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RESUMEN

Los datos de prevalencia y distribucion de los serotipos de Streptococcus pneumoniae fueron
muy utiles para la elaboracidn de estrategias de control de la infeccidn por neumococo,
especialmente con el desarrollo de vacunas conjugadas de los polisacdridos de la cdpsula de
los serotipos mas prevalentes.

Con la comercializacién de la vacuna PCV7 en el afo 2000, se hizo, mas necesario aun, el
control de los serotipos circulantes de S. pneumoniae causantes de enfermedad neumocdcica
invasiva (ENI) por su elevada morbi-mortalidad.

En esta Tesis Doctoral se analiza la prevalencia y distribucién de los serotipos causantes de ENI
en el area de la Comunitat Valenciana durante los afios 2007-2018, asi como las tasas de
sensibilidad a los antibidticos mds usados en estos pacientes como eritromicina, levofloxacino,
penicilina y especialmente ceftriaxona.

Se trata de un estudio retrospectivo de 3.829 aislados de S. pneumoniae de pacientes con ENI,
a los que se les realizd el estudio de serotipado y sensibilidad, recogiendo variables
demograficas. Posteriormente, en los aislados con sensibilidad disminuida se realizé un
estudio mediante técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) para determinar la
causa de la resistencia a los distintos antibidticos ensayados.

Entre las caracteristicas de la poblacién se observd un incremento de ENI en los pacientes
mayores de 65 afios, pasando del 35,1% en 2007 al 58,4% en 2018, mientras que el grupo de 0-
17 afios disminuia su incidencia del 15,3% al 9%. Por el contrario, no se observd ninguna
variacion significativa en los grupos por sexo durante todo el periodo de estudio.

En la distribucién de los serotipos destacan las altas tasas de los serotipos 7 (9,6%), 19A (9,3%),
1 (9,3 %), 14 (9,1%) y 3 (7%); cerca de la mitad de los casos de ENI en 2007 fueron causados
por estos cinco serotipos. Entre estos serotipos, solo el 14 estaba incluido en la vacuna PCV7,
siendo este el Unico serotipo de la PCV7 que alcanzd cifras relevantes. Por el contrario,
serotipos que en afios anteriores presentaron cifras mas discretas, como el 1, 7 y 19A, son
ahora los mas frecuentes.

Con la comercializacion de la PCV13 a partir de 2010, los serotipos 7 y 1, incluidos en la nueva
vacuna, iniciaron un rapido descenso, algo mas lento en el caso del 19A. Sin embargo, las ENI
por el serotipo 3, también incluido en la PCV13 aumentaron significativamente. También se
observd un importante aumento de ENI por serotipo 8, que antes de la PCV13 apenas tenia
importancia, capitalizando el fendmeno de reemplazo casi de manera exclusiva, pasando de 26
(6,5%) casos en 2007 a 76 (18,6%) en 2018; presentando un incremento de casi el 300% en 12
afios.

La comercializacion de las vacunas PCV7 y PCV13, no solo tuvieron efecto sobre los serotipos
circulantes, también fue importante el efecto sobre la tasa de sensibilidad de S. pneumoniae,



en concreto sobre penicilina y ceftriaxona. Mientras las tasas de sensibilidad a eritomicina y
levofloxacino a penas variaron a lo largo del periodo de estudio, la tasa de sensibilidad a
penicilina pasé del 64,4% en 2007 al 81,6% en 2018; en cambio, la de ceftriaxona se
incremento del 88,4% en 2007 al 96,4% en 2018. En contra de lo que se podria suponer, las
tasas de sensibilidad a penicilina y ceftriaxona aumentaron en el transcurso de los afios al
incluir las vacunas serotipos con tasas de resistencia mas altas como el 14 y el 19A. Con La
introduccion de la PCV7, que incluye el serotipo 14, y posteriormente la PCV13, que incluye a
ambos serotipos, se observd una disminucidn de la resistencia de manera paralela a la
disminucion de la prevalencia de los serotipos 14 y 19A. Ademads, los serotipos que
aumentaron después de la PCV13, en el llamado fendmeno de reemplazo, se caracterizaron
por sus altas tasas de sensibilidad a penicilina, como los serotipos 3 y 8. Tan solo el serotipo
15A presentd mayores tasas de resistencia, pero su incidencia no alcanzd, por el momento, a
los niveles de los serotipos 14 y 19A.

En los aislados resistentes a alguno de los cuatro antibidticos analizados se estudié el
mecanismo de resistencia mediante TAAN. En los resistentes a eritromicina la presencia del
gen erm fue la causa mas frecuente de resistencia, destacando serotipos como 24B/F (71,4%
de aislados resistentes a eritromicina), 15A (67,9%), 33F (66,1%) y 6C (59,3%). En estos cuatro
serotipos, el gen erm fue detectado en mas del 90% de los aislados, sobresaliendo el serotipo
24B/F donde de los 43 aislados analizados este gen fue detectado en 41 aislados (95,3%). Por
el contrario, el gen mef, segunda causa de resistencia a eritromicina, presenté una fuerte
asociacion con el serotipo 14, aunque con datos mucho mas discretos.

En el caso de levofloxacino, en tan solo 36 (2,3%) aislados la CMI de levofloxacino fue mayor
de 2 mg/L. Este bajo indice de resistencias hace imposible sacar conclusiones respecto a
serotipos relacionados con resistencia a quinolonas. Las mutaciones detectadas con mayor
frecuencia fueron S81F para el gen GyrA y para el gen ParC S79F y K137N . Las mutaciones
detectadas en GyrBy ParE no fueron relevantes.

Por ultimo, en los aislados con sensibilidad disminuida a penicilina y ceftriaxona la presencia
de mutaciones en la PBP 1a se asocié a tasas altas de resistencia a penicilina, asi como a una
elevacion de las CMI de ceftriaxona, aunque la mayoria siguen siendo sensibles, mientras que
con las PBP 2b y 2x no hubo ningun aislado resistente a penicilina, si bien las CMI en los
aislados con 2b fueron mas altas que las de los aislados con 2x, y solo un aislado con PBP 2x
fue ceftriaxona-intermedia. Por serotipos destaca el 14, en el cual la mutacién en la PBP 1a fue
detectada en 10 (71,4%) aislados. La mutacidon en PBP 1la también fue la mas detectada en el
serotipo 11A con cuatro aislados de siete (71,4%). Un tercer serotipo con un marcado
predominio de una PBP fue el serotipo 23B, en el cual, de seis aislados estudiados en cinco se
detectd la PBP 2b.

Si comparamos las mutaciones en las PBP detectadas con las CMI de penicilina obtenidas
destaca la PBP1a, en el cual, de los diecinueve aislados detectados en quince (78,9%) la CMI de
penicilina fue >2 mg/L. Por el contrario, en los 24 aislados en los que se detectaron las otras
PBP, ninguno de la CMI de penicilina fue >2 mg/L y permanecieron con sensibilidad
intermedia, aunque con valores de CMI mds elevados de lo habitual. Es importante destacar
que de los 23 aislados en los que no se detecté ningin amplicdn, en once (44%) la CMI de



penicilina fue >2 mg/L, casi todos a expensas del serotipo 19A. Las CMI de ceftriaxona también
fueron elevadas, pero sin llegar al nivel de resistencia de la penicilina. De los veintiun aislados
con PBP1a en un sélo aislado (serotipo 14) la CMI fue >2 mg/L en 9 aislados la sensibilidad fue
intermedia y 11 fueron sensibles, aunque con CMI mas elevadas de lo habitual.
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L.

INTRODUCCION

1. IMPORTANCIA HISTORICA.

Los primeros aislados de Streptococcus pneumoniae en muestras de pacientes datan de 1880y
se realizaron por Louis Pasteur y George M. Sternberg, a pesar de que el primero en visualizar
un microorganismo de morfologia compatible con S. pneumoniae en muestras de esputo y
biopsia de pulmén fue Edwin Klebs en 1875, Pasteur y Sternberg describieron, de forma
independiente y casi simultanea, el aislamiento de un microorganismo procedente de liquidos
biolégicos de pacientes fallecidos, capaz de causar enfermedad sistémica en conejos'?.
Historicamente, esta bacteria ha recibido distintos nombres: Micrococcus pasteuri en 1881,
Micrococcus pneumoniae (Klein, 1884), mas tarde Diplococcus pneumoniae (Weichselbaum,
1886) y S. pneumoniae (Chester, 1901), si bien el término mas usado fue D. pneumoniae, que
permanecié vigente hasta 1974, cuando empieza a utilizarse el término Streptococcus
pneumoniae por su disposicion en cadenas. La definitiva denominaciéon S. pneumoniae fue
aceptada en 1980 3.

Actualmente, S. pneumoniae (neumococo) es la principal causa de neumonia bacteriana
adquirida en la comunidad, asi como la causa mas frecuente de meningitis bacteriana en
adultos y en nifos. A partir de la puerta de entrada respiratoria, es capaz de causar diversas
infecciones que van desde infecciones relativamente leves, como la otitis media y la
conjuntivitis, hasta cuadros mas graves como neumonias invasivas, septicemia y meningitis.

Segln los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la neumonia es la principal
causa individual de mortalidad infantil en todo el mundo, siendo S. pneumoniae la causa mas
comun de neumonia bacteriana en nifios y el responsable de un millén de muertes al afio®.
Debido a las tasas de mortalidad y a la expansion de los mecanismos de resistencia del
neumococo, la OMS consideré en 2017 al neumococo como un patdgeno prioritario para el
desarrollo de nuevos antimicrobianos.

Desde su descubrimiento, el neumococo ha despertado un gran interés para la realizacion de
numerosos estudios encaminados a la prevencién de la enfermedad neumocdcica y su
tratamiento. En 1891, Felix y George Klemperer® observaron que el suero de conejos,
previamente inoculados con neumococos inactivados por calor, era capaz de proteger frente a
una reinfeccién con la misma cepa infectante pero no necesariamente frente a otros aislados
clinicos; también observaron que cuando los animales no sensibilizados recibian una dosis de
suero procedente de conejos inmunizados, la protecciéon frente a la misma cepa aumentaba,
introduciéndose asi el concepto de inmunidad humoral.

En 1917 Avery y su equipo de investigacidon describieron “una sustancia soluble y elaborada de
forma especifica por S. pneumoniae, que se excreta en la orina de los pacientes con neumonia
neumocdcica”. Afios después consiguieron aislar y precipitar dicha sustancia de un
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neumococo, observando que se trataba de un polisacdrido, convirtiéndose en el primer
antigeno no proteico identificado®.

En 1928, Griffith demostrd que una infeccién mixta con neumococos capsulados pero muertos
por calor y neumococos vivos no capsulados (y, por tanto, avirulentos) causaba la muerte de
algunos animales. Al estudiar las bacterias recuperadas de los animales muertos observé que
la bacteria no capsulada habia adquirido una capsula serolégicamente idéntica a la de las
bacterias muertas’. Serd Avery en los afios siguientes quien determinara el papel del ADN en la
transformacion de las bacterias y no la sustancia de la capsula®.

Tras este descubrimiento se realizaron estudios sobre el papel que jugaba esta molécula en la
aglutinacién frente a los antisueros descritos, llegando a la conclusién de que los anticuerpos
generados frente a la cdpsula eran los responsables de la inmunidad frente a la infeccidn
neumocdcica. Asi se abrid una nueva linea de investigacion en torno a las caracteristicas
quimicas y rutas de sintesis de los diferentes polisacaridos conocidos hasta el momento.
Fueron necesarios aun varios afios hasta definir los mas de 90 serotipos que actualmente
pueden diferenciarse tanto en la clasificacion por el sistema americano, como en la
clasificacién danesa, desarrollada en el Statens Serum Institute en Copenague
(http://www.ssi.dk/).

2. CARACTERISTICAS GENERALES.

S. pneumoniae es una bacteria Grampositiva de 0,5-1 um de longitud y de forma cocoide con
extremos lanceolados. Generalmente se presenta en forma de diplococos, de ahi que hasta la
década de los setenta se le denominaba Diplococcus pneumoniae (Figura 1). El habitat natural
del neumococo es la nasofaringe humana y la colonizacién puede tener lugar poco tiempo
después del nacimiento.

Figura 1. Imagen de S. pneumoniae en un hemocultivo
positivo. Tincién de Gram (1000x).
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S. pneumoniae es inmdvil, no forma esporas y es a-hemolitico, cuando se cultiva en agar
sangre en aerobiosis, por oxidacidn de la hemoglobina formando metahemoglobina® debido a
la produccién de perdxido de hidrégeno (Figura 2)°. Es microaerdfilo (prolifera mejor a
tensiones bajas de oxigeno), catalasa negativo y sensible a las sales biliares como el
desoxicolato sddico'?
autolisisna (LytA) que degrada la pared celular; esta sensibilidad ha sido muy util para su
identificacion.

, detergente que potencia la accién incontrolada de la principal

Figura 2. Colonias de S. pneumoniae en agar sangre a las 24h de incubacion en atmdsfera con 10% de
CO,.

La prueba clasica mas utilizada para la identificacién del neumococo en el laboratorio se basa
en su sensibilidad a la optoquina®®, un derivado de la quinina que actia como inhibidor
especifico de determinadas proteinas que forman parte de la subunidad Fo de la ATPasa
protén-motriz del neumococo (Figura 3)*1°,
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Figura 3. Halo de inhibicidon de S. pneumoniae generado por un disco de optoquina.

3. FACTORES DE RIESGO.

Existe una gran variabilidad en las tasas de incidencia de la enfermedad neumocdcica invasiva
(ENI) en diferentes estudios y regiones geograficas, habiéndose reportado tasas que varian
entre 68 y 7000 casos por 100.000 personas/afio, dependiendo de la metodologia utilizada y la
poblacién de estudio®®.

La incidencia de la ENI es especialmente alta en ciertos grupos de edad, entre los que se
encuentran los nifios menores de 2 afios y la poblacién mayor de 65 afios?’. El sistema inmune
de la poblacién pediatrica, al no estar completamente desarrollado, tiene una menor
capacidad para responder a los antigenos polisacéridos, lo que se manifiesta en una mayor
vulnerabilidad a determinadas infecciones bacterianas.

Existen diversos factores de riesgo que predisponen a padecer ENI*: inmunodeficiencias
congénitas'®, infecciones respiratorias previas o concomitantes, especialmente las de origen
)21

virico?®, infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)?%, leucemia y linfomas??,

2425 deficiencias en diferentes

medicacién inmunosupresora®, alcoholismo y tabaquismo
componentes del complemento?® o deficiencias genéticas en componentes relacionados con el
reconocimiento de patdgenos, lo que demuestra la importancia de los sistemas de deteccion y
vigilancia del hospedador frente a S. pneumoniae®’. Ademas, es conocida la predisposicion a la
ENI de los pacientes esplenectomizados®, ya que el bazo tiene un papel fundamental en la

defensa del organismo frente a S. pneumoniae. Los neumococos que han sido opsonizados se
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eliminan por el higado, pero las células de S. pneumoniae que han sido capaces de escapar a la
opsonizacion se eliminan por el bazo donde se prolonga el contacto de los microorganismos
con las células del sistema reticuloendotelial en los cordones de Billroth. Por ello, la
vacunacion frente a neumococo esta altamente recomendada en estos pacientes.

4. FACTORES DE VIRULENCIA.

Tanto si se presentan de manera aislada o simultanea, los factores de virulencia permiten a los
microorganismos colonizar e invadir al hospedador facilitando su adhesion a los tejidos, asi
como dotarle de la capacidad de invasion o de evasion del sistema inmune del hospedador. En
el neumococo los factores de virulencia mas conocidos son la cdpsula polisacarida vy

determinadas proteinas de superficie?®=32,

4.1. La capsula polisacarida.

La capsula polisacarida es el principal factor de virulencia del neumococo. Confiere al
microorganismo una importante capacidad de evasidn fagocitica®®. Entre otras funciones de
esta estructura esta la de mantener hidratada la célula y, gracias a su naturaleza polianiénica,
modula la entrada y salida de iones y nutrientes del microorganismo, favorece la adherencia a
superficies orgdnicas e inorganicas y también estd implicada, aunque existen otros
mecanismos coadyuvantes, en la formacidon de biopeliculas. La cdpsula del neumococo esta
formada por polimeros de alto peso molecular, de oligosacaridos repetidos, formados por
entre 2 y 8 monosacaridos, unidas al peptidoglicano o a componentes de la membrana celular.
Tanto la naturaleza de los azlcares que la componen, como el tipo de unién quimica que hay
entre ellos define la estructura para cada serotipo (Figura 4). Estd presente alrededor de toda
la bacteria y es soluble en soluciones polares; por tanto, es soluble en suero y orina.

21



Membrana Constituyentes expresados
celular Pared celular en la superficie
Polisacérido

o IS, . T e
MGMGM —= Polisacérido de la pared

_132__//, celular (C)
=t —=p— Acido lipoteicoico

Colina

spA  Polisacarido
P capsular

¢ MGMGM|™— "polisacarido de la pared
L5 celular (C)
e ) —==4—. Acido lipoteicoico
M@T Psa A Pohsacando_
___.—Capsular
GMGMGM

== ___—— Polisacérido de la pared
ng “Coina _ celular(C)

’)o: PspC

—T — Acido lipoteicoico

g9nm Pared celular Constituyentes expresados
Membrana celular de 16-20 nm en la superficie >100 nm
de tres capas

Figura 4. Esquema de la pared celular y cdpsula del neumococo (Modificado de Drijkoningen & Rohde.
Clin Microbiol Infect, 2014).

En 1902, Neufeld desarrollé un método para diferenciar el neumococo de otros estreptococos
qgue consistia en enfrentarlo a sueros de conejos inmunizados con sangre de diferentes
pacientes y observar la aglutinacién caracteristica, técnica a la que denomind “Quellung test”.
Gracias a esta técnica, se establecid la primera clasificacién en funcidon de la respuesta del
neumococo frente a diferentes sueros, describiéndose en un primer momento cuatro
serotipos o tipos: |, Il, [l y V34,

En la actualidad se han caracterizado mas de 100 serotipos capsulares inmunolégicamente
diferentes®, 90 de los cuales ya estaban descritos en 1995%. Los serotipos capsulares se
agrupan en 46 serogrupos numerados del 1 al 48 (los serotipos 26 y 30 no se utilizan). Algunos
serogrupos (1, 2 y 3) contienen un Unico serotipo, mientras que el serogrupo 11 contiene hasta
6 serotipos. Normalmente el primer serotipo descrito en un serogrupo con varios serotipos se
identifica con la letra F (de la palabra inglesa first) y los siguientes con las letras A, B, C, etc.
Existen 3 excepciones sin letra F: el serogrupo 6 que contiene cuatro serotipos 6A, 6B, 6Cy 6D;
el 20 con los serotipos 20A y 20B; y el serogrupo 9 cuyos tres primeros serotipos descritos®’
hacen referencia a personajes histéricos (L por Lederle, N por Neufeld y V por Valdemar, un
principe danés muerto en 1938 por una neumonia bacteriémica y del que se aisld el primer
neumococo de este serotipo?).

Los anticuerpos anticapsulares fueron descritos como protectores en modelos animales,
convirtiendo a la cdpsula en un objetivo prometedor para el desarrollo de vacunas. Sin
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embargo, la elevada diversidad capsular junto con las variaciones existentes en la capacidad
inmundgena de los distintos polisacdridos ha complicado la elaboracién de vacunas basadas en
el polisacdrido capsular.

4.2. Acidos teicoicos y lipoteicoicos.

Son moléculas de estructura polisacdrida que incluyen una cadena lipidica en su composicion.
Normalmente la unién de la zona lipidica se produce por un enlace fosfodiéster a un grupo
glicerol fosfato, que en el caso de S. pneumoniae se une un ribitol fosfato que ademads lleva
intercalados residuos de tetrasacdridos como componentes de la membrana; por tanto, la
estructura molecular de estos compuestos en el neumococo es especifica y diferente a la
estructura en otras bacterias Gram positivas.

El acido teicoico se describid por primera vez en 1930 como el polisacarido C soluble. Presenta
dos residuos de fosfatifdilcolina y se encuentra expuesto en la superficie, anclado a la pared
celular.

Ademads de comportarse como moléculas inductoras de la respuesta humoral, los acidos
teicoicos y lipoteicoicos promueven la activacion de la cascada del complemento y la
regulacion de la distribucién de las enzimas autoliticas (como la neumolisina) en la célula, para
las cuales es imprescindible la presencia de colina.

4.3. Proteinas de superficie.

Ademas de los polisacaridos de la capsula, el neumococo sintetiza una gran variedad de
proteinas de superficie, muchas de las cuales son consideradas factores de virulencia ya que
son esenciales en la patogénesis de la infeccién neumocécica.

Hasta el momento se han identificado cuatro grupos principales de proteinas de superficie3?:
proteinas de unidn a colina, proteinas LPXTG, lipoproteinas y proteinas atipicas de superficie o
moonlighting®® (Figura 5).
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4.3.1. Proteinas de unidn a colina (cbp).

Las CBPs se encuentran ancladas de un modo especifico a los residuos de colina de los acidos
teicoicos y lipoteicoicos neumocdcicos. La familia de las CBP incluye algunos factores de
virulencia involucrados en la adhesién celular y la colonizacidn.

LPxTG =t

NanA Autolysins

IgA1-protease PspAys

Zmp \ | PspC

PriA ) Pep Non-classical

HtrA ; PavA
Lipoproteins = Eno
PpmA GAPDH
SIrA TA
PsaA
::: ; * | PCho

PG : LTA

Figura 5. Esquema de las proteinas de membrana ancladas en membrana y pared celular del neumococo
(de Bergmann S & Hammerschmidt S. Microbiology, 2006).

De entre los aproximadamente 16 tipos de CBPs descritos en el neumococo algunas pueden
causar eventualmente la lisis y, por tanto, muerte de la bacteria, en cuyo caso se llaman
autolisinas. La NAM-Amidasa LytA3° y la lisozima LytC*® son las dos Unicas autolisinas conocidas
del neumococo. LytA estad considerada como uno de los factores de virulencia mds importantes
de la bacteria debido a su capacidad de producir autolisis espontanea y la consiguiente
liberaciéon de la neumolisina Ply al medio extracelular®>*2. E| papel de esta proteina en la
virulencia y patogénesis ha sido demostrado en diferentes modelos animales de infeccién**.
LytA es también responsable de la intensa respuesta inflamatoria caracteristica de la infeccion
neumocdcica al liberar componentes altamente proinflamatorios como fragmentos de la pared
celular, acidos teicoicos y lipoteicoicos, tras la lisis bacteriana*®. Asimismo, se considera que
LytA participa indirectamente en la evasidon de la respuesta inmunitaria del hospedador
mediada por el sistema del complemento y la fagocitosis al liberar la neumolisina Ply*®. Por
otra parte, se ha demostrado que la administracién parenteral de LytA es capaz de reducir los
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niveles bacterianos en un modelo de sepsis®® e incluso de desintegrar con gran eficacia las
biopeliculas producidas in vitro por el nheumococo®. Ademas, la inmunizacién con LytA ha
demostrado poseer un efecto protector frente a una posterior infeccién neumocécica, lo que
posibilita nuevas dianas para posibles vacunas®.

La lisozima LytC se comporta como una autolisina a 30°C, lo cual sugiere un papel importante
en el tracto respiratorio superior®®. Ademads, es esencial en un proceso caracteristico del
neumococo que le permite lisar a neumococos no competentes®.

LytB es una CBP con actividad N-acetilglucosaminidasa que esta implicada en la separacién de
las células hijas al final de la division celular®®y, posiblemente, en la adhesidn del neumococo a
las células de la nasofaringe humana®'. También es importante para la formacién de
biopeliculas®?.

PspC, también conocida como CbpA, SpsA y PbcA, es la CBP mds abundante en el neumococo y
participa en la patogénesis gracias a distintos mecanismos>3. Estd implicada en la adherencia a
las células del hospedador y en la colonizacién bacteriana®*. Se han identificado posibles
epitopos de unién al factor H en la regién N-terminal de PspC>>*®, Cuando el factor H se une a
la superficie del neumococo via PspC se incrementa la adhesidon del microorganismo a las
células del hospedador. Ademas del factor H, el PspC es capaz de reclutar otro regulador
negativo del complemento, en este caso de la ruta cldsica, la proteina de unién al factor Cab
del complemento o C4BP, lo que permitiria al neumococo evadir eficazmente la activacién del

componente C3b>"8,

Otras CBPs con importantes funciones incluyen:

e PspA, participa en patogénesis al facilitar la evasiéon de la activacion de la via
alternativa de complemento y previniendo los efectos bactericidas de la lactoferrina
humana®¥°,

e Fosforilcolin esterasa Pce o CbpE, participa en la adhesién a las células de la
nasofaringe humana .

e PcpA, inicialmente propuesta como adhesina®, se ha demostrado que, usdndola como
vacuna, protege significativamente utilizando modelos murinos de neumonia y
sepsis®®. También participa en la adherencia del neumococo a células epiteliales de
nasofaringe y pulmén® y es capaz de inducir la formacién de anticuerpos funcionales

en humanos®.

4.3.2. Proteinas LPXTG.

Este grupo de proteinas las podemos encontrar en otras bacterias Gram positivas y contienen
un motivo LPXTG responsable de su unidn covalente a la pared celular.

Mads de 18 proteinas de este tipo han sido descritas en S. pneumoniae, aunque este nimero
puede variar en las distintas cepas, la mayoria de las cuales posee actividad enzimatica, son
adhesinas o ambas®2. Las adhesinas ayudan al patégeno a unirse a las células y tejidos al
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reconocer receptores del huésped en un paso que es critico para establecer con éxito una
infeccion®. Hay un total de seis glicosil hidrolasas (StrH, NanA, BgaA, EndoD, SpuA y Eng), una
enzima con actividad polisacarido liasa (SpnHL) y cuatro proteasas (ZmpA, ZmpB, ZmpC y PtrA).
Sus sustratos son glicoproteinas, que son fundamentales para la mayoria de los procesos
bioldgicos, incluido el sistema inmune humano. Por lo tanto, la hidrdlisis de estos sustratos
puede tener efectos muy importantes como comprometer el sistema inmunitario del huésped,
promoviendo la adherencia y migracién por los tejidos del huésped o creando una fuente de
nutrientes para el patégeno®’.

4.3.3. Lipoproteinas.

Las lipoproteinas bacterianas se modifican en su grupo N-terminal con la adicién de un grupo
N-acil diacilglicerilo que las ancla a la membrana lo que refleja el papel esencial de estas
lipoproteinas en la supervivencia bacteriana.

Hay aproximadamente 50 descritas, de las cuales unas 25 son transportadores, otras
participan en el proceso de plegamiento de proteinas y, en otras, sigue sin conocerse su
funcién fisioldgica en el neumococo®®.

4.3.4. Proteinas atipicas de superficie.

Son proteinas intracelulares que no deberian establecer relacidn directa con el hospedador;
sin embargo, son accesibles desde el exterior y pueden facilitar la adhesion a las células del
hospedador®. Entre ellas destacan PavA (pneumococcal adhesion and virulence protein A) y
PavB, adhesinas con un papel importante en la colonizacidn.

5. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD NEUMOCOCICA.

Una vez establecida la colonizacidon nasofaringea, la enfermedad neumocécica se produce
cuando la bacteria se disemina hasta el oido medio, el tracto respiratorio inferior o el torrente
circulatorio, provocando otitis media, neumonia o sepsis, respectivamente (Figura 6). Ademas,
el neumococo es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica produciendo meningitis
asociada a graves secuelas neuroldgicas. Las neumonias bacteriémicas, la sepsis y las
meningitis se consideran ENI y estdn asociadas a una elevada mortalidad a pesar del
tratamiento antibidtico. Esta realidad demuestra la importancia de la relacién entre patégeno
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y hospedador en el establecimiento de la ENI®®, asi como el papel de la microbiota™.
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Unién de neumococo a nasofaringe
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Figura 6. Patogenia de la enfermedad neumocadcica.

Uno de los principales factores que determinan el tipo de relaciéon hospedador-patégeno es el
serotipo capsular’* de modo que los neumococos de los serotipos 3, 6B y 19F se han descrito
como los mas virulentos en adultos; mientras que los serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C,
19A, 19F y 23F afectan principalmente a nifios’*’®. Ademds, existen otros factores del
hospedador que también influyen en la interrelacién con el patdgeno, uno es la edad (en la
gue destacan dos picos de incidencia, en menores de 5 afios y en adultos mayores de 65 afios)
y el otro es el estado inmunoldgico (las personas inmunodeprimidas son mas susceptibles a
desarrollar ENI).

La infeccidén previa del aparato respiratorio por otros patégenos, como es el caso del virus de
la gripe, potencia la capacidad del nheumococo para colonizar y desarrollar la enfermedad’;
ademas, la presencia de ciertos factores genéticos también aumenta la susceptibilidad del
hospedador a sufrir una infeccién neumocdécica’®.

En el proceso de patogénesis de la ENI se pueden distinguir 3 etapas: colonizacidn, invasion y
enfermedad.

5.1. Adhesiony colonizacion nasofaringea.

La colonizacién asintomatica del tracto respiratorio superior por S. pneumoniae precede tanto
a la infeccién localizada como a la ENI”®. Es lo que se conoce como estado de portador. Este
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estado de portador supone el principal factor de transmisidon horizontal de la enfermedad
neumocdcica’’.

La colonizacidon por S. pneumoniae es muy frecuente en la poblacién mundial, con tasas
superiores al 40%, y puede coexistir mds de un serotipo colonizando simultdneamente al
mismo individuo’®. En la poblacién adulta, los anticuerpos serotipo-especificos se producen
después de la adquisicion del neumococo, pero la colonizacidn puede durar més de un afio’®.
Este estado de portador es mas prevalente en la poblacidn infantil, con mds de un 50% de
ninos menores de 5 afios colonizados, probablemente como consecuencia de la inmadurez de
su sistema inmune y del alto grado de contacto entre individuos. El proceso de colonizacién, a
pesar del avance en el conocimiento de los mecanismos, sigue sin estar del todo explicado,
siendo un proceso muy complejo en el que intervienen mecanismos de la propia bacteria para
facilitar la adhesion, otros para evitar la eliminacidn por parte del hospedador, la competencia
con otras especies bacterianas para poder sobrevivir o la interaccién con enfermedades viricas
que favoreceran la colonizacién.

La adhesién al epitelio es vital para la persistencia del neumococo en la nasofaringe. La unién
del neumococo a las células nasofaringeas estd mediada, en gran parte, por interacciones
especificas entre la bacteria y el hospedador. La capsula es uno de los factores que influyen en
la capacidad de adhesion, ya que en presencia de anticuerpos anticapsulares se reduce la
adhesién a la nasofaringe, lo que demuestra que la cdpsula se expresa y es necesaria en este
ambiente. Sin embargo, la presencia de grandes cantidades de cadpsula inhibe la adhesién del
neumococo®.

La expresidn de exoglicosidasas, como NanA, BgaA y StrH, parece actuar de modo secuencial
sobre los distintos residuos glicosilados eliminando los residuos de acido sialico, galactosa y N-
acetilglicosamina, respectivamente®. La capacidad de desglicosidar estos residuos de manera
secuencial es la que permite hacer accesibles los receptores glicosilados facilitando el proceso
de adhesidn a las células del epitelio. Entre las proteinas que actuan en el proceso de adhesion
destacan PavA y PavB que presentan alta afinidad para la unidon con fibronectina vy
plasmindgeno?®?.

Otro grupo de proteinas con un papel importante en la colonizacién son las que tienen
actividad proteasa, como HtrA, y otras de la superficie bacteriana, como PspC, CbpG, BgaC, o
las hidrolasas de pared celular LytB, LytC y Pce.

La presencia de pili en algunas cepas de neumococo también es importante en el proceso de
adhesion a las células epiteliales pulmonares® favoreciendo, ademas, el proceso inflamatorio
de la enfermedad. Cuando el neumococo ya esta en sangre, la presencia de pili parece agravar
el proceso infeccioso®®.

Las infecciones virales incrementan la posibilidad de colonizaciéon y también facilitan la
posibilidad de aspiracién hacia las vias respiratorias inferiores®®, siendo de gran relevancia la
infeccidn por virus de la gripe. Ademas, las infecciones virales causan pérdida de la integridad
del epitelio respiratorio, incrementan la secrecion de citoquinas proinflamatorias y por tanto el
aporte de nutrientes lo que facilitard el crecimiento del neumococo y su migracion a vias
inferiores®.

28



El paso de colonizacién a invasién es un proceso que va a depender de factores derivados
tanto del neumococo como del huésped y de factores ambientales.

5.2. Invasion.

El proceso de invasidn y diseminacién de la ENI generalmente ocurre después de la adquisicidn
de un nuevo serotipo y raramente se asocia a un estado de portador prolongado. La invasion
tiene lugar directamente desde la nasofaringe al torrente sanguineo®’.

Hay descritos varios mecanismos mediante los cuales el neumococo es capaz de atravesar el
epitelio:

5.2.1. Mecanismo mediado por el receptor del factor de activacion plaquetario
rPAF.

Este receptor reconoce una fosforilcolina (PCho) que estd presente en los acidos teicoicos y
lipoteicoicos del neumococo. ElI rPAF es una potente quimioquina con actividad
proinflamatoria cuya estructura molecular consiste en un fosfolipido de gran similitud con la
PCho que, al unirse a su receptor, provoca un aumento de la permeabilidad endotelial y una
extravasacién de leucocitos. Debido a la similitud entre el PAF y la PCho del neumococo, la
bacteria puede unirse al rPAF y atravesar las células epiteliales del hospedador produciendo la
invasién y diseminacién caracteristica de la ENI®. Mediante estudios experimentales sobre
ratones deficientes en rPAF se demostrd la reduccidon tanto de la colonizacion neumocécica
como del desarrollo de neumonia y ENI®,

En este sentido hay que destacar que, como consecuencia de la infeccién por virus como el de
la gripe o el virus respiratorio sincitial, se produce un incremento muy marcado en la sintesis
de rPAF®® que podria estar relacionado con la elevada incidencia de ENI en pacientes que estan
infectados o convalecientes por estas viriasis.

5.2.2. Uniodn de la proteina PspC a la porcion SC del pIgR.

El receptor plgR (polymeric immunoglobulin receptor) esta presente en la cara interna de las
células epiteliales. En este punto, plgR es capaz de unirse a las IgA o IgM mediante un
mecanismo de transcitosis para, posteriormente, llevar todo el complejo IgA-plgR hasta la cara
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externa de la célula epitelial, donde serd liberada la IgA o IgM°>°2, Por tanto, es un receptor
gue se encarga de la captacién de inmunoglobulinas en la cara basal y transportarlas hasta el
lumen apical a través del epitelio respiratorio. Una vez liberada la inmunoglobulina en la cara
superficial, el receptor plgR permanece en la cara exterior donde se une el neumococo a través
de la proteina de superficie PspC, lo que ocasionara un mecanismo de transcitosis inversa,
internalizando la bacteria a través de las capas epiteliales.

5.2.3. Invasion mediada por la uniéon del neumococo al plasminégeno.

El neumococo contiene varias proteinas que pueden unirse al plasmindgeno favoreciendo la
adhesion de la bacteria a la superficie celular. Ademas, la activacién de plasminégeno a
plasmina por el neumococo permite degradar la cadherina (glucoproteinas transmembranales
responsables de las uniones célula-célula para mantener la integridad de los tejidos) del
endotelio vascular, posibilitando el acceso del neumococo a la membrana basal y por tanto el
desarrollo de la ENI®3,

6. MECANISMOS DE DEFENSA DEL HOSPEDADOR.

6.1. Sistema del complemento.

El sistema de complemento constituye una de las primeras lineas de defensa del ser humano
frente a microorganismos patégenos y desempefia un papel fundamental en la respuesta
inmune. Estd compuesto por mds de 30 proteinas, tanto plasmaticas como de superficie
celular que, tras reconocer al microorganismo, activan una cascada de reacciones. Las 9
proteinas fundamentales se designan de C1 a C9, segun el orden cronoldgico de su
descubrimiento. Estas proteinas forman parte de tres vias diferentes de activacion: via clasica,
via alterna y via de las lectinas. Las 3 vias son reacciones proteoliticas en cadena. Aunque las
tres vias difieren en su modo de activacidn, todas convergen en la formacion de C3b, el cual se
asocia con C5b, C6 y C9 para formar el complejo de ataque a la membrana celular,
ocasionando la formacidn de poros en la membrana opsonizada.

30



- .
o Aumento de la . “LL\;?‘ .
& ETSEY permeabilidad T
n.“ J,‘? - vascular i
&usé de células 1 Contraccuon_ del
" extrafias musculo liso

0 q Desgranulacign &
Lisis de ; . &
6,7 u1 bacterias © “COMPLEMENTO= 3  de mastocitos , #

4 i
Activacion y 1o i}
‘ri qmmnotaxus de Ayuda a Iavfagt_)letosm - j
(opsonizacion) v

. {'. ne,utroﬁlos

_)J
At

S

Figura 7. Resumen de las acciones del sistema del complemento.

Entre otras funciones del sistema del complemento estd la de facilitar la fagocitosis al unirse el
componente C3b a receptores presentes en las células fagociticas; también es importante en
la induccién de la respuesta inflamatoria, mediada por los componentes C3a, C4a y C5a
(lamadas anafilotoxinas) que aumentan la permeabilidad y vasoconstriccién vascular,
favoreciendo la migracidon de las células fagocitarias al sitio de infeccidon (Figura 7).

6.1.1. La via clasica.

Se activa por la unién de la region Fc de las Igs a los dominios globulares de C1, complejo
formado por Clqg, Clr y Cls. El componente C1 puede unirse a las bacterias directamente,
mediante unidn previa a la proteina C reactiva; ademas, las IgM naturales se pueden unir a los
acidos teicoicos® del neumococo. Todas estas uniones provocan la desestabilizaciéon de Clq
originando la activacién de Clr y ésta a su vez activa la C1s la cual hidroliza C4 en C4a y C4b.
C4b se une a C2 para poder generar la convertasa de C3 (C4bC2b) que convertirad el C3 en C3b,
el cual es capaz de unirse a la superficie de la bacteria funcionando como una opsonina. El
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depdsito de multiples moléculas de C3b da lugar a un cambio en la especificidad del sustrato
originando la convertasa de C5 (unién de C3b a la convertasa de C3), que se encarga de
convertir el C5 a C5b. Esto permite que se formen potentes anafilotoxinas como C3a, C4a y
C5a®®. Los compuestos resultantes poseen actividad antibacteriana por si mismos. Se ha
demostrado que la via del complemento es una de las principales en la inmunidad innata

frente al neumococo, lo que confirma su importancia,

patégeno como en su eliminaciéon®?’.

tanto en el reconocimiento del
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Figura 8. Esquema de las tres vias de activacion del complemento (de Corvillo & Lopez-Trascasa,

Nefrologia 2018).
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6.1.2. Lavia alterna.

Se activa por la unién del componente C3b, generado espontaneamente en el suero en
condiciones normales por la hidrdlisis de C3, al factor B que es una serin-proteasa. Una vez
producida esta unidn, el factor D, otra serin-proteasa, se encarga de hidrolizar al factor B para
formar la convertasa de la via alterna (C3bBb), moléculas adyacentes de C3b se unen a la
convertasa de la via alterna para formar la convertasa C5 de la via alterna. La properdina que
es el regulador positivo de la via alterna se encarga de estabilizar la convertasa C3bBb para
prolongar su actividad. Esta via se encuentra activada de forma constante, aunque de un modo
muy débil.

La importancia de la via alterna en la opsonizacién y eliminaciéon del neumococo se pudo
demostrar utilizando ratones con deficiencias en los factores B y D%,

6.1.3. Lavia de las lectinas.

Se inicia cuando las lectinas (proteinas que se unen a azucares con una alta especificidad para
cada tipo) se unen a carbohidratos que contienen residuos de N-acetilglucosamina o manosa
(lectina MBL). Las lectinas se unen preferentemente a los extremos de manosa, fucosa y
glucosamina de polisacdridos o glucoproteinas de membrana de gran variedad de bacterias. El
proceso de activacidn es similar al de la via cldsica, actuando la lectina de modo similar a lo
que ocurre con el complejo C1, de hecho, las lectinas y la C1g son moléculas estructuralmente
parecidas. Al activarse, las lectinas sufren un cambio conformacional que a su vez activa a su
serin-proteasa (MASP) que permiten actuar secuencialmente sobre C4 y C2 originando,
posteriormente, la misma convertasa de C3 producida a partir de la via clasica (Figura 8).

En el caso del neumococo, se ha observado que un tipo de lectinas es capaz de unirse a
determinados serotipos como el 11F, 11A y 11D, reconociendo determinados componentes
del polisacarido del serogrupo 11, ya que en ausencia de capsula no se observé ningun tipo de
unién®. En cambio, otro tipo de lectinas se unen al polisacarido de los serotipos 19A y 19F%° lo
gue demuestra la alta especificidad entre la unién de las lectinas y los azlcares de las
bacterias.

Hasta hace poco se consideraba que la via de las lectinas desempefiaba un papel poco
relevante en el desarrollo de la ENI. Sin embargo, investigaciones mas recientes han
encontrado una asociacién entre la susceptibilidad a la ENI y la homocigosis para uno de los
tres polimorfismos del gen MBL2%. Otros estudios realizados en ratones deficientes en
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diversas lectinas han confirmado que estos animales tienen una mayor susceptibilidad a la

infeccion neumocdcica. Resultados similares se han encontrado en humanos©%1°%,

6.1.4. Regulacion del sistema del complemento.

El sistema del complemento es un mecanismo de defensa muy eficaz para la eliminacién de
microorganismos patégenos. No obstante, la activacion descontrolada es nociva para el
hospedador y, por lo tanto, todo el sistema debe estar sujeto a una regulacidén. Existen
diferentes reguladores negativos para prevenir la activacion continua del sistema. Estos
reguladores son substancias solubles localizadas en el plasma y proteinas asociadas a
membranas celulares.

El principal regulador negativo de la via cldsica y de la via de las lectinas es el C4BP que es una
glicoproteina plasmatica que se une a C4b y actia como cofactor del factor | en la hidrdlisis de
C4b a C4d que es inactivo. Ademads, C4BP puede producir una disociacién irreversible de la
convertasa de C3 de la via clasica, inactivando la via clasica y la de las lectinas a la vez.

El factor H es el principal regulador negativo de la via alterna, controlando la activacion del
sistema del complemento mediante 3 mecanismos. Como cofactor del factor | en la ruptura e
inactivacion de C3b a iC3b que no puede actuar en la formacion de la convertasa C3. También
actua al disociar la convertasa de C3 de la via alterna en C3b y factor Bb. Y finalmente, el factor
H es capaz de competir con el factor B por la unién a C3b, impidiendo la activacién de la via
alternativa.

Muchos microorganismos han desarrollado factores de virulencia que actian como analogos
funcionales de los inhibidores del sistema del complemento para poder evadir la inmunidad
del sistema del complemento. El mecanismo mas utilizado es la interaccidn con el factor H y
C4BP (los principales reguladores negativos). Asi, el neumococo es capaz de unir estos

C'%2 pero debido al elevado

reguladores negativos, principalmente mediante la proteina Psp
polimorfismo de la proteina PspC, la unidn a estos reguladores negativos varia mucho entre
distintitos aislados de neumococos. La asociacién de determinados serotipos con su
invasividad podria deberse a que algunos oligosacaridos capsulares estuvieran afectando la

interaccién de la bacteria con el factor H33.

6.2. Inactivacion directa de componentes del complemento.

Uno de los mecanismos de evasién del sistema del complemento es la produccidn, por parte
del microorganismo, de proteasas capaces de degradar diferentes componentes del sistema
gue ocasionaria una inactivacion de la cascada.
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El C3 es la proteina clave del sistema. Estd compuesta por dos cadenas (a y B) unidas
covalentemente, por lo que su hidrdlisis resulta de gran relevancia. En Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes los procesos de degradacion ya estan descritos; sin embargo, en el
caso del neumococo se sugiere que podria degradar el C31% aunque las proteinas implicadas
no han sido identificadas.

6.3. Inmunidad celular.

Las células del sistema inmune innato expresan una gran variedad de receptores de
reconocimiento de patrones (pattern-recognition receptors; PRRs) que detectan moléculas
caracteristicas de los agentes patdgenos denominadas patrones moleculares asociados a
patogenos (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs). Los PAMPs no solo son
esenciales para el establecimiento de la infecciéon sino también para la supervivencia del
patégeno. El reconocimiento del PAMPs por los PRRs activa un conjunto de respuestas
inmunes antimicrobianas mediante la produccidn de citoquinas inflamatorias, quimioquinas e
interferones tipo |, también da lugar al comienzo de una respuesta inmune de tipo adaptativo
que involucra a los linfocitos B y T. Los PRRs incluyen varias familias de moléculas, pero en el
caso del neumococo, se admite que los receptores de tipo TOLL!* y tipo NOD®® son los que
estdn mas implicados en la defensa inmune'®. Una vez que los componentes de la pared
celular y posiblemente PLY son reconocidas por TLR2 y -4 respectivamente, S. pneumoniae es
internalizado por las células fagociticas y degradado en los fagosomas que induce liberacién de
acidos nucleicos y peptidoglicanos bacterianos. EIl ADN es detectado por TLR9 en los
endosomas. Los fragmentos de peptidoglicano son detectados por NOD2 en el citosol.
Ademas, el ADN neumocdcico es detectado por AIM2 y por un PRR citosdlico adicional. Los TLR
y NOD2 estimularan la produccién de Citocinas (KC) dependientes de NF-kB que incluyen TNFa,
IL-6, KC y pro-IL-1b. Mientras que TNFa, IL-6 y KC funcionales se liberan después de la
traduccion, la produccién de IL-1b requiere una segunda sefial. Esto lo proporcionan los
inflamasomas NLRP3 y AIM2 activados por PLY y ADN bacteriano, respectivamente, que
median la escision de pro-IL-1b en IL-1b madura. Deteccién del ADN de S. pneumoniae por el
receptor citosdlico activa el adaptador STING y transcripcién del factor IRF3, y estimula las
respuestas de IFN tipo | (Figura 9).
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Figura 9. Descripcion general de los diferentes PRRs implicados en el reconocimiento de los PAMPs del
neumococo. (Adaptado de Koppe et al. 2012).

Receptores tipo TOLL.

Son un grupo de receptores transmembranales que reconocen una gran variedad de PAMPs de
distintos microorganismos patdégenos e inducen la activacion del sistema inmune innato. En
humanos el grupo de estos receptores estd constituido por 10 tipos, divididos en dos
subgrupos dependiendo de su localizacion celular y del ligando. Uno de los grupos esta
compuesto por proteinas de superficie celular que reconocen componentes de la membrana
microbiana como lipidos, lipopolisacdridos y proteinas, mientras que el otro grupo se localiza

exclusivamente en vesiculas intracelulares y reconocen acidos nucleicos microbianos0410,

Varios de estos receptores participan en el reconocimiento y fagocitosis del neumococo. Esto
ha sido demostrado con ratones carentes de estos receptores, como en el caso del receptor 9,
que son mas sensibles a la infeccidn diseminada'®”. Resultados similares han sido observados
en nifios'%,

Receptores tipo NOD.

En seres humanos este grupo de receptores esta conformado por 22 proteinas citosodlicas.
Algunos estan implicados en la activacién de la respuesta inflamatoria, donde se ha
demostrado que NOD?2 activa la fagocitosis de neumococo por un mecanismo relacionado con
el reconocimiento del peptidoglicano bacteriano®.
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Estas proteinas citosdlicas regulan la maduracién y liberacién de citoquinas pro-inflamatorias
en respuesta a patégenos. Los componentes bacterianos con propiedades activadoras de este
complejo incluyen el ADN y toxinas bacterianos.

6.3.1. Fagocitosis.

Los neutrdfilos y macréfagos desempefian un papel esencial en la eliminacion de las
infecciones producidas por muchos microorganismos mediante su fagocitosis y posterior
eliminacién. Tras un primer contacto con el microorganismo, los fagocitos internalizan los
patégenos en vacuolas formadas a partir de la membrana plasmatica denominadas fagosomas.
Estos fagosomas sufriran un proceso de maduracién uniéndose con endosomas y lisosomas
para dar lugar, finalmente, a los fagolisosomas. En estos, los patdgenos son degradados por
una combinacién de mecanismos en un medio muy dacido, pH en torno a 4,5, y rico en
hidrolasas.

7. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD NEUMOCOCICA INVASIVA.

El diagndstico microbioldgico de la infeccidn por S. pneumoniae es facilmente accesible en un
Servicio de Microbiologia convencional, ya que puede realizarse adecuadamente con las
técnicas microbioldgicas habituales, aunque también es util disponer de nuevas técnicas que
permitan reducir los tiempos de deteccidn.

7.1. Muestras.

Las muestras clinicas mas indicadas para el diagndstico de la ENI son el hemocultivo y las
muestras del posible foco infeccioso que van desde liquido cefalorraquideo (LCR), en el caso de
meningitis, a cualquier otro liquido organico que en condiciones normales sea estéril. El
procedimiento para la identificaciéon de S. pneumoniae en todas las muestras es el mismo.
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Al ser muestras que en condiciones normales son estériles la presencia de cualquier colonia en
el cultivo microbioldgico es criterio diagndstico y debe procederse a su identificacion.

7.2. Cultivo.

S. pneumoniae puede cultivarse en medios como agar sangre o agar chocolate, el crecimiento
es Optimo entre 25 y 429C, por lo que se considera mesoéfilo. Algunas cepas son capndfilas y
requieren una atmaosfera mas rica en didxido de carbono (5%).

En los medios con sangre (agar sangre y agar chocolate) produce a-hemdlisis, reconocible por
el halo verde caracteristico, si se realiza en condiciones aerobias y se debe a la accién del
perdxido de hidréogeno que las bacterias liberan al medio. Si se hace en anaerobiosis, se
produce B-hemdlisis y se observa un halo transparente debido a la acciéon de la enzima
neumolisina O. Cuando la cepa tiene capsula, forma colonias grandes —no tanto en el agar
chocolate—, redondas y mucoides (Figura 10); si no la posee, son planas y mas pequefias. Las
colonias no estdn pigmentadas y a las 48 horas pueden mostrar una depresidn central debido
a la autolisis de las células (Figura 11).

Figura 10. Colonias mucosas de S. pneumoniae (serotipo 3).
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Figura 11. Colonias de S. pneumoniae con depresién central por el fenédmeno de autolisis y alfa-
hemodlisis alrededor de la colonia.

Existe un fendmeno Ilamado variacién de fase en el que las colonias se observan con distinta
opacidad cuando se visualizan a través de una luz oblicua en una superficie transparente
(Figura 12). Las formas opacas, mas virulentas en modelos animales, tienen mds capsula y
menos acido teicoico y provocarian mas enfermedad invasiva en pulmones y torrente
sanguineo; en las transparentes ocurre lo contrario y estdan mas adaptadas al ambiente de la
nasofaringe, que colonizan'°.
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Figura 12. Observacioén de la variacion de la fase neumocdcica en la morfologia de las colonias (de Li, J.
et al., 2017).

7.3. Identificacion.

Las caracteristicas fenotipicas de las colonias de S. pneumoniae tras su cultivo en placas de
agar sangre en condiciones habituales (48 horas de incubacidén a 352C y 5% CO;) se resumen
en la Tabla 1, entre ellas destacan las pruebas clasicas de identificacion: sensibilidad a la
optoquina y la solubilidad en bilis. Estas caracteristicas pueden verse afectadas por las
condiciones ambientales en las que se realice el cultivo como, por ejemplo, la concentracion
de CO,. Asimismo, se han descrito variantes de colonias de S. pneumoniae (no umbilicadas y
rugosas) con morfologia atipica que se asocian con alteraciones genotipicas relacionadas con
la seleccion de cepas resistentes a los antimicrobianos. En ocasiones las colonias de S.
pneumoniae tienen un aspecto mucoso caracteristicamente asociadas al serotipo 8 y
especialmente al 3.

40



Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de S. pneumoniae en cultivo.

a-hemolisis en agar sangre Positiva
Catalasa Negativa
Sensibilidad a la optoquina Positiva
Solubilidad en bilis (desoxicolato) Positiva

7.4. Nuevas técnicas de diagndstico.

En el caso de la infeccidn invasiva causada por S. pneumoniae, el diagndstico precoz es
particularmente importante dada la alta mortalidad asociada. Asimismo, la demora en el
diagndstico condiciona el retraso en la instauracion del tratamiento antibidtico y en la eleccién
adecuada del mismo. Esta situacién no solo genera la aparicidon de complicaciones graves, sino
gue también influye en la seleccidn de determinados clones multirresistentes.

La aparicion de nuevas técnicas de laboratorio, denominadas “de diagndstico rapido” y point
of care para la deteccidén de S. pneumoniae ha supuesto un avance en el diagndstico etioldgico
de la infeccidn neumocécica, asi como en la instauracion adecuada del tratamiento
antimicrobiano precoz. Es importante recordar que las técnicas de diagnéstico convencionales
(tincién de Gram vy cultivo) siguen constituyendo las pruebas de diagndstico de referencia o
gold-standard y que el resultado de toda técnica de diagndstico rdpido debe ser confirmado
con posterioridad con técnicas de diagndstico tradicionales.

7.4.1. Inmunocromatografia.

Representa el ejemplo mds claro de las técnicas de diagndstico rdpido. Esta técnica se
fundamenta en la deteccion del polisacarido C capsular de S. pneumoniae con propiedades
antigénicas. Este antigeno es soluble en determinados liquidos o fluidos como la orina y el LCR.
El polisacarido C esta presente como componente de la cdpsula neumocécica
independientemente del serotipo del microorganismo. El desarrollo de esta prueba se realiza
sobre una membrana de nitrocelulosa a la que se encuentra adsorbido el anticuerpo especifico
frente al polisacarido C de S. pneumoniae. Al entrar en contacto el antigeno soluble presente
en la muestra del paciente, este se conjuga con el anticuerpo especifico, produciéndose una
precipitacion, en forma de banda, que puede observarse a simple vista sobre la membrana de
nitrocelulosa (Figura 13). Las muestras bioldgicas sobre las que se ha validado esta técnica son
la orina y el LCR. El polisacérido C una vez excretado en orina es estable al menos 48h y puede
ser detectado en pacientes bajo tratamiento antimicrobiano®!?.
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Figura 13. Deteccidn de antigeno de S. pneumoniae por inmunocromatografia.

Existen varios estudios que avalan la utilidad de esta prueba en la deteccién de antigenos en
otras muestras clinicas como el liquido pleural, sobre todo en pacientes con empiema vy
derrame pleural. A pesar de ser una muestra para la cual la técnica no esta plenamente
validada se han sefialado varias ventajas, entre las que destacan una elevada sensibilidad,
incluso superior al cultivo convencional. También se ha demostrado su utilidad en pacientes
gue han recibido antibioterapia previa al empiema. Entre las desventajas se encuentra su falta
de validacidn y de especificidad (reaccidn cruzada con polisacarido C de Streptococcus oralis y
de Streptococcus mitis)** 112,

7.4.2. Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN).

La TAAN mas empleada para el diagndstico etioldgico precoz de la neumonia adquirida en la
comunidad es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con esta técnica se puede
detectar la presencia de material genético (ADN o ARN) de un microorganismo en la muestra
de estudio. Segun el tipo de TAAN empleada es posible tanto amplificar material genético para
su posterior identificacion mediante comparacién con secuencias de diferentes
microorganismos almacenadas en bases de datos, como amplificar material genético
especifico de un microorganismo que sélo se encuentra presente en el genoma de éste.

Las TAAN mas empleadas en el diagndstico de la infeccidn por S. pneumoniae y de sus
complicaciones asociadas son la amplificacién del gen que codifica la subunidad 16s del rRNA'y
la amplificacidn de genes especificos de S. pneumoniae como los que codifican para los genes

de autolisina (gen IytA) o neumolisina (gen ply)**3.
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También se ha descrito la posibilidad de determinar la presencia de neumococo en muestras
en las que el cultivo fue negativo, asi como su serotipo mediante técnicas que combinan
amplificacién de los genes implicados en la sintesis de los polisacdridos que determina la
estructura concreta de cada serotipo e hibridacion de cada uno de ellos mediante sondas
especificas (sondas TagMan). Con esta técnica se ha conseguido diferenciar los serotipos o
serogrupos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F/A, 8, 9V/N/L, 14, 15B/C, 18C/B, 19A, 19F/B/C, 23A y 23F de
muestras en las que el cultivo fue estéril'*,

Asimismo, se han desarrollado TAAN especificas directamente aplicadas en muestras de
sangre, sin necesidad de cultivo previo, para la deteccion de microorganismos con gran
relevancia patogénica, entre los que se encuentra S. pneumoniae. Para ello se utiliza la técnica
de PCR en tiempo real detectando una secuencia del gen 16s rARN. Recientemente se han
publicado la utilidad de técnicas que combinan la amplificacidn y la utilizacion de microarray
con buenos resultados, tanto para la deteccidén de S. pneumoniae como para la determinacion
de los serotipos'®®.

Las TAAN, ademads de permitirnos la deteccidon del genoma de S. pneumoniae en multiples
muestras, nos permiten disefiar PCR especificas para conocer mecanismos de resistencia o
factores de virulencia. Si ademas afiadimos la secuenciacién Sanger, nos proporciona
informacién epidemiolégica (MLST), de gran interés en el estudio de brotes.

La utilizacidn de PCR especificas y secuenciacién Sanger para la caracterizacién completa de
una cepa bacteriana conlleva una elevada carga de trabajo, la aparicién de la segunda y
tercera generacion de secuenciacion (NGS) permite secuenciar el genoma completo y
multiples muestras a la vez.

La introduccidn de NGS en el ambito de la microbiologia asistencial permite disponer de una
valiosisima informacién para un mejor manejo de nuestros pacientes.

7.4.3. Espectrometria de masas.

Esta técnica se desarrollé inicialmente para identificar moléculas organicas de pequefo
tamafio en el seno de mezclas complejas. Las variantes de la técnica que mds se emplean
como método de diagndstico en microbiologia son ES (Electrospray) y MALDITOF (Matrix-
asisted laser desorption ionisation time-of-flight). Mediante radiacién laser se ioniza una
suspension de los aislados a estudiar en una matriz especifica, que se somete a un campo
magnético lo que provoca que las moléculas ionizadas liberadas sean captadas en diferente
tiempo a lo largo de un conductor, en funcidn de su tamafio y carga. El andlisis de las sefiales
de estas proteinas ribosdmicas genera espectros complejos que son caracteristicos de cada
especie bacteriana y, mediante la comparacién con los espectros almacenados en la libreria
del instrumento, se consigue la identificacion del aislado (Figura 14). Otra aplicacion
importante de esta técnica es el andlisis de moléculas de ADN concretas, como podrian ser
elementos de resistencia a los antimicrobianos. Esta técnica se ha empleado para diagndstico
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clinico, especialmente a partir de colonia, aunque la identificacién de estreptococos en general
ha de realizarse siempre con apoyo de otras técnicas!'®. También se ha propuesto su aplicacién
para la identificacion de serotipos!'’ y de mecanismos de resistencia.

Figura 14. Espectros generados por S. pneumoniae en la técnica MALDITOF.

7.5. Serotipado.

El serotipado fue la primera técnica que se utilizé para clasificar y agrupar los aislados de S.
pneumoniae. Se basa en la capacidad que tiene la capsula de aglutinar en presencia de
antisueros especificos. Segln esta técnica, se asigna un numero en funciéon del ndmero del
antisuero frente al cual la aglutinacion haya sido positiva. Existen dos sistemas de
nomenclatura: el americano y el danés. El sistema americano asigna niumeros correlativos a los
antisueros en funcién de la capacidad de aglutinacién e independientemente de que algunos
antisueros presenten reacciones cruzadas o dificiles de distinguir. El sistema danés, sin
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embargo, asigna niumeros correlativos a los antisueros, pero establece grupos de antisueros
segun la capacidad de la reaccién inmunolégica, la cual se diferencia por letras, es decir,
establece los serogrupos que agrupan a diferentes serotipos. Asi, por ejemplo, dentro del
serogrupo 6 segun el sistema danés, el serotipo 6A se corresponde con el serotipo 6 del
sistema americano y el serotipo 6B del sistema danés se corresponde con el serotipo 26 del
sistema americano, ya que fue descrito con posterioridad. El sistema mds cominmente
empleado es el sistema danés.

La utilizacién de los serotipos como herramienta para clasificar y agrupar aislados de
neumococo se ha usado desde el descubrimiento de la capacidad inmundgena de la capsulay
ha servido para asociar a determinados serotipos propiedades tales como la virulencia o la
resistencia a antibiotica. Asi, diferentes estudios asocian los serotipos 1, 5, 7 y 14 con
enfermedad invasiva, mientras que los serotipos predominantes en los estudios de
colonizacion nasofaringea son el 6, 18, 19 y 23; mientras que la resistencia a betalactdmicos y
macrélidos se asocia con los serotipos 14, 19 y 23 principalmente.

Dado que las vacunas se disefian en funcién de los serotipos que se asocian mas con
enfermedad o colonizacién, es recomendable realizar estudios de serotipado a todos los
aislados de S. pneumoniae procedentes de muestras clinicas y, a su vez, realizar estudios de
prevalencia, con objeto de poder hacer un seguimiento de la acciéon de la vacuna y poder
estudiar fendmenos de reemplazamiento de serotipos.

8. IMPORTANCIA DE LA VACUNACION EN LA ENFERMEDAD
NEUMOCOCICA INVASIVA

Los primeros estudios para prevenir la ENI mediante la utilizacidn de vacunas fueron realizados
a comienzos del siglo pasado con trabajadores de las minas de oro en Sudéafrical’® vy,
posteriormente, con militares en EE.UU.!'°. Estos estudios, que utilizaban mezclas de
neumococos muertos por calor, tuvieron un éxito limitado al desconocer la gran variabilidad
de serotipos.

Los estudios sobre vacunas fueron retomados a partir de las investigaciones de Avery y
colaboradores, los primeros en aislar e identificar la cdpsula del neumococo como una
sustancia de naturaleza polisacirida que cubria la superficie bacteriana'®. Durante el
desarrollo de vacunas eficaces contra el neumococo fue esencial el reconocimiento de que los
anticuerpos contra un serotipo capsular protegian de una infeccidon posterior causada por
cepas del mismo serotipo o de serotipos que presentasen alguna reaccidon cruzada con
aquel®?!, Estos trabajos dieron como resultado una vacuna antineumocdcica 4-valente que
incluia los polisacaridos de los serotipos 1, 2, 5y 7*2%; vacuna que, sin embargo, fue muy poco
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utilizada debido a gran eficacia de la penicilina descubierta unos afios antes. La introduccién
de la penicilina de forma rutinaria en el tratamiento de las infecciones por neumococo dio
como resultado un descenso casi total del interés por la vacunacién en la enfermedad
neumocdcica. Sin embargo, en la década de los 60, a pesar de la aparente eficacia in vitro de la
penicilina, la neumonia neumocdcica seguia causando mas muertes en EE.UU. que ninguna
otra enfermedad infecciosa'?®>. Esta observacidon y, especialmente la emergencia de
neumococos multirresistentes, dieron lugar a un nuevo interés por la vacunacion frente a
neumococo.

8.1. Vacunas constituidas por polisacarido capsular.

Debido a que ciertos serotipos eran los mas frecuentes en la ENI, se desarrollé una vacuna con

4%y més tarde,

los serotipos capsulares mas prevalentes, que en un principio constaba de 1
de 23 polisacaridos capsulares. La actual vacuna de polisacaridos 23-valente (VNP23), contiene
25 microgramos de cada uno de estos serotipos: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,

14,158, 17F, 18C, 19A, 19F,20, 22F, 23F y 33F.

Esta vacuna reduce el riesgo de infeccion sistémica en la poblacién adulta y se sigue utilizando
en la actualidad en la inmunizacién de adultos. Sin embargo, no se utiliza en nifios menores de
2 afios (uno de los principales grupos de riesgo de ENI) ya que los nifios de ese grupo de edad
no responden a los polisacaridos capsulares por ser antigenos de tipo T-independientes®?®,

Por otra parte, hay estudios que sugieren que la utilizacion previa de VNP23 podria
condicionar negativamente la respuesta inmune a las vacunas conjugadas cuando estas
Gltimas se administran con menos de un afio de intervalo'?®. Este hecho ha motivado que, con
datos muy limitados, se acepte mayoritariamente un intervalo de al menos un afio entre la
recepcion de las vacunas antineumocdcicas polisacaridas simples y las conjugadas y que
algunos autores o instituciones recomienden que se amplie el mismo hasta los tres afios'?’.
Por el contrario, la vacunacion con VNP23 a partir de las ocho semanas tras recibir la vacuna
conjugada trecevalencte (PCV13), genera una respuesta secundaria T-dependiente para los
antigenos comunes a ambas y una primovacunacion T-independiente para los exclusivos de la
vacuna polisacarida simple, lo que provocaria un efecto aditivo de las dos vacunas, aunque
estd por demostrarse desde el punto de vista clinico. El intervalo VNC13-VNP23 mas
comunmente aceptado es el de al menos 8 semanas.

En Espafia, se autorizd la vacuna VNP23 en 1999 y se establecieron unas recomendaciones de
utilizacién de la vacuna en grupos de riesgo en el afio 2000.
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8.2. Vacunas conjugadas.

Las vacunas conjugadas utilizan como antigeno un oligosacarido o polisacarido capsular, al que
se une de forma covalente una fraccidén proteica para aumentar su capacidad inmundgena.

Esta unidn transforma el comportamiento T-independiente del polisacarido en T-dependiente,
lo que posibilita una respuesta inmune efectiva a partir de los dos meses de vida y una
memoria permanente?, Las proteinas que se suelen utilizar en la conjugacién suelen ser el
toxoide diftérico CRM197 (mutante no toxica de la toxina diftérica) o el toxoide tetanico. De
esta manera, las vacunas conjugadas se diferencian de las no conjugadas en los siguientes
aspectos:

e Producen una respuesta inmunoldgica T-dependiente con induccién de memoria
inmunolégica mediada por células B.

e Se produce un rdpido e intenso incremento en el titulo de anticuerpos tras la
administracion de una dosis de recuerdo de vacuna conjugada.

e la induccion de IgG, con niveles elevados de IgG1 (la IgG1 fija bien el complemento, de
importancia capital para la fagocitosis bacteriana) superiores a los de 1gG2.

e No provocan fendmeno de tolerancia: baja respuesta tras dosis repetidas.

e Producen memoria comunitaria o de grupo por disminuir el estado de portador.

e Son activas a partir de los 2 meses de edad.

En febrero del afo 2000, la US Food and Drugs Administration (FDA) aprobd la vacuna
neumocdcica conjugada heptavalente (PCV7), en la que se incluye la proteina transportadora
CRM197, para su uso en poblacién pediatrica. Esta vacuna (Prevenar®, Pfizer, Nueva York,
EE.UU.) incluia los serotipos que producian aproximadamente el 80% de ENI en todo el mundo
(4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). En Espafia, la comercializacién se inicié en junio de 2001. La
introducciéon de esta vacuna en el calendario vacunal infantil de EE.UU. y Europa permitié una

rapida disminucidn tanto de los casos de otitis media aguda'®

como los de ENI provocados por
los serotipos incluidos en la vacuna®°. Sin embargo, los casos de colonizacién por neumococo
no disminuyeron significativamente debido a la aparicidon de un fendmeno de reemplazo de los
serotipos, anteriormente mas frecuentes, por serotipos no incluidos en la PCV7, especialmente

el serotipo 19A cuya prevalencia en enfermedad infantil se incrementd considerablemente®3?,

Es importante destacar que la pertenencia a un mismo serogrupo no garantiza proteccion
clinica frente a los serotipos integrantes del mismo. Varios estudios clinicos y de laboratorio
han mostrado que la vacuna PCV7 no proporcionaba proteccién cruzada frente al serotipo 19A
mientras que la mayoria si ha constatado inmunidad o proteccidn, al menos parcial, frente al
serotipo 6A'2, Hasta la fecha los estudios disponibles sugieren que tampoco proporciona
proteccién frente al 6C*33,

Para evitar el fendmeno de reemplazo por otros serotipos se inicid el desarrollo de vacunas
con una mejor cobertura, culminando en la comercializacion de las vacunas diezvalente
(Synforix®: GlaxoSmithKline) (PCV10) y trecevalentevalente (Prevenar-13°®; Pfizer) (PCV13).
Estas vacunas contienen ademas de los serotipos de la PCV7, los serotipos 1, 5y 7F en la
PCV10y los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A en la PCV13.
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La vacuna PCV10 fue autorizada en 2009 por el ministerio de Sanidad y Consumo. Esta
constituida por polisacaridos de los serotipos neumocdcicos antes mencionados unidos
covalentemente (conjugados) con proteina D de Haemophilus influenzae no tipable; excepto
los serotipos 18C, unido a toxoide tetdnico, y 19F unido a toxoide diftérico.

La PCV13 se comercializd en la UE en el ano 2010. Contiene 2,2 microgramos de los
polisacaridos capsulares de los serogrupos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F y
4,4 microgramos del polisacarido 6B, conjugados covalentemente con la proteina
transportadora CRMyg7. Inicialmente se comercializd con la indicacion de uso para nifios
pequefios, pero en 2011 se autorizd para su uso frente a ENI en poblacidn mayor de 50 afos;
en 2012 para su uso entre los 6 y los 18 afios y en 2013 se amplid a las edades comprendidas
entre 19 y 50 afios. Ademds de para prevenir ENI, estd indicada para la prevencién de la
neumonia y otitis media aguda desde las 6 semanas hasta los 17 afios. Posteriormente se
autorizo la extension de la indicacion frente a la neumonia en mayores de 17 afios, incluyendo
a los adultos de edad avanzada.

Actualmente se siguen desarrollando nuevas vacunas conjugadas con la inclusién de mas
serotipos. Entre ellas la vacuna 15-valente de Merck (Darmstadt, Alemania), que incluye los
mismos serotipos que la PCV13 junto con dos nuevos serotipos, 22F y 33F y la vacuna 20-
valente de Pfizer que incluye siete serotipos mas (8, 10A, 11A, 12F, 15BC, 22F y 33F) que la
PCV13.

8.3. Vacunas basadas en proteinas.

Las vacunas polisacaridas y conjugadas de neumococo proporcionan proteccién sélo frente a
determinados serotipos (los incluidos en la misma y, solo en contadas ocasiones alguno mds
con reaccién cruzada); por otra parte, el nimero de polisacaridos diferentes que se pueden
conjugar es limitado. A esto hay que afiadir los elevados costes de la vacuna que impiden su
puesta en marcha en la mayoria de los paises en desarrollo.

Por estas razones hay varios grupos de estudio cuyas investigaciones estdn centradas en la
busqueda de la vacuna ideal de neumococo basada en proteinas de la bacteria que sean
comunes a dodos los aislados clinicos, estén bien conservadas y confieran inmunidad.

Varias proteinas antigénicas del neumococo han sido descritas como posibles candidatas a
formar parte de una vacuna de naturaleza proteica: Ply, PspC, PspA, PsaA, PiaA, PhtB, PhtE y
NanA®**. Sin embargo, ninguna de ellas ha sido considerada como una candidata adecuada
para proporcionar proteccién suficiente cuando se utilizan de forma individualizada,
probablemente por el marcado polimorfismo de alguna de ellas. En cualquier caso, la
combinacion de proteinas se considera que es el futuro, ya que existen evidencias que
demuestran que ciertas combinaciones de proteinas proporcionan un efecto aditivo o incluso
sinérgico en términos de inmunoproteccidon®*.,
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8.4. Indicaciones de la vacunacion.

Actualmente hay disponibles dos vacunas frente a neumococo para su utilizacion en Espana. El
Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud recomienda la utilizacién de VNP23 en
personas de grupos de riesgo y mayores. Ademads, algunas Comunidades Auténomas han
incorporado la PCV13 en ciertos grupos de riesgo. Aunque existen algunas diferencias en las
recomendaciones realizadas por algunos organismos de paises de nuestro entorno, aquellos
qgue han realizado una evaluacidn coinciden en los principales grupos de riesgo a los que
recomendar la vacunacién con PCV13.

En Espaia se establecen recomendaciones de vacunacién frente a neumococo en personas de
grupos de riesgo con 5 y mds aiflos y en mayores de 64 afios, detallando la vacuna o vacunas a
utilizar y la pauta recomendada. Se recomienda la utilizacion de PCV13 en las personas de los
siguientes grupos de riesgo:

e Inmunodepresion: inmunodeficiencias humorales y celulares, deficiencias del
complemento y trastornos de la fagocitosis, leucemia, linfoma, mieloma muiltiple,
enfermedad de Hodgkin, otras neoplasias, infeccion por VIH, insuficiencia renal
cronica, tratamiento inmunosupresor, trasplante de progenitores hematopoyéticos,
trasplante de érgano sélido y asplenia anatémica o funcional.

e Personas inmunocompetentes con ciertas enfermedades crénicas: fistula de LCR,
portadores de implantes cocleares, antecedentes de enfermedad neumocdcica
invasora y cirrosis hepatica.

Ademas, se recomienda fortalecer la vigilancia epidemioldgica de la enfermedad neumocdcica
y establecer los indicadores pertinentes para disponer de informacidn sobre coberturas de
vacunacion frente a neumococo.

9. TRATAMIENTO ANTIBIOTICO Y MECANISMOS DE RESISTENCIA.

Antes del descubrimiento de los antibiéticos se habian ensayado multiples remedios frente a
la neumonia neumocdcica, todos ellos con poco éxito. Los primeros avances se observaron al
tratar pacientes con neumonia con un compuesto derivado de la quinina, la dietilcupreina mas
conocida como optoquina, compuesto que actualmente se utiliza para diferenciar el
neumococo de otros estreptococos en el laboratorio. Se utiliz6 masivamente y sin control de
dosificacién, hasta que se recogieron datos en los que se indicaba que producia neuropatia
Optica como efecto adverso grave, momento desde el cual, se desechd su utilizacion en
humanos.

La exposicion de las bacterias a los antibiéticos conlleva la adquisicion de resistencias. La
primera resistencia detectada en S. pneumoniae fue frente a la optoquina en 1912 en unos

49



ensayos con ratones tratados con esta sustancia. Cinco afos mas tarde se aislé una cepa de S.
pneumoniae de un paciente resistente a la optoquina®®®. En las Ultimas tres décadas, las
resistencias antimicrobianas se han incrementado de un modo dramatico. Este es un hecho
muy importante en el neumococo ya que posee capacidad transformante de modo natural
para adquirir resistencias por transferencia horizontal de genes, permitiendo una rdpida
diseminacion®*®. A esto se le suma la alta capacidad que tiene para colonizar la nasofaringe
humana durante meses y por tanto la posibilidad de exposicidn a diferentes antibidticos frente
a los que puede desarrollar resistencias.

La introduccion de la PCV7 se asocié a un significativo descenso en las tasas de resistencia de
S. pneumoniae. Sin embargo, en los siguientes afios se produjo un incremento de los serotipos
no incluidos en esa vacuna, especialmente el serotipo 19A que esta frecuentemente asociado
a resistencia antibidtica®®’.

9.1. Betalactamicos.

El hallazgo del primer antibidtico betalactamico se remonta a 1928, cuando Fleming descubrid
qgue un hongo del género Penicillium (Penicillium notatum) producia una sustancia, llamada
penicilina por el mismo, capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus. En 1948 Brotzu obtuvo la
primera cefalosporina, una sustancia activa frente a S. aureus, a partir del hongo
Cephalosporium acremonium.

Penicilinas y cefalosporinas conforman el grupo de antibidticos mas numeroso y de mayor
importancia en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Su relevancia radica en su
potente accién bactericida, el amplio espectro antibacteriano de sus derivados, la existencia
de preparados que generalmente resisten la inactivacidon enzimatica inducida por las bacterias,
sus caracteristicas farmacocinéticas favorables (buena absorcion oral, buena difusion tisular o
notable aumento de la semivida en algunos derivados) y, por ultimo, los escasos efectos
adversos asociados a su uso.

La resistencia de S. pneumoniae a betalactamicos se produce por alteracién de las proteinas
fijadoras de penicilina, conocidas como PBPs (penicillin binding proteins) que catalizan
diferentes pasos en la formacidn del peptidoglicano. Los betalactamicos forman una unién
covalente con las PBPs dependientes de serina, asi, cuando se producen alteraciones en la
secuencia de los genes que codifican para las PBPs, se modifica la estructura de la proteina de
forma que estos antibidticos pierden afinidad por las PBPs y su accidn disminuye; siendo
necesarias, por tanto, mayores concentraciones de farmaco.

La similitud estructural que existe entre el anillo betalactamico y el sustrato de la
transpeptidacién (el extremo carboxi-terminal de los péptidos del peptidoglicano, D-alanil-D-
alanina) permite al antibidtico bloquear la sintesis de la pared celular.
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En esta familia de antibidticos destacan la amoxicilina, como el antibidtico mas utilizado del
grupo de las penicilinas, y también ceftriaxona y cefotaxima por su amplia utilizacién en el
tratamiento hospitalario de la ENI.

S. pneumoniae contiene seis PBPs, cinco de ellas de alto peso molecular (1a, 1b, 2a, 2x, 2b)
gue actlan como transpeptidasas en la sintesis de la pared celular; la PBP restante (PBP3), de
bajo peso molecular, tiene actividad carboxipeptidasa regulando el grado de entrecruzamiento
del peptidoglucano.

Los neumococos no sensibles a penicilina se caracterizan por mosaicismos de los genes
pbp2x, pbp2b 'y pbpla generados como consecuencia de la recombinacidn con especies
estrechamente relacionadas que también habitan en la orofaringe humana, como S. oralis y S.
mitis, el grado de alcance de estas alteraciones determina las concentraciones de B-lactdmicos
a los que el genotipo no es sensible.

Ademas, pbp2x y pbpla flanquean estrechamente el locus de sintesis de polisacdridos de la
cédpsula que determina el serotipo neumocécico®®®. Por lo tanto, las recombinaciones de
"cambio de serotipo" que permiten el escape de la vacuna también pueden afectar
apbp2xypbpla. Experimentos de laboratorio han demostrado que una sola gran
recombinacién homéloga mediada por transformacién puede disminuir la sensibilidad a la
penicilina y cambiar el serotipo de un aislado®*°. Por el contrario, los cambios de serotipo en
una cepa no sensible pueden hacer que pbp2xy pbplavuelvan a convertirse en alelos
asociados a la sensibilidad*° (Figura 15).

Modification results in high-level
resistance to penicillins
and cephalosporins if pbp2x (and,
for penicillins, pbp2b) modified

Modification results in very high-levgd
resistance to penicillins and cephalosporins
‘\ if pbp2x/pbp2bl/pbp1a modified; epistatic

p bp 1a interactions yet to be detected

Determines serotype cps o murMN/‘
and susceptibility to locus
vaccine-induced immunity 3

¥ pbp2x = Modification results in

Modification results in low-level resistance
low-level resistance to some penicillins
to some penicillins (e.g. piperacillin);
(e.g. benzylpenicillin intermediate-level
and amoxicillin) resistance to other
and cephalosporins; penicillins (e.g.
intermediate-level pbp2b  benzylpenicillin and
resistance to some 2 ¥ amoxicillin) if pbp2x
penicillins (e.g. piperacillin) S. pneumoniae modified
if pbp2b modified chromosome

Figura 15. Determinantes genéticos de la sensibilidad a betalactamicos y su posicionamiento relativo en
el cromosoma de S. pneumoniae, (adaptado de Dewé et al, 2019).
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Para la vigilancia del impacto de la PCV en la enfermedad neumocdcica algunos paises ya estan
realizando la secuenciacion rutinaria del genoma completo. Sin embargo, la diversidad de
los alelos pbp2x/2b / 1a hace que la prediccién de la no sensibilidad a la penicilina del
genoma sea un desafio, especialmente considerando la importancia de determinar con
precisién las CMI de multiples betalactdmicos**.

La definicion de resistencia a penicilina ha cambiado con los afos, e incluso, actualmente,
depende del foco de la infeccidn. Los puntos de corte publicados en la edicién de 2008 del
Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI) eran distintos para infeccion meningea y también
en funcidén de la via de administracion de la penicilina, con puntos de corte mas altos para la
administracién oral.

Las alteraciones de las PBP2b y PBP1a se asocian mas a un alto nivel de resistencia a penicilina
y las de la PBP2x a resistencias de bajo nivel.

Para la expresidn de la resistencia a betalactdémicos se requiere la presencia de un gen murM

funcional®®?, Este gen estd implicado en la sintesis de un substrato fisioldgico alternativo para
las PBPs. El nivel de resistencia a betalactamicos debido a la baja afinidad de las PBPs puede
ser incrementado por la presencia de genes murM en mosaico. La adquisicion de resistencia a
penicilina ha sido gradual y ha necesitado un largo periodo de evolucidn hasta la aparicién de

cepas con alto nivel de resistencia.

Las PBPs alteradas tienen disminuida su afinidad por todos los antibidticos betalactamicos.
Aunque la ceftriaxona, cefotaxima y los carbapenemes son los menos afectados®®’ y son
generalmente los compuestos mas activos'*3. El primer neumococo no sensible a penicilina fue
descrito en Australia en 1967 en un paciente pedidtrico'®, en los siguientes afios se fueron
identificando cepas resistentes a penicilina incluso en pacientes que no habian estado
expuestos a terapias con penicilina'®. El primero caso de resistencia a penicilina descrito en
Espafia fue en 1979%¢,

Ademads, estas cepas suelen ser resistentes a otras familias de antibidticos y la mayoria
pertenecen a los serotipos 6A, 6B, 14, 19, y 23F. Excepto para las fluoroquinolonas, cuyas tasas
de resistencia en todo el mundo son inferiores al 2,5%, la actual resistencia antibiotica de S.
pneumoniae depende de factores geograficos, consumo de antibidticos y de la introducciéon de
las vacunas conjugadas.

9.2. Macrolidos.

Son un grupo de antibidticos que se caracterizan por tener un anillo macrociclico de lactona, el
cual varia en el nimero de dtomos de carbono, desde 12 a 16. El primer macrdlido descubierto
fue la eritromicina en 1952 por McGuire en los productos metabdlicos de una cepa de
Streptomyces erythreus (hoy Saccharopolyspora erythraea), llegando a ser el antibidtico de
elecciéon en pacientes alérgicos a la penicilina.
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Los macrdlidos inhiben la sintesis proteica mediante la unién reversible a la subunidad 50S del
ribosoma bacteriano, inhibiendo la translocacién del aminoacil-tARN. Pueden tener un efecto
bacteriostatico o bactericida, segln la especie bacteriana, la concentracién del antibidtico
alcanzada en el foco de la infeccion o la fase de crecimiento en que se encuentran las
bacterias. Los macrdlidos ejercen su efecto en bacterias que se encuentran en proceso de
replicacion y penetran mejor en bacterias Gram positivas.

Claritromicina y azitromicina son derivados sintéticos de la eritromicina con modificaciones
estructurales que les permiten una mayor actividad frente a bacterias Gram negativas, ademas
de resistir mejor la degradacidn por pH gastrico y penetrar mejor en los tejidos.

En S. pneumoniae, la resistencia al grupo de los macrdlidos puede ser debida a tres
mecanismos:

e Modificacion enzimdatica de la diana ribosomal. La presencia de metilasas tipo erm
gue metilan el residuo adenina de la posicidon 2458 del ARNr 23S impide la unién eficaz
de estos antibidticos a su diana. La presencia de estas metilasas es el mecanismo mds
frecuente de resistencia a macrélidos de S. pneumoniae en nuestro pais. Esta
alteracion codificada por el gen erm tiene tendencia a generar un alto nivel de
resistencia a macrdlidos, con CMI generalmente >32 mg/L'*’. En neumococo se han
detectado dos tipos de metilasas: ermA, descrita inicialmente en S. pyogenes vy
extremadamente rara en neumococo, y ermB. Estas metilasas confieren el fenotipo
MLSg de resistencia, que puede ser inducible o constitutivo, afectando ademads de a los
macrdlidos a lincosamidas y estreptograminas.

e Presencia de bombas de expulsion activa de la familia mef. Estas bombas disminuyen
la concentracion intracitoplasmatica del antibidtico. Son un sistema de bomba de flujo
codificado por el gen mef'*® y pueden ser de tres tipos: mefE (la mas frecuente), mefA
y mefl. Confieren el fenotipo M de resistencia que se caracteriza por resistencia a

macrdlidos de 14 y 15 dtomos y sensibilidad a macrdlidos de 16 dtomos, lincosamidas,
estreptograminas y cetélidos. La presencia de una bomba Mef conlleva generalmente
una resistencia a eritromicina con CMls de 8-32 mg/L, aunque pueden oscilar entre
0,5-125 mg/L.

e Modificaciones en la diana ribosomal. Puede modificarse debido a mutaciones en los
genes que codifican las proteinas ribosomales (L4 y L22) o por alteraciones en el rARN.
Este mecanismo es muy raro y confiere elevada resistencia a eritromicina y

clindamicina.

La frecuencia de cepas de S. pneumoniae resistentes a macrélidos ha ido aumentando en las
tres Ultimas décadas hasta alcanzar cifras del 20-30% en infecciones graves. Mas del 90% de
los aislamientos de S. pneumoniae con resistencia a macrélidos en nuestro pais presentan el
fenotipo MLSg*. La presencia del fenotipo M ha aumentado desde el 3% en los afios 90 hasta
el 10% en la actualidad®*°.

Los genes que codifican la resistencia a macrdlidos se localizan en transposones conjugativos,
lo que ha facilitado la diseminacion de la resistencia a este grupo de antibidticos.

53



9.3. Quinolonas.

Las primeras quinolonas que se utilizaron en clinica fueron el acido nalidixico y el acido
pipemidico. Luego se introdujeron norfloxacino, ciprofloxacino y, mds tarde, levofloxacino y
moxifloxacino. La diferencia fundamental entre las dos primeras y el resto es que aquellas solo
actuan sobre bacterias Gram negativas.

Son antibidticos bactericidas de amplio espectro cuyo mecanismo de accidn es interferir en la
replicacion del ADN al bloquear o inhibir la accién de la ADN girasa. Su uso se ha incrementado
sustancialmente desde los 90 debido a su amplio espectro, excelente biodisponibilidad, buena
accesibilidad, tanto via oral como parenteral, y altos niveles de concentracién en suero y
tejidos'*’. Sin embargo, en 2007, las guias para el manejo de la neumonia adquirida en la
comunidad de la Infectious Disease Society of America (IDSA) consideraron a ciprofloxacinoy a
las quinolonas previas no recomendables para el tratamiento empirico de la infeccidn
respiratoria o causada por neumococo™?,

El nivel de superenrollamiento del ADN esta controlado por tres topoisomerasas (I, Il y IV). La
topoisomerasa tipo Il o girasa y la topoisomerasa IV, son proteinas tetraméricas con dos
subunidades: GyrA 2 GyrB 2 en girasa, y ParC 2 ParE 2 en Topo IV. La homeostasis del
superenrollamiento se logra mediante las actividades competitivas de la girasa y la
topoisomerasa | mas IV; mientras la girasa introduce superenrollamientos negativos en el ADN,
la topoisomerasa | relaja el ADN y la IV relaja el ADN y ademas participa en la particion
cromosodmica’®?. El lugar de accién de las quinolonas es nivel de las topoisomerasas tipos Il y IV

El principal mecanismo de resistencia a quinolonas en S. pneumoniae son las mutaciones en las
regiones determinantes de resistencia a fluoroquinolonas (QRDRs)**3: la ADN topoisomerasa IV
(codificada por los genes ParCy ParE) y la ADN girasa (codificada por los genes GyrA y GyrB).
Estas mutaciones pueden darse de forma combinada o por separado. La resistencia de bajo
nivel a levofloxacino (CMI 4-16 mg/L) se debe a mutaciones puntuales en las QRDRs de una de
las dos subunidades de la topoisomerasa IV: ParC (Ser79, Ser80 o Asp83), o ParE (Asp435).
Mientras que la resistencia de alto nivel (CMI 232 mg/L) se debe a mutaciones en las dos
QRDRs: topoisomerasa IV (ParC) y ADN girasa (GyrA, Ser81 y Glu85), o topoisomerasa IV (ParE)
y ADN girasa (GyrA). Hay estudios que sugieren que la resistencia también puede ser adquirida

por recombinacion intra o interespecifica con estreptococos del grupo mitis>*14,

La sobreexpresion de bombas de eflujo es otro de los mecanismos de resistencia a quinolonas
en S. pneumoniae. La expresion de bombas de eflujo esta regulada principalmente por el gen
PmrA, aunque también han sido descritos otros genes como PatA y PatB'*°. Sin embargo, la
sensibilidad a la accién de las bombas de eflujo depende de la quinolona; asi, levofloxacino
presenta una baja sensibilidad a su sobreexpresion, mientras que ciprofloxacino es altamente
sensible *°,

La frecuencia de resistencia a fluoroquinolonas en S. pneumoniae en Espafia se sitla alrededor
del 5%, siendo mas frecuente en mayores de 65 afios, con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y que hayan recibido tratamientos previos con quinolonas. A pesar de la baja
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resistencia detectada a fluoroquinolonas existen varios estudios en los que se han observado
fallos terapéuticos®’.

Es muy importante la deteccidon de las cepas con mutaciones en ParC, que confieren baja
resistencia a quinolonas. Algunas de estas cepas tienen una CMI de levofloxacino de 2 mg/Ly
son aparentemente sensibles, pero en el curso de un tratamiento con fluoroquinolonas
pueden seleccionar in vivo mutaciones en GyrA que confieren un alto nivel de resistencia y
llevarian al fracaso terapéutico. En las dos Ultimas décadas se han descrito varios casos de fallo
del tratamiento con fluoroquinolonas en pacientes infectados con cepas de S. pneumoniae
aparentemente sensibles®>’1%8,
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I1.

OBJETIVOS.

S. pneumoniae es uno de los principales patégenos causantes de enfermedad invasiva en todo
el mundo, constituyendo un grave problema de salud publica. La mortalidad asociada a ENI
oscila entre un 5% en la neumonia no complicada en el adulto hasta un 30% en cuadros graves
en pacientes con enfermedades de base, ancianos, asi como en casos de meningitis. Asimismo,
S. pneumoniae es paradigma en el estudio de la evolucién de la resistencia a los
antimicrobianos y en el estudio de la estructura poblacional en los que la utilizacién de los
antimicrobianos y la implantacion de politicas de vacunacién han determinado modificaciones
relevantes en los ultimos afios.

Hasta hoy, se han identificado alrededor de 100 serotipos de S. pneumoniae, pero apenas 15
eran los responsables de la mayoria de las infecciones invasivas (bacteriemia, neumonia y
meningitis) ademds de otras (otitis, sinusitis y neumonias sin bacteriemia). La hipdtesis en la
gue se apoya este trabajo es que la prevalencia y distribucion de los serotipos de S.
pneumoniae causantes de ENI en la CV puede ser diferente a la de otros estudios nacionales o
internacionales. Ademas, esta distribucion de serotipos puede verse afectada por la
introducciéon de las vacunas conjugadas que se han ido comercializando en los ultimos afios.
Conocer estos datos, asi como la tasa de resistencia del neumococo a los principales
antibidticos y estudiar las estructuras genéticas responsables de la resistencia antibidtica en
nuestro medio podria ayudar a planificar estrategias para el control y tratamiento de la ENI en
nuestro entorno.

Los objetivos del presente estudio son:

1. Conocer la distribucidn de los serotipos capsulares de S. pneumoniae invasivos en la
Comunitat Valenciana.

2. Determinar el impacto de las vacunas anti-neumococo en la distribucién de los
serotipos circulantes en nuestro medio.

3. Determinar la sensibilidad de S. pneumoniae a penicilina, ceftriaxona, levofloxacino y
eritromicina mediante la determinacidn de la concentraciéon minima inhibitoria.

4. Describir los mecanismos de resistencia de S. pneumoniae a betalactamicos,
macrdlidos y quinolonas mas importantes en nuestro medio.

57



58

III MATERIAL Y METODOS



I11.

MATERIAL Y METODOS.

El presente estudio se ha disefiado como una investigacidn de tipo descriptiva y experimental.
Por una parte, se analizaron los serotipos circulantes en nuestro medio, su distribucién por
grupos de edad y sexo y, ademas, se caracterizaron los fenotipos y genotipos de resistencia a
los antibidticos mas utilizados.

Para ello, se incluyeron en el estudio todos los aislamientos invasores de S. pneumoniae en la
CV durante el periodo 2007-2018 (3.829 cepas) procedentes de 31 hospitales como parte del
programa de vigilancia de la ENI.

El Ministerio de Sanidad y Consumo en 2003 coordind un estudio, cuyo objetivo era conocer la
incidencia de la enfermedad invasora por S. pneumoniae en menores de cinco afios, en el que
participaron 15 CC. AA. Una de las conclusiones de este estudio fue la necesidad de incluir la
enfermedad invasora en el sistema de vigilancia de las enfermedades de declaraciéon
obligatoria. De esta manera, la ENI pasd a ser una enfermedad de declaracién obligatoria
desde el 1 de enero de 2007. Desde entonces las cepas aisladas de muestras clinicas en los
diferentes laboratorios de Microbiologia de la CV, e incluidas en la definicién de caso, se
envian para su serotipado al Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario y Politécnico
La Fe (HUyPLF) que actia como laboratorio de referencia.

1. DEFINICION DE CASO.

La definicidon de caso de ENI, para su inclusidn en el registro de EDO, viene determinada por el
aislamiento de S. pneumoniae en una localizacién normalmente estéril como sangre, LCR,
liquido sinovial, exudado pleural, liquido pericardico o ascitico.

2. CLASIFICACION CLINICA DE LOS CASOS.

Clinicamente, los casos se han clasificado segln la localizacion de la infeccion:

e Neumonia: Bacteriemia por S. pneumoniae con clinica de infeccion del tracto
respiratorio inferior y presencia de un infiltrado en la radiografia de tdrax.

e Empiema pleural: Aislamiento de S. pneumoniae en liquido pleural.

e Meningitis: Aislamiento de S. pneumoniae en LCR con sintomas clinicos de afectacion
meningea.
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e Peritonitis: Aislamiento de S. pneumoniae en liquido ascitico acompaiiado de sintomas
clinicos compatibles con peritonitis.

e Endocarditis: Aislamiento de S. pneumoniae en sangre coincidente con signos de
afectacidn valvular cardiaca.

e Pericarditis: Aislamiento de S. pneumoniae en liquido o tejido pericardico
acompaiado de dolor toracico y ECG caracteristico.

e Artritis: Aislamiento de S. pneumoniae en liquido sinovial acompafiado de la
correspondiente clinica articular. La artritis séptica neumocdcica suele ser una
complicacién de una bacteriemia neumocdcica en otro foco, en especial una
meningitis o una endocarditis.

e Sepsis: Bacteriemia por S. pneumoniae acompanada sintomas o signos clinicos de
gravedad (fiebre superior a 38°C, taquicardia, taquipnea o hipotensién).

e Bacteriemia oculta: La bacteriemia oculta es la presencia de una bacteria en el
torrente sanguineo de un nifo que tiene fiebre pero buen aspecto y que no presenta
una fuente evidente de infeccidn. La causa mas frecuente de bacteriemia oculta es S.
pneumoniae.

3. CONDICIONES DEL CULTIVO.

Las muestras clinicas de los pacientes de nuestro hospital fueron procesadas segun los
procedimientos normalizados de trabajo de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica (SEIMC)**%®, Las muestras de sangre fueron inoculadas en frascos con
caldo de tripticasa soja suplementado BACT/ALERT® FA PLUS y FN PLUS (BioMerieux, Lyon,
Francia) en caso de pacientes adultos o PF PLUS (BioMerieux, Lyon, Francia) en pacientes
pedidtricos. Los frascos se incubaron a 37°C con monitorizacidon continua en el sistema
BACT/ALERT® VIRTUOQO® (BioMerieux, Lyon, Francia).

Las cepas remitidas desde los otros hospitales fueron subcultivadas en agar BD Columbia III®
con 5% de sangre de cordero (Becton Dickinson, New Jersey, EE.UU.).

La preservacion de las cepas se realizé preparando suspensiones densas de las cepas en
glicerol y congeladas a -80°C.

4. TECNICA DE SEROTIPADO.

La serotipificacion de todas las cepas aisladas se realizé mediante la técnica Streptococcus
pneumoniae Antisera de Denka Seiken (Tokyo, Japdn).
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Esta técnica se basa en la observacion de la reaccidon de Quellung, técnica “gold standard” para
el serotipado del neumococo, que consiste en clasificar los aislados de S. pneumoniae en
funcién de la aglutinacién de los polisacaridos capsulares frente a antisueros especificos. Los
criterios utilizados que definen los conceptos de serotipo y serogrupo en S. pnemoniae son los
internacionalmente aceptados:

e Serotipo: tipo de antigeno que se encuentra en la cdpsula de S. pneumoniae.
e Serogrupo: estructura antigénica que se comparte dentro de un grupo capsular. Por
ejemplo, el serogrupo 19 incluye los serotipos 19A y 19F.

El principio de la técnica consiste en mezclar el reactivo con células de S. pneumoniae. Si estas
presentan el antigeno correspondiente al anticuerpo del reactivo se produce una aglutinacion
observable macroscopicamente.

En nuestro estudio el reactivo utilizado fue S. pneumoniae Antisera (Denka Seiken, Tokyo,
Japdn) que contiene anticuerpos procedentes de conejos infectados con cepas de referencia.
Todos los sueros estan agrupados a su vez en sueros polivalentes de manera que primero se
realiza la aglutinacién con sueros polivalentes y cuando es positivo se realiza la aglutinacidon
frente a todos los serogrupos incluidos en el polivalente, siguiendo el procedimiento que se
describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Serotipos incluidos en los sueros polivalentes.

Suero Serotipo o serogrupo

polivalente Incluido en vacunas No incluido en vacunas

1 1 2 3 4 5
2 8 9 10
3 11 12 14 15 16
4 17 18 22 21

5 20 33 29 31 34 35 47
6 23 25 28 41 46

7 27 32 36 38 39
8 7 19 24 40

No incluido 37

Una vez conocido el serogrupo debe tenerse en cuenta que muchos serogrupos estan
constituidos por 2 o mds serotipos especificos por lo que debe realizarse una tercera
aglutinacién. El serotipo especifico se detecta utilizando sueros de factores especificos que

reconocen antigenos o grupos antigénicos cuyas reacciones se muestran en la Tabla 3%,
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Tabla 3. Esquema de aglutinacién de serogrupos con varios serotipos.

Serotipo especifico

Reaccidn suero del factor especifico

Tipo 6 6b 6C
6A + -
6B B +

Tipo 7 7b 7c 7e 7f
7A + + - -
7B B , + _
7c - - - +
7F + , _ _

Tipo 9 9d 9e of
9A + - -
9V + - _
9N + -
9L _ _ +

Tipo 10 10b 10c
10A - "
10f + N

Tipo 11 1lc 11f 11g
11A + - -

118 N T ;
11C + T N
11F _ , +

Tipo 15 15b 15e 15f 15g
15A - - - +
15B + + - B
15C - + - -
15F ; _ . B

Tipo 18 18c 18d 18e 18f
18A - + - -
18B - + -
18C + - + -
18F + - - +

Tipo 19 19b 19d 19e 19f
19A - + - -
19B - - + R
19C - R -
19F N _ N

Tipo 22 22b 22c
22A - +
22F + -

Tipo 23 23b 23c 23d
23A + -
23B + - +
23F + - -

Tipo 24 24b 24c
24A +
24B + -
24F ¥ -

Tipo 32 32b
32A +
32F -

Tipo 33 20b 33b 33e 33f
33A + - - -
338 . . + N
33C _ N + _
33F N + N N

Tipo 35 20b 29b 35b 422
35A ¥ - - -
35B - + - -
35C N _ N n
35F R - . _
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5. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA.

En todas las cepas se realizé un estudio de sensibilidad con la técnica de difusiéon en agar
mediante tiras de ETEST®. Este método consiste en ungradiente predefinido de
concentraciones de antibidtico dispuestas sobre una tira de plastico que se coloca encima de la
placa de agar sembrada previamente con la cepa a estudio y que permite determinar
la concentracidn minima inhibitoria (CMI) del antibidtico (Figura 16).

El estudio de sensibilidad se realizé en agar MH-F (agar Mueller-Hinton con 5% de sangre de
caballo desfibrinada y 20 mg/L de B-NAD). Tanto el agar MH-F como las tiras de ETEST fueron
suministradas por BioMerieux (Lyon, Francia). Los antibiéticos analizados en todos los
aislamientos de neumococo incluidos en el estudio fueron penicilina, ceftriaxona, eritromicina
y levofloxacino. Para clasificar cada aislado se siguieron los puntos de corte establecidos por el
CLSI para los afios que cubre el periodo de estudio (2007-2018).

Figura 16. Antibiograma de S. pneumoniae con la técnica E-test de una cepa resistente a eritromicina.
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6. TECNICAS DE AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Todas las cepas resistentes o con sensibilidad disminuida a los antibiéticos estudiados fueron
analizadas mediante TAAN para conocer el genotipo de resistencia.

6.1. Extraccion de acidos nucleicos.

Se realizd con una suspension de las colonias de la cepa a estudiar en 0,5 mL de glicerol.
Posteriormente se realizd una digestion proteolitica con tampdn de digestion (Tris HCI 50mM,
EDTA 1mM, SDS 0,5%, pH 8,5) y proteinasa K 20 mg/mL (QIAGEN®, Hilden, Alemania)) en
proporcién 10:1. A continuacién, las muestras se agitaron en vortex y se incubaron a 56 ° C en
un termomezclador Eppendorf® de 1400 rpm hasta su completa lisis 2,

La purificacion del ADN se realiz6 de forma automatizada por el sistema QIAsymphony
(QIAGENZ®) siguiendo el protocolo complex con el kit mini (virus and pathogens) tomando 200
uL de la muestra obtenida tras el tratamiento con proteinasa K para obtener finalmente 60 pL
de eluido.

6.2. Amplificacion de acidos nucleicos.

Composicion de la mezcla de reaccion.

La composicién de la mezcla de reacciéon para la amplificaciéon de ADN es la misma en todas las
reacciones de amplificaciéon que se detallan a continuacién. La composicion que se utilizé en
los diferentes estudios moleculares se resume en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de la mezcla de reaccién.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final
Buffer (Go Taq Flexi Buffer) 5x 200 1x
MgCl2 120 3mM
dATP 2 0,2 mM
dTTP 2 0,2 mM
dCTP 2 0,2 mM
dGTP 2 0,2 mM
Oligonucleotido/s F 4 0,4 uM
Oligonucleotido/s R 4 0,4 uM
H,0 para uso molecular Hasta 800 pL
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Composicion de la reaccion de PCR.
En todos los casos se utilizd, por cada reaccién de PCR, 40 uL de mezcla de reaccion + 0,5 pL
Taq polimerasa GoTaq (Promega, Madison, WI, EE.UU.) + 10 pL del eluido de ADN.

Visualizaciéon del producto amplificado por electroforesis.

Se realizd en un gel de agarosa al 2% previamente marcado con PeqGreen (Peglab, Reino
Unido) (6 pL por cada 100 mL de agarosa fundida). La duraciéon habitual de la electroforesis fue
de 40 minutos con un voltaje de 100 v. El marcador de peso molecular utilizado (Promega,
Madison, WI, EE.UU.) genera 6 bandas a 50, 150, 300, 500, 750 y 1000 pb. La visualizacién de
los geles se realizé en el sistema de visualizacién Proxima 2500-T (Isogen, Alemania) a 302 nm.

6.2.1. Macrolidos.

Para la amplificacion de los genes erm y mef se utilizaron los siguientes cebadores:

o erm:
o ermF 5'-72:CGT ACC TTG GAT ATT CAC CGy40-3'
o emrR 5'-342GTA AAC AGT TGA CGA TAT TCT CGo2-3'
Con un tamafio del amplicén de 224 pb.

e mef:
o mefF 5'-150CTG TAT GGA GCT ACC TGT CTG G199-3'
o mefR 5'-55:CCC AGC TTA GGT ATA CGT ACsg7-3'
Con un tamafio del amplicon de 402 pb

Ademads, como marcador de especie de S. pnenumoniae, se realizd la deteccion del gen lytA
responsable de la autolisisna, para lo cual se utilizaron como cebadores:

o ytA:
o |ytAF 5’-¢5:CAA CCG TAC AGA ATG AAG CGGyg;:-3’
0 IytAR 5'-999TTA TTC GTG CAA TAC TCG TGC Ggys-3’
Con un tamafio del amplicon de 319 pb.

Las reacciones de amplificaciéon de los genes que confieren resistencia a los macrdlidos se
realizaron bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C (2 min) seguida de
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30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C (30 seg), hibridacién a 53°C (45 seg) y elongacion a 72°C
(1 min) y una elongacién final a 72°C (5 min).

Después de la amplificacién, se tomaron 10 pL de cada muestra obtenida y se realizé una
electroforesis en gel de agarosa. Si las bacterias aisladas presentaban los genes erm y/o mef
aparecian unas bandas en el gel. En cambio, el gen lyt, utilizado como marcador de especie,
aparecia en todos los aislados, tal como se muestra en la Figura 17.

Figura 17. Amplificacién de cepas de S. pneumoniae con resistencia a macrdélidos. Banda que
corresponde al gen Iyt presente en todas las cepas. Banda del gen erm presente en algunas cepas.

66



6.2.2. Quinolonas.

Para evaluar si los aislados clinicos de S. pneumoniae resistente o con sensibilidad disminuida a
quinolonas eran portadores de mutaciones en los genes, se amplificaron las secuencias de los
genes gyrA, gyrB, parCy park.

Los cebadores utilizados fueron:

o gyrA:
o gyrAl5’-CGT CGC ATT CTC TAC GGA-3’
o gyrA25’-CGT TCG CAT TCT CTA CGG A-3’

Con un tamafio del amplicon de 235 pares de bases (de la 342 a 595)
correspondiente a los aminoacidos de las posiciones 115-198.

e gyrB:
o gyrB15-CTCTTC AGT GAA GCCTTCTCC-3’
o gyrB2 5’-CTC CAT CGA CAT CGG CATC-3’

Tamafio del amplicon 453 bp (de 1080 a 1533) para los aminodacidos 361-511.

e parC:
o parCl5'-TGA CAA GAG CTA CCG TAA GTC G-3’
o parC25’-TCG AAC CAT TGA CCA AGA GG-3'

Tamafio del amplicén 337 bp (de164-501) para los amonodcidos 55-167.

e parE:
o parEl 5-ACG TAA GGC GCG TGA TGA G-3’
o parE2 5’-CTA GCG GAC GCA TGT AAC G-3’

Tamafio del amplicén 413 bp (de 1175 a 1587) para los aminodcidos 392-529.

En el procesamiento de los cebadores y de las muestras se procedid de igual forma que en el
estudio de la resistencia a los macrdlidos.

La amplificacion de los genes que confieren resistencia a quinolonas se realizd bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 94°C (2 min), seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C (30 seg), hibridacion a 52°C (45 seg) y una elongacion a 72°C (1 min).
Tras los 30 ciclos una elongacién final a 72°C (5 min) 163,

Después de la amplificacion se tomaron 10 uL del amplificado y fue sometido a electroforesis
en gel de agarosa para comprobar que la amplificacion habia sido correcta.

En aquellas muestras donde se constatd la amplificacion de lo genes se procedid a la
secuenciacién de dichos amplicones por el método Sanger.
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Para la secuenciacidn del genoma se realizé:

- Primero una purificacion del ADN amplificado previamente. El proceso de purificacidon fue
Ilevado a cabo mediante PCR Purification Kit QlIAquick®.

- Una vez purificadas, se procedid a la medicidn de la cantidad de ADN Nanodrop.

- Posteriormente se realizd la reaccién de secuenciacion del material genético purificado
utilizando Genome Lab DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, CA, EEUU). Los cebadores
utilizados fueron los mismos que los utilizados en la reaccién de amplificacidn.

- Tras la purificacion por columna de gel se procedid a la electroforesis capilar empleando el
sistema GenomelLab®GeXP (Beckman Coulter, CA, Estados Unidos).

- El anadlisis de las secuencias obtenidas se realizd6 mediante el programa Sequencher (Gene
Codes Corporation).

6.2.3. Betalactamicos

Para confirmar la presencia de mutaciones en pbpla, pbp2b y pbp2x en las cepas con

sensibilidad disminuida a penicilina y ceftriaxona se realizd la prueba de reaccién en cadena de

la polimerasa descrita por Jalal et al*®*.

Los cebadores utilizados para los genes estudiados fueron los siguientes:

e pbp2b
o B15-ACT CAG GCT TAC GGT CATT-3’
o B25-ACG AGG AGC CAC ACG AAC AC-3’

Tamafio del amplicon: 359 pb.

o pbp2x
o X15-GCT ATG CTG GAG CCT AAATT-3’
o X2 5’-AAC CCG ACT AGA TAA CCA CC-3’

Tamafio del amplicon: 277 pb.

e Pbpla
o Al15-AGGTCG GTC CTA GAT AGA GCT-3’
o A25-GAG CTA CAT AGC CAG TGT CTC-3’

Tamafio del amplicon 423 pb.

68



La amplificacién de los genes se realizé bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion
inicial a 94°C (durante 2 min), seguido de 30 ciclos que constan cada uno de desnaturalizacién
a 94°C (30 seg), hibridacion a 59°C (45 seg) y una elongacion a 72°C (2 min). Tras los 30 ciclos
una elongacidn final a 72°C (7 min)*2,

6.3. Secuenciacion genodmica.

Para obtener mas informacién sobre los mecanismos de resistencias de quinolonas y
betalactdmicos relacionados con mutaciones en genes que codifican las dianas de estos
antibidticos se realizd la secuenciacion gendmica de 35 cepas de S. pneumoniae.

Esta técnica nos permitié corroborar y ampliar la informacidn de la resistencia de quinolonas
ligadas a mutaciones en los genes gyrA, gyrB, parCy parE que obtuvimos de la secuenciacion
Sanger de un fragmento de estos. Ademas, nos permitid conocer las mutaciones en los genes
pbplb, pbp2a, pbp2b y pbp2x de aquellas cepas detectadas por PCR a punto final.

Aungue no es el propdsito de esta tesis, la secuenciacion gendmica también nos proporcioné
informacién sobre mecanismos de resistencia asociadas a elementos genéticos méviles de
otros grupos de antibidticos no estudiados, factores de virulencia y epidemiologia molecular
(MLST y cg-MLST).

La secuenciaciéon gendmica se realizd en nuestro Servicio de Microbiologia, utilizando para
preparar la libreria el kit de lllumina DNA Prep Tagmentation y posteriormente la
secuenciacién se realizd utilizando lecturas 2x300 paired-end en el secuenciador de NGS
MiSeq.

Los archivos fastq obtenidos fueron sometidos al programa Kraken!®> para identificar el
genoma de referencia mas cercano disponible y la evaluacion del ensamblaje se realizé con el
programa QUAST!®®, posteriormente se utilizd el programa BioEdit para la busqueda de las
mutaciones que supongan un cambio en el aminoacido codificado.

Ademas, también se realizé un analisis con distintas herramientas bioinformaticas, de libre
acceso, disponibles en Internet que se encuentran alojadas en la pagina web del Center for
Genomic Epidemiology (Dinamarca). Dentro de esta pdgina web, en concreto la herramienta
core genoma MLST, nos permitié acceder a la secuencia completa de los genes: gyrA, gyrB,
parC, parE, pbplb, pbp2a, pbp2b 'y pbp2x.
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7. ANALISIS ESTADISTICO.

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

La relacidon o asociacion entre las variables cualitativas se evalué utilizando la prueba x2. Se
considerd una asociacién significativa con un valor de P < 0,05; para ello, se utilizé el programa
estadistico Epi info® del CDC.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION
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IV. RESULTADOSY DISCUSION.

1. DISTRIBUCION DE LOS EPISODIOS DE ENI EN LA COMUNITAT
VALENCIANA.

Entre enero de 2007 y diciembre de 2018 se aislaron en nuestro hospital 564 cepas de S.
pneumoniae en muestras clinicas de procesos invasivos y se recibieron 3.265 cepas de otros 27
centros hospitalarios, como parte de la red de vigilancia de la enfermedad neumocécica
invasiva de la CV (Tabla 5).

Tabla 5. Hospitales participantes en la red de vigilancia de ENI en la CV y nimero de aislados por afio.

ANO

HOSPITAL 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 TOTAL
La Fe 69 82 59 46 35 30 42 26 30 40 48 57 564
General Valencia 21 39 33 30 28 26 20 20 24 35 25 42 343
Arnau Vilanova 37 26 34 27 20 13 14 21 14 22 23 20 271
General Alicante 14 17 20 1 22 12 32 23 28 37 31 31 268
Clinico Valencia 39 26 14 12 20 31 16 14 14 8 16 43 253
Fco Borja 38 33 23 14 21 19 12 12 13 3 13 19 220
General Castellon 12 16 35 17 10 9 12 23 10 13 24 34 215
Elche 36 27 31 33 9 12 24 9 4 8 8 201
Alcoy 14 22 25 16 20 12 14 10 7 16 17 15 188
Alcira 17 17 8 23 14 9 12 12 16 17 13 24 182
Denia 10 15 11 19 18 9 9 19 11 12 18 16 167
Sagunto 6 26 18 10 9 10 11 9 11 8 13 13 144
Xativa 9 18 9 6 19 15 9 7 14 6 12 19 143
Torrevieja 20 7 21 12 7 7 12 13 7 10 9 10 135
La Plana 11 18 12 8 8 10 5 11 11 13 8 13 128
Manises 3 19 11 13 11 11 12 10 13 15 118
Orihuela 6 4 7 1 7 5 7 7 7 7 3 3 64
Villajoyosa 16 17 8 1 42
Ins Val Oncologia 2 6 1 2 3 2 1 4 4 6 31
Requena 2 4 1 3 4 2 2 1 2 5 5 31
Elda 11 11 4 26
Dr. Peset 2 13 2 7 24
Prov. Castellon 1 4 5 5 2 2 2 3 24
CSP Benidorm 1 1 2 1 2 5 2 2 2 18
La Salud 4 3 3 4 1 15
9 Octubre 2 2 2 2 1 2 1 12
Dr Moliner 1 1
Vinaroz 1 1
TOTAL 395 431 385 312 289 252 272 259 250 277 300 407 3829
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En el afio 2008 se observé el pico maximo de incidencia de ENI con 349 aislamientos (siete
afos después de la comercializacion de la PCV7), con una media de 319 aislamientos por afo
durante el periodo de estudio. A partir de 2008 se aprecid un importante descenso del nimero
de casos alcanzando el minimo en 2015 con 220 aislamientos para, posteriormente, iniciar un
rapido ascenso de los casos, llegando a 2018 con casi los mismos casos que 10 afios antes
(Figura 18).
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Figura 18. Casos anuales de ENI en la CV durante el periodo del estudio (en rojo casos de nuestro
hospital).

En 2010 se inicié la comercializacion de las vacunas conjugadas para 10 y 13 serotipos,
abriendo un periodo de ocho afios en los que el nimero de casos fue inferior a la media.

En la distribucidon por sexo se observa una mayor incidencia en varones con una relacién de
1.5: 1 que se mantuvo practicamente constante durante todos los afios del estudio (Figura 19).
Sin embargo el analisis estadistico no mostré diferencia significativa entre hombres y mujeres
(OR0,89[0,78-1,01] p 0,074).
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Figura 19. Distribucidn por sexo de los episodios de ENI en el periodo de estudio.

Por edad, el grupo de 0-17 afios es el que presentd una menor incidencia, siendo ademas, el
grupo con menos oscilaciones a lo largo del estudio. Por el contrario, en los grupos de 18-64 y
mayores de 65 afos se observd una mayor incidencia pero con una evolucién desigual; si bien
durante los primeros afios se aprecié una alternancia de ambos grupos, a partir de 2012 el
grupo de edad avanzada fue el de mayor predisposicion a la ENI (Figura 20).

Tomando como referencia el afio de la introduccion de la vacuna trecevalente (2010) el
analisis de los datos pre y post vacunales mostré una menor probabilidad de ENI en menores
de 17 afios desde 2010 (OR 0,69 [0,58-0,84] p<0,001). De igual modo, para el grupo de 18-65
afios el analisis estadistico también indicé una menor probabilidad pero menos evidente que
en la poblacion pediatrica (OR 0,83 [0,72-0,94] p 0,004).

Desde la comercializacion de la PCV13, la ENI aumentd sensiblemente en los mayores de 65
afios (OR 1,67 [1,46-1,9] p<0.001); por tanto, en este grupo no se observd el fendmeno de
inmunidad de rebafio y deberia ser un grupo de especial interés para la vacunacién
antineumocdcica.
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Figura 20. Distribucidon por grupos de edad de los episodios de ENI en el periodo de estudio.

Porcentualmente, el grupo de 0-17 afos presenté un descenso leve pero continuo durante
todo el estudio, pasando de un 19,24% de los casos en 2007 a un 8,35% en 2018 con una
disminucion de mas de la mitad de los casos en 12 afios; en cambio, el grupo de >65 afios paso
de un 35,18% en 2007 (siendo el segundo grupo mas frecuente ese afio) a 58,47% en 2018,
constituyendo ya el grupo con mayor predisposicion (Figura 21). Desde 2013 mas de la mitad
de los casos de ENI se observaron en mayores de 65 afios.
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Figura 21. Distribucién (%) por grupos de edad de los episodios de ENI.
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2. EVOLUCION DE LOS SEROTIPOS.

2.1. Etapa pre - PCV13 (2007-2010).

Durante los doce afios del estudio se observaron importantes variaciones en el nimero de
casos de ENI producidos por cada serotipo. Sin embargo, no hay que olvidar que la primera
vacuna conjugada inicié su comercializacidon en Espafia en junio de 2001 y, a partir de esta
primera vacuna conjugada, comienzan a observarse variaciones en los serotipos. En los afios
previos al inicio de la vacunacién se publicaron varios estudios sobre la incidencia de los
serotipos en diversos paises: Finlandia (1985-89)%’, Dinamarca (1981-97)'®, Reino Unido
(1995-96)'%°, Alemania (1997-98)° y EE.UU. (1978-1994)'"%, con resultados muy similares,
tanto en América como en Europa; el serogrupo 14 fue el mas frecuente en estos estudios,
seguido del 6, 19, 18, 23, 9 y 4. Precisamente estos siete serotipos constituyeron la primera
vacuna conjugada (14, 6B, 19F, 18C, 23F, 9V y 4) al tenerse en cuenta la incidencia en los
estudios realizados previamente.

En Espafia, un estudio similar fue realizado por Fenoll et al. entre 1979-1989; los siete
serotipos mas frecuentes fueron 3, 6, 23, 19, 9, 1 y 5, destacando la alta incidencia del
serotipo 3 y la baja incidencia de los serotipos 14, 18 y 4, en contraste con los estudios
anteriormente citados.

Nuestro estudio comienza en 2007, 6 afios después de iniciarse la vacunacién PCV7; por tanto,
partimos de una situacién en que la frecuencia de los serotipos circulantes no fue la misma
gue antes de 2000. Los serotipos mas frecuentes que encontramos en 2007 fueron 7, 19A, 1y
14 con cifras muy similares, seguido de los serotipos 3 y 8. Tras 6 afios de la comercializacidn
de la vacuna, de los siete serotipos vacunales, solo el 14 seguia presentando una incidencia
relevante en nuestro medio, seguido del 4. En cambio, los otros cinco serotipos vacunales ya
tenian una incidencia muy baja al inicio de nuestro estudio (Tabla 6). En los siguientes afios, los
serotipos 14 y 4 también disminuyeron su incidencia hasta quedar en unos pocos casos (Figura
22), de manera que el serotipo 14 pasé de ocasionar el 9,1% de todas las ENI en 2007 al 2,2%
en 2018. Es mas, de los 407 casos en 2018, solo 29 (7,1%) fueron ocasionados por serotipos de
la PCV7; es decir, menos casos que los provocados Unicamente por el serotipo 14 en 2007, lo
gue indica una alta efectividad de la PCV7 en cuanto a disminucion de dichos serotipos (Figura
23y 24).

Sin embargo, a pesar de esta importante disminucion destaca el afio 2012 (el segundo afio con
la tasa de incidencia de ENI mds baja) con un pico importante de serotipos de la PCV7 a
expensas de 18C, 19F y especialmente 14.
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Tabla 6. Comparacion serotipos mas frecuentes con serotipos vacunales* en el afio 2007.

SEROTIPOS CASOS ENI SEROTIPOS
MAS FRECUENTES n (%) VACUNALES CASOS ENI

7 38(9,6) 14 36

19A 37(9,3) 4 14

1 37(9,3) 18C 9

14* 36(9,1) 19F 8

3 28(7,0) 23F 7

8 26 (6,5) 6B 7

4* 14 (3,5) 9V 3

40

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figura 22. Evolucion temporal de los serotipos incluidos en la vacuna PCV7.
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Figura 23. Comparacién anual de los casos producidos por serotipos de la PCV7 con los casos totales.
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Figura 24. Evolucion anual (en %) de los casos producidos por serotipos de la PCV7.

Resultados similares se observaron en varios paises. En el estudio de Richter et al. en EE.UU. se

compararon los serotipos aislados antes y después de la introduccidn de las vacunas entre
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1999-2011: los serotipos de la PCV7 pasaron de un 55% de todos los aislados en 1999-2000 a
un 4% en 2010-2011 2, En un estudio multicéntrico en poblacién pediatrica realizado en
Espafia, Francia, Bélgica y Reino Unido las ENI por serotipos vacunales disminuyeron un 58%,
52% y 22%, respectivamente en los tres primeros paises, en cambio, en el Reino Unido donde
las ventas de vacunas fueron insignificantes, la ENI por serotipos de la PCV7 aumentd en un
25% 73,

A la vez que todos los estudios indicaban una caida muy importante de los serotipos
vacunales, demostrando la eficacia de la PCV7, los mismos estudios alertaban de un aumento
de casos por otros serotipos. Asi, en el estudio multicéntrico europeo destacaba el aumento
de casos por los serotipos 1, 7F y 19A'"3, mientras que en el estudio americano el mas
frecuente fue el 19A. Justamente estos tres serotipos fueron los mds observados en el primer
afio de nuestro estudio: 38 casos por el serotipo 7F, 36 casos por el 19A y 36 casos por el 1
(Tabla 6).

En los tres afios previos a la comercializacion de la PCV13, los serotipos 7F, 1 y especialmente
19A siguieron siendo los mas frecuentes, al igual que en el resto de las dreas geogréficas, lo
que motivé su inclusién en la PCV13, comercializada en Espafia a mediados de 2010 (Tablas 7).

Tabla 7. Evolucion anual de episodios de ENI por los serotipos mds frecuentes n (%).

SEROTIPO 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 TOTAL
1 37 48 40 28 18 5 12 6 1 1 0 5 201
(9,3) (11,1) (10,3) (8,9) (6,2) (1,9) (44) (23) (04) (0,3) (0,0) (1,2) (5,2)
3 28 33 34 22 42 26 40 34 46 36 48 71 460
(7,0) (7,6) (8,8) (7,0) (14,5) (10,3) (14,7) (13,1) (18,4) (12,9) (16,0 (17,4) (12,0)
6C 10 7 13 6 6 16 58
(3,6) (2,7) (52) (2,1) (2,0) (3,9) (1,5)
7F 38 51 62 38 24 14 7 6 4 6 7 4 261
(9,6) (11,8) (16,1) (12,1) (8,3) (5,5) (2,5) (2,3) (1,6) (2,1) (2,3) (0,9) (6,8)
3 26 9 8 9 3 18 16 19 18 32 46 76 280
(6,5) (2,0) (2,0) (2,8) (1,0) (7,1) (58) (73) (7,2) (11,5) (153) (18,6) (7,3)
9N 4 14 6 5 9 7 7 7 12 23 15 21 130
(1,0) (3,2) (1,5) (1,6) (3,1) (2,7) (2,5 (2,7) (48) (8,3) (5,0) (51) (3,3)
11A 11 9 5 8 S 9 13 13 7 13 7 13 110
(2,7) (2,0) (1,2) (2,5) (1,0) (3,5) (4,7)  (5,0) 2,8) (4,6) (2,3) (3,1) (2,8)
14 36 22 15 15 14 23 16 16 10 11 9 9 210
(9,1) (5,1) (3,8) (4,8) (4,8) (9,1) (58) (61) (4,0 (3,9) (3,0) (2,2) (5,4)
15A 4 8 4 3 S 4 12 7 9 3 13 16 81
(1,0) (0,6) (1,0) (0,9) (1,0) (1,5) (44) (2,7) (3,6) (1,0) (4,3) (3,9) (2,1)
19A 37 53 48 50 39 22 31 20 10 19 11 15 355
(9,3) (12,2) (12,4) (16,0) (13,4) (8,7) (11,3) (7,7) (4,0 (6,8) (3,6) (3,6) (9,2)
22F 12 12 15 16 11 16 15 24 21 18 17 15 192
(3,0) (2,7) (3,8) (5,1) (3,8) (6,3) (55) (9,2) (84) (6,4) (5,6) (3,6) (5,0)
24B/F 3 1 4 6 10 12 6 7 9 9 17 11 95
(0,7) (0,2) (1,0) (1,9) (3,4) (4,7) (2,2) (2,7) (3,6) (3,2) (5,6) (2,7) (2,4)
OTROS 159 176 144 113 113 96 87 93 90 100 104 135 1.396
(40,2) (40,8) (37,4) (36,2) (39,1) (38,00 (31,9) (359) (36,00 (36,1) (34,6) (33,1) (36,4)
TOTAL 395 431 385 312 289 252 272 259 250 277 300 407 3.829
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2.2. Etapa post-PCV13 (2011-2018).

La vacuna de trece serotipos, de la misma casa comercial que la PCV7, incluyé ademas de los
siete serotipos iniciales y los tres serotipos que en los ultimos afios habian aumentado su
incidencia de forma alarmante (1, 7F y 19A), otros tres serotipos (3, 5 y 6A). Excepto el
serotipo 5, del cual no se aislé ninguna cepa en nuestro estudio, los otros cinco serotipos
aumentaron su incidencia en los afios siguientes a la comercializacién de la PCV7, llegando a
representar casi el 50% de todas las ENI en 2009, un afio antes de comercializar la vacuna
PCV13 (Figura 25).
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Figura 25. Evolucion temporal (en %) de los casos producidos por los nuevos serotipos incluidos en la
PCV13 antes de su comercializacién (1, 3, 5, 6A, 7F y 19A).

De los 6 nuevos serotipos incluidos hay que destacar la inclusién del serotipo 5, ya que durante
los 12 afos de nuestro estudio no se detectd ningun episodio de ENI y las series publicadas en
Europa y EE.UU. aportan muy pocos casos. En un estudio en Europa Occidental, entre 1992-
2005, el serotipo 5 fue responsable de sélo el 0,61% de los 11.556 aislados serotipados®’*, y en
EE.UU. el serotipo 5 representd menos del 2% de los aislamientos causales de ENI en 19987,
Sin embargo, ha sido el responsable de importantes brotes en Norteamérica, especialmente en

nucleos de poblacién empobrecida en Canadd'’® y también en Israel'’’. Ademads, un
metaanalisis de aislados pediatricos encontré que el serotipo 5 era 60 veces mas invasivo que

otros, al igual que los serotipos 1y 7 que resultaron ser mucho mas invasivos que los serotipos
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3, 6A y 15 en este estudio'’®. Estos datos contribuyeron a su inclusién en la PCV13 a pesar de
su muy baja incidencia.

En los afos siguientes a la vacuna de trece serotipos cabe destacar dos hechos importantes,
por una parte, la eficacia de la PCV13 en la reduccién de los casos de ENI por dichos serotipos,
salvo alguna excepcidn (serotipo 3), y por otra parte el aumento importante de serotipos no
vacunales, en el llamado fendmeno de reemplazo, fendmeno que ya se habia producido tras la
PCV7 (Figura 26).
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Figura 26. Evolucién anual de los serotipos incluidos en la vacuna PCV13 y del serotipo 8 en nimero de
casos.

Desde la introduccién de la PCV 7 los serotipos vacunales iniciaron una disminucidon, mas o
menos rdpida dependiendo del serotipo, pero finalmente eficaz en todos los serotipos, este
fendmeno se repitid posteriormente con la PCV13, con la excepcidon de un serotipo.

Los serotipos 1, 7F y 19A, que en los afios previos a la PCV13 se habian situado como los mas
frecuentes descendieron rapidamente en los siguientes afos, especialmente el 1 (OR
0,19[0,14-0,27] p<0,001) (Figura 27) y el 7F (OR 0,29 [0,22-0,39] p<0,001) (Figura 28) que de
manera muy rapida ya no fueron los mas frecuentes en 2012 y 2013, respectivamente (Tabla 7
y Figura 26).
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Figura 27. Evolucion anual de los episodios de ENI causados por el serotipo 1.
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Figura 28. Evolucion anual de los episodios de ENI causados por el serotipo 7F.

Mas lento fue el descenso del serotipo 19A (Figura 29), uno de los mas frecuentes hasta 2016
pero cuyo riesgo relativo disminuyd con la PCV13 desde el 12,3% antes de 2010 al 5,9%
posteriormente (OR 0,45 [0,36-0,57] p<0,001).
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Figura 29. Evolucion anual de los episodios de ENI causados por el serotipo 19A.

También llama la atencidn la evolucion del serotipo 14, entre los mas frecuentes durante 2011
y 2012, a pesar de estar incluido en la PCV7. Al igual que el serotipo 19A, las ENI por el
serotipo 14 disminuyeron mas lentamente que las causadas por los otros serotipos, tanto de la
PCV7 como de la PCV13 (OR 0,73 [0,55-0,97] p 0,032) (Figura 30).
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Figura 30. Evolucion anual de los episodios de ENI causados por el serotipo 14.
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Entre todos los serotipos vacunales de la PCV13 destaca la evolucion del serotipo 3, presente
en dicha vacuna, pero cuyos aislamientos aumentaron en los afios siguientes (Figura 31),
constituyendo el serotipo mas frecuente causante de ENI en 2011 (Tabla 7 y Figura 24). Esta
situacidn se repitid en los siguientes afios sin que la vacunacién tuviera algun efecto sobre este
serotipo, por lo que representa el fracaso mas importante de esta vacuna (OR 2,1[1.68-2,62]
p<0,005), pasando de un riesgo relativo del 7,7% antes del 2010 a un 14,9% en los afos
siguientes. Esta situacién no fue exclusiva de nuestro entorno, recientemente se han publicado
estudios que destacan el aumento del serotipo 3 a pesar de la vacunacién. En Canada, en un
estudio desde 2007 a 2017, destaca el aumento del serotipo 3 por probable fallo de la PCV13
en comparaciéon con otros serotipos de la misma, fendmeno que requerirda un estudio
pormenorizado para determinar exactamente la causa'’®. También en Corea del Sur, en un
estudio de caracteristicas similares, destacaron un aumento del serotipo 3 con la
recomendacién de abordar en las futuras PCV la eficacia limitada contra la ENI del serotipo
3180 Hasta el momento, la revisidn mas extensa sobre la dudosa eficacia de las vacunas
conjugadas sobre el serotipo 3 la encontramos en un metaanalisis sobre estudios en distintos
paises de la incidencia del serotipo 3 con aumentos destacables en Alemania, pero con escasos
cambios en Dinamarca o Noruega®®’.
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Figura 31. Evolucion temporal de los episodios de ENI causados por el serotipo 3.

El fenédmeno de reemplazo, que ya se habia observado tras la comercializacién de la PCV7 con
destacados aumentos de los serotipos 1, 7F y 19A, también se observd en los afios siguientes a
la comercializacion de la PCV13. En este caso, se detectdé un rapido ascenso de serotipos que
previamente tenian cifras muy bajas o residuales.
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En el afio siguiente a la introduccién de la PCV13 aparecid el serotipo 22F como el sexto mas
frecuente (11 casos), situacidn que se repetid en los siguientes afios llegando a ser el segundo
mas frecuente en 2014 (Tabla 7). Otros serotipos que en los siguientes afios aumentaron sus
cifras de aislamientos fueron el 11A, 9N, 24B/F o 15A. Pero sin duda, el serotipo que mejor
describe el fendmeno de reemplazo es el serotipo 8 (Figura 32). Este serotipo que en 2012 se
situé como el cuarto mads frecuente con 18 casos, pasé a ser el mas frecuente en 2018 con 76
casos, aumentando en siete anos un 344,4%. El aumento del serotipo 8 estd fuertemente
relacionado con la introduccion de la PCV13 (OR 3,1[2,28-4,23] p<0,001), pasando de un riesgo
relativo del 3,4 al 9,9% tras la introduccion de la vacuna.
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Figura 32. Evolucion anual de los episodios causados por el serotipo 8.

El afio 2015 fue el primero en el que los serotipos de la PCV 7 dejaron de estar entre los mas
frecuentes tras el descenso del serotipo 14, el mas lento en descender (Tabla 7), situacién que
no variod en los siguientes afios en los que sus incidencias fueron muy bajas. De forma paralela,
los serotipos de la PCV13 también fueron cada vez mas infrecuentes a partir de 2017 con
excepcion del serotipo 3 que desde 2011 a 2017 fue el mas prevalente, siendo reemplazado en
2018 por el serotipo 8 (Tabla 7).

También es importante destacar el descenso total de episodios de ENI desde los primeros afios
del estudio hasta 2015 (minimo de la serie con 250 episodios); sin embargo, a partir de ese afio
se observa un rdpido ascenso, a expensas de los serotipos 3 y 8, hasta elevar a 407 los
aislamientos en 2018 en el cual mas de un tercio de los episodios (36,1%) fueron causados
exclusivamente por estos dos serotipos.

85



En otras zonas de Espafia se han reportado resultados similares, con importantes reducciones
de los serotipos vacunales y destacando el aumento de los serotipos 3 y 8182,

En un estudio en Inglaterra y Gales se observd una disminucién de la incidencia de ENI, con la
incidencia mas baja en 2013-2014, para posteriormente ascender rdpida e inesperadadamente
debido a serotipos distintos a los de la PCV138, Este aumento se observd en todos los
grupos de edad, pero especialmente en adultos, siendo el 8, 12F y 9N los serotipos
responsables del 40% de los casos de ENI confirmados por laboratorios en Inglaterra,
aunque también constataron un aumento del serotipo 3, incluido en la PCV 1384, similar al
resto de Europa.

Sin embargo en EE.UU., por razones que aun no esta claras, no se ha reproducido esta
evolucién. Muy al contrario, tras la introduccidon de PCV13 no se observaron aumentos de
ENI por serotipos no vacunales en menores de 5 afios o adultos mayores de 64 afios'®.

18 no lo

Ademas, los serotipos 8, 9N y 15A, aunque aumentaron en algunos estudios
hicieron de forma generalizada, a diferencia de lo que ocurre en el resto de Europa. En
particular, el serotipo 8, que ahora causa el 20% de la enfermedad neumocécica invasiva
en Inglaterra y Gales, se ha aislado en menos del 1% de los casos en EE. UU. y el 12F es

igualmente infrecuente®>.

De las posibles vacunas a comercializar en los proximos afios, la mas adelantada para
introducirse en el mercado es la PCV20. Esta nueva vacuna ya ha sido aprobada por la FDA
en junio de 2021 para mayores de 18 afios e incorpora siete serotipos mas a los que
contiene la PCV13 (8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F y 33F) en un intento de frenar el fenédmeno
de reemplazo. Serotipos que en los afios previos a la PCV13 producian un reducido
nimero de casos pero que rdpidamente han aumentado sus cifras de aislamientos,
especialmente el serotipo 8 (Figuras 33 y 34).
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Figura 33. Evolucion anual de los nuevos serotipos (8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F y 33F) de la futura vacuna
PCV20 aislados desde 2011 en nuestro estudio.

Comparando la situacidn actual con la previa a la comercializacion de la PCV13, los nuevos
serotipos incluidos en la PCV20 representaron el 12,1% de todos los casos en 2011 y
fueron aumentando en los afios siguientes, pero hasta ahora no han superado el 40% de
los casos, alcanzando su tasa mas alta (37%) en 2017, mientras que en los afios previos a la
PCV13 los serotipos vacunales incluidos en esta vacuna llegaron a ser casi la mitad de
todos los casos.
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Figura 34. Evolucién anual de los nuevos serotipos a incluir en la préxima vacuna PCV20.

En los afios previos a la PCV13 el aumento se produjo a expensas de los serotipos 1, 7F y 19A y
en menor medida del serotipo 3. En cambio, la situacién actual parte de un serotipo 3 con un
elevadisimo numero de casos, a pesar de estar incluido en la vacuna, y un aumento
espectacular del serotipo 8 que capitaliza casi en exclusiva el fendmeno de reemplazo. Los
otros nuevos serotipos de la PCV20 también han aumentar sus aislamientos pero de forma
mucho mdas modesta.

Ademads, en nuestro dmbito se aprecian aumentos destacables de serotipos que no se incluiran
en la nueva vacuna (9N, 15A, 6C o 24B/F) y que en los Ultimos afios superaron el 15% del total
de casos (Figura 35), en a penas 7 aios estos serotipos han duplicado sus aislados, pasando del
8 al 16% de todos los aislamientos causales de ENI (Figura 36).
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Figura 35. Evolucion anual de los serotipos 9N, 15A, 6C y 24BF, no incluidos en la futura vacuna PCV20.

Estudios recientes en Canada'® , Corea®®y EE.UU.'® , al igual que en nuestro estudio, alertan
del aumento de serotipos no incluidos en la futura PCV20 como el 15A, 23A y 35B.

2011 2018

HPCV13
36% H PCV20
8% 12% H6C, 9N, 15AY
24B/F
H RESTO

Figura 36. Evolucion de los aislamientos de los
serotipos 6C, 9N, 15A y 24B/F de 2011 a 2018.

89



2.4. Serotipos aislados en LCR.

Durante el periodo de nuestro estudio (2007-2018) se incluyeron 387 cepas de S. pneumoniae
aisladas de liquidos orgdnicos distintos de la sangre, siendo el LCR, con 237 aialamientos, la
muestra con mas aislamientos después del hemocultivo y seguido por el liquido pleural con 98
aislados (Figura 37).

Los 237 aislados en LCR se agruparon en 41 serotipos distintos, siendo el serotipo 3 el mas
frecuente con 40 (16,8%) aislamientos. De los diez serotipos mas frecuentes sélo dos serotipos
ya estaban incluidos en la PCV7; el serotipo 14 (14 episodios) y el 19F (11 episodios), ambos
con escasos aislados los ultimos afios (el afio 2012 fue el ultimo con aislamientos del serotipo
14 en LCR). El riesgo de meningitis antes y después de la comercializaciéon de la PCV13 fue
similar (OR 1,14 [0,86 - 1,49] p 0,157).

Al igual que ocurrid en el global de episodios de ENI con los serotipos incluidos en la PCV13,
también las meningitis por estos serotipos fueron disminuyendo con la excepciéon del seroipo 3
gue presentd una media de 3,3 episodios de meningitis por aifio, ademas 2018 y 2011 fueron
los afios con mas episodios de meningitis por el serotiopo 3 (Tabla 8).

En nuestro estudio también destacan las cifras de serotipos no incluidos en ninguna vacuna
conjugada como el 8, 22F, 23B, 15A y 35B, siendo especialmente significativos el 8, con un gran
aumento de episodios en 2018, y 23B que, aunque presenta cifras mas bajas que otros
serotipos en el global de ENI, es el serotipo con el porcentaje de aislamientos mas altos en LCR,
12 (17,3%) por 69 episodios globales (Tabla 9), cifras que podrian indicar un especial tropismo
de este serotipo por el SNC.
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Figura 37. Aislamientos (n) en otros liquidos organicos.
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Tabla 8. Evolucion anual de los serotipos mads frecuentes en LCR.

2007 2 5 1 4 2 0 1 0 3 1
2008 2 4 0 2 1 0 0 1 2 0
2009 5 2 2 1 0 0 3 0 0 0
2010 0 3 0 2 1 1 0 1 0 0
2011 6 3 0 2 2 1 0 0 2 1
2012 2 1 1 3 3 0 1 0 0 1
2013 3 5 1 0 1 0 3 2 1 1
2014 3 1 0 0 1 0 1 1 0 2
2015 5 0 1 0 0 1 1 3 1 1
2016 2 1 3 0 1 3 1 0 0 1
2017 4 1 1 0 0 3 0 1 0 0
2018 6 0 5 0 1 3 0 1 0 0
TOTAL 40 26 15 14 13 12 11 10 9 8

Tabla 9. Comparacidon de episodios de meningitis con ENI global.

SEROTIPOS

3
19A
8
14
22F
23B
19F
15A
7F
35B
23A
6A
10A
11A
12F
9N

Total ENI n (%)

460 (12,0)
355 (9,2)
280 (7,3)
210 (5,4)
192 (5,0)

69 (1,8)
77 (2,0)
81(2,1)
261 (6,8)
54 (0.9)
68 (1,7)
54 (1,4)
60 (1,5)
112 (2,9)
87 (2,2)
130 (3,3)

Meningitis n (%)

40 (8,6)
26 (7,3)
15 (5,3)
14 (6,6)
13 (6,7)
12 (17,3)
11 (14,2)
10 (12,3)
9(3,4)
8 (14,8)
7(10,2)
6 (11,1)
6 (10,0)
6(5,3)
6(6,8)
6 (4,6)

Actualmente no se dispone de mucha informacién sobre el tropismo meningeo de S.

pneumoniae y no esta claro el papel del polisacarido capsular, aunque otros elementos ajenos
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a la capsula (neuraminidasa A) parecen favorecer la penetracion a través de la barrera
hematoencefalica'®. Sin embargo, se ha postulado que el transito a través del endotelio
vascular mediante migracion transcelular’®! y la gravedad de los cuadros de meningitis tienen
relacion con el espesor de la cdpsula’®. En un estudio de la Comunidad de Madrid observaron
que al igual que en nuestro estudio los serotipos 3 y 19A son frecuentemente aislados en LCR.
Por otra parte, los serotipos 11A, 19F, 23B, 10A, 24F, 23A y 35F, hasta ahora poco frecuentes
entre los casos de ENI en esa regidn, presentan un claro tropismo meningeo®®,

En nuestro estudio destacan especialmente los serotipos 23B (OR 2,3 [1,25-4,48] p 0,007) y
35B (2,6 [1,25-5,77] p 0,01) como los serotipos con mayor tropismo meningeo en contraste
con el serotipo 7F (OR 0,52 [0,24-0,98] p 0,022).

3. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD.

Desde que en 1967 se describiera la primera cepa de neumococo resistente a penicilina, se han
notificado casos esporadicos de resistencia hasta 1977, afio en que se produjo un brote por
neumococo multirresistente en Sudafrica. A partir de esta fecha se observa un importante
aumento de notificaciones de cepas resistentes en numerosas areas geograficas de manera
que a finales de los afios 80 la resistencia de S. penumoniae se convierte en un importante
problema de salud mundial. A partir de esa fecha, cuidadosas mediciones epidemioldgicas y de
sensibilidad en varios paises demostraron que el neumococo resistente a penicilina tenia la
capacidad de incrementar su nivel medio de resistencia, de adquirir multiples mecanismos de
resistencia que afectan a otras familias de antibidticos y de extenderse ampliamente,

consiguiendo aumentar su incidencia, tanto en pacientes como en portadores sanos!®.

En el estudio de las cepas resistentes, el serotipo causal pasé a ser prioritario, de manera que
la expansién de las resistencias se ha relacionado con la expansién de determinados serotipos.
Muy ilustrativo es el caso del serotipo 6B que aparecio a finales de los 80 en Islandia, y pasé de
una incidencia del 0% en 1988 a un 20% en 1993, elevando de esta manera las tasas de
resistencial®. Casos similares se observaron con los serotipos 23F y 19, muy relacionados con
el incremento de las resistencias'®.

Nuestro estudio incluyd el periodo 2007-2018, ya con 6 afios de uso de la PCV7. De los 3.829
aislamientos totales, se pudo estudiar la sensibilidad a al menos alguno de los antibidticos en
2.904 cepas (75,84%).

Los neumococos resistentes a la penicilina presentan resistencia cruzada con el resto de
betalactdmicos, aunque existen variaciones segun cada antibidtico en particular. Las
cefalosporinas parenterales que, en general, conservan mejor actividad frente a las cepas de
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neumococo resistentes a la penicilina son cefotaxima, ceftriaxona, cefpiroma y cefepima. La
eritromicina, al igual que levofloxacino, ha sido durante mucho tiempo una alternativa a la
penicilina, al menos, en el tratamiento de las infecciones respiratorias'®®. Por estos motivos
decidimos estudiar la sensibilidad de S. pneumoniae a penicilina, ceftriaxona, levofloxacino y
eritromicina.

Como puede apreciarse en la Figura 38, las tasas de sensibilidad mas altas se observaron con
levofloxacino (97,01%) y ceftriaxona (94,66%), y las mas bajas con eritromicina (70,9%).
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Figura 38. Tasa de sensibilidad de S. pneumoniae a los antibidticos ensayados.

3.1. Eritromicina.

El estudio de la sensibilidad a eritromicina se realizd en 2.793 cepas, (72,94%); de ellas, 26,4%
fueron resistentes y 2,5% tuvieron una sensibilidad intermedia (Tabla 4.13). El 71,2% de las
cepas fueron sensibles a eritromicina, si bien se observé un descenso paulatino de sensibilidad
a lo largo del periodo de estudio (Tabla 10 y Figura 39).

93



Tabla 10. Sensibilidad a eritromicina de las cepas de S. pneumoniae recuperadas cada afio.

ANO ANALIZADAS/ESTUDIADAS S (%) 1(%) R (%)
2007 395/274 200 (72,9) 1(0,7) 73 (26,6)
2008 431/248 186 (75.0) 7(2,8) 55 (22,1)
2009 385/227 177 (77,9) 2(0,8) 48 (21,1)
2010 312/256 186 (72,6) 0 70 (27,3)
2011 289/237 173 (72,9) 1(0,4) 63 (26,5)
2012 252/199 139 (69,8) 0 60 (30,1)
2013 272/213 146 (68,5) 4(1,8) 63 (29,5)
2014 259/200 151 (75,5) 5(2,5) 44 (22,0)
2015 250/198 133(67,1)  10(5,05)  55(27,7)
2016 277/208 149 (71,6) 6(2,8) 53 (25,4)
2017 300/230 140(60,8)  10(4,3)  80(34,7)
2018 407/303 211(69,6)  17(5,6)  75(24,7)
TOTAL 3.829/2.793 1991 (71,20) 63 (2,25) 739 (26,45)
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Figura 39. Evolucion anual de la tasa de sensibilidad de S. pneumoniae a eritromicina.

El intervalo de la CMI fue similar en todos los afios, siendo la CMlg, del total de las cepas de
256 mg/L, mientras que la CMlso fue 0,125 mg/L (Tabla 11).

94



Tabla 11. Evolucién anual de la CMlgg y CMlsg de eritromicina en S. pneumoniae.

Intervalo CMI (mg/L) CMlgo (mg/L) CMlso (mg/L)
2007 <0,016 - >256 64 0,125
2008 0,016 - >256 128 0,25
2009 0,032 - >256 256 0,25
2010 0,016 - >256 256 0,125
2011 0,032 - >256 256 0,125
2012 0,032 - >256 256 0,125
2013 0,012 - >256 256 0,125
2014 0,032 - >256 256 0,125
2015 0,047 - >256 256 0,25
2016 0,047 - >256 256 0,125
2017 0,032 - >256 256 0,25
2018 0,023 - >256 128 0,19
TOTAL <0,016 - >256 256 0,125

Los datos de nuestro estudio no difieren de los reportados previamente. Los datos europeos
del estudio mundial de vigilancia PneumoWorld, realizado para analizar la sensibilidad de S.
pneumoniae entre 2001 y 2003 (todavia con escaso impacto de la vacuna PCV7) incluyen un
total de 2.279 aislamientos de 8 paises. La tasa global de sensibilidad a penicilina fue 75,4%
(61,9% en los aislados espafioles), a macrélidos 72,9% y a quinolonas 99,2%; destacando en
dicho estudio los serotipos 14, 23F, 6B y 19F como los principalmente asociados con la
resistencia antibiética®’.

La tasa de sensibilidad a macrdlidos reportada en el estudio europeo es idéntica a la obtenida
al inicio del nuestro (72,9% en el aifio 2007) y ligeramente superior a la tasa de todo el periodo
(70,9%).

Sin embargo, en el afo 2006, se publicé en Espafia un trabajo sobre resistencias de S.
pneumoniae incluyendo 122 cepas de 28 serotipos distintos. Un 66% de las cepas fueron
sensibles a penicilina, 67% sensibles a eritromicina, 82% a ceftriaxona y 98,5% a ciprofloxacino,
siendo los serotipos 14, 6B, 19 y 9V los que desarrollaron las tasas mas altas de resistencia®®;
por el contrario, el serotipo 3, el mas frecuente aislado, fue totalmente sensible (100%) a los
cuatro antibidticos. Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestro estudio,
especialmente a partir de 2006.

Por lo que respecta a los serotipos, el mayor numero de aislados resistentes se encontré en el
serotipo 19A (45,9%) (Figura 40), aunque al hacer la correccion en funcién del nimero de
aislados de cada serotipo se encontraron serotipos con tasas de resistencia mucho mas altas,
destacando 24B/F, 15A y 33F con tasas de resistencia por encima del 66% (Figura 41), siendo
puntuales los casos en que se aislaron cepas de estos serotipos sensibles a eritromicina. En
cambio, serotipos ampliamente distribuidos los Ultimos afios, como el 3 y el 8, mostraron tasas
de resistencia a eritromicina muy bajas (6,0% y 4,2%, respectivamente).
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Figura 40. Principales serotipos S. pneumoniae resistentes a eritromicina.
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Figura 41. Tasas de resistencia de S. pneumoniae a eritromicina segun serotipo.

Por lo que respecta al impacto de las vacunas conjugadas en la tasa de sensibilidad a
eritromicina, tanto PCV7 como PCV13 han tenido un bajo impacto y apenas han modificado la
tasa de sensibilidad debido a la gran variedad de serotipos con tasa altas de resistencia a
macroélidos y no todos estdn incluidos en las vacunas con excepcidn de 6B, 14 (en la PCV7) y
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posteriormente 6A y 19A (PCV13); de manera que, tras la comercializacion de la PCV13, incluso
la tasa de sensibilidad bajé del 74,6% hasta 69,4% en los afios posteriores (OR 0,78 [0,65-0,93]

p 0,005).

3.2. Levofloxacino.

El estudio de sensibilidad a levofloxacino se realizdé en 2.611 cepas (68,1% del total). El 97,0%

de los mismos fueron sensibles y tan solo en el 3% de los aislados se observé una sensibilidad
disminuida (Tabla 12 y Figura 42).

En el estudio Pneumoworld la tasa de sensibilidad a quinolonas fue de 99,2% con apenas 18

aislados (de los 2.279 totales) con sensibilidad disminuida. En el estudio de Valles et al. la tasa

de sensibilidad a ciprofloxacino fue del 98,5%'%'%, Los datos de ambos trabajos son muy

similares a los obtenidos en nuestro estudio. En el primer afio de nuestro andlisis (2007) la tasa

de sensibilidad a quinolonas fue 98,5% y 96,7% el ultimo afo (2018), con muy ligeras

variaciones a lo largo de los 12 afios, lo que indica una estabilidad muy clara de la sensibilidad

del neumococo a las quinolonas en este periodo.

Tabla 12. Sensibilidad a levofloxacino de las cepas de S. pneumoniae recuperadas cada afio.

ANO ANALIZADAS/ESTUDIADAS S (%) 1(%) R (%)
2007 395/277 273(98,5) 0 4(1,4)
2008 431/241 231(95,8) 4(1,6) 6(2,4)
2009 385/215 208(96,7) 1(0,4) 6(2,7)
2010 312/138 137(99,2) 0 1(0,7)
2011 289/211 201(95,2) 1(0,4) 9(4,2)
2012 252/178 172(96,6) 1(0,5) 5(2,8)
2013 272/209 204(97,6) 2(0,9) 3(1,4)
2014 259/198 192(96,9) 2(1,0) 4(1,3)
2015 250/197 187(94,9) 3(1,5) 7(3,5)
2016 277/210 205(97,6) 0 5(2,3)
2017 300/232 228 (98,2) 0 4(1,7)
2018 407/305 295(96,7) 2(0,6) 8(2,6)
TOTAL 3829/2611 2533(97,0)  16(0,6) 62(2,3)
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Figura 42. Evolucion anual de la tasa de sensibilidad de S. pneumoniae a levofloxacino.

El intervalo de la CMI, al igual que la CMlgo y la CMlsg, no varid practicamente a lo largo de los
afos (Tabla 13).

Tabla 13. Evolucidon anual de la CMlgo y CMIso de levofloxacino en S. pneumoniae.

Intervalo CMI (mg/L) CMlgo (mg/L) CMlso (mg/L)
2007 0,38 ->32 1 0,75
2008 0,38 ->32 1 0,75
2009 0,38 ->32 1 0,75
2010 0,38 ->32 1 0,75
2011 0,38 ->32 1 0,75
2012 0,25->32 1 0,75
2013 0,5->32 1 0,75
2014 0,38 ->32 1,5 1
2015 0,25 ->32 1,5 0,75
2016 0,25->32 2 1
2017 0,25 ->32 0,75 0,5
2018 0,25->32 1 0,75
TOTAL 0,25 - >32 1 0,75
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Figura 44. Comparacion de las tasas de resistencia a levofloxacino de los principales serotipos con los
serotipos mas resistentes.
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En cuanto a la resistencia por serotipos, a pesar de haber muy pocas resistencias llama la
atencién la gran variedad de serotipos (Figura 43), por lo que al calcular el porcentaje en todos
ellos se detectaron tasas inferiores al 10%, siendo la gran mayoria menor del 5% (Figura 44),
de manera que no se observan diferencias significativas entre los distintos serotipos. Doce
cepas del serotipo 3 presentaron sensibilidad disminuida a levofloxacino, siendo el serotipo
con mas casos de sensibilidad disminuida a quinolonas; sin embargo, al hacer la correccién con
el total de aislados la tasa de sensibilidad fue 97,4%, similar a los datos globales. Las mismas
conclusiones se obtuvieron con otros serotipos asociados generalmente con aislados mas
resistentes; asi el serotipo 19A fue el segundo serotipo con mas aislados resistentes (9), pero
su tasa de sensibilidad fue 97,5%, también muy similar a los otros. Los serotipos con la tasa de
resistencia mas elevada fueron los mas infrecuentes, destacando los serotipos 15A y 31, los
Unicos con tasas por encima del 5% pero nunca superiores al 10%.

Con las tasas de sensibilidad tan estables a lo largo del periodo y sin que haya serotipos que
capitalicen de manera especial una resistencia marcada a levofloxacino, la introduccién de la
PCV13 no ocasiond ninguna variacion en la tasa de sensibilidad a levofloxacino, pasando de
una sensibilidad del 97,5% en los afios previos a la PCV13 a una sensibilidad del 96,7 en los
afios posteriores (OR 0,78 [0,47-1,28] p<0,001).

3.3. Penicilina.

La sensibilidad a penicilina fue estudiada en 2.896 cepas (68,1% del total). El 80,2% de los
neumococos fueron sensibles, pero a diferencia de lo observado con eritromicina y
levofloxacino (con tasas mds estaticas), la evolucion de la tasa de sensibilidad a penicilina
muestra importantes oscilaciones a lo largo del estudio. En contraste con otros
microorganismos en los que las tasas de sensibilidad disminuyen a lo largo de los afios por el
mayor consumo de antibidticos, en el caso de S. pneumoniae partimos de una tasa de
sensibilidad mas baja al inicio (64,4% en 2007) aumentando la sensibilidad de manera
importante en los siguientes afios, alcanzando el ultimo afio el 81,6%. La tasa de sensibilidad
media a lo largo de todo el periodo fue de 80,2%, destacando algunos afos, especialmente
2014, con mas del 95% de los aislados sensibles (Tabla 14).

100



Tabla 14. Sensibilidad a penicilina de las cepas de S. pneumoniae recuperadas cada afio.

ANO  ANALIZADAS/ESTUDIADAS S (%) 1(%) R (%)
2007 395/273 176 (64,4) 76 (27,8) 21(7,6)
2008 431/299 233 (77,9) 54 (18,0) 12 (4,0)
2009 385/260 220 (84,6) 32(12,3) 8(3,0)
2010 312/255 185 (72,5) 57 (22,3) 13 (5,0)
2011 289/238 183 (76,8) 38(15,9) 17 (7,1)
2012 252/202 190 (94,0) 4(1,9) 8(3,9)
2013 272/217 197 (90,7) 4(1,8) 16 (7,3)
2014 259/198 190 (95,9) 6 (3,0) 2(1,0)
2015 250/200 151 (75,5) 36 (18,0) 13 (6,5)
2016 277/215 163 (75,8) 42 (19,5) 10 (4,6)
2017 300/233 186 (79,8) 37 (15,8) 10 (4,2)
2018 407/306 250 (81,6) 48 (15,6) 8(2,6)
TOTAL 3829/2896 2324 (80,2)  434(14,9) 138 (4,7)

En nuestro estudio destaca un importante aumento de la tasa de sensibilidad a penicilina a
partir de 2010, coincidiendo con la introduccién de la PCV13, llegando a ser superior al 90% en
los afios 2012-2014, tras los cuales se observé una disminucion (Figura 45). La sensibilidad
media en los afios previos a la PCV13 fue del 74,8% pasando a 83,4% en los afios posteriores
mostrando una clara relacién con la introduccidn de la vacuna (OR 1,69 [1,41-2,04] p<0,001).

100 -

90 -

B0 - e I
70
60
n 50
40
30
20
10
0 A : : . . | | | | | | |

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figura 45. Evolucidon anual de la tasa de sensibilidad de S. pneumoniae a penicilina.
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A diferencia de eritomicina y levofloxacino, el intervalo de la CMI de penicilina, la CMlg y la
CMlsg oscilaron a lo largo del estudio, destacando la CMlgg, con valores mas altos en los afios
con mayor incremento de los serotipos resistentes a penicilina como 14 y 19A (Tabla 15).

Tabla 15. Evolucién anual de la CMlgo y CMlsg de penicilina en S. pneumoniae.

Intervalo CMI (mg/L) CMlg (mg/L) CMiso (mg/L)
2007 0,003 -6 1 0,023
2008 0,004 -8 1 0,023
2009 0,004 -8 0,5 0,016
2010 0,004 -4 1 0,023
2011 0,003 -8 1,5 0,032
2012 0,004 -8 1,5 0,032
2013 0,006 - 8 1 0,023
2014 0,003 -12 0,5 0,016
2015 0,003 -12 0,5 0,023
2016 0,003 -6 1 0,023
2017 0,003-4 0,5 0,023
2018 0,003-4 0,75 0,016
TOTAL 0,003-12 1 0,023

Se detectaron 138 aislados con CMI de penicilina >2 mg/L y 434 con sensibilidad disminuida
(CMI >0,12 - <2 mg/L). El serotipo 14 y el serotipo 19A fueron los mas resistentes: 43 de 196
cepas del serotipo 14 (21,9%) fueron resistentes, mientras que en 40 cepas (20,4%) su
sensibilidad fue intermedia, siendo con diferencia el serotipo con la tasa de resistencia mas
elevada. Por su parte, 35/355 cepas del serotipo 19A (9,8%) fueron resistentes y 73/355
(20,5%) con sensibilidad intermedia (Figura 46). Aunque el serotipo 19A fue menos resistente
que el 14, debido al gran aumento de aislados que se produjo a partir de la PCV7, su impacto
en la sensibilidad global a penicilina ha sido muy importante.
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Figura 46. Serotipos de S. pneumoniae resistentes a penicilina.
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Figura 47. Serotipos de S. pneumoniae con las tasas mas altas de resistencia a penicilina. En azul
resistentes. En rojo resistentes y con sensibilidad intermedia.
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Otros serotipos con bajas tasas de sensibilidad fueron 11A y 23B (Figura 47), cuyos aislados
aumentaron tras la introduccidn de la PCV13. Aunque su tasa de resistencia fue practicamente
comparable a la del 19A, debido al menos niumero de aislados obtenidos en comparacién con
el 19A tras la PCV7 ha hecho que su impacto en la sensibilidad a la penicilina fuera menor.

En nuestro estudio, la evolucién de la tasa de sensibilidad a penicilina va paralela a la evolucién
de los serotipos con tasas mas altas de resistencia. Con la introduccién de la PCV7 el nimero
de aislados del serotipo 14 disminuyd de manera importante, por el contrario, se observé un
gran aumento de aislados del serotipo 19A. A partir de 2010, gracias a la PCV13, se observa
aprecid una fuerte disminucién del serotipo 19A que se afiadié a los escasos aislados del
serotipo 14. Todo ello se tradujo en el posterior aumento de la tasa de sensibilidad a
penicilina, llegando a tasas superiores al 90% durante los afios 2012-2014 (Figura 48).
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Figura 48. Evolucion anual de la tasa de sensibilidad a penicilina comparada con el nimero de aislados
de los serotipos 14y 19A.

A partir de 2015, a pesar de que los aislamientos de 19A y 14 siguen siendo bajos, vuelve a
disminuir la tasa de sensibilidad, posiblemente por el aumento de aislados de 11A y 23B, ya
gue ambos serotipos practicamente no se aislaron en los afios previos a 2015, asi como al
pequefio repunte de aislados de los serotipos 14 y 19A en los siguientes afios (Figura 49).
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Figura 49

. Evolucién anual de los serotipos con las tasas de resistencia a penicilina mas elevadas.

Los serotipos 11A y 23B, practicamente inexistentes en los afios iniciales del estudio, aparecen

de manera notoria a partir de 2015 (Figura 45). Ambos serotipos presentan una tasa de

sensibilidad mucho mds baja que el resto, especialmente 3 y 8 que son los mas frecuentes en

los anos finales del estudio. De hecho, en nuestro estudio, la tasa de sensibilidad de los

serotipos 11A y 23B es muy similar a la del serotipo 19A (Figura 50).
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Figura 50. Comparativa de las tasas de sensibilidad de los serotipos mas resistentes a penicilina con los
serotipos 3y 8.
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Globalmente, los estudios publicados muestran resultados similares. En el estudio
Pneumoworld, la tasa de sensibilidad a penicilina fue de 75,4% en el conjunto de todos los
aislados europeos, pero si tenemos en cuenta solo los aislados de Espana la tasa de
sensibilidad descendia al 61,9%, mads cerca de los resultados que obtuvimos en nuestro estudio
en 2007 (64,4%)7.

Tras la introduccion de la PCV7, en el afio 2000, se observa un aumento de la resistencia a
penicilina en distintas dreas geograficas. Asi, en el aflo 2007 se publicé un estudio en poblacion
pedidtrica vacunada con PCV7 en EE.UU., evidenciando que la significativa modificacion de los
serotipos circulantes incidia en la tasa de sensibilidad a betalactamicos, especialmente a
penicilina’®. En este caso, el aumento de serotipos no vacunales como 6A, 35B vy,
especialmente, 19A produjeron un incremento en las tasas de resistencia a betalactdmicos en
general y a penicilina en particular.

En un estudio japonés con 2.856 cepas recogidas entre 2010 y 2017 se reportaronn cambios
similares: disminucion de serotipos vacunales tras la introduccién de PCV7 y PCV13 y aumento
posterior de serotipos no vacunales®®. Los autores relacionan esta variacién de serotipos con
variaciones en la sensibilidad a penicilina, de manera que las disminuciones de aislados
resistentes estuvieron estrechamente relacionadas con la reduccion de los serotipos 6B, 14,
19F y 23F tras la introduccién de PCV7 y con la reduccidn de los serotipos 6A y 19A tras la
introduccion de PCV13.

El caso mas paradigmatico de la relacidon entre sensibilidad a penicilina y serotipo 19A lo
encontramos en los paises que en 2010 optaron por la PCV10 (vacuna que no protege frente al
serotipo 19A) en lugar de la PCV13. En Finlandia, el serotipo 19A representaba mas de la mitad
de los casos de ENI en el afio 2015, en los nifios menores de 5 afios y en los mayores de 5 afios
el nimero de casos de ENI por 19A aumentd constantemente desde la introduccion de la
PCV10%?®, En Brasil, donde también se opté por la PCV10 desde 2010, tras una inicial
disminucion de los aislados resistentes, a partir de 2013 la proporcidn de aislados con CMI de
penicilina >0,12 mg/L aumentd progresivamente alcanzando el 39,4% en 2019. Ademas, La
ausencia de sensibilidad a la penicilina y ceftriaxona aumenté en 2014-2016, y nuevamente en
2017-2019, especialmente en los serotipos 19A, 6C y 23A%%2,

3.4. Ceftriaxona.

La sensibilidad a ceftriaxona fue estudiada en 2904 aislados (75,8% del total), con una tasa de
sensibilidad del 94,6% de todo el periodo, siendo 2007 el afio con la tasa mas baja (88,4%)
(Tabla 16).
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Tabla 16. Sensibilidad a ceftriaxona de las cepas de S. pneumoniae recuperadas cada afio.

ANO ANALIZADAS/ESTUDIADAS S (%) 1(%) R (%)
2007 395/276 244 (88,4)  30(10,8) 2(0,7)
2008 431/296 277 (93,5) 16 (5,4) 3(1,0)
2009 385/258 245 (94,9) 11 (4,2) 2(0,7)
2010 312/262 243 (92,7) 14 (5,3) 5(1,9)
2011 289/236 210 (88,9) 21(8,8) 5(2,1)
2012 252/204 200 (98,0) 4(1,9) 0
2013 272/220 209 (95,0) 7(3,1) 4(1,8)
2014 259/198 194 (97,9) 2(1,0) 2(1,0)
2015 250/200 195 (97,5) 5(2,5) 0
2016 277/215 207 (96,2) 7(3,2) 1(0,4)
2017 300/233 230 (98,7) 3(1,2) 0
2018 407/306 295 (96,4) 10 (3,2) 1(0,3)
TOTAL 3829/2904 2749 (94,6) 130 (4,4) 25 (0,8)

Al igual a lo observado con la penicilina, desde 2012 se aprecia una importante disminucion de

los aislados mas resistentes, alcanzando tasas de sensibilidad superiores al 95% en los

siguientes afios sin observarse grandes fluctuaciones, ya que, a diferencia de la penicilina se

parte de una tasa de sensibilidad mucho mas elevada (Figura 51).
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Figura 51. Evolucidon anual de la tasa de sensibilidad de S. pneumoniae a ceftriaxona.
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Al igual que en el caso de penicilina, el intervalo de CMI, la CMlg y la CMI50 también
oscilararon a lo largo del estudio, destacando la CMlg, mds alta en los anos con predominio de
los serotipos 14 y 19A (Tabla 17).

Tabla 17. Evolucién anual de la CMlgo y CMlsg de ceftriaxona en S. pneumoniae.

CMlgo (mg/L) CMlso (mg/L)
2007 0,003 -4 0,75 0,016
2008 0,004 -6 0,75 0,016
2009 0,004 -3 0,5 0,016
2010 0,004 -4 0,75 0,016
2011 0,003 -4 0,75 0,032
2012 0,003 -2 0,75 0,032
2013 0,003-4 0,5 0,023
2014 0,003 -3 0,38 0,016
2015 0,003-1,5 0,38 0,016
2016 0,002 -1,5 0,38 0,012
2017 0,002 -1 0,38 0,016
2018 0,003 -3 0,38 0,012
TOTAL 0,003 -6 0,5 0,016

Los serotipos con CMI de ceftriaxona >2 mg/L fueron casi exclusivamente el 19Ay el 14, con 11
y 9 aislados, respectivamente (Figura 52). Los serotipos con las tasas de resistencia a
ceftriaxona mas elevadas fueron el 19A (3,0%) y el 14 (4,5%). Si incluimos los aislados con
sensibilidad intermedia, las tasas de sensibilidad a ceftriaxona fueron 85,6% para el serotipo
19A y 70,9% para el 14, siendo éste el serotipo con la tasa de sensibilidad mds baja a
ceftriaxona.
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Figura 52. Serotipos de S. pneumoniae resistentes a ceftriaxona.
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Al estar ambos serotipos incluidos en la vacuna PCV13 (el serotipo 14 ya lo estaba en la PCV7)
se observd una importante disminucion de los aislados a partir de 2011, lo que incidié en una
mejora de la tasa de sensibilidad a ceftriaxona, al igual que habia ocurrido con la penicilina,
debido a la disminucidn de los aislados con las tasas de resistencia mas altas. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurrié con la penicilina, la tasa de sensibilidad permanecié mas o menos
estable desde 2012 al no aislarse otros serotipos con sensibilidad disminuida a la ceftriaxona
(Figura 53).
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Figura 53. Comparativa entre el nimero de aislados de los serotipos 14 y 19A con sensibilidad
disminuida a penicilina y la tasa de sensibilidad a ceftriaxona.

El aumento de los serotipos 11A y 23F desde 2015 tuvo repercusion en la sensibilidad a
penicilina, pero no en la de ceftriaxona, cuyos aislados se mantuvieron en la categoria de
sensible. Tan solo se observd una elevacion de la CMI de ceftriaxona, de 0,75 mg/L, en seis
aislamientos del serotipo 11A y en uno del 23B. Ningun aislado de ambos serotipos fue
resistente a ceftriaxona. Al no haber nuevos serotipos con especial resistencia por la
ceftriaxona, a diferencia de lo observado con la penicilina, el impacto de la vacuna PCV13
desde 2010 es mucho mayor que con la penicilina, al ser una vacuna que incide especialmente
con los serotipos con las tasas de resistencia a ceftriaxona mas altas (OR 1,99 [1,44-2,75]
p<0,001).

Los resultados obtenidos en otros paises son muy similares a los de nuestro estudio y paralelos
a los observados con penicilina, si bien los niveles de resistencia a ceftriaxona son
considerablemente menores a los de la penicilina. Destacan los estudios de paises en los que
se optd por la PCV10 en lugar de la PCV13, ya que al no tener el serotipo 19A en su vacuna la
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tasa de sensibilidad a ceftriaxona se resinti6 mas. En el estudio brasilefio comentado
anteriormente se observd una importante disminucion de las resistencias a penicilina y
ceftriaxona en los tres afios siguientes a la introduccién de la PCV10; sin embargo, en aiios
posteriores la resistencia a ceftriaxona volvié a aumentar a expensas de serotipos no cubiertos
por la PCV10 como el 19A%°%, En este mismo estudio se detectd un aumento de la resistencia a
ceftriaxona en aislados causantes de meningitis durante los udltimos afios, pero mas
relacionados con el cambio de los puntos de corte que con la aparicién de nuevos serotipos
resistentes. En Taiwdn, donde la introduccidon de la PCV13 fue mds tardia, se detecté un
preocupante aumento de la resistencia a ceftriaxona, en parte por la introduccion de la PCV7;
en este estudio la infeccidon por los serotipos 6A, 15B, 19A, 19F o 23F fue el principal factor de
riesgo independiente asociado con la resistencia a la ceftriaxona (criterios de no meningitis)*®

3.5. Aislados multirresistentes.

En nuestra serie estudiamos la sensibilidad los cuatro antibidticos en 2.611 cepas de S.
pneumoniae y en tan solo 16 se detectd resistencia a 3 o mas antibidticos; por lo que la tasa de
multirresistencia fue extremadamente baja (0,61%). El serotipo multirresistente mas frecuente
fue el 19A con 6 aislados (37,5%), seguido por el 14 y 15A ambos con 3 aislados cada uno
(18,75%). Hay que destacar el serotipo 15A, que con muchos menos aislados que los serotipos
14 y 19A tres de ellos fueron multirresistentes, destacando la importancia del avance de este
serotipo durante estos Ultimos afios. Estos datos revelan la excepcionalidad de Ia
multirresistencia de S. pneumoniae en nuestro medio (Figura 54).
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Figura 54. Serotipos de S. pneumoniae con aislados multirresistentes.
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En todos los estudios publicados es comun el bajo porcentaje de multirresistencia, siendo casi
siempre penicilina y eritromicina los antibidticos mas afectados y en relaciéon con
determinados serotipos; como en un estudio de México donde la multirresistencia, al igual que
en nuestra serie, también se asocié especialmente al serotipo 19A2%. Asi mismo, en un estudio
multicéntrico e internacional publicado en 2019 la tasa de S. pneumoniae resistente a alguno
de los antibiéticos mas usados fue del 1,3%, mientras que en el caso de neumococos
multirresistentes y extremadamente resistentes fue del 0,2% y 0,03% respectivamente?®,

datos de multirresistencia mas bajos aln que en nuestra serie.

De los 16 aislados con multirresistencia ninguno de ellos fue sensible a penicilina, siendo este
el antibiético menos sensible seguido de eritromicina con tan solo un aislado sensible, si bien
las CMI de penicilina obtenidas oscilaron en un rango de 0,19-8 mg/L con 6 aislados en la
categoria de resistente y el resto con sensibilidad intermedia. Por el contrario, las CMI de
eritromicina estaban entre 0,12 y >256 mg/L, con solo un aislado sensible y el resto resistentes
(Tabla 18).

Tabla 18. Sensibilidad in vitro de los serotipos multirresistentes a los 4 antibidticos analizados (S:
sensible, I: intermedio, R: resistente).

Penicilina Ceftriaxona Levofloxacino Eritromicina

6C 1 I 0,75 I 0,75 S >256 R

14 4 R 1 I 8 R >256 R

14 4 R 2 I 32 R >256 R

14 1 I 0,75 I 32 R 12 R

15A 1 I 0,75 | 2 S >256 R
15A 0,25 I 0,38 S >32 R >256 R
15A 0,19 I 0,032 S 8 R >256 R
17 8 R 4 R 8 R 0,12 S

19A 2 I 1 | 0,75 S 24 R
19A 1,5 I 0,75 | 0,75 S 12 R
19A 8 R 4 R 0,75 S >256 R
19A 8 R 0,75 S >32 R >256 R
19A 2 I 1 I 8 R >256 R
19A 2 I 1 | 2 S >256 R
24 8 R 4 R 2 S >256 R

35B 0,38 I 0,25 S >32 R 0,5 |

111



4. ESTUDIO GENETICO DE LOS AISLADOS RESISTENTES.

4.1. Eritromicina.

La resistencia a macrélidos en S. pneumoniae se debe a tres mecanismos principales:

i) Metilacién del ARN ribosémico 23S en el nucledtido de la diana de la eritromicina, codificado
por los genes erm. Este mecanismo, el mas frecuente en Europa®’®® y se relaciona con
resistencia de alto nivel a eritromicina (CMI: 64 mg/L) y otros macrdlidos, lincosamidas y
estreptograminas tipo B (fenotipo MLSB).

ii) Bombas de expulsion, codificadas por los genes mef. Este mecanismo es mas frecuente en
Norteamérica y se relaciona con resistencia de nivel medio a eritromicina (CMI: 1-32 mg/L) y
sensibilidad a macrdlidos de mas de 14 atomos, lincosamidas y estreptograminas B (fenotipo
M).

iii) Mutacion en el ARN ribosémico 23S o en las proteinas ribosémicas L4 o L224. Es el
mecanismo mas infrecuente.

Estudiamos la sensibilidad a eritromicina en 2.793 cepas (72,94% del total) y 739 (26,45%)
fueron resistentes, pero para la deteccién de genes de resistencia solo se analizaron las cepas
resistentes desde 2012, un total de 415 cepas, de las cuales solo en 330 (79,5% de las cepas
resistentes) la calidad de ADN extraido fue adecuado para la deteccion de los genes
relacionados con la resistencia. Entre ellos, el gen erm fue detectado en 227 aislados (79,3%),
en 35 se detectaron tanto el gen erm como el mef, y en 21 se detectd Unicamente el gen mef
(Tabla 19). En 45 cepas no se detectd ninguno de los dos genes, por lo que habria que estudiar
otros mecanismos como mutaciones en el ARNr 23S’ o en las proteinas ribosémicas.
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Tabla 19. Correlacion entre la CMI de eritromicina y la presencia de genes de resistencia.

Gen de resistencia detectado

CMI (mg/L) AISLADOS erm erm + mef mef ND
0,38 2 (0,6%) 2
0,5 1(0,3%) 1
1,5 1(0,3%) 1
2 5(1,5%) 1 4
4 6 (1,8%) 1 4 1
6 7 (2,1%) 1 3 3
8 12 (3,6%) 3 2 7
12 6 (1,8%) 1 1 4
16 23 (6,9%) 7 16
24 12 (3,6%) 6 6
>256 255 (77,7%) 206 35 4 10
TOTAL 330 227 35 21 47

ND, no detectado

Estos datos son muy similares a los obtenidos en otros estudios. En una serie espafiola
realizada en Canarias el gen erm fue detectado prdacticamente en el 79% de las cepas
resistentes a macrélidos®®’, lo mismo que en un estudio europeo realizado en 2004 con datos
de Espafia, Francia, Alemania, Grecia, Polonia y Suiza en el que el 78% de las cepas resistentes
a macrdlidos del conjunto de los paises fueron erm positivos?®. Al estudiar los datos por
paises, en Espana el 77,3% de las cepas resistentes a macrdlidos fueron erm positivas, al igual
gue en otros estudios espafioles, aumentando en otros paises como Suiza (80%), Francia
(87,5%) y Polonia (100%); por el contrario, en Alemania y Grecia destacaron las altas tasas del
gen mef (33,3 % de las cepas en Alemania y 100% en Grecia), muy en relacionadas con el
serotipo 14.

En nuestra serie, la correlaciéon entre la presencia del gen erm y CMI de eritromicina muy
elevada fue la norma. De los 262 aislados con el gen detectado, en 241 (91,6%) aislados la CMI
fue >256 mg/L, siendo puntuales los casos con una CMI menor, aunque todavia dentro de la
categoria resistente (Tabla 15).

Al analizar la presencia del gen erm por serotipos, resaltan los que tienen las tasas mas altas de
resistencia a eritromicina, tales como 24B/F (71,4% de cepas resistentes a eritromicina), 15A
(67,9%), 33F (66,1%) y 6C (59,3%). En estos cuatro serotipos, el gen erm fue detectado en mas
del 90% de los aislados, destacando el serotipo 24B/F donde de los 43 aislados analizados el
gen erm fue detectado en 41 aislados (95,3%). Sobresale también el serotipo 19A, aunque su
tasa de resistencia a eritromicina es menor que en los anteriores (45,9%), el gen erm fue
detectado en la mayoria de los aislados resistentes, concretamente en 40 de los 43 aislados
estudiados (93%). En el lado contrario estd el serotipo 11A con 14 aislados resistentes, pero en
los que en tan solo 2 (14,2%) fue detectado el gen erm (Tabla 20).
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Tabla 20. Serotipos de S. pneumoniae con el gen de resistencia erm detectado.

Aislados de S. pneumoniae con gen erm

SEROTIPOS 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 TOTAL
3 1 2 1 4 1 9 (50%)
6A 1 1 1 3 (60%)
6B 1 1 1 2 5(100%)
6C 1 3 6 9 28 (96,5%)
8 1 1(16,6%)
9L 1 1
N 1 2 1 4 (44,4%)
10A 1 3 4 (80%)
11A 1 1 2(14,2%)
14 1 1 1 3 4 10 (76,9%)
15A 2 3 5 4 1 11 9 35(94,5%)
15B 2 1 1 3 2 9 (81,8%)
15C 2 2 2 2 8 (80%)
16 1 1 2
18C 1 1
19A 7 8 4 2 6 6 40 (93%)
19F 1 5 3 2 1 13 (72,2%)
23A 4 1 1 2 1 3 1 13 (86,6%)
23B 1 1 1 3 (50%)
23F 1 1 2
24B/F 4 4 1 3 8 13 8 41 (95,3%)
33F 2 9 3 8 3 25 (86,2%)
34 1 1
35B 1 1
AUTO 1 1
NO AG 1 1
TOTAL 23 31 26 35 37 60 51 263 (79,6%)

De los 330 aislados analizados, el gen mef fue detectado en 56 (16,9%), en 35 de los cuales fue
detectado juntamente con el gen erm mientras que en los 21 restantes Unicamente fue
detectado el gen mef (Figura 55).

Figura 55. Detecccidn de los genes mefy erm en S. pneumoniae.
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Por serotipos, destaca el 19A, ya que de 43 aislados resistentes a eritromicina el gen mef fue
detectado en solo siete de ellos (16,2%), todos juntamente con el gen erm, siendo uno de los
serotipos en el que mas veces fue detectado junto con el serotipo 14 con siete aislados con el
gen mef de trece aislados resistentes (algo mas de la mitad de todos los resistentes) lo que
indica una asociacion entre el serotipo 14 y el gen mef en nuestro estudio (Tabla 21). Sin
embargo, la presencia del gen mef en nuestro medio fue baja. Datos muy similares se
obtuvieron en un estudio realizado en las Islas Canarias en 2007, donde el gen erm estuvo muy
relacionado con el serotipo 19A mientras que el gen mef lo estuvo con el 14297,

Tabla 21. Serotipos de S. pneumoniae con el gen de resistencia mef detectado.

SEROTIPOS mef+erm mef TOTAL mef
1 1 1(1,7%)
3 2 3 5(8,9%)
4 1 1(1,7%)
6B 1 1(1,7%)
6C 3 3 (5,3%)
8 1 1(1,7%)
9N 1 1(1,7%)
11A 1 1(1,7%)
12 1 1(1,7%)
14 2 5 7 (12,5%)
15A 5 5 (8,9%)
15B 1 1(1,7%)
15C 1 1(1,7%)
19A 7 7 (12,5%)
19F 2 3 5 (8,9%)
23A 2 3 5(8,9%)
24B/F 5 1 6 (10,7%)
33F 3 1 4(7,14%)
TOTAL 35 21 56

En cuanto a la sensibilidad en los aislados con gen mef, en los 35 aislados con ambos genes las
CMI obtenidas para eritromicina fueron muy altas, todas =256 mg/L. Sin embargo, las CMI
fueron inferiores en los 21 aislados con el gen mef en exclusiva; solo en 4 aislados se
obtuvieron CMI de =256 mg/L (serotipos 3, 8, 23A y 24B/F), en el resto las CMI oscilaron desde
0,38 mg/L (serotipos 3 y 12) hasta 12 mg/L (serotipo 14).

Para estudiar la relacién del serotipo con el mecanismo de resistencia y compararlo con otros
estudios es muy importante conocer los anos en los que se enmarca el estudio para poder
relacionarlos con las distintas vacunas conjugadas. Es el caso del estudio canario, con cepas de
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los afos 2004-2005 que recogen el incremento del serotipo 19 con tasas de resistencia a
eritromicina muy elevadas y un serotipo 14 cuya presencia aun es notable2®®, De igual manera,
en el estudio europeo de 2005 aln seran importantes los serotipos 14 y 232, mientras que,
en nuestra serie, con aislados desde 2012 destaca el 19A como el serotipo con mas
detecciones del gen erm en 2012 y 2013 para posteriormente ser superado por serotipos no
incluidos en ninguna vacuna conjugada como es el caso del serotipo 33F el mds frecuente en
2015, el serotipo 24B/F en 2016 y 2017 0 15A y 6C en 2018 (Tabla 16).

En un estudio de 2016, que recoge datos de varios paises y el impacto que tuvieron las vacunas
conjugadas®®, destacan los datos de EE.UU. con altas tasas de resistencia a macrdlidos a
expensas del gen mef, a diferencia de Espafia y mayor parte de Europa, donde la introduccién
de la PCV7 ocasiond la disminucién de la resistencia al declinar los serotipos mds asociados a
resistencia a macrélidos, especialmente el 14 muy asociado a la presencia del gen mef *%;
resultados similares a los norteamericanos los encontramos en un estudio aleman con elevada
presencia del gen mef?° Esta disminuciéon de aislados resistentes a macrélidos se vio
compensada por el aumento de serotipos no incluidos en la PCV7, especialmente el 19A. El
serotipo 19A, con el fenotipo de resistencia dual a los macrdélidos tanto erm como mef
aumenté rapidamente desde 2003 hasta 2010 en los EE. UU. y en todo el mundo?®'’. La presidn
selectiva de PCV7 y el uso intenso y continuado de macrdlidos a alto nivel brindaron una
oportunidad para que el serotipo 19A, y especialmente el clon ST320, se expandiera en todo el
mundo. La introduccidn de PCV13 a finales de 2010, que contiene el serotipo 19A, logré
reducir la ENI causada por los serotipos de la vacuna, incluidos los aislados del serotipo 19A
resistentes a los macrélidos?*?; sin embargo, esta situacién no provocé una disminucién de la
resistencia a macrdlidos debido al fendomeno de reemplazo por serotipos como el 24B/F, con
tasas de resistencia a macrdlidos muy elevadas y cuya practica totalidad de aislados resistentes
a eritromicina son portadores del gen erm en nuestro estudio.

4.2. Levofloxacino.

A diferencia de los macrélidos cuyos mecanismos de resistencia mas importantes se basan en
la adquisicion de material genético, en el caso de la resistencia a quinolonas los principales
mecanismos de resistencia son las mutaciones en las llamadas regiones determinantes de
resistencia a fluoroquinolonas (QRDRs): la ADN topoisomerasa IV (codificada por los genes
ParCy ParE) y la ADN girasa (codificada por los genes GyrA y GyrB). Estas mutaciones pueden
darse de forma combinada o por separado. La resistencia de bajo nivel a levofloxacino (CMI 4-
16 mg/L) se debe a mutaciones puntuales en las QRDRs de una de las dos subunidades de la
topoisomerasa IV: ParC (Ser79, Asp83 o Lys137) y ParE (Asp435 o lle460). Mientras que la
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resistencia de alto nivel (CMI >32 mg/L) se debe a mutaciones en las dos QRDRs:
topoisomerasa IV (ParC) y ADN girasa, GyrA (Ser81 y Glu85)?13214,

La mutacién mas frecuentemente descrita para GyrA es la S81F con sustitucién de serina por
fenilalanina. En ParC hay descritas mds mutaciones con relevancia clinica, por un lado, la
mutacién S79F consiste en la sustitucidn del triplete TCT por TTT lo que provoca el cambio del
aminoacido serina (S) por fenilalanina (F), mientras que la mutacion S79Y consiste en la
sustitucion del triplete TCT por TAT, lo que ocasiona el cambio de serina (S) por tirosina (Y).
Otra mutacidén en ParC es la K137N, con sustitucion de una lisina por una asparagina. En ParE
destacan la V460I, con sustitucion de valina (V) por isoleucina (I), y D435N, con sustitucién de
aspartato (D) por asparagina (N). En GyrB las mutaciones descritas por el momento muestran
escasa o ninguna repercusién en S. pneumoniae.

En nuestro estudio, de los 1529 aislados obtenidos desde 2012 en los que se estudid la
sensibilidad a levofloxacino, en tan solo 36 (2,3%) la CMI a levofloxacino fue mayor de 2 mg/L,
revelando la baja tasa de resistencia al mismo. En estos 36 aislados se procedid a la deteccién
de los genes como paso previo a su secuenciacion para detectar las posibles mutaciones. Ante
las dificultades que tuvimos con la deteccién del gen gyrA y posterior secuenciacion de este
gen por la técnica de Sanger se realizo el estudio de estas cepas por las técnicas NGS (Figuras
56y 57).
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Figura 56. Deteccién de mutacion en gen gyrA de S. pneumoniae por técnica NGS.
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Figura 57. Deteccion del cambio de aminodcido tras la mutaciéon en gen gyrA de S. pneumoniae:
mutacién S81F.

En 16 (44,4%) de los 36 aislados resistentes a levofloxacino fue detectada algin tipo de
mutacion, siendo las mas frecuentes las del gen ParC, de hecho, en todas las 16 fue detectada
al menos una mutacidn en el gen ParC. La mutacidon mas habitual en este gen fue la S79F (en
trece de los dieciséis aislados resistentes), seguida por la K137N (en cinco aislados); ademds en
3 aislados se detectaron ambas mutaciones; La mutacidon S79Y fue la menos frecuente (un
aislado).

El GyrA fue el segundo gen con mas mutaciones detectadas (cinco casos), todos ellos también
con alguna mutacién en ParC. Por ultimo, en el gen ParE, fueron detectadas dos mutaciones,
cada una con un aislado, D435N y V460I, pero siempre junto a mutaciones en ParC y GyrA,
(Tabla 22).

118



Tabla 22. Mutaciones detectadas en aislados de S. pneumoniae resistentes a levofloxacino.

SEROTIPO CMI (mg/L) GyrA ParC ParC ParE
3 >32 S79F
3 >32 S79F
3 >32 S79Y
3 >32 S79F
3 >32 S79F
9A/V >32 S81F S79F D435N
9N 3 K137N
9N 4 K137N
11A 8 S79F
11B >32 S79F K137N
14 24 S81F S79F K137N
14 24 S81F S79F K137N
15A >32 S79F
23F >32 S81F S79F
35B >32 S81F S79F V460l
AUTOAG >32 S79F

Por serotipos, el bajo nivel de resistencias y mutaciones detectadas dificulta el analisis. Destaca
la elevada variedad de serotipos en tan escaso numero de aislados resistentes, con diez
serotipos distintos en los dieciséis aislados con mutaciones, siendo el serotipo 3 el mas
frecuente con cinco aislados, cuatro con la mutacion S79F y solo uno con la mutaciéon S79Y.
Tras el serotipo 3, Destacanel serotipo 9N con dos aislados, ambos con la misma mutacién
(K137N), y el serotipo 14 con dos aislados también y con las mismas mutaciones (S79F y
K137N) en ParC mas la S81F en GyrA, siendo de los pocos aislados con tres mutaciones
detectadas.

Muy diferente a los serotipos es el caso de la CMI observada en los aislados con mutaciones.
En trece de ellos se obtuvieron unas CMI muy elevadas (>24 mg/L), mientras que en tres
aislados la CMI fue 3-8 mg/L. En cinco aislados coincide con lo descrito en la literatura: CMI
elevada si existen mutaciones que afecten a mas de un gen; sin embargo, en nuestro estudio
fueron detectados nueve aislados con mutacién Unica en ParC (hubo un aislado con dos
mutaciones en ParC) y CMI >32 mg/L, excepto un caso con CMI de 8 mg/L. Por ultimo, en los
dos aislados con Unicamente la mutacién K137N en el gen ParC, las CMI de levofloxacino
fueron mas bajas (3-4 mg/L).

En un estudio realizado en Espafa en los afios iniciales a la comercializacién de la PCV7 para la
generacion de resistencias en S. pneumoniae mediante transformacidn, se observd que,
aunque las mutaciones S79F y S79Y en ParC se relacionaban con resistencia a ciprofloxacino,
también existian otras mutaciones relacionadas con bajo nivel de resistencia?®®.
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Nuestros resultados no son muy distintos de los obtenidos en otras series. En un estudio
sevillano realizado en los afios inmediatos a la PCV13, destacaron ademads del bajo nivel de
resistencia a levofloxacino, un caso con mutaciones tanto en GyrA como en ParC y CMI >32
mg/L; sin embargo, fueron detectados 6 casos con la mutacién S79F en los que la CMI fue baja
excepto en un caso (CMI >32mg/L)?*®. En este estudio evaluaron la resistencia de bajo nivel a
levofloxacino utilizando norfloxacino como método de cribado.

Fuera de Espana, en una serie realizada en los mismos afios en Taiwan, ademas de constatarse
un discreto aumento de la resistencia a levofloxacino (1,2% en 2001 - 4,2% en 2007), 28 de 30
aislados resistentes a levofloxacino presentaron mutaciones en ParC y/o GyrA*'’. La mayoria
de los aislamientos con CIM de levofloxacino de 4-8 mg/L tenian cambios de aminoacidos
involucrados en la resistencia, incluidas alteraciones en ParC o en GyrA, mientras que la
mayoria de los aislamientos con CMI de levofloxacino de 16-64 mg/L tenian cambios en ParCy
en GyrA. En general, los cambios de aminoacidos en ParC (S79) o GyrA (S81) confieren
resistencia a fluoroquinolonas, mientras que los cambios de aminoacidos en ParC (K137) y
ParE (1460) no. En nuestro estudio en los dos Unicos aislados con la mutacién ParC (K137) la
CMI de levofloxacino fue de 3-4 mg/L.

4.3. Betalactamicos.

De los 2.017 aislados incluidos en nuestro estudio desde 2012, en 1.571 analizamos la
sensibilidad a penicilina: 1.327 fueron sensibles, 67 resistentes y 177 con sensibilidad
intermedia. Sin embargo, debido a los cambios de criterio para valorar la sensibilidad segun el
tipo de muestra en la que fue aislado S. pneumoniae (la gran mayoria de aislados en LCR), solo
los 62 aislados con sensibilidad disminuida a penicilina (CMI 20,12 mg/L) fueron analizados
para conocer su mecanismo de resistencia. Estos aislados se sometieron a técnicas de PCR
para detectar amplicones especificos utilizando cebadores de los genes PBP 1a, 2b y 2x (Figura
58) y posteriormente se aplicaron las técnicas NGS para completar los resultados (Figuras 59 y
60). Las PBP 1a fueron detectadas mediante PCR, las 2a exclusivamente por las NGS, mientras
que las 2b y 2x por ambas técnicas.
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Figura 58. PBPs de S. pneumoniae detectadas.
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De los 62 aislados estudiados, en 32 se detectd una PBP alterada, en 5 se detectaron 2
mutaciones, en 6 fueron detectadas 3 mientras que en 19 aislados no se detectaron
mutaciones en las PBP (Tabla 19). El serotipo con mas aislados estudiados fue el serotipo 14
(15 aislados) seguido del 19A (12 aislados). De los resultados obtenidos destaca el serotipo 14,
en el cual la mutacion en la PBP 1a fue detectada en 10 aislados (71,4%), mientras que en tres
aislados no se detectd ningln amplicon. La mutacidn en PBP 1a también fue la mas detectada
en el serotipo 11A: cuatro aislados de siete (71,4%). Un tercer serotipo con un marcado
predominio de una PBP fue el serotipo 23B, en el cual, de seis aislados estudiados en cinco se
detectd mutacion en la PBP 2b. En el resto de los serotipos las mutaciones detectadas en las
PBP no aportaron ninguna informacién destacable a excepcidon del 19A, un serotipo que a
pesar de ser el segundo con mas casos estudiados (12) solo fueron detectadas mutaciones en
cinco aislados, ademas con distintos patrones, mientras que en siete aislados no se detectaron
PBP con mutaciones (Tabla 23).

Tabla 23. Serotipos de S. pneumoniae con mutaciones detectadas en las PBPs.

PBP

SEROTIPO 2a/2b  2x/2b  2a/2b/2x ND
1
6C 2 2
8 1 1
9 AV 1 1
11A 4 2 1 7
12 1
14 10 2 3 15
15A 2 1 1 4
158 1 1
19A 1 1 2 1 7 12
19F 1 2 3
238 5 1 6
23F 1 1
24B/F 3 3
358 2 2

TOTAL 19 (30,6%) 3(4,8%) 10(16,1%) 1(1,6%) 4(6,4%) 6(9,6%) 19 (30,6%) 62

Si comparamos las mutaciones detectadas con las CMI de penicilina obtenidas destaca la
PBP1a, en la cual, en quince de los diecinueve aislados detectados (78,9%) la CMI de penicilina
fue >2 mg/L (casi todos de los serotipos 15A vy, especialmente, 14) mientras que en cuatro
(21,0%) la CMI oscilé entre 0,12-2 mg/L. Por el contrario, en ninguno de los 24 aislados en los
que se detectaron mutaciones en las otras PBP, se observé una CMI >2 mg/L. Es importante
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destacar que en 11 de los 23 aislados en los que no se detectd ninguna mutacién, la CMI a
penicilina fue >2 mg/L, casi todos a expensas del serotipo 19A.

Las CMI de ceftriaxona también fueron elevadas, pero sin llegar al nivel de resistencia de la
penicilina; de los veintiun aislados con mutacién en PBP1a en sdlo un aislado (serotipo 14) se
obtuvo una CMI >2 mg/L, en 9 aislados la sensibilidad fue intermedia y 11 fueron sensibles
(aunque con CMI mas elevadas de lo habitual) (Tabla 24).

Tabla 24. Correlacidn entre las mutaciones de las PBPs detectadas y la CMI de penicilina y ceftriaxona.

Penicilina Ceftriaxona
0,12-2 mg/L >2 mg/L <0,5 mg/L 0,5-2 mg/L  >2mg/L
1a 4 15 11 7 1
2b 10 10
2x 3 2 1
2b/2x 4 4
2a/2b 1 1
2a/2b/2x 6 6
ND 10 9 8 5 6

En nuestro estudio, la presencia de mutaciones en 1a se asocia a tasas altas de resistencia a
penicilina, asi como a una elevacion de las CMI a ceftriaxona (aunque la mayoria de las cepas
siguen siendo sensibles), mientras que con mutaciones en las las PBP 2b y 2x no hubo ningun
aislado resistente a penicilina, si bien las CMI en los aislados con 2b fueron mas altas que las de
los aislados con 2x. Por otra parte, solo un aislado con mutacién en PBP 2x fue ceftriaxona-
intermedia. Estos resultados concuerdan con otros estudios que demuestran que las
mutaciones en el genoma de la PBP 2x conducen a un bajo nivel de resistencia a la penicilina,
mientras que una alta resistencia a la penicilina requiere alteraciones genéticas tanto en la PBP
1a como en la 2b%1%219,

Estudios en otros paises muestran resultados similares. Un estudio realizado en Japdn en el
afio 2000 (antes de las vacunas conjugadas), destaca la correlacién entre PBP2b con mayores
tasas de resistencia a penicilina y de PBP2x con incrementos de la CMI de cefotaxima??°. En
otro estudio en Brasil en 2006, se observé que la presencia de PBP 1a o PBP 2b se asociaba a
un numero significativamente mayor de aislados con alta resistencia a penicilina?’. Otro
estudio japonés mas reciente remarca la importancia del fenomeno de reemplazo con
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serotipos en aumento (como 15A, 23A y 35B) y la importancia afadida de ser serotipos con
tasas altas de resistencia a penicilina y CMI elevadas de ceftriaxona; destacando el serotipo
15A con un 79,2% de los aislados con alteracion en 3 PBP (1a, 2b y 2x) o el serotipo 35B con un
75,4% de aislados también con las 3PBP%8,
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V.

CONCLUSIONES

1.

El estudio realizado ha permitido comprobar la existencia de hasta 69 serotipos
circulantes en la Comunitat Valenciana.

A pesar de la introduccidén de las vacunas congujadas (PCV7 y PCV13), no se ha
observado un descenso global de la incidencia de ENI en nuestro entorno. Sin
embargo, en la poblacidn pedidtrica, objetivo principal de la inmunizacidon con las
vacunas conjugadas, el descenso de la incidencia es muy importante en todos los afos
del estudio.

La administracion de las vacunas conjugadas ha sido determinante en la modificacidn
de la prevalencia de los serotipos a lo largo de los afios siendo muy eficaces en la
disminucion de todos los serotipos incluidos en la vacuna excepto el serotipo 3.

Después de la introduccién de las vacunas conjugadas se observa un fenémeno de
reemplazo por serotipos anteriormente infrecuentes. Actualmente el serotipo 8 es el
mas aislado en nuestro entorno.

Las vacunas conjugadas, hasta la fecha, no han modificado la incidencia de meningitis
neumocécica en el periodo estudiado. Los serotipos 23B y 35B los presentan especial
tropismo por el sistema nervioso central.

Eritromicina es el antibidtico que presenta la menor tasa de sensibilidad, siendo la
adquisicidn del gen erm el mecanismo de resistencia mas frecuentemente observado.

Levofloxacino es el antibidtico con la tasa mas elevada de sensibilidad. EI mecanismo
mas frecuente de resistencia es la presencia simultdnea de mutaciones en los
genes gyrA y parC, siendo esta ultima la mas observada en nuestro estudio.

Se observa un aumento de la sensibilidad a penicilina y ceftriaxona a lo largo del
estudio debido a la reduccidn de los serotipos 14 y 19A por las vacunas conjugadas. En
nuestro estudio la presencia de mutaciones en el gen de la pbpla se asocia a tasas
altas de resistencia a penicilina y elevacion de la CMI de ceftriaxona.
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