha relacionado previamente con aislamientos
sensibles a los antimicrobianos (127, 298). Por otro lado, el ST-193 se ha relacionado tanto con
aislamientos sensibles (127), como con aislamientos resistentes a macrdlidos, generalmente con
fenotipo MLSg (298) , como también se ha observado en este trabajo. Por ultimo, los ST-2109 y ST-
1848 son dos tipos clonales infrecuentes por lo que no se ha establecido su relacién con los patrones

de resistencia.

En este estudio se ha identificado un nuevo tipo clonal de S. pneumoniae, el ST-8489,
perteneciente al serotipo 19A. Esta cepa era sensible a PE, CT y LE y presentaba alto nivel de

resistencia para EM y CM (fenotipo MLSg, genotipo ermB).

Finalmente, los estudios de clonalidad de los diferentes serotipos, incluido el 19A, (BOX-A),
no han demostrado la expansiéon de ningln clon determinado. Ademas, mediante el estudio de
tipado molecular de las cepas del serotipo 19A se ha observado una gran distancia genética entre las
diferentes cepas aisladas de este serotipo. Este hallazgo concuerda con el de otros autores que

también han detectado una gran diversidad clonal entre las cepas de S. pneumoniae (99, 235).
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5.7. LIMITACIONES

Se trata de un trabajo cuyo disefio es retrospectivo, con todas las limitaciones inherentes al
mismo. Sin embargo, la serie abarca un periodo extenso de tiempo (16 afios). Este tipo de disefio, no

ha permitido conocer las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de todos los pacientes, aunque se

ha intentado realizar una revisién de las historias clinicas lo mas exhaustivamente posible. Tampoco
se ha podido conocer el estado vacunal de todos los pacientes, aunque el objetivo del estudio no era

establecer la eficacia individual de la vacuna, sino el efecto poblacional de la misma.

Todos los aislamientos pertenecian a un Unico centro, por lo que los resultados pueden no
ser extrapolables a otras zonas. Sin embargo, para el conocimiento de la infeccién neumocdcica
invasiva es importante tener en cuenta las variaciones geograficas y conocer las peculiaridades

locales, como han puesto de manifiesto otros autores (231).

Por otro lado, no se han serotipado todos los aislamientos de S. pneumoniae. Teniendo en
cuenta que existen mas de 90 serotipos de neumococo los resultados podrian no ser representativos
de la poblacidn a estudio. Sin embargo, el tamafio muestral se calculé teniendo en cuenta este factor

y se establecié para obtener un nivel de confianza del 90% y con un poder estadistico del 80%.

145






CONCLUSIONES






Conclusiones

La vacunacién de la poblacién infantil con la vacuna antineumocdcica heptavalente ha
originado una disminuciéon de la prevalencia de los serotipos vacunales responsables de
infeccion neumocdcica invasiva en mayores de 65 afios, asi como en los pacientes
diagnosticados de meningitis, pero no en otros grupos de edad, ni en las otras formas de
enfermedad neumocécica invasiva. Asi mismo, tampoco se han observado modificaciones en
los patrones de resistencia de las cepas de S. pneumoniae circulantes. Ambos hallazgos podrian
estar en relacion con una baja cobertura de la vacuna heptavalente, asi como con una baja tasa

de vacunacién infantil.

Tras el inicio de la utilizacién de la vacuna antineumocécica heptavalente no se encontraron
diferencias en las formas de presentacion clinica de la enfermedad neumocdcica invasiva,

siendo la neumonia la manifestacién clinica mas frecuente en todos los grupos de edad.

La tasa de ingreso en UCl y la mortalidad relacionada con la enfermedad neumocécica invasiva
no se modificaron tras la introduccidn de la vacuna antineumocécica heptavalente. Los factores
asociados con el ingreso en UCI fueron una baja tasa de comorbilidades y la edad pediatrica. La
mortalidad en estos pacientes se relaciond con la edad avanzada, la tasa de comorbilidad, la

bacteriemia primaria, asi como con la intubacién orotraqueal.

En el periodo postvacunal se observd un aumento en la prevalencia de las cepas de S.
pneumoniae con CMI a levofloxacino entre 1-2 ug/ml. Sin embargo, este hecho no se relaciond
con la aparicién de mutaciones en los genes parC o gyrA, ni con la presencia de bombas de

expulsion de fluoroquinolonas.

Se observo una elevada prevalencia de resistencia a macrolidos en los pacientes menores de 5

afos. El fenotipo de resistencia a macrdlidos mas frecuente fue el MLSg, aunque en el periodo
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postvacunal se observé un descenso del mismo. Asi mismo, se identificd6 una cepa

multirresistente portadora de dos genes de resistencia a macrélidos (ermBy mefA).

6. La prevalencia del serotipo 19A aumentd tras la introduccién de la vacuna heptavalente,
convirtiéndose en uno de los serotipos mas frecuentes en los casos de enfermedad invasiva. Se
observé una gran variedad clonal en las cepas de este serotipo. La infeccién por este serotipo

se relacioné con una edad inferior a 5 afios y con el consumo previo de antibidticos.

7. Se detectd una elevada prevalencia de resistencia a macrélidos en las cepas del serotipos 19A.
Sin embargo, el porcentaje de aislamientos multirresistentes, asi como el de cepas no sensibles
a penicilina fue baja. Este hecho se relaciond con la presencia de complejos clonales no

asociados a multirresistencia.
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