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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

HiStlolfia del articulo: Introduccion: El programa de vacunacién universal con la vacuna antineumocdcica conjugada 13-valente
Recibido el 10 de octubre de 2022 (VNC13) se implanté en Andalucia en diciembre de 2016.

Aceptado el 20 de noviembre de 2022 Métodos: Estudio transversal de colonizacién nasofaringea por Streptococcus pneumoniae. Se selecciond

On-line el 3 de enero de 2023 a 397 nifios sanos en centros de atencién primaria de Sevilla durante los periodos 1/4/2018-28/2/2020

y 1/11/2021-28/2/2022 (periodo VNC13). Se utilizé una coleccién histérica de un estudio de coloniza-
cion desarrollado en nifios sanos y con infeccién respiratoria superior entre el 1/01/2006 y el 30/06/2008
(periodo VNC7) para comparar las distribuciones de serotipos/genotipos y las tasas de resistencias anti-
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Epidemiologia molecular bidticas. . . . . .
Vacuna neumocécica conjugada Resultados: Un total de 76 (19%) nifios estaban colonizados con S. pneumoniae en el periodo VNC13 y
Resistencias antibi6ticas se dispuso de 154 aislamientos del periodo VNC7. La colonizacién por serotipos incluidos en VNC13

disminuyé significativamente entre los periodos VNC13 y VNC7 (11 vs. 38%; p=0,0001); los serotipos
19F (8%), 3 (1%) y 6B (1%) fueron los Gnicos serotipos vacunales circulantes. Los serotipos 15B/Cy 11A
fueron los serotipos no VNC13 mas prevalentes durante el periodo VNC13 (14% y 11%, respectivamente);
este tltimo se incrementé de forma significativa entre periodos de tiempo (p =0,04). El serotipo 11A solo
se asoci6 en el periodo VNC13 con variantes resistentes a la ampicilina del clon Spain9V-ST156 (ST6521
y genéticamente relacionado ST14698), no detectados en el periodo anterior.
Conclusiones: Hubo una circulacién muy residual de los serotipos vacunales durante el periodo VNC13,
con excepcion del serotipo19F. El serotipo 11A se incrementé de forma significativa entre los periodos
VNC13 y VNC7 por expansion clonal del genotipo resistente a la ampicilina ST6521.
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Molecular epidemiology of pneumococcal carriage in children from Seville,
following implementation of the PCV13 immunization program in Andalusia,
Spain

ABSTRACT

Background: The 13-valent pneumococcal conjugate vaccine (PCV13) universal vaccination program was
introduced in December 2016 in Andalusia.

Methods: A cross-sectional study was conducted on the molecular epidemiology of pneumococcal naso-
pharyngeal colonization. A total of 397 healthy children were recruited from primary healthcare centres
in Seville for the periods 1/4/2018 to 28/2/2020 and 1/11/2021 to 28/2/2022 (PCV13 period). Data from a
previous carriage study conducted among healthy and sick children from 1/01/2006 to 30/06/2008 (PCV7
period) were used for comparison of serotype/genotype distributions and antibiotic resistance rates.
Results: Overall, 76 (19%) children were colonized with S. pneumoniae during the PCV13 period and
there were information available from 154 isolates collected during the PCV7 period. Colonization with
PCV13 serotypes declined significantly in the PCV13 period compared with historical controls (11 vs. 38%,
P=0.0001), being serotypes 19F (8%), 3 (1%) and 6B (1%) the only circulating vaccine types. Serotypes
15B/C and 11A were the most frequently identified non-PCV13 serotypes during the PCV13 period (14%
and 11%, respectively); the later one increased significantly between time periods (P=0.04). Serotype 11A
was exclusively associated in the PCV13 period with ampicillin-resistant variants of the Spain9V-ST156
clone (ST6521 and genetically related ST14698), not detected in the preceding period.

Conclusions: There was a residual circulation of vaccine types following PCV13 introduction, apart from
serotype 19F. Serotype 11A increased between PCV13 and PCV7 periods due to emergence and clonal
expansion of ampicillin-resistant genotype ST6521.

© 2022 Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Published by Elsevier

Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Introducciéon

Streptococcus pneumoniae es un comensal habitual de la naso-
faringe humana. La colonizacién neumocécica es un proceso
universal, con una mayor prevalencia en los nifios pequefios y se
considera un requisito para el desarrollo de la enfermedad neu-
mocdcica (mucosal o invasiva)!. Esta tiene una gran relevancia en
la enfermedad infecciosa en todo el mundo por su prevalencia y
elevada carga de enfermedad?.

Las vacunas neumocécicas conjugadas (VNC) han reducido de
forma significativa la incidencia de enfermedad neumocécica inva-
siva (ENI) en la poblacién inmunizada y también, aunque en menor
escala, entre personas no inmunizadas por «efecto rebafio»®#. No
obstante, su efectividad esta limitada por la cobertura parcial de
serotipos y puede disminuir con el tiempo por el denominado fené-
meno de reemplazamiento (incremento en la incidencia de ENI
por serotipos no vacunales [SNV] debido a su mayor presencia en
colonizaciéon nasofaringea por la presiéon inmune vacunal sobre los
serotipos vacunales [SV])°. La vigilancia activa de la epidemiologia
de la ENI tras la introduccién de las VNC es fundamental para ana-
lizar el impacto vacunal en la incidencia de ENI en todos los grupos
etarios, los cambios en la distribucién de serotipos y la posible apa-
ricion de enfermedad de remplazamiento. Como complemento a la
vigilancia epidemiolégica en la ENI, los estudios transversales de
portacién nasofaringea son de gran importancia para comprender
los mecanismos subyacentes del «efecto rebafio» y del reempla-
zamiento serotipico e informan sobre los cambios en prevalencia,
tasas de resistencia y potencial invasivo de los SNV reemplazantes
en la nasofaringe.

La vacunacién sistematica frente al neumococo con VNC trideca-
valente (VNC13) se introdujo en diciembre de 2016 en el calendario
de vacunacioén infantil de Andalucia (Espafia). Diversas formula-
ciones de las VNC ya habian estado disponibles (7 y 10 valentes
y VNC13 desde los afios 2001, 2009 y 2010, respectivamente)
en el mercado privado con tasas de vacunacién antineumocdécica
variables (41-61%) entre la poblacién pediatrica andaluza®’. Las
coberturas vacunales de VNC13 en la poblacién pediatrica de Anda-
lucia tras el inicio del programa de vacunacién infantil tuvieron un

rango del 97,2% en 2018 al 98,2% en 2020 (Moreno D. comunicacién
personal).

Nuestro grupo ha desarrollado 2 estudios paralelos de vigilan-
cia epidemiol6gica molecular de la ENI y de colonizacién de la
nasofaringe en poblacién pediatrica andaluza para una mejor com-
prension de los beneficios del programa de vacunacién sistematica
frente al neumococo y para monitorizar la evolucién de los SNV. El
objetivo del presente trabajo fue describir la distribucién de sero-
tipos y genotipos y las tasas de resistencia antimicrobiana en los
aislados neumocécicos obtenidos de la nasofaringe de nifios sanos
menores de 5 afios atendidos en diversos centros de salud de la
ciudad de Sevilla tras la introduccién de la vacunacién universal
infantil con VNC13. Ademas y como objetivo secundario se ha com-
parado esta informacién con otra similar obtenida en los Gltimos 30
meses de un estudio transversal de portacion nasofaringea desarro-
llado en el mismo d&mbito geografico en un periodo con vacunacién
parcial con VNC 7 valente (VNC7)”8,

Métodos
Disefio, dmbito y periodo de estudio

Estudio descriptivo observacional transversal sobre la epi-
demiologia de la colonizacién nasofaringea neumocdécica. Se
seleccion6 a 394 nifios sanos de edades comprendidas entre 6
meses y 5 afios atendidos en consulta de nifio sano o a demanda en
10 centros de atencién primaria ptblicos y privados de la ciudad de
Sevilla seleccionados por criterios logisticos. El estudio se extendi6
durante los periodos 1/4/2018-28/2/2020 y 1/11/2021-28/2/2022
(periodo VNC13).

Procedimientos de toma de muestras y recogida de datos

Se seleccioné a los nifios participantes sin que hubiera criterios
de aleatorizacién previa. Este estudio se ha realizado teniendo en
cuenta la legislacion vigente, las normas éticas de la Declaracién de
Helsinki y las directrices de buenas practicas de laboratorio clinico.
A los padres o tutores legales se les informé de forma verbal y por
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escrito de las caracteristicas del estudio y se les solicit6 la firma del
consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el Comité
Etico del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla (cédigo
2017/176).

De forma previa a la obtencién de la muestra de la nasofa-
ringe se recogi6 informacién sobre los siguientes factores de riesgo
potenciales de la colonizacién neumocécica: edad, género, asisten-
cia a guarderia, utilizacién de antibi6ticos en los 2 meses previos y
tipo de antibiético utilizado, estado de tabaquismo pasivo y estado
vacunal frente al neumococo. Las muestras de la nasofaringe las
obtuvieron profesionales sanitarios previamente adiestrados en el
procedimiento segtin una metodologia descrita con anterioridad®.
Las muestras se transportaron en un periodo<24 h al departa-
mento de Microbiologia del Hospital Universitario de Virgen del
Rocio para su procesamiento microbiolégico convencional, tras el
cual se congelaron a -80°C hasta completar posteriormente los
procedimientos de serotipacién y genotipacion.

Estudios microbiolégicos, serotipacion y genotipacion

Las muestras nasofaringeas se sembraron en placas de agar san-
gre Columbia, suplementadas con 5 pg/ml de gentamicina, y las
colonias a-hemoliticas se identificaron como neumococos con base
en su morfologia, susceptibilidad a la optoquina y solubilidad en
bilis. Para la serotipacién y genotipacion se procedi6 a la extraccién
del ADN genémico de las aislados neumocécicos y su secuenciacién
completa en el Instituto de Biomedicina de Sevilla. La determina-
cién del serotipo capsular se realizé por deducciéon bioinformatica
a partir de las secuencias genémicas del locus capsular'®. El grupo
de SV incluy6 todos los serotipos cubiertos por la formulacién de la
VNC13(1,3,4,5,6A,6B,7F,9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F). Los serotipos
restantes se consideraron SNV. La genotipacién se realizé por tipi-
ficacion de secuencias multilocus seglin metodologia estandar!''.
Se defini6 un complejo clonal (CC) como un secuenciotipo (ST) que
compartia al menos 5 de las 7 variantes alélicas.

La sensibilidad antimicrobiana a penicilina, ampicilina, cefo-
taxima y eritromicina se determiné por E-test con utili-
zacion de los puntos de corte recomendados por EUCAST
en 2022 para la asignacién de las categorias interpretativas
(https://www.eucast.org/clinical _breakpoints). Dentro de la cate-
goria de no sensibles se combinaron las cepas sensibles a altas dosis
y resistentes.

Controles histéricos VNC7

Para comparar la distribucién de serotipos y genotipos y las
tasas de resistencias antibidticas se utilizé una coleccién histérica
de 154 aislados neumocdcicos del periodo temporal VNC7 entre el
1/01/2006 y el 30/06/2008, que se habian comunicado de forma
parcial (periodo 1/01/2006 al 30/06/2006) en la literatura®. Estas
cepas colonizantes fueron obtenidas en un estudio de portacién
nasofaringea desarrollado en 4 centros de salud y 2 urgencias hos-
pitalarias de Sevilla, segtin la metodologia descrita’. En este periodo
se evalué la sensibilidad antimicrobiana a la amoxicilina oral, y no
a la ampicilina, como en el periodo VNC13.

Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico se realizé utilizando el paquete
SSPS 26.0. Las variables categéricas se compararon mediante la x? y
el test exacto de Fisher, segtin fuera apropiado. Las variables con un
valor p<0,10 en el andlisis univariante de predictoras del estado de
portador neumococico se introdujeron en un modelo de regresién
logistica binaria. Se consideré en una prueba significativa cuando
el valor de p fue<0,05.
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Tabla 1
Andlisis comparativo de las variables demograficas en los estudios de colonizacién
nasofaringea de los periodos VNC13 y VNC7

Variable N (%)
2018-2022 2006-2008 p
N=397 N=443
Colonizados por S. 76 (19) 154 (35) 0,0001
pneumoniae
Edad 6 meses- <3 afios 254 (64) 297 (67) 0,35
Nifios sanos? 397 (100) 89 (20) 0,0001
Utilizacion previa de 83 (21)*P 144 (33) 0,0002
antibidticos (< 2 meses)
Inmunizados con 381 (96)¢ 237 (54)° 0,0001
VNC7/VNC13¢
Asistencia a colegio o 267 (66) 310(70) 0,40
guarderia
Tabaquismo padres 109 (28) 232 (53)¢ 0,0001
Periodo de toma de
muestra
1.°" 0 3.°" cuatrimestres 229 (67) 400 (90) 0,0001
2.° cuatrimestre 168 (42) 43 (10) 0,0001

En negrillas, valores p estadisticamente significativos.

3 Enel periodo 2006-2008 se incluy6 a nifios sanos y enfermos con infecciones del
tracto respiratorio superior, mientras que en el periodo 2018-2022 solo se incluyé
a nifios sanos.

b N=395; N=436.

¢ Inmunizados con > 1 dosis de VNC7 (periodo 2006/2008) o de VNC13 (periodo
2018-2022).

d N=396.

¢ N=439.

f N=393.

& N=438.

Resultados
Caracteristicas demogrdficas

Se identificaron 76 (19%) cepas colonizantes nasofaringeas de
S. pneumoniae en 397 nifios sanos durante el periodo VNC13 y se
dispuso de una coleccién histérica de 154 (35%) aislados nasofa-
ringeos neumocdcicos obtenidos de 443 participantes (89, 20% de
nifios sanos y 354, 80% de nifios con infecciones leves respiratorias
de vias altas) durante el periodo VNC7.

El periodo VNC13 comparado con el periodo VNC7 se asoci6 con
menores tasas de colonizacién (19 vs. 35%; p=0,0001), de utiliza-
cién de antibidticos en los 2 meses previos (21 vs. 33%; p=0,0002)y
de habito tabaquico en alguno de los padres (28 vs. 53%; p =0,0001)
y con una mayor proporcién de nifios sanos (100 vs. 20%; p = 0,0001)
e inmunizados con VNC (96 vs. 54%; p=0,0001) (tabla 1). Por otra
parte, no hubo diferencias entre ambos periodos en las propor-
ciones de nifios de menor edad (6 meses-3 afios) y con asistencia
a guarderia o colegio. Por dltimo, el reclutamiento de participan-
tes fue significativamente mayor en el segundo cuatrimestre en el
estudio contemporaneo que en el histdrico (42 vs. 10%; p=0,0001).

En el analisis univariante, la colonizacién neumocécica en el glo-
bal de los 2 periodos de estudio se asocié significativamente con
edad <3 afios, presencia concomitante de infeccién respiratoria de
vias altas (nifios enfermos) y reclutamiento en primer o tercer cua-
trimestre (tabla 2). Estas variables continuaron asociadas de forma
positiva con un mayor riesgo de colonizacién en el analisis multi-
variante,.

Distribucién de serotipos

Se identificaron 27 y 32 serotipos individuales diferentes en el
total de las 76 y 154 cepas de los periodo de estudios contempora-
neo e histérico, respectivamente. La colonizacién por SV, incluidos
en la VNC13, disminuy6 de forma significativa entre los periodos
VNC13 y VNC7 (n=8, 11% frente a n=58, 38%; p=0,0001).
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Tabla 2
Andlisis univariante y multivariante de las variables demograficas asociadas con un
riesgo incrementado de colonizacién neumocdcica

Variable Andlisis Analisis multivariante
univariante
p OR (IC 95%) p
Edad 6 meses-<3 afios 0,01 1,76 0,02
(1,16-2,53)
Infeccién respiratoria 0,03 2,11 0,001
concomitante (1,35-3,36)
Utilizacién reciente de 0,08 0,71
antibi6ticos?® (0,44,1,15)
Inmunizados con 0,19 .
VNC7/VNC13P
Asistencia a colegio o 0,17
guarderia
Reclutamiento 0,003 2,63 0,001
cuatrimestre 10 3 (1,49-4,63)

En negrillas, valores p estadisticamente significativos.

4 <2 meses.

b Inmunizados con > 1 dosis de VNC7 (periodo 2006/2008) o de VNC13 (periodo
2018-2022).

Durante el periodo del estudio mas reciente se identificaron solo
losSV19F(n=6,8%),3(n=1,1%)y6B(n=1,1%)(fig. 1). Estos habian
circulado en el periodo VNC7, sin que se observaran diferencias
significativas entre ambos periodos. Los restantes SV presentes en
el periddico histérico y erradicados en el periodo contemporaneo
incluyeron los serotipos: 19A (n=15,10%), 6A(n=9, 6%), 23F (n=4,
4%), 9V (n=3, 2%), 7F (n=2, 1%), 14 (n=2, 1%), 5 (n=1, 1%) y 18C
(n=1, 1%). La proporcién de aislados del serotipo 19A disminuy6
significativamente entre los 2 periodos de tiempo (p=0,003).

Por otra parte, se identificaron en el periodo VNC 13 los siguien-
tes SNV con prevalencia > 3%: 15B/C(n=11, 14%), 11A (n=38, 11%),
23A(n=5,7%), 10A (n=4, 5%), 16F (n=4, 5%), 31 (n=4, 5%), no tipa-
ble (NT) (n=4, 5%), 23B (n=3, 4%), 21 (n=3, 4%), 6C (n=2, 3%), 15A
(n=2,3%),22F(n=2,3%),34(n=2,3%),35B(n=2,3%),35F (n=2,3%)
y 38 (n=2, 3%). Otros SNV presentes durante el este periodo tem-
poral se describen en la figura 1. Al comparar los periodos VNC13 y
VNC7, se observé un incremento significativo en las proporciones
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de los serotipos 11Ay 31 (p=0,04 para ambos serotipos) y no hubo
cambios significativos en los restantes SNV.

Distribucién de genotipos

Se identificaron por tipificacién de secuencias multilocus un
totalde 40 STy 67 ST diferentes, de un total de 76 y 152 aislamientos
genotipados de los periodos VNC13 y VNC7, respectivamente. Los
complejos clonales mas comunes en el periodo VNC13 fue CC156
(n=9, 12%), seguido de CC42, CC51 y CC97 (n=4, 5%, todos), mien-
tras que, por otra parte, ST1262 (n=8, 11), ST433,ST1760y ST2670
(n=3, 4%, todos) fueron los secuenciotipos de mayores frecuencias
en este mismo periodo (tabla 3). El CC156 se asocié predominan-
temente en el periodo VNC13 con el secuenciotipo ST6521, una
variante genética del clon global Spain9V-ST156 expresada como
serotipo 11A. Este serotipo se asocié exclusivamente con el clon
ST62 en el periodo histérico y fue reemplazado por ST6521 en los
afios mas recientes. ST1262 se expresé como serotipo 15B/C y, a
diferencia de ST6521, permaneci6 estable durante ambos periodos
de estudio. Otros genotipos identificados en los periodos histérico
y contemporaneo se muestran en la tabla 2 y en la tabla del material
adicional Appendix B.

Tasas de resistencias antimicrobianas

De las 76 cepas del periodo VNC13, 20 (16%) mostraron sen-
sibilidad disminuida a la penicilina, de las que 2 aislados (3%) se
clasificaron como resistentes a la penicilina. Las tasas de sensibili-
dad disminuida y resistencia a los otros 2 antibiéticos [3-lactdmicos
evaluados en ambos periodos fueron las siguientes: ampicilina (17%
y 16%) y cefotaxima (7% y 0%); 15 cepas (20%) presentaron también
resistencia a la eritromicina. Las tasas de resistencia antimicrobia-
nas del periodo VNC7 no mostraron diferencias estadisticamente
significativas comparadas con las del periodo VNC13 para la peni-
cilina(consensibilidad disminuida ala penicilina32vs.26%,p=0,34
y resistentes a la penicilina 0 vs. 3%; p=0,11) y la cefotaxima (sen-
sibilidad disminuida 4 vs. 7%; p=0,37 y resistencia 0 vs. 0%), pero

SNV (VNC13)

A

Porcentaje
16 -
SV (VNC13
i ] ( : )
12 =
P=0.003 \ 0.04
10 - =
8 Nl
6 =
4
2 =
0 T T T
< <
2 ©

Serotipos

m2018-2022

=2006-2008

Figura 1. Comparacion de la distribucion de los serotipos neumocdcicos identificados en los periodos VNC13 y VNC7.
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Tabla 3
Complejos clonales y secuenciotipos con > 3 aislados en los periodos de estudio
VNC13 0 VNC7 y serotipos asociados
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Tabla 4
Serotipos asociados a sensibilidad disminuida a los antibiéticos (3-lactamicos y eri-
tromicina en los 76 aislados NF del periodo VNC13

CC/ST Serotipo 2018-2022 2006-2008
N.° aislados (%) N. aislados (%)
N=76 N=151
CC156 9(12) 5(3)
ST156 14 0 1(1)
35B 1(1) 0
ST162 Y% 0 2(1)
ST838 )Y 0 1(1)
ST2944 14 0 1(1)
ST6521 11A 7(09) 0
ST14698 11A 1(1) 0
CCc42 4(5) 12(8)
ST42 23A 1(1) 6(4)
ST311 13F 1(1) 0
ST439 23B 2(3) 5(3)
23F 0 1(1)
CC51 5(7) 2(1)
ST15 19F 1(1) 0
ST51 19F 2(3) 0
ST179 19F 2(3) 2(1)
CCc97 4(5) 8(5)
ST97 10A 1(1) 8(5)
ST1551 10A 3(4) 0
CC199 1(1) 9(6)
ST199 15B/C 1(1) 5(3)
19A 0 3(2)
ST2109 19A 0 1(1)
CC224 1(1) 9(6)
ST224 6C 0 1(1)
ST338 6A 0 3(2)
23F 0 2(1)
ST1150 6C 1(1) 2(1)
6A 0 1(1)
CC1143 0 3(2)
ST1143 6A 0 2(1)
ST1876 6A 0 1(1)
ST1262 15B/C 8(11) 4(3)
ST432 21 3(4) 5(3)
ST1766 31 3(4) 0
ST2670 23A 3(4) 0
23F 0 1(1)
ST30 16F 2(3) 3(2)
ST433 22F 2(3) 2(1)
19A 0 2(1)
ST1078 15B/C 2(3) 0
15A 2(3) 0
ST2001 34 2(3) 2(1)
ST2615 35F 2(3) 0
19F 0 1(1)
ST180 3 1(1) 4(3)
ST392 19A 0 1(1)
15A 0 2(1)
ST230 17F 1(1) 2(1)
ST344 24F 1(1) 2(1)
ST62 NT 0 8(5)
ST558 11A 0 5(3)
ST276 35B 0 5(3)
ST386 19A 0 4(3)
6B 0 3(2)
6C 0 1(1)

En negrillas CCy ST identificados Gnicamente durante el periodo 2018-2022.
CC: complejos clonales; ST: secuenciotipos.

fueron, por el contrario, significativamente mas elevadas para la
eritromicina (38 vs. 20%; p=0,006).

En la tabla 4 se muestra la distribucién en el periodo VNC13
de los serotipos con sensibilidad disminuida a los antibiéticos [3-
lactamicos y con resistencia a la eritromicina. Los aislamientos con
resistencias a la ampicilina en estos afos correspondieron de forma
mayoritaria a las cepas del serotipo 11A (clones ST6521 y genéti-
camente relacionada ST14698) (8/12, 67%), mientras que, por el
contrario, los 5 aislados del genotipo ST62 asociado al este serotipo
en el periodo VNC7 mostraron sensibilidad plena a la amoxicilina

Serotipo Proporcion de cepas con sensibilidad disminuida (% resistentes
plenas*) a
Penicilina Ampicilina Cefotaxima Eritromicina®
6B 0 0 0 100
6C 50 (0) 0 0 50
11A 100 (0) 100 (88) 25 (0) 0
15A 0 0 0 50
15B/C 0 0 0 18
16F 50 (0) 0 0 0
19F 67 (17) 50 (50) 33 (0) 50
23A 0 0 0 60
23B 33 0 0 0
24F 100 (0) 0 0 100
35B 50 (0) 50 (50) 0 50
NT 50 (25) 25 (25) 0 50
Total 26(3) 17 (16) 7(0) 20

" Se excluyen las cepas sensibles a dosis altas.

oral (CMI 0,06 mg/L). Los restantes serotipos y genotipos con resis-
tencias a la ampicilina en el periodo VNC13 se describen en la
tabla 5.

Discusion

El presente estudio, realizado tras la introduccién de la vacu-
nacién sistemadtica con VNC13 en el calendario de inmunizacién
infantil de Andalucia, constituye la primera comunicacién nacional
sobre la epidemiologia molecular de la colonizacién nasofaringea
neumocdcica en nifios sanos con coberturas plenas de vacunacién
con VNC13. Se han publicado previamente diversos estudios de por-
tacién neumocdcica en nifios de diversas comunidades auténomas
de Espaiia, pero estos se desarrollaron en ambitos con vacunacién
privada y coberturas parciales y solo se evalu6 la distribucién de
genotipos en 2 estudios del periodo VNC789:12-15,

Las VNC ejercen un impacto profundo en la poblacién neumo-
cécica de la nasofaringe. Disminuyen de forma muy importante
la circulacién de los SV, aunque sin llegar a su completa elimi-
nacién. Esta reduccién se ve compensada por un incremento en
la prevalencia de los SNV. Como consecuencia, se han descrito,
tras la introduccién de las VNC, tasas de colonizacién neumoc6-
cica similares'6!7 o inferiores'®19 a las de la época prevacunal, en
funcion de que el grado de reemplazamiento de los SV por los SNV
fuera total o parcial, respectivamente. Nosotros observamos en el
periodo VNC13 tasas de colonizacién inferiores a las registradas
durante el periodo VNC7 (19% vs. 35%). Esta diferencia podria rela-
cionarse con ladistribucién no balanceada entre ambas poblaciones
de estudio de algunas de las caracteristicas demograficas, como
infeccién respiratoria de vias altas concomitante y reclutamiento
en el primer o en el tercer cuatrimestres (meses menos calidos),
que fueron predictoras independientes por andlisis multivariante
de la colonizacién neumocdcica.

Como era previsible, la colonizacién por SV disminuy6 de forma
muy marcada, en un 79%, entre los periodos VNC13 y VNC7. Se
erradicaron 7 de los 10 SV circulantes durante el periodo histérico,
incluyendo al serotipo 19A identificado en el 10% de los aislados
de este dltimo periodo, mientras que por el contrario se observo
Gnicamente una persistencia significativa (8%) del serotipo 19F.
Por otra parte, los serotipos 3 y 6B, cuyas proporciones disminu-
yeron entre ambos periodos de tiempo, aunque sin alcanzar la
significacion estadistica, se detectaron de forma muy infrecuente
(1%) en el periodo VNC13. Este hallazgo no es insospechado, por-
que el serotipo 19F se incluye entre los SV detectados con mayor
frecuencia en los estudios de colonizacién realizados tras la intro-
ducciénde VNC13'216.20 Elserotipo 19F fue genéticamente diverso
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Tabla 5
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Serotipos y genotipos asociados con resistencias a ampicilina (CMI> 1 pg/ml) durante el periodo 2018-2002

Sensibilidad antimicrobiana (mg/L)

CcC ST Serotipo N.° de aislados Pen Amp Ctx Eri

156 156 35B 1 1,5 4 0,38 0,12

156 6521 11A 6 1,5-2 3-16 0,38-0,75 0,12-0,19

156 14698 11A 1 1,5 4 0,38 0,12
179 19F 2 1-3 1,5-3 0,75 256

51 15 19F 1 1 2 0,38 256
4149 NT 1 1 2 0,5 6

Los genotipos y serotipos en negrilla o bien no se detectaron (ST6521, ST14698, ST15 y ST4149) o bien no estuvieron asociados con resistencia a amoxicilina (CC51, ST179)

durante el periodo VNC7.

Amp: ampicilina; CC: complejo clonal; Ctx: cefotaxima; ERI: eritromicina; NT: no tipable; Pen:penicilina; ST: secuenciotipo.

y asociado con multirresistencias antibiéticas. Este serotipo tiene
gran capacidad de formar biofilm y, por tanto, alta capacidad de
evadir el sistema inmune, lo que junto a las resistencias antibi6-
ticas son factores que pueden haber contribuido a su circulacién
persistente?!22,

Hubo una distribucién amplia de SNV en el periodo VNC13,
con identificacion de 24 serotipos diferentes. Los SNV dominantes
incluyeron los serotipos 15B/C, 11A, 23A, 10A, 16F, 31, NT, 23By 21,
que son SNV habituales en los estudios de colonizacién del periodo
VNC13, aunque con algunas diferencias en el ranking de prevalencia
entre los diversos ambitos geograficos'216:20.2324_ Estos serotipos
se han asociado con bajo potencial invasivo (OR<1 en la compara-
cion de las prevalencias en ENI y portadores) en el periodo VNC13,
excepto el serotipo 10A, que presentd OR en rango de 1,2-1,7 en
algunos estudios'”1%25, La VNC 20 valente, aprobada para preven-
cién de neumonia y ENI en pacientes adultos y de probable préxima
comercializacién en poblacién pediatrica, incluye en su formula-
cién este wltimo serotipo y los serotipos 11A y 15B, de elevada
prevalencia en el presente estudio.

Las proporciones de los serotipos 11A y 31 aumentaron signifi-
cativamente entre los periodos VNC13 y VNC7 por la expansion de
clones (ST6521y ST1766, repectivamente) no detectados en el estu-
dio del periodo VNC7. ST6521 surgié por recombinacion entre los
clones 11A-ST62 y NT-ST344 y el clon global Spain9V-ST156, aso-
ciado con los serotipos 9V y 1425, La expansién clonal de ST6521
es preocupante por sus caracteristicas fenotipicas de resistencia a
ampicilina/amoxicilina, mayor capacidad para producir biofilm y
elevada capacidad de evadir la activacién de la via clasica del com-
plemento y la fagocitosis en comparaciéon con ST838, que también
procede de Spain9V-ST156%7. En un contexto de presion antibidtica
e inmunidad vacunal, estas propiedades pueden haber contribuido
a surelevancia creciente en la etiologia de la otitis media aguda en
nifios y de las exacerbaciones agudas del EPOC en adultos en ciertas
localizaciones geograficas de Espafia®29. Ademas, este serotipo se
puede asociar con ENI en nifios y adultos por su elevada prevalencia
en portadores y por su marcada letalidad: es incluso mas letal que
el serotipo 33031,

Las tasas de sensibilidad disminuida a penicilina y cefotaxima
permanecieron estables y se observé una disminucién significa-
tiva de las tasas de resistencia a eritromicina entre los periodos
VNC13 y VNC7. Aunque se erradicaron varios SV (6A, 9V, 19A y
23F) asociados en grado variable con sensibilidad disminuida a los
antibiéticos B-lactamicos en el periodo VNC7, este efecto benefi-
cioso se vio compensado por la aparicién y expansién clonal de
ST11A-ST6511. Este es un patrén de evolucién de las resisten-
cias antimicrobianas descrito tras la introduccién de las VNC, de
forma que la disminucién de las tasas de resistencia derivada de
la erradicacién de los SV tiende a amortiguarse con el tiempo por
la adquisicién progresiva de determinantes de resistencia en los
SNV?32:33 Debe sefialarse, ademads, que la pandemia por SARS-CoV-
2 haprovocado un aumento en el porcentaje de cepas resistentes de
neumococo. Esto se aprecia de forma clara en el serotipo 11A, que

ha pasado de tener en Espafia una CMI90 a penicilina de 2 ug/ml en
el periodo prepandémico (2016-2019) a una CMI90 a penicilina de
4 ug/ml en 2020, que es un valor considerado como resistente>.

Esta investigacién tiene varias limitaciones. En primer lugar,
como ya se ha mencionado, las diferentes caracteristicas demogra-
ficas de las poblaciones de estudio de los periodos VNC7 y VNC13
son un factor de confusién para el andlisis comparativo de las tasas
de colonizacién. En segundo lugar, la distribucién de algunos sero-
tipos puede diferir entre los nifios sanos y aquellos con infeccién
respiratoria superior>. Por dltimo, no se evaluaron las coloniza-
ciones multiples por técnicas moleculares, ni tampoco se realizé
preenriquecimiento en el cultivo, lo que, de haberse llevado a cabo,
podria haber incrementado la capacidad de deteccién de los neu-
mococos en la colonizacién nasofaringea.

En conclusion, en los afios posteriores a la introduccién de
VNC13 en el calendario de inmunizacién pediatrica de Andalucia,
se observé una circulacién muy residual de los SV en colonizan-
tes de la nasofaringe, excepto para el serotipo 19F, y la expansion
clonal entre los SNV de ST11A-ST6511, con capacidad patogénica
y asociada a sensibilidad disminuida a la penicilina y resistencia a
ampicilina. Seria recomendable mantener la vigilancia epidemiol-
gica de la colonizacién neumocdcica para monitorizar la evolucién
de los SNV y las tasas de resistencias antibidticas.
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