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INTRODUZIONE 

 

Lo streptococcus pneumoniae è l’agente eziologico responsabile di una serie di 

malattie comuni, che vanno da forme invasive e gravi (IPD, invasive pneumococcal 

disease) quali meningite, setticemia e polmonite batteriemica ad infezioni 

localizzate più lievi ma più diffuse (non-IPD) come la sinusite, l’otite media e la 

polmonite non batteriemica (1). Le malattie pneumococciche sono cause frequenti 

di morbilità e mortalità in tutto il mondo (2), anche se i tassi di malattia e morte 

sono più elevati nei paesi in via di sviluppo rispetto ai paesi industrializzati. Il germe 

è parte della flora commensale del tratto respiratorio superiore e viene tramesso 

attraverso le goccioline respiratorie. L’ infezione di altre parti del corpo, con 

conseguente malattia, si verifica attraverso la diffusione diretta o l’invasione del 

flusso sanguigno. La capsula polisaccaridica dello pneumococco è variabile e fa sì 

che si possano distinguere più di 90 sierotipi che non presentano però la stessa 

virulenza; solo una piccola parte è responsabile delle principali infezioni invasive 

(3). 

La popolazione maggiormente colpita è rappresentata dai bambini e dagli anziani. 

La colonizzazione delle nicchie mucosali nasofaringee è comune nella prima 

infanzia e correla con una facile diffusione bambino-bambino e/o bambino-adulto, 

con il possibile evolversi in infezioni Pneumococciche (4,5). Nell’adulto la gran 

parte delle patologie scatenate è rappresentata dalla polmonite con manifestazioni 

cliniche eterogenee e gravità variabile (6,7).  

L’introduzione nel 2000 negli Stati Uniti del vaccino coniugato anti-pneumococco 

7-valente (PCV7, con i sierotipi 4,6B,9V,14,18C,19F,23F) ha ridotto drasticamente 
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le IPD in soggetti vaccinati e non, attraverso una immunità diretta e di gregge (8,9). 

Gli stessi effetti si sono osservati in Europa dove, in contrapposizione ad una 

significativa riduzione delle IPD negli adulti correlata al PCV7, è stato osservato 

un rapido incremento nelle IPD di quei sierotipi non inclusi nel vaccino (10,11). E’ 

stato ipotizzato che la protezione di gregge sia stata ottenuta grazie alla riduzione 

dei sierotipi vaccinali nelle vie respiratorie alte nei bambini immunizzati, con 

conseguente interruzione della catena di contagio portatore-soggetto non 

immunizzato (12,13). Nell’era pre-PCV7 i sierotipi inclusi nel vaccino non solo 

erano i maggior responsabili delle IPD nei bambini ma anche i più diffusi nei 

giovani portatori sani in Europa e negli Stati Uniti (13-16). Questa situazione è oggi 

presente in quei paesi dove non esiste un programma vaccinale con il vaccino 7-

valente (17).  

In Italia, così come negli altri stati, il PCV7 è stato utilizzato fino al 2010 e poi 

sostituito con un vaccino coniugato anti-pneumococco che ha conferito un 

ampliamento della copertura vaccinale per altri 6 sierotipi (1, 3, 5, 6A, 7F, 19A), il 

PCV13. 

Nonostante l’ampia diponibilità di vaccini efficaci, lo Streptococcus pneumoniae 

continua ad essere la principale causa di polmoniti e infezioni batteriche invasive 

che colpiscono i bambini e la popolazione adulta (18). La polmonite acquisita in 

comunità (CAP) nei bambini può associarsi a complicazioni come gli empiemi o 

effusioni parapneumonicche (19) ed è causa frequente di morbilità e mortalità nei 

pazienti ospedalizzati (20). Nonostante i benefici della vaccinazione con il 7-

valente, i tassi di ospedalizzazioni associate ad empiemi è aumentato nel tempo a 

causa dei sierotipi 1,3,7F,19A (21-23). Recenti studi riportano una riduzione 
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dell’incidenza degli empiemi e dei tassi di ospedalizzazioni tra i pazienti pediatrici 

dopo il PCV13 (24-27). Tuttavia la distribuzione epidemiologica dei sierotipi e il 

potere della vaccinazione per l’immunità di gregge rimangono ancora non chiari. 

Una partecipazione attiva da parte della comunità scientifica ed una costante 

sorveglianza risulta fondamentale per monitorare l’incidenza dello pneumococco e 

conoscere le principali caratteristiche epidemiologiche con le quali si presenta. 

Individuare nuovi sierotipi emergenti, capire l’impatto che un vaccino può avere 

sull’immunità diretta e di gregge permette di intervenire con programmi vaccinali 

adeguati, di migliorarne e potenziarne le coperture. 

Dal 2005 il laboratorio di Immunologia dell’Ospedale Pediatrico Meyer di Firenze 

è responsabile di un progetto per la diagnosi delle malattie batteriche invasive e 

raccoglie campioni dagli ospedali situati su tutto il territorio nazionale. I dati e le 

informazioni relativi a ciascun campione sono stati raccolti in un registro di 

sorveglianza molecolare. Questo studio si pone come obiettivi quelli di descrivere 

l’eziologia dei versamenti parapneumonici (PPE) e degli empiemi pleurici (PE) 

nella popolazione pediatrica italiana in un arco temporale di dieci anni, di valutare 

l’impatto del vaccino coniugato anti-pneumococco e di determinare la sensibilità 

della RealTime-PCR come tecnica diagnostica delle PPE, mediante l’analisi 

retrospettiva dell’ampio numero di dati raccolti. 
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CAPITOLO I: STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 

 

1. MORFOLOGIA 

Nel 1881 il generale e batteriologo statunitense Sternberg annunciò, in 

contemporanea a Pasteur, la scoperta di un nuovo agente patogeno causa della 

polmonite, lo Streptococcus Pneumoniae. 

La sua morfologia è stata definita mediante colorazione di Gram nel 1926 e ne è 

stata osservata la crescita per la prima volta su terreno liquido nel 1974 (28) 

È un gram-positivo, privo di motilità, asporigeno e anaerobio facoltativo, con 

preferenza a crescere in anaerobiosi in quanto capace di un metabolismo energetico 

esclusivamente basato sulla fermentazione dei carboidrati in acido lattico e pertanto 

indifferente alla presenza o meno di ossigeno. Al microscopio le singole cellule, 

con diametro di circa 1 micrometro, hanno una forma lanceolata o piriforme e si 

presentano generalmente appaiate a due a due (diplococco) in corrispondenza della 

parte più estesa della cellula. Per questo un tempo era noto come Diplococcus 

pneumoniae o Diplococcus lanceolatus (fig.1). 
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Fig.1 Streptococcus Pneumoniae 

In materiali biologici come escreato, pus, essudato e nei tessuti dell’ospite si può 

presentare anche sotto forma di catenelle e tale tendenza viene incrementata quanto 

si trova in ambienti poco favorenti la crescita, per esempio in presenza di anticorpi 

tipo-specifici o in carenza di Mg2+ (29).  

È un batterio quasi costantemente dotato di una capsula polisaccaridica ricca di 

antigeni tipo-specifici, che rappresenta il fattore essenziale di virulenza del batterio. 

Solo infatti i ceppi capsulati risultano patogeni per l’uomo (30).  

Gli pneumococchi capsulati si sviluppano diffusamente nei terreni liquidi, 

tendendo a sedimentare solo quando il terreno diviene acido; diversamente i ceppi 

non capsulati crescono in ammassi granulari che presentano una maggiore 

tendenza a sedimentare rapidamente (31).  
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Sebbene lo pneumococco sia un Gram-positivo, in coltura le cellule che sono nella 

fase finale dello sviluppo e iniziano ad invecchiare, diventano Gram-negative. Si 

osserva una progressiva riduzione del numero delle cellule e una tendenza della 

coltura a diventare chiara. Questi cambiamenti sono dovuti all’azione degli enzimi 

autolitici che in un primo momento rendono Gram-negative le cellule e 

successivamente ne provocano la lisi (32). 

 

2. SVILUPPO 

Gli Pneumococchi sono batteri piuttosto delicati che muoiono facilmente fuori 

dall’organismo e crescono scarsamente nei normali terreni nutritivi. In vitro i terreni 

più idonei per la coltivazione contengono un infuso fresco di bue, il 10% di siero, 

lo 0,1% di glucosio. Crescono bene in un’atmosfera contenente dal 5% al 10% di 

CO2 e la temperatura di crescita ottimale sono 37°C. Il pH ottimale è 7,8 ed è 

necessario cambiare spesso il terreno di coltura per evitarne l’abbassamento che 

determinerebbe l’uccisione del batterio. Essendo un parassita anerobio facoltativo, 

utilizza un metabolismo energetico di tipo fermentativo con produzione finale di 

acido lattico, tuttavia in presenza di ossigeno atmosferico possono svolgere reazioni 

ossidative attraverso il sistema degli enzimi flavoproteici. In questo caso il prodotto 

finale di reazione è rappresentato da H2O2 che se accumulato nel terreno 

danneggerebbe irrimediabilmente la membrana batterica con conseguente morte 

dello pneumococco. Per questo motivo è bene arricchire il terreno con una fonte di 

catalisi come i globuli rossi. In piastre di agar-sangue (5%) gli pneumococchi si 

aggregano a formare colonie rotonde con bordi ben delimitati, lucide e non 

pigmentate che raggiungono un diametro di circa 1 mm dopo 24-26 ore di 
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incubazione. Generalmente tanto maggiore è lo spessore della capsula tanto più 

grandi e mucoidi risultano le colonie. Con l’invecchiamento le colonie andranno 

incontro nella parte centrale- più vecchia- ad autolisi, per cui esse avranno il centro 

depresso e i bordi con il tipico aspetto a “pedina di dama”. Le colonie in presenza 

di ossigeno sono circondate da un alone α-emolisi, in aerobiosi da β-emolisi. E’ 

proprio il tipo di emolisi prodotta in piastra agar-sangue uno dei criteri sulla base 

dei quali si classificano gli streptococchi: α-emolitici o viridanti. Lo Streptococcus 

Pneumoniae e la maggior parte degli streptococchi presenti nel cavo orale sono 

circondati da un alone incompleto verdastro dovuto ad un prodotte dell’ossidazione 

del ferro dell’emoglobina. Gli streptococchi viridanti invece sono caratterizzati da 

un alone ben evidente di emolisi completa (29, 33). 

Per lo sviluppo di pneumococchi sono stati allestiti anche terreni sintetici che 

risultano essere utili per ottenere prodotti e frazioni macromolecolari degli 

pneumococchi poiché i loro costituenti sono dializzabili. Tuttavia questi terreni 

sono troppo complessi e costosi per essere utilizzati routinariamente. 

Un fattore non comune richiesto per la loro crescita è rappresentato dalla colina un 

componente della parete del batterio. La sostituzione nel terreno della colina con 

l’etanolammina dà origine a malformazioni sulle cellule pneumococciche. 

Nell’uomo questo germe colonizza preferenzialmente le mucose del tratto 

respiratorio superiore.  

Al di fuori dell’organismo umano la sopravvivenza dello pneumococco è limitata, 

dato che è scarsamente resistente ad agenti chimici e fisici. Infatti viene ucciso dai 

disinfettanti più comuni dopo pochi minuti e dal calore a 55°C in 20 minuti (28). 
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3. LA CAPSULA E LA PARETE CELLULARE 

La struttura superficiale più importante è la capsula che rappresenta un fattore 

essenziale di virulenza del batterio. Questa è costituita da grossi polimeri 

polisaccaridici che formano gel idrofili sulla superficie del microrganismo; alcuni 

pneumococchi hanno una struttura lineare di unità basali costituite da uno o più 

monosaccaridi, altri sono forniti da un maggior numero di unità che si organizzano 

in strutture ramificate. Sulla base di questi polisaccaridi capsulari è possibile 

distinguere più di 90 sierotipi di Streptococcus Pneumoniae, classificati in diversi 

sistemi. Per la capacità di questi polisaccaridi di presentare reazioni crociate con 

antigeni capsulari, strutturalmente simili, di altri tipi di pneumococchi o di altre 

specie batteriche, la classificazione più seguita riunisce i vari sierotipi con reazioni 

crociate in 40 “gruppi”. 

La capsula ha grandi capacità immunogene, come dimostrato dal fatto che 

l’immunizzazione attiva o passiva verso uno specifico polisaccaride conferisce 

resistenza verso l’infezione causata da pneumococchi omologhi. La virulenza è 

correlata sia alle dimensioni della capsula che alla struttura. Infatti pneumococchi 

dello stesso tipo con capsula incompleta risultano meno virulenti dei ceppi 

pienamente capsulati, ma sono più virulenti delle varianti non capsulate, 

pneumococchi con capsula di uguale dimensione ma diversa struttura tipo-specifica 

sono caratterizzati da gradi diversi di virulenza (34).  

Quando lo pneumococco entra in contatto con l’organismo sfrutta la virulenza della 

capsula per inibire l’opsonizzazione da parte della componente C3b del 

complemento dell’ospite, prevenendo così di essere fagocitato (35). 
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Al di sotto della capsula ci sono altre strutture antigeniche che vanno a formare la 

parete cellulare. Come quella di tutti i Gram-positivi, è costituita da peptidoglicano 

e acidi tecoici. Nello strato di peptidoglicano subunità alternate di N-

acetilglucosamina e di N-acetilmuramico sono annesse a catene oligopeptidiche, 

che a loro volta sono legate trasversalmente da ponti di pentaglicina. Buona parte 

degli acidi tecoici invece contengono fosforilcolina e sono legati covalentemente ai 

residui di N-acetilmuramico del peptidoglicano a formare il cosidetto “antigene C”, 

uniformemente distribuito sul versante esterno ed interno della parete cellulare. 

Questo carboidrato specie-specifico differisce dal carboidrato gruppo-specifico 

osservato da Lancefield negli pneumococchi β-emolitici. L’antigene C in presenza 

di Ca2+ precipita con una frazione sierica, la proteina-C-reattiva (PCR), prodotta 

dall’organismo umano durante il processo infiammatorio. Il complesso antigene C-

PCR può così attivare la via del complemento e stimolare la fagocitosi (36). Lo 

stesso antigene C può trovarsi legato ad un lipide di membrana a formare l’antigene 

di Forssmann che nelle cellule in attiva divisione lega e dunque inattiva l’autolisina 

pneumococcica, enzima responsabile della digestione della parete cellulare. In 

condizioni che promuovono l’arresto della moltiplicazione batterica, l’autolisina si 

libera tagliando i legami amidici tra i ponti amminoacidici e la catena glicanica del 

peptidoglicanico e iniziando così il processo di lisi della parete batterica (34). 

Altri due antigeni somatici, oltre all’antigene C, sono l’antigene R e la proteina M. 

il primo così denominato perché fu individuato per la prima volta da pneumococchi 

non capsulati in fase rugosa (da cui R) sembra essere specie-specifico mentre il 

secondo è tipico-specifico ed è dotata di un debole potere antifagocitario e favorisce 

l’accumulo dei batteri nel sito d’infezione (28). 
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4. MECCANISMO PATOGENETICO 

La capsula è la conditio sine qua non del potere patogeno di ogni stipite 

pneumococcico: i polisaccaridi capsulari infatti sono essenzialmente privi di 

tossicità ma svolgono una potente azione antifagocitaria. Per le sue proprietà acide 

e idrofile la capsula favorisce la sopravvivenza degli pneumococchi in un mezzo 

liquido. Le nicchie mucosali nasofaringee e i siti d’infezioni dell’apparato 

respiratorio dove si ha un’abbondante produzione di muco sono un perfetto habitat 

che protegge gli pneumococchi dalla fagocitosi e che permette loro di crescere 

liberamente.  Al contrario diventano moderatamente sensibili alla digestione 

quando giacciono su una superficie come la parete bronchiale o alveolare o un 

deposito di fibrina. 

La sopravvivenza del microrganismo alle superficie delle mucose è inoltre favorita 

dalla produzione di un enzima capace di distruggere gli anticorpi secretori (IgA) 

della sottoclasse 1, denominato IgA1-proteasi (31). 

Altri fattori di virulenza risiedono nelle proteine di superficie. Ne esistono almeno 

500 alcune associate alle membrana altre alla parete cellulare. Fra queste ultime è 

importante una famiglia di proteine leganti colina (CBP). Tutti i membri 

condividono l’estremità C-terminale legata alla colina mentre l’estremità N-

terminale differiscono in base alle diverse funzioni. Fattori come PspA (fattore 

protettivo), LytA, B, C(autolisina), CpbA (adesina) sono determinanti della 

virulenza appartenenti a questa famiglia di proteine (33). 

Lo pneumococco poi produce numerose sostanze tossiche: la pneumolisina è una 

emolisina appartenente alla famiglia delle citolisine tiol-dipendenti. Come la 

streptolisina O degli streptococchi emolitici è una proteina monomerica che 



11 
 

polimerizza sulla membrana delle cellule sensibili, formando oligomeri eptamerici 

tubulari che si inseriscono nella porzione lipidica della cellula attaccata formando 

così dei pori che alterano gli scambi della cellula con l’ambiente causandone la 

morte per apoptosi.  La pneumolisina inoltre inibisce il battito delle cellule ciliate 

che rivestono il tratto respiratorio, così come la proliferazione linfocitaria e l’attività 

fagocitaria dei neutrofili. Infine può stimolare le cellule del sistema immunitario a 

produrre citochine infiammatorie (37). 

Produce anche una neuroamidasi in grado di attaccare glicoproteine e glicolipidi 

delle membrane cellulari, potenziando l’azione citotossica della pneumolisina e una 

jaluronidasi (invasina) che può agevolare l’infezione nei tessuti. 

Anche la stessa autolisina, precedentemente descritta, sembra potenziare l’azione 

tossica dello S. pneumoniae. Infatti, grazie alla sua capacità di lisi della parete 

batterica, da un lato favorisce la liberazione della pneumolisina, dall’altra si 

liberano frammenti di peptidoglicano e di acido tecoico che costituiscono potenti 

promotori della risposta infiammatoria oltre che essere in grado di attivare il 

complemento per via alternativa. 

Vengono considerati fattori di virulenza anche i pili. Queste strutture filamentose 

che partono dalla superficie cellulare agevolano l’adesione promuovendo così la 

colonizzazione delle vie respiratorie. Inoltre inducono la produzione di TNF da 

parte del sistema immunitario durante l’invasione dell’organismo. 

In ogni infezione invasiva si susseguono fasi diverse: adesione e colonizzazione, 

invasione, infiammazione ed in alcuni casi perfino lo shock. In ciascuna di queste 

fasi il germe usa i suoi fattori di virulenza (riassunti in tabella) per superare la 

barriera immunitaria dell’ospite. 
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FATTORI DI VIRULENZA MECCANISMI PATOGENETICI 

Capsula Inibisce l’opsonizzazione e la 

fagocitosi 

Pili Inizia l’adesione cellulare, stimola la 

produzione di TNF 

Parete cellulare Ha un ruolo proinfiammatoria: 

 produzione IL1 con successivo 

danno epiteliale 

 aumento della permeabilità 

vasale 

 attivazione dei neutrofili 

 interferenza con la via 

alternativa del complemento 

Pneumolisina Ha un azione citotossica/citolitica a 

seconda della sua concentrazione 

Neuramidasi Favorisce l’esposizione dei recettori 

Autolisina Rilascia pneumolisina, ac.tecoico e 

frammenti di peptidoglicano che 

potenziano l’infiammazione 

Permeasi Facilita l’adesione 

PspA Interferisce con il ruolo protettivo del 

complemento 

H2O2 Induce danno epiteliale 
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Proteasi di IgA1 Riduce i meccanismi immunitari 

mucosali da parte delle IgA1 

 

Adesione e colonizzazione 

Dopo pochi minuti dalla penetrazione del cavo orale le cellule di S. pneumoniae 

incontrano le secrezioni di muco. I polisaccaridi della capsula sono carichi 

negativamente e questo contribuisce ad aumentare la loro repulsione dagli acidi 

sialici dei mucopolisaccaridi che compongono le mucose. Tramite questa 

interazione chimica la capsula riduce l’intrappolamento del germe nel muco 

consentendo l’avvicinamento alla superficie epiteliale. Il primo contatto germe-

ospite avviene grazie ai pili che consentono al microrganismo di aderire 

strettamente all’epitelio. Esistono mutanti privi di pili meno abili nel processo di 

adesione (38). In questa prima fase la capsula polisaccaridica non facilita il germe. 

Pneumococchi capsulati aderiscono con più difficoltà all’epitelio rispetto a quelli 

non capsulati. Alcuni studi di microscopia hanno dimostrato che durante la 

colonizzazione gli pneumococchi aderenti all’epitelio tendono a perdere la capsula 

mentre questa rimane presenti nei germi non aderenti. Infatti la maggior parte degli 

pneumococchi isolati mostra una variazione di fase tra due forme che possono 

essere distinte dalla morfologia della colonia, opaca o trasparente. Durante le fasi 

iniziali di colonizzazione prevalgono colonie trasparenti con una capsula sottile o 

del tutto prive della capsula. Questi fenomeni di trasformazione sono strategie che 

il germe adotta per insinuarsi nel nuovo habitat offerto dall’ospite (39, 40). Una 

volta superato l’epitelio le forme capsulate sono più capaciti di invadere l’ambiente 

(41). 
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Altre molecole oltre ai pili giocano un ruolo nell’adesione e centrale è l’importanza 

della parete cellulare. Questa ricca di residui di fosforilcolina offre il perfetto 

substrato per i recettori per la colina presenti sulle cellule epiteliali. In effetti, batteri 

privati sperimentalmente della fosforilcolina legano con minor affinità le cellule 

bersaglio (42). Importanti in questa fase sono anche alcune proteine di superficie 

tra cui l’adesina PsaA (Pneumococcal surface adhesin) codificata dal gene psa, 

capace di indurre direttamente adesione ma anche inducendo la produzione di una 

seconda adesina, il CbpA (coline binding protein A). Questa è maggiormente 

espressa nelle colonie trasparenti a conferma del perché queste forme riescono ad 

aderire meglio all’epitelio (43).  

Una volta avvenuta l’adesione si ha la colonizzazione dell’agente patogenico. 

Tuttavia il microrganismo può non essere patologico. Infatti molti individui 

colonizzati dallo pneumococco sono semplicemente portatori e sviluppano una 

risposta immunitaria sierotipica-specifica. 

Invasione 

Il più noto fenomeno di invasione è la polmonite. Questa di per sé è già una malattia 

grave ma può rappresentare anche il focolaio di partenza di condizioni patologiche 

peggiori quali la batteriemia o la sepsi. Tuttavia non sempre le vie respiratorie sono 

la porta d’ingresso del germe; molti sono i casi di batteriemia e sepsi da 

pneumococco in cui però non si individua il focolaio di partenza (44). La capacità 

di invasione è molto più elevata nelle forme capsulate ed è correlata anche al tipo 

di capsula. La stessa opsonizzazione della capsula da parte del complemento è 

maggiore in alcuni sierotipi rispetto ad altri; i sierotipi che hanno una capsula mal 

opsonizzabile vengono fagocitati di meno e sono meno potenti nell’indurre la 
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produzione di anticorpi specifici (45, 46). Tuttavia in linea generale i polisaccaridi 

capsulari interferiscono con la fagocitosi andando a limitare l’azione di 

opsonizzazione del frammento C3b coinvolto nella via alternativa del complemento 

(47, 48). La capsula da sola non può rappresentare l’unica arma di difesa contro le 

barriere immunitarie dell’ospite e spiegare il potere invasivo del microrganismo. 

Capsule identiche possono avere caratteristiche di invasività diverse in base ai 

diversi fattori di virulenza presenti (49). Uno di questi è l’antigene CbpA che 

sembra svolgere un ruolo essenziale nel passaggio dello pneumococco attraverso la 

barriera emato-encefalica (50). Se lo pneumococco riesce a sfuggire dalla fagocitosi 

da parte dei granulociti dell’ospite, inizia l’invasione. 

Infiammazione  

Superate le prime barriere dell’immunità innata, quando lo pneumococco entra 

nella fase di invasione attiva la cascata infiammatoria mediante la stimolazione e 

rilascio di citochine pro-infiammatorie (IL1, IL6, TNF), l’attivazione della via 

alternativa del complemento e la cascata di coagulazione (51, 52). In questa fase la 

parete batterica ha un ruolo fondamentale come dimostrato sperimentalmente che 

l’inoculo delle sole componenti della parete batterica può riprodurre quasi 

completamente la sintomatologia di un’infezione batterica invasiva (53). Questa 

non è una peculiarità dello pneumococco ma di tutti i microrganismi che 

condividono le stesse molecole della parete cellulare che attivano i medesimi 

meccanismi patogenetici. I meccanismi attivati dalle diverse componenti della 

parete batterica sono: la liberazione di citochine pro-infiammatorie che esercita un 

effetto sui linfociti CD4+ che a loro volta stimolano la linea linfocitaria B a produrre 

anticorpi specifici contro la parete cellulare, l’attivazione della via classica del 
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complemento con liberazione dei fattori C3a e C5a, la produzione di IL1 da parte 

dei monociti. Un potenziamento di questa iniziale infiammazione è dovuto al 

rilascio della pneumolisina che si libera dagli stessi pneumococchi ad opera delle 

autolisine, aumentando significativamente l’infiammazione locale. Questa tossina 

non ha un recettore specifico ma si può legare ai residui di colesterolo. Sfruttando 

questa interazione, la pneumolisina crea dei pori all’interno del doppio strato 

fosfolipidico della membrana della cellula ospite e determina alterazioni che 

portano come conseguenza finale alla lisi cellulare. La pneumolisina è inoltre 

capace di promuovere il rilascio di altre citochine e la produzione di NO (54, 55). I 

meccanismi attivati dalla penumolisina aumentano la permeabilità vasale ed 

inducono la formazione di essudato che inizialmente è sieroso ma diventa 

progressivamente purulento a causa dell’accumulo di leucociti richiamati dagli 

stimoli chemiotattici prodotti (52). Lo pneumococco può poi superare la barriera 

endoteliale e raggiungere il torrente circolatorio dando batteriemia e sepsi in poche 

ore. A livello celebrare invece l’infiammazione può portare ad edema cerebrale, ad 

aumento del flusso sanguigno per vasodilatazione ed il ridotto assorbimento di 

liquido cefalo-rachidiano. La conseguenza è l’aumento della pressione intracranica 

che a sua volta riduce il circolo ematico fino a portare ad ischemia e necrosi (43). 

Se si tiene di conto che la pneumolisina come altre sostante hanno anche un’azione 

neurotossica diretta, si capisce perché le meningiti da pneumococco possono essere 

così severe e provocare gravi sequele. 
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5. IMMUNITA’ INNATA E ADATTATIVA 

L’immunità innata gioca un ruolo fondamentale nella difesa contro le pneumococco 

così come contro qualsiasi agente patogeno, poiché rappresenta la prima barriera 

del sistema immunitario dell’uomo. A partire dal tratto naso-faringeo, il 

riconoscimento microbiologico da parte dei Toll Like Receptors (TLRs) attiva 

innanzitutto i polimorfonucleati ed i macrofagi che cercano di fagocitare il 

microrganismo. TRL-4 sembra mediare l’azione pro-infiammatoria della 

pneumolisina, TRL-2 sembra modulare l’infiammazione nel sistema nervoso e i 

topi knock-out per TRL-9 sono più suscettibili ad infezioni da Pneumococco (56, 

57). 

Poiché la capsula antifagocitaria è il principale fattore di virulenza ed è fortemente 

immunogena, le immunoglobuline IgM, IgG ed IgA specifiche per il polisaccaride 

capsulare sono la migliore difesa dalle infezioni pneumococciche. Questi anticorpi 

compaiono già il quinto giorno di malattia ed esercitano un forte effetto 

opsonizzante. Una volta prodotti potranno rimanere in circolo anche per anni dopo 

l’infezione ed essendo tipo-specifico, forniscono una protezione solo per quel 

particolare sierotipo incontrato. Un soggetto guarito dalla polmonite di un tipo di 

pneumococco può in qualsiasi momento subire un secondo attacco di polmonite 

causata da un sierotipo diverso. Molte persone che non hanno mai contratto un’ 

infezione da pneumococco possono avere un repertorio anticorpale per vari tipi di 

microrganismo; tale protezione può essere ottenuta o per essere stati portatori di 

pneumococchi per molti mesi o per aver ingerito polisaccaridi antigenici a reazione 

crociata, che si trovano nelle verdure (28).  
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Anticorpi diretti verso antigeni somatici dello pneumococco (antigene C, R e 

proteina M) non hanno alcun effetto protettivo. 

La scarsa capacità che i bambini inferiori a due anni hanno di produrre anticorpi 

verso gli antigeni polisaccaridici della capsula può spiegare l’aumentata incidenza 

di infezioni pneumococciche nei primi anni di vita e la scarsa efficacia del vaccino 

polisaccaridico 23-valente (31). 

  

6. EPIDEMIOLOGIA 

Lo pneumococco è un batterio molto diffuso nella popolazione. È un comune 

abitante del tratto respiratorio superiore (naso e gola) di bambini e adulti sani, 

soprattutto nei periodi invernali e primaverili. Nella maggior parte dei casi il 

portatore non sa di ospitare il germe perché, in condizioni normali di immunità, 

l’incontro dello pneumococco con le vie aere è asintomatico e questo si localizza 

senza dare alcun disturbo. Si stima che il 20-60% di bambini siano portatori dello 

S.pneumoniae e che la frequenza di isolamento del batterio raggiunga un picco nei 

primi due anni di vita, per poi ridursi gradualmente. Alcune condizioni quali 

l’allattamento al seno, la stagione, il fumo passivo, il precedente trattamento con 

antibiotici, alterazioni dell’immunocompetenza e la frequenza di asili facilitano lo 

stato di portatore dello pneumococco. Tra gli adulti i portatori faringei sono il 5-

10%. Spesso lo stesso sierotipo persiste in modo continuativo per periodi estesi (da 

45 giorni a 6 mesi) ma solo se lo stato di portatore permane per un tempo più lungo 

l’individuo può sviluppare una immunità locale o sistemica sufficiente a prevenire 

la riacquisizione dello stesso sierotipo a seguito di una successiva esposizione. 
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Lo pneumococco è una delle cause più comuni di batteriemia, polmoniti batteriche 

ed otite media ma anche di infezioni suppurative quali l’empiema, la meningite, la 

peritonite e l’artrite. Le infezioni invasive pneumococciche possono colpire 

soggetti in qualsiasi età della vita ma sono più frequenti in bambini sotto i 5 anni e 

negli anziani (sopra i 65 anni). Secondo quanto riportato dalla Società Italiana di 

Igiene lo pneumococco è il microrganismo primario responsabile dell’otite media 

acuta in lattanti e bambini ed inoltre la prima causa di meningite e polmonite 

batterica contratta in comunità. 

Il rapporto “interim” sulla situazione epidemiologica italiana tra il 2015 e il 2017 

steso grazie al sistema di sorveglianza delle malattie batteriche invasive attivo nel 

nostro paese riporta 1531 casi di malattia invasiva da S.pneumoniae nel 2016, 

confermando un trend in aumento rispetto agli anni passati (i dati relativi al 2017 

devono essere ancora confermati). Tuttavia questo potrebbe essere dovuto ad una 

maggiore sensibilità nella diagnosi ed un incremento delle segnalazioni dei casi. È 

da tenere in considerazione inoltre la diversa partecipazione delle Regioni alla 

sorveglianza e alla quota di sierotipizzazioni riportate incomplete e pertanto 

inutilizzabili ai fini della sorveglianza stessa. Il ricorso alla tipizzazione e una 

condivisione nazionale dei dati consentirebbe di stabilire l’esatta quota. Sempre nel 

2016 i bambini di età inferiore ad un anno e gli ultra 65enni sono risultati la fetta di 

popolazione maggiormente colpita, 5 casi/ 100000 abitanti e 5,45 casi/ 100000 

abitanti rispettivamente (58). 

Dati europei mostrano un andamento della malattia pneumococcica invasiva 

analogo a quello italiano (60). 
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Complicazioni severe di una qualsiasi infezione pneumococcica possono portare 

talvolta a setticemia e sono principalmente questi i casi che risultano mortali. La 

frequenza e la gravità della malattia sono aumentate in pazienti splenectomizzati e 

con anemia falciforme, deficit dell’immunità, infezioni da HIV, neoplasie maligne, 

malattie croniche d’organo. 

Gli pneumococchi sono quindi responsabili di una grande quantità di stati patologici 

e conseguentemente anche di importanti perdite economiche legate alle 

ospedalizzazioni e le cure mediche richieste a seguito dell’insorgenza della malattia 

pneumococcica. Alcuni dati forniti dall’OMS, relativamente all’Europa e agli Stati 

Uniti, riconducono allo Pneumococco il 30-50% delle polmoniti che richiedono un 

ricovero ospedaliero. Percentuale che aumenta nella popolazione infantile 

maggiormente colpita da infiammazioni estese ad un’ampia porzione di lobo 

polmonare (polmoniti lobari).  

Per motivi poco noti, ma probabilmente multifattoriali, i maschi sono più 

frequentemente interessati delle femmine ed anche i nativi americani, dell’Alaska, 

di origine africana sono particolarmente suscettibili alla malattia pneumococcica 

invasiva (31, 59). 

 

7. TRASMISSIONE E CONDIZIONI DI INFEZIONI 

Le S. pneumoniae trova il suo habitat nelle nicchie mucosali delle vie superiori del 

tratto respiratorio nella prima infanzia e persiste come commensale asintomatico 

nel nasofaringe dei portatori sani (61, 62). Si diffonde facilmente dalla gola di un 

individuo a quella di un altro attraverso le goccioline di saliva o di muco, o per 

contatto con le dita od oggetti sporchi di secreto (63). 



21 
 

L’infezione pneumococcica generalmente insorge in modo sporadico; le epidemie 

di polmonite o altre localizzazioni del microrganismo sono rare ma si sono 

verificate in passato in campi di addestramento. La polmonite è raramente causata 

da inalazione dello pneumococco e diretto raggiungimento del polmone (cioè da 

infezione esogena diretta). E’ piuttosto dovuta ad una iniziale e preliminare 

colonizzazione da parte dello pneumococco delle secrezioni delle alte vie aeree da 

dove, in condizioni predisponenti che fanno diminuire la resistenza delle mucose 

respiratorie, può diffondersi nel tratto profondo (polmoni) dopo qualche giorno o 

qualche settimana dal contatto (4). Se invece dal naso-faringe si localizza 

nell’orecchio medio, nel seno paranasale o nelle meningi, si possono sviluppare 

otiti, sinusiti e meningiti. Le infezioni delle valvole cardiache, delle ossa e delle 

articolazioni derivano dalla diffusione ematogena; l’infezione perinatale può essere 

conseguenza di una diffusione ematogena o per via ascendente dalle tube di 

Falloppio; l’infezione del sistema nervoso centrale può avvenire attraverso 

l’invasione del torrente circolatorio o  il drenaggio dai vasi linfatici o venosi o per 

contiguità, per esempio in pazienti che hanno una deiescenza. Generalmente la 

barriera dell’immunità innata è sufficiente a bloccare la penetrazione dello 

pneumococco. Anche la presenza di altri batteri nel naso-faringe, come gli 

streptococchi alfa-emolitici, limita le sue possibilità replicative. Infatti, un aspetto 

importante per la trasmissione dello pneumococco è la formazione di biofilms. 

Questi sono delle vere e proprie comunità batteriche sessili che cooperano 

all’interno di una matrice autoprodotta di sostanze polimeriche per facilitare la 

persistenza e la diffusione dei ceppi virulenti (64, 65, 66). Tuttavia nel naso-faringe 

gli pneumococchi devono competere con le altre specie microbiche. 
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La frequenza e la gravità dell’infezione non è legata solo alla virulenza del ceppo e 

all’entità dell’inoculum, ma anche all’integrità delle difese dell’ospite (67). 

Condizioni come asplenia, anemia falciforme, AIDS, neoplasie, mieloma multiplo 

predispongono ad una più facile infezione pneumococcica (31); patologie a carico 

di difetti anticorpali o del sistema del complemento facilitano l’integrazione del 

microrganismo.  

Pregresse infezioni virali portano generalmente ad un danno dell’epitelio ed 

un’alterazione delle difese immunitarie e lo pneumococco trae vantaggio da questa 

situazione contingente (68). Esperimenti su topi dimostrano come questi fattori 

facilitino le superinfezioni batteriche (69, 70). Accanto a questi meccanismi che 

sono comuni a tutti i virus, ne esistono alcuni peculiari esclusivi di alcuni soli. I 

virus influenzali e parainfluenzali, ad esempio, possiedono la neuraminidasi che 

incrementano anch’esse l’adesione batterica all’epitelio (71, 72). E’ ben noto che i 

casi di infezioni pneumococciche aumentano negli anni in cui si registrano più casi 

di influenza (73). 

Il virus respiratorio sinciziale (RSV), invece, può formare dei complessi con lo 

pneumococco che aderiscono meglio all’epitelio delle vie respiratorie e che entrano 

più facilmente nel torrente circolatorio, del singolo pneumococco (74, 75). 

Nella polmonite lobare comuni infezioni virali, compreso il raffreddore, aumentano 

la secrezione delle mucose potenziando la penetrazione pneumococcica. Ma 

possono essere predisponenti anche un’eccessiva assunzione di alcool e l’anestesia 

profonda poiché i secreti vengono aspirati facilmente dalla gola all’apparato 

respiratorio profondo (76).  
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Per questi motivi la vaccinazione annuale contro l’influenza nelle categorie 

maggiormente a rischio (bambini, anziani ed immunocompromessi) assume una 

grande importanza nella prevenzione delle malattie pneumococciche. 

 

8. SIEROTIPI  

Ad oggi si conoscono 92 sierotipi pneumococcici a loro volta raggruppati in 40 

sierogruppi (77). Attualmente si fa riferimento alla nomenclatura con cui Lund ha 

classificato i vari tipi capsulari. Esso raggruppa i ceppi simili, per caratteristiche 

chimiche e immunologiche, assegnando un numero arabo seguito da una lettera 

maiuscola che indica i singoli sottotipi all’interno di un sierotipo (78). Esiste anche 

la possibilità di differenziare gli pneumococchi sulla base del genotipo; genotipi 

strettamente correlati si possono ritrovare in sierotipi diversi (79). 

La distribuzione dei sierotipi capsulari varia in base tra gli adulti ed i bambini; nei 

lattanti, i più frequenti sono i sierotipi 1, 3, 6A, 7F e 19A. Cambia anche a seconda 

delle diverse regioni geografiche, dello stato di portatore ma l’associazione tra 

sierotipo e malattia rimane invariata.  

I cambiamenti nella prevalenza dei sierotipi nella popolazione pneumococcica 

derivano da due importanti fenomeni: la sostituzione dei sierotipi, definito 

“sierotype replacement” e il cambio dei sierotipi capsulari, “serotype capsular 

switching” (80). Il fenomeno di replacement è legato in piccola parte direttamente 

alla vaccinazione (81, 82, 83). Un esempio è l’introduzione nel 2000 negli Stati 

Uniti del vaccino coniugato anti-pneumococco 7-valente (PCV7, con i sierotipi 

4,6B,9V,14,18C,19F,23F) che ha ridotto drasticamente le IPD in soggetti vaccinati 

e non, attraverso una immunità diretta e di gregge (84, 9). Gli stessi effetti si sono 
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osservati in Europa (85, 86) dove però, in contrapposizione ad una significativa 

riduzione delle IPD negli adulti correlata al PCV7, è stato registrato un rapido 

incremento nelle IPD di quei sierotipi non inclusi nel vaccino (10, 11). Altri 

fenomeni devono essere presi in considerazione per spiegare l’effetto di 

sostituzione dei sierotipi. Uno di questi è lo switch sierotipico legato ad una 

plasticità interna dello Pneumococco che facilmente scambia pezzi di DNA con 

altri pneumococchi o anche altri batteri. Questo comporta modifiche nella 

composizione dei polisaccaridi capsulari ma anche nuove caratteristiche funzionali 

del germe, tra le quali la più pericolosa è l’antibiotico-resistenza. I microrganismi 

diventano immuni alle terapie antibiotiche e più virulenti, sfuggendo così al sistema 

immunitario dell’ospite. Questa plasticità conferisce un vantaggio evolutivo allo 

pneumococco, determinandone la selezione dei ceppi più forti (87).  Un altro 

fenomeno coinvolto nella sostituzione sierotipica è la sostituzione dei sierotipi 

circolanti nei portatori per uno spontaneo trend secolare (88). Tutti questi fenomeni 

esercitano una pressione maggiore sulla sostituzione sierotipica dell’introduzione 

dei vaccini (89, 90). 

In generale i batteri sono fortemente promiscui e questa “vita sessuale” si traduce 

nella capacità di scambiare materiale genetico con germi della sua stessa specie o 

di altre. In questi processi è però possibile che avvengano delle sostituzioni e 

talvolta delezioni o inserzioni di basi. Per quanto riguarda lo pneumococco, questo 

fenomeni sono stati evidenziati fra differenti sierotipi e con specie di streptococchi 

correlati come Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus 

pseudopneumoniaie (91). La conseguenza è una capsula modificata. 
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9. MANIFESTAZIONI CLINICHE 

In base alla gravità dell’infezione pneumococcica si possono distinguere: le 

infezioni batteriche invasive (IPD), di cui fanno parte quadri clinici come sepsi 

meningite, polmonite complicata, osteomielite, artrite e formi più lievi (non-IPD) 

come polmonite, otite, sinusite, congiuntivite (1). 

Polmonite pneumococcica 

La colonizzazione delle vie aeree superiori da parte degli pneumococchi può 

avvenire già dopo il primo giorno dalla nascita. L’adesina pneumococcica, 

responsabile dell’aderenza alle cellule epiteliali, è indipendente dalla capsula e può 

legarsi con un recettore glicoproteico delle cellule ospite. Quando le prime barriere 

fisiche e dell’immunità innata sono abbassate, gli pneumococchi possono infettare 

l’albero respiratorio (76). La polmonite pneumococcica si sviluppa durante il 

decorso di infezioni virali o successivamente ad un pregresso contatto con un virus. 

In queste condizioni infatti si ha un aumento della produzione di secrezioni nel naso 

e nella faringe che aumenta la possibilità di inspirare pneumococchi. Una volta 

superata la barriera epiglottica, il muco liquido ricco di batteri cade per gravità nelle 

diramazioni bronchiali profonde che possono essere il lobo medio o il lobo inferiore 

di destra o il lobo inferiore di sinistra, dove si origina il primo focolaio d’infezione 

(28). La polmonite si espande con diffusione centrifuga. Gli pneumococchi si 

moltiplicano grazie alla protezione che la capsula e lo stesso muco offrono al germe, 

ed iniziano un processo infiammatorio. Ad un primo passaggio di proteine nello 

spazio aereo, vengono reclutati i polimorfonucleati seguiti poi dai macrofagi che 

fagocitano i frammenti di fibrina e di cellule, insieme a quelli del batterio. Come 

conseguenza di ha un accumulo di essudato negli alveoli, contenente neutrofili ed 
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eritrociti. In questo stadio l’essudato alveolare è simile all’escreato del paziente. 

Contemporaneamente si sviluppa l’immunità umorale, cioè gli anticorpi diretti 

contro i polisaccaridi della capsula, per quello specifico ceppo. Questi compaiono 

sia nel torrente circolatorio che localmente a livello polmonare e alveolare, dove a 

contatto con il germe esercitano un’azione di opsonizzazione. La progressione 

dell’infezione, in assenza di un trattamento antibiotico, dipende proprio dal 

rapporto tra la capacità moltiplicativa dello pneumococco e la capacità delle difese 

immunitarie di arrestare l’invasione batterica e distruggere gli agenti patogeni. E’ 

per questo che soggetti con scarsa capacità immunitaria come bambini, anziani o 

immunocompromessi, si difendono con maggior difficolta da queste infezioni. 

Quando vengono coinvolti gli alveoli situati al di sotto della pleura si sviluppa una 

pleurite e l’infezione può estendersi fino alla cavità pleurica. Se a questo livello si 

ha una un accumulo di liquido pleurico si parla di effusione parapneumonica (PPE) 

e se non controllato si può evolvere in formazioni ascessuali con formazioni di pus. 

Si parla in questo caso di empiema pleurico (PE). Entrambe fanno parte delle 

polmoniti complicate acquisite in comunità (CAP).  

Spesso la polmonite pneumococcica si presenta in forma multilobare a causa del 

flusso del trasudato infetto mediante la combinazione della respirazione, della tosse 

e della gravità. Se lo pneumococco non viene fagocitato può essere attraversare i 

vasi linfatici e gettarsi nel torrente circolatorio dando origine ad una batteriemia. 

Da qui possono andare a localizzarsi in altre sedi dell’organismo come meningi, 

valvole cardiache, articolazione con conseguenze gravi. 
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Generalmente il periodo di incubazione del germe è di 1-3 giorni. Ad una tosse 

insistente si associa uno stato febbrile con brividi e dispnea. La produzione di 

espettorato e dolore toracico acuto sono altre manifestazioni cliniche. 

Meningite 

Lo pneumococco è il secondo agente responsabile di meningite dopo la Neisseria 

Meningitidis. La meningite batterica può essere secondaria ad una batteriemia o 

partire da focolai già preesistenti quali, otiti, mastoiditi, sinusiti. Una volta penetrati 

nel liquido cefalo-rachidiano, gli pneumococchi sono liberi di circolare e non 

incontrano forti resistenze per le basse concentrazioni di fattori del complemento e 

di anticorpi nel liquido. Tuttavia gli antigeni somatici della capsula stimolano 

un’intensa risposta infiammatoria locale con produzione di citochine pro-

infiammatorie e mediatori della flogosi. La conseguenza è il richiamo e accumulo 

di neutrofili, un’aumentata permeabilità vascolare, un’alterazione della barriera 

emato-encefalica e trombosi vascolare (92). Il quadro non si configura come una 

sepsi gravi ma la sintomatologia è di varia natura e spesso simile a quella 

meningococcica. Si manifesta con comparsa improvvisa di febbre, cefalea, rigidità 

nucale, spesso accompagnata nel bambino più grande da altri sintomi quali nausea, 

vomito, fotofobia confusione mentale, letargia. Nei neonati invece alcuni di questi 

sintomi non sono evidenti; si possono però manifestare febbre, convulsioni, pianto 

continuo, irritabilità, sonnolenza, inappetenza (93). 

La presenza di convulsioni focali è spesso un fattore prognostico sfavorevole di 

successivi e permanenti danni neurologici. Alcuni di questi possono essere deficit 

focali, paralisi facciale, sordità, atassia e si manifestano a distanza di pochi giorni 

dall’esordio della meningite. Complicazioni severe sono l’edema celebrale, che può 
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insorgere nelle prime 48 ore dell’esordio, e l’ascesso cerebrale, che può insorgere 

in qualsiasi momento (94).  

Osteomielite 

È un’infezione e infiammazione dell’apparato osseo-articolare che interessa sia le 

strutture ossee che la cavità midollare (95). E’ generalmente dovuta a diffusione 

ematogena di un focolaio attivo distante che può interessare le ossa lunghe, 

specialmente femore, tibia e omero. Può anche derivare da lesioni traumatiche 

profonde o gravi fratture esposte (96). I sintomi sono febbre elevata, sintomi 

sistemici (anoressia, irritabilità, malessere generale) e locali (dolore, limitazione dei 

movimenti, edema, eritema) (97). 

Artrite 

È un’infiammazione dell’articolazione causata dalla localizzazione articolare di un 

germe. Generalmente è monoarticolare e colpisce soprattutto le grandi articolazioni 

come anca, ginocchio e spalla (98). Lo pneumococco è causa rara di artrite 

purulenta acuta. Si può trovare in corso di batteriemia e invadere la membrana 

sinoviale. La fagocitosi da parte delle cellule infiammatorie e dei fibroblasti 

provoca una massiva liberazione di enzimi proteolitici che causano la necrosi della 

sinovia e talvolta quella della cartilagine. L’accumulo di liquido sinoviale aggrava 

il quadro clinico, poiché favorisce ulteriormente la distruzione di questi elementi 

(99). L’articolazione, sede d’infezione, si presenta tumefatta, calda, dolorante e 

spesso si è incapaci di esercitarne un controllo. La febbre coesiste quasi sempre. 

Nei lattanti è più difficile individuare le manifestazioni cliniche; il rilievo della 

patologia può avvenire talvolta soltanto durante il cambio dei pannolini, quando è 



29 
 

possibile accorgersi del dolore e della ridotta motilità di un arto. Nel bambino che 

cammina si può osservare una zoppia (100). 

Otite media acuta 

È la più frequente infezione delle vie superiori nei bambini e rappresenta un vero e 

proprio problema di sanità pubblica. La sede dell’infiammazione o dell’infezione è 

l’orecchio medio. Il raffreddore, la causa più comune negli infanti, favorisce la 

diffusione dello pneumococco in alto lungo la tuba di Eustachio, condotto che 

collega la parte posteriore del naso all'orecchio medio. Questo condotto può essere 

ostruito dall'infiammazione o dall'ingrossamento delle adenoidi, spesso associato 

alle infezioni del naso e della gola. Di conseguenza, il liquido prodotto 

dall'infezione, insieme al pus, non defluisce attraverso il condotto ma si accumula 

nell'orecchio medio (101). I bambini hanno diverse caratteristiche che facilitano 

l'insorgenza della malattia come il diametro più piccolo dell'orecchio, larghezza, 

lunghezza e angolazione orizzontale ridotte della tuba di Eustachio. Nel bambino 

le manifestazioni cliniche sono l’improvvisa otalgia, febbre, stato di agitazione e 

talvolta perdita dell’udito, individuabile solo mediante un esame accurato. 

All’otoscopia sono visibili bombature e sofferenze del timpano. Nel lattante invece 

la sintomatologia è più sfumata e aspecifica: vomito, diarrea, perdita di appetito. A 

seguito della rottura del timpano può fuoriuscire un secreto purulento che può 

presentare qualche venatura di sangue (102). 

Sinusite 

Quando si ha un’infiammazione o un’infezione a livello delle mucose dei seni 

paranasali si parla di sinusite. La mucosa infiammata aumenta il proprio volume, 

determinando un restringimento degli osti di comunicazione tra i seni paranasali e 
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le cavità nasali. Questo porta ad un ristagno del muco all’interno dei seni, offrendo 

così un ambiente ideale per la crescita dello pneumococco. Si così una 

sovrapposizione tra infiammazione ed infezione. La manifestazione clinica più 

frequente è la persistenza dei sintomi respiratori per un periodo che va tra i 10 ed i 

30 giorni; superato tale limite si parla di sinusite cronica. Il bambino presenta 

rinorrea acquosa che con il passare dei giorni diventa sempre più densa, torbida e 

purulenta. La tosse è un sintomo persistente tutta la durata di questa condizione 

clinica, specialmente nelle forme croniche. Spesso si può avere gola arrossata e 

difficoltà a deglutire poiché a causa dell’ostruzione nasale si è costretti alla 

respirazione a bocca aperta. La secrezione nasale e la cefalea sono meno frequenti 

nelle forme acute dove è rara anche la presenza di uno stato febbrile (103). 

Congiuntivite 

Lo pneumococco può essere anche responsabile di congiuntivite infettiva che 

interessa lo strato mucoso più esterno che riveste la sclera dell’occhio e la superficie 

interna della palpebra (104) oltre al caratteristico color rossastro si possono 

associare fastidiosi sintomi di bruciore, secrezione mucopurulenta mono- o 

bilaterale e disturbi visivi (105). 

 

10. DIAGNOSI 

La presentazione clinica delle polmoniti può variare con l’età, l’agente eziologico 

e con lo stadio di progressione della patologia. Nel neonato e nel piccolo lattante le 

manifestazioni possono essere varie o scarse e spesso non è semplice 

l’interpretazione per una minor possibilità d’interazione con il paziente. I bambini 

affetti da CAP possono presentare febbre, tachipnea, dispnea o difficoltà 
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respiratoria, tosse, respiro sibillante (106). La frequenza respiratoria (FR) è un 

sintomo importante e facile da valutare. Tuttavia nei primi tre giorni della polmonite 

è un parametro diagnostico meno sensibile e specifico (107, 108). La radiografia 

può aiutare quando c’è una sospetta diagnosi eziologica ma spesso non esiste 

concordanza tra i segni clinici di una polmonite generica e una radiografia del 

torace; è dimostrato in uno studio come di casi di polmonite diagnosticati 

clinicamente solo il 14% presentava una polmonite radiologicamente evidente 

(109). Per arrivare ad una diagnosi è quindi necessario l’impiego di indagini 

strumentali. Tra i primi esami che vengono richiesti nel paziente con stato febbrile 

associabile ad una infezione batterica invasiva ci sono, in tutti i protocolli, i comuni 

esami di laboratorio utilizzati come indici di infiammazione acuta (numero dei 

globuli bianchi con formula, velocità di sedimentazione e dosaggio della proteina 

C reattiva o della procalcitonina). La presenza di leucocitosi con neutrofilia 

associata ad elevati valori di PCR o procalcitonina indubbiamente può indirizzare 

verso un’infezione batterica (110, 114), ma la normalità di uno o più di tali valori 

non può escluderla. Ad esempio nel primo giorno di febbre questi parametri 

possono ancora essere normali (115). Inoltre infezioni virali come da Adenovirus 

possono condividere alterazioni ematochimiche simili (114). Dopo questi esami di 

primo livello è necessario procedere con la ricerca dell’agente eziologico, sia per 

l’impostazione di una corretta terapia che per una valutazione epidemiologica. Per 

ricercare lo pneumococco ci sono più indagini diagnostiche: esame batterioscopico 

diretto del campione (liquido pleurico, liquido cefaloarachidiano), esami colturali, 

ricerca di antigeni solubili o tecniche di biologia molecolare. Grazie a quest’ultima 
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metodica è possibile anche sierotipizzare lo pneumococco e pertanto conoscerne 

l’epidemiologia.  

Metodo colturale 

Gli esami colturali sono sempre stati considerati come test di riferimento per la 

diagnostica delle infezioni da pneumococco. Tutt’oggi molti ospedali mantengono 

questa metodica di ricerca del germe e la positività della coltura è considerata 

fondamentale per la diagnosi. Il campione biologico che può essere espettorato, 

liquido pleurico o sangue viene prima omogenizzato con acqua e perline di vetro in 

uno shaker meccanico, poi incubato su piastre di agar-sangue per 18 ore a 38° in 

un’atmosfera dal 5 al 10% di CO2, dato che il 10% dei ceppi non riescono a 

moltiplicarsi alla concentrazione atmosferica di CO2 (31). Nel caso dell’ispettorato, 

dove è possibile che sia presente una popolazione mista, è preferibile utilizzare 

terreni resi selettivi dall’aggiunta di farmaci (acido nalidixico) ai quali lo 

pneumococco è insensibile (29). Una volta ottenuta la crescita in coltura, gli 

pneumococchi possono essere differenziati dagli streptococchi viridanti, 

morfologicamente simili e circondati ugualmente da un alone di alfa-emolisi, 

tramite le seguenti tecniche: 

- Solubilità all’optochina (o etilidrocupreina idrocloruro): dischetti di questa 

sostanza vengono posti sulla piastra di agar precedente seminata con gli 

pneumococchi. Dopo sole 24 ore, in prossimità dei dischetti di optochina, si 

possono osservare delle zone di inibizione della crescita batterica. Al 

contrario, gli streptococchi viridanti sono resistenti all’optochina (32, 115).  

- Solubilità alla bile: l’amidasi è un enzima prodotta dagli streptococchi ed è 

in grado di scindere i legami covalenti specifici a livello del petidoglicano. 
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Questo enzima viene attivato dalla bile o dai Sali biliari come il 

desossicolato di sodio. Pertanto se si aggiungono alcune gocce di una 

soluzione al 10% di desossicolato di sodio ad una brodocoltura di 

pneumococchi, le cellule vengono rapidamente lisate al contrario degli 

streptococchi viridanti che mantengono la loro integrità in presenza di 

questa stessa sostanza (29, 115). 

Una volta osservata una positività all’esame colturale, si deve eseguire la 

sierotipizzazione per l’identificazione del tipo capsulare. Con i metodi tradizionali 

viene utilizzata la reazione di rigonfiamento capsulare di Neufeld o quellung 

reaktion; il campione clinico o l’isolato viene posto su un vetrino e mescolato con 

un antisiero contro il polisaccaride capsulare, polivalente o tipo-specifico, ed il blu 

di metilene. Con l’osservazione al microscopio, in caso di una reazione positiva, si 

può vedere la capsula notevolmente ingrossata in conseguenza della precipitazione 

del materiale capsulare che diventa più compatto ed evidente (28, 115). 

Sebbene la coltura sia stata una metodica importante e rimanga oggi una tecnica 

ampiamente diffusa, presenta dei limiti e una sensibilità non soddisfacente: per 

poter vedere la crescita del germe sono necessari alcuni giorni di attesa ed inoltre si 

possono avere risultati “falsi-negativi” a causa di molteplici fattori. Fra questi un 

volume di campione troppo piccolo, condizioni inadeguate di conservazione o di 

trasporto ma il problema più influente indubbiamente la precedente terapia 

antibiotica. In effetti in molti casi, il paziente pediatrico, prima che venga mandato 

alla struttura ospedaliera e sottoposto ad esami colturali per sospetta infezione 

batterica invasiva, ha già effettuato una terapia antibiotica domiciliare per giorni. Il 

che riduce la vitalità del germe, requisito indispensabile per la sua crescita su terreni 
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di coltura (116, 117). La risposta, falsamente negativa, è estremamente frustrante 

soprattutto quadro il quadro clinico è fortemente indicativo per un’eziologia 

pneumococcica.  

Per questo nuove tecnologie che possono affiancare i metodi colturali con una 

simile specificità ma maggiore sensibilità e non dipendente dalla vitalità del 

microrganismo sono sempre più d’interesse (118). L’analisi molecolare mediante 

RT-PCR è un’ottima tecnica diagnostica (119-122).  

Metodo molecolare  

I metodi molecolari sono strumenti importanti per la ricerca di molti patogeni 

responsabili di malattie invasive. Superano i limiti dei metodi colturali e sono 

risultati più sensibili (120, 123). Possono identificare piccolissime quantità di acidi 

nucleici di qualunque patogeno a partire da piccole quantità di campione, sono 

meno influenzati da precedenti terapie antibiotiche non dipendendo dalla vitalità 

del germe, sono effettuabili su varie tipologie di materiali biologici (sangue, urine, 

pus, liquor, liquido pleurico, liquido sinoviale, biopsie, tamponi) ed offrono risultati 

in tempi rapidi. Inoltre richiedono metodi semplici, attrezzature ridotte e costi bassi. 

Oltre  a fare diagnosi di infezioni pneumococciche consentono di effettuare la 

tipizzazione. I metodi più utilizzati sono la Polymerase chain reaction (PCR) 

standard e la Real-Time (RT)- PCR.   

La reazione a catena della polimerasi fu ideata nel 1983 da Kary B. Mullis, il 

quale vinse per questo il Premio Nobel per la Chimica (124, 125). Questa tecnica 

ha rivoluzionato la genetica molecolare. Ricostruisce in vitro uno specifico 

passaggio della duplicazione cellulare, cioè la sintesi di un segmento di DNA a 

doppia elica a partire da un filamento a singola elica. La PCR consente di 
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amplificare, senza la necessità di una cellula vivente, frammenti di acidi nucleici di 

cui se ne conoscano le sequenze target inziali e finali, ottenendo miliardi di copie 

in tempi ridotti (126, 127). La parte nota di sequenza che deve essere una piccola 

regione conservata ed identificativa di uno specifico germe viene utilizzata per 

disegnare due oligonucleotidi sintetici, chiamati primers, complementari a tratti di 

sequenza che si trovano su lati opposti della regione che deve essere amplificata e 

su filamenti diversi (128). Questi oligonucleotidi servono per dare inizio alla sintesi 

del DNA che è catalizzata da una polimerasi isolata da un batterio termofilo (129); 

tale enzima, molto termostabile, non viene dunque denaturato dai ripetuti 

riscaldamenti che avvengono durante i cicli di reazione. Ogni ciclo è caratterizzato 

da tre fasi di reazione (denaturazione, annealing, prolungamento) con profili termici 

differenti. Generalmente i cicli sono ripetuti per circa 30-40 volte e non superano i 

50 cicli poiché la quota di DNA amplificato raggiunge un plateau. 

Nel caso dello pneumococco, il primo passo per costruire i primers è stato quello di 

identificare quei geni che fossero comuni al più alto numero possibile di sierotipi 

del germe. Sono stati testati, come possibile target di amplificazione, molti geni 

prima tra tutti il gene psaA codificante per l’adesina A di superficie (130). A partire 

da isolati batterici cresciuti in coltura, l’amplificazione con psaA ha dimostrato che 

questo gene è conservato in tutti i 90 sierotipi pneumococcici (131) ed è quindi un 

buon candidato per la diagnosi indipendentemente dal sierotipo. Il gene ply (132, 

133) è codificante per una pneumolisina ed è anch’esso presente in tutti i sierotipi 

ma meno sensibile poiché non sembra talvolta in grado di distinguere 

pneumococchi atipici (134, 135) e soprattutto distinguere lo pneumococco dagli 

streptococchi alfa-emolitici (136). Da comparazioni effettuate su pieni il gene lyt 
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ha mostrato una sensibilità del 100% nell’identificazione dei soli ceppi 

pneumococcici e pertanto il suo impego come target per la costruzione dei primers 

sembra indicare un’accuratezza di amplificazione maggiore (137). 

La RealTime-PCR è stata messa a punto successivamente da Higuchi (138). E’ un 

metodo di amplificazione e quantificazione simultanea del DNA (139); consente di 

monitorare l’avvenuta amplificazione del DNA nel corso della reazione, senza 

dover aspettare il termine della stessa. Questo comporta un abbattimento dei tempi 

necessari per ottenere un risultato e la possibilità di fare un’analisi in corso di 

reazione. Tale vantaggio è dovuto al fatto che nella miscela di reazione, oltre alla 

polimerasi e ai primers specifici per il gene target di interesse, vengono aggiunte 

sonde fluorescenti specifiche per la regione genomica da amplificare. Durante 

l’amplificazione, la velocità con cui il segnale fluorescente raggiunge un livello 

soglia, correla con la quantità di sequenza specifica, consentendo di fare un’analisi 

semi-quantitativa (140). La RT-PCR è anche molto sensibile, infatti riesce a rilevare 

meno di 5 copie di una sequenza e quantificare gli acidi nucleici fino a 5 unità 

logaritmiche. La possibilità di reazioni crociate è ridotta al minimo e il tempo di 

durata è breve. Bastano circa 35 minuti contro le 4 ore delle PCR standard per avere 

un risultato e questo rappresenta un vantaggio in ambito diagnostico. Correlare 

velocemente ad una clinica anche l’agente eziologico responsabile permette un 

intervento terapeutico mirato. Oltre alla durata più breve della procedura, una 

sostanziale differenza con la PCR tradizionale sta nel fatto che nella RT-PCR, 

l’amplificazione e l’analisi del prodotto avvengono contemporaneamente in corso 

di reazione grazie all’uso delle sonde ed inoltre la quantificazione avviene durate la 
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fase di amplificazione esponenziale (fig.2). Il metodo standard invece misura solo 

la quantità finale del prodotto (141).  

 

Fig 2. Fase di quantificazione: Real-time PCR vs PCR standard  

Anche in questo caso il gene lyt appare il target più specifico (142). Potendo 

utilizzare fluorocromi diversi per marcare le sonde, la RT-PCR permette di 

amplificare più geni nella stessa reazione e realizzare così una reazione in 

multiplex. Si possono dunque creare pannelli diversi per individuare 

simultaneamente più germi che potrebbero essere causa di una stessa patologia 

(143). 

In casi in cui un quadro clinico ponga il dubbio di infezione batterica ma il patogeno 

responsabile non possa essere ricondotto a nessuno dei più comuni agenti infettivi 

caratterizzabili mediante RT-PCR, è possibile utilizzare la sequenza intera di gene, 

ossia il 16s. Questo è uno dei tre RNA ribosomiali che rappresenta un eccezionale 

orologio evolutivo ed è stato utilizzato per studiare la filogenetica dei procarioti. I 
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prodotti della PCR classica vengono sequenziati ed i dati vengono importati su 

programmi specifici che comparano la sequenza in esame con le sequenze già note 

e presenti in banche dati.  Si tratta di una metodica complessa, lunga e che pecca 

nella specificità. Si può applicare a materiali biologici sterili e dove non risiedono 

generalmente biofilms composti da tanti germi diversi, altrimenti verrà individuata 

una flora mista e non il germe responsabile dell’infezione (144).  

Sierotipizzazione 

La sierotipizzazione è oggi indispensabile per monitorare l’epidemiologia delle 

infezioni pneumococciche e valutare gli effetti dei vaccini sulla distribuzione 

sierotipica, per capire eventuali shift di sierotipi. 

Fino a non molti anni fa la tipizzazione veniva fatta su isolati da coltura (145, 146). 

La conseguenza era che la caratterizzazione della capsula poteva essere fatta solo 

nei casi in cui la coltura risultava positiva. Lo sforzo dei ricercatori è stato quello 

di creare nuovi metodi capaci di permettere la tipizzazione direttamente da 

campione biologico, in modo da superare gli ostacoli presentati dal metodo 

colturale. Inoltre è stato importante sviluppare metodi che permettessero di 

individuare il maggior numero di sierotipi nel minor numero di reazioni. Sono stati 

messi appunto test di Multiplex PCR che hanno permesso di ottenere risposte in 

poco tempo e con minor dispendio di energie. Ad oggi è possibile raggruppare 31 

coppie di primers in sole 9 reazioni multiple (147, 148). 

L’utilizzo di questi metodi molecolari consente di ottenere dati di incidenza delle 

infezioni pneumococciche e della distribuzione dei sierotipi nel tempo più reali di 

quelli ottenibili con i metodi colturali, che a causa dei loro limiti portano a 
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sottostimare l’incidenza e pertanto a costruire con minor affidabilità un quadro 

epidemiologico completo. 

I metodi molecolari di sierotipizzazione si sono rivelati molto utili anche per 

individuare le colonizzazioni multiple nei tratti naso-faringe dei portatori. Al 

contrario dalle colture cellulari è più difficile individuare colonizzazioni faringee 

ed a discriminare i diversi tipi di pneumococchi (149, 150). 
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CAPITOLO II: LA VACCINAZIONE ANTI-

PNEUMOCOCCICA 

 

1. CENNI STORICI E VACCINI POLISACCARIDICI 

George M. Sterneberg e Louis J Pasteur indipendentemente isolarono per la prima 

volta lo pneumococco nel 1881. Durante la successiva decade questo patogeno fu 

al centro dell’attenzione scientifica e fu ritenuto una delle principali cause della 

polmonite, della batteriemia e della meningite (151) 

Nel 1886, Albert Frankel fu il primo a dimostrare l’esistenza di una immunità 

umorale in seguito all’infezione pneumococcica nei conigli. Notò che gli animali 

guariti dall’infezione risultavano immuni ad un secondo contatto con il patogeno. 

Georg Klemperer  e suo fratello Felix dimostrarono nel 1891 che il siero, prodotto 

da conigli immunizzati tramite l’iniezione di pneumococchi uccisi o brodi di coltura 

filtrati, aveva effetti protettivi conferendo una immunità permanente a seconde 

infezioni. Nonostante i notevoli e gravi effetti collaterali, la terapia sierica risultò 

l’unico trattamento effettivo. Studi ulteriori sulla terapia con antisiero contribuirono 

alla scoperta del siero anti-pneumococco di sierotipo 1, seguiti dal sierotipo 2 e 3. 

Nel 1910 Wright, in Sudafrica, sperimentò un vaccino a cellule intere su dei 

minatori ed avviò subito un trial clinico senza tenere di conto della specificità 

sierotipica. Il vaccino conferiva una protezione immunitaria riducendo i casi di 

polmonite nei vaccinati nei primi due mesi dopo il vaccino. Contemporaneamente 

nuovi metodi per distinguere i diversi sierotipi dello pneumococco venivano messi 

a punto in altri stati.  
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Intanto sempre in Africa, Lister sviluppò un metodo di tipizzazione differente 

basato sulla fagocitosi e l’agglutinazione specifica. Nel 1914 usò questo sistema di 

tipizzazione per sviluppare il primo vaccino a cellule intere con risposta anticorpale 

tipo-specifica, contenente tre sierotipi diversi da quelli trovati in Europa e in Nord 

America. 

Tra il 1916 ed il 1917 Dochez e Avery isolarono quelli che oggi conosciamo come 

polisaccaridi capsulari ma che loro definirono “sostanze specifiche solubili dello 

pneumococco”. Circa dieci anni dopo una serie di studi stabilirono che questi 

antigeni capsulari erano alla base della diversità sierotipica dello pneumococco. 

Agli inizi degli anni ’30 Felton dimostrò che l’iniezione di polisaccaridi purificati 

induceva una risposta anticorpale protettiva. Iniziarono così gli studi sui vaccini 

anti-pneumococcici derivati da componenti polisaccaridici capsulari.  Nonostante 

il grande bisogno di un vaccino durante la seconda guerra mondiale per prevenire i 

frequenti casi di polmoniti da pneumococco nelle forze armate, solo nel 1945 fu 

dimostrata l’efficacia. Alla fine della seconda guerra mondiale furono messi in 

commercio due vaccini esavalenti, che furono velocemente rimpiazzati 

dall’introduzione degli antibiotici quali la penicillina, cloroamfenicolo e 

clorotetracicline. Tuttavia con il tempo l’aumento della dipendenza dalla terapia 

antibiotica nelle malattie pneumococciche invasive portò alla formazione di nuovi 

ceppi di pneumococchi resistenti agli antibiotici che causavano malattie da 

pneumococco. Questa situazione spostò nuovamente l’attenzione verso i vaccini, 

più di quanto non fosse avvenuto durante la guerra. A fine degli anni 80, in America 

fu introdotto un vaccino polisaccaridico 14-valente, consigliato agli adulti >50 anni 

e ai bambini <2 anni oltre che ad anziani in condizioni di salute compromessa, 
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capace di immunizzare dai ceppi responsabili del 60-70% delle IPD. Gli esperti 

riconobbero la necessità di espandere la copertura vaccinale a più sierotipi e nel 

1983, sempre in America, fu introdotto il vaccino polisaccaridico 23-valente 

(sierotipi: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 15F, 18C, 19A, 

19F, 20, 22F, 23F, 33F) (152, 153).  

PPSV23 

Il vaccino polisaccaridico 23-valente è un vaccino inattivo preparato dagli antigeni 

capsulari polisaccaridici dello pneumococco purificati e derivati dai 23 sierotipi che 

costituiscono circa il 90% dei tipi alla base della mattia invasiva pneumococcica.  

Queste componenti polisaccaridiche stimolano una reazione immunitaria di tipo 

primario ma non creano una memoria immunologica. Gli anticorpi possono essere 

rilevati dalla terza settimana successiva alla vaccinazione e diminuiscono dopo 3-5 

anni (154). 

L’Advisory Commitee on Immunization Practices (ACIP) ha consigliato la 

vaccinazione per adulti sani oltre i 65 anni e soggetti di età compresa tra i 2 ed i 65 

anni con fattori di rischio quali deficit immunitari da malattia (HIV, leucemie, 

linfomi, morbo di Hodgkin, mielosa multipla, neoplasie) o da terapia (trattamenti 

cortisonici, radio e chemioterapici), cardiopatie, patologie polmonari, diabete, 

alcolismo, epatopatie croniche (159), trapianti di rene (160), di midollo osseo (161), 

di cuore (162) ; soggetti che vivano in case di cura, strutture a lunga degenza e RSA. 

I vaccini polisaccaridici hanno però dei limiti: 

- la mancanza di una completa risposta prima dei 5 anni di età insieme alla scarsa 

immunogenicità per i sierotipi che danno infezioni nel bambino. 
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- la mancata stimolazione dei linfociti T e delle cellule di memoria; i polisaccaridi 

infatti non interagiscono con le cellule T del sistema immunitario (caratteristiche 

legate alla T-indipendenza dei polisaccaridici) ma solo con le cellule B e stimolano 

solo una risposta immunitaria di tipo primario. Lo switch isotipico delle IgM in IgG 

non viene promosso e pertanto non si forma la memoria immunologica che 

conferisce protezione duratura (156). 

- la breve durata dell’efficacia. Non essedo in grado di indurre una memoria 

immunitaria, il titolo anticorpale diminuisce nel tempo e non si osserva una risposta 

anamnestica dopo rivaccinazione (157). 

- presenta il fenomeno dell’iporesponsività, cioè lo sviluppo di una risposta 

immunitaria con un titolo anticorpale ridotto dopo dosi successive di vaccino. Per 

tale motivo si raccomanda di non superare le 2-3 dosi nell’arco della vita. 

Tutto ciò comporta una capacità protettiva insufficiente sotto i 2-3 anni (155) ed è 

proprio nei lattanti che si osserva la massima frequenza delle forme invasive. 

In Italia il PPSV23 è stato commercializzato a partire dal 2000 ed indicato per 

l’immunizzazione attiva contro le malattie sostenute dai sierotipi pneumococcici 

presenti dal vaccino nei soggetti di età pari o superiori a 2 anni, ad elevato rischio 

patogenetico e mortalità da infezione pneumococcica ma non è efficace nella 

prevenzione dell’otite media acuta, della sinusite e delle comuni infezioni del tratto 

respiratorio superiore (157). 

La scarsa immunogenicità di tale vaccino ha indotto quindi alla realizzazione di 

nuovi vaccini glicoconiugati, in cui i polisaccaridi capsulari sono legati 

chimicamente (coniugati) ad una proteina carrier altamente immunogena (carrier 
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proteico-anatossina tetanica o difterica-). Appartengono a questo gruppo di vaccini 

coniugati il 7-valente ed il 13-valente. 

 

2. I VACCINI CONIUGATI: PCV7 E PCV13 

La coniugazione dei polisaccaridi batterici con proteine carrier determina una 

risposta anticorpale T-dipendente conseguente all’attivazione delle cellule T CD4+ 

(163). La caratteristica principale di tale risposta è quella di indurre la produzione 

di anticorpi IgG ad elevata affinità ed un numero maggiore di cellule della memoria. 

La conseguenza è la formazione di una memoria immunologica che assicura una 

protezione prolungata (164).  

Il primo vaccino reso disponibile sul mercato è stato il vaccino coniugato 7-valente 

(PCV7), introdotto negli Stati Uniti nel 2000. Esistendo già più di 80 sierotipi e non 

essendo possibile coniugarli tutti al carrier proteico, sono stati scelti i 7 sierotipi 

maggiormente responsabili delle malattie invasive da pneumococco. Dati ottenuti 

sia in USA che in Europa prima della vaccinazione di massa avevano dimostrato 

che i sierotipi 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F erano proprio i responsabili dell’80-

97.7% delle IPD (165-167).  

Molti studi hanno messo in evidenza che l’introduzione del PCV7 ha avuto un 

impatto positivo sulle infezioni pneumococciche (168): ha ridotto il rischio di 

setticemie e meningiti (169), ha determinato una riduzione delle infezioni delle vie 

respiratorie alte ed inferiori (170), ha permesso di prevenire almeno il 25% di tutte 

le polmoniti dell’infanzia (171) ma anche l‘otite media acuta (172). Inoltre ha avuto 

un importante impatto sulla colonizzazione; infatti alti livelli di anticorpi IgG sierici 
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contro i polisaccaridi capsulari pneumococcici correlano con un buon grado di 

protezione e prevenzione dello stato di portatore nel naso-faringe (173). 

Altri studi negli Stati Uniti riportano dati sull’efficacia del vaccino nella drastica 

riduzione delle IPD in soggetti vaccinati e non, non solo attraverso una immunità 

diretta ma anche grazie ad una immunità di gregge (8,9). Gli stessi effetti si sono 

osservati in Europa dove, in contrapposizione ad una significativa riduzione delle 

IPD negli adulti correlata al PCV7, è stato osservato un rapido incremento nelle 

IPD di quei sierotipi non inclusi nel vaccino (10,11). E’ stato ipotizzato che la 

protezione di gregge sia stata ottenuta grazie alla riduzione dei sierotipi vaccinali 

nelle vie respiratorie alte nei bambini immunizzati, con conseguente interruzione 

della catena di contagio portatore-soggetto non immunizzato (12,13). Nell’era pre-

PCV7 i sierotipi inclusi nel vaccino non solo erano i maggior responsabili delle IPD 

nei bambini ma anche i più diffusi nei giovani portatori sani in Europa e negli Stati 

Uniti (13-16). Questa situazione è oggi presente in quei paesi dove non esiste un 

programma vaccinale con il vaccino 7-valente (17).  

In Italia il PCV7 è stato reso disponibile sul mercato a partire dal 2002 ma non è 

più attualmente in commercio.   

Nel febbraio 2010, la Food and Drug Administration (FDA) ha conferito la licenza 

al vaccino anti-pneumococco 13-valente (PCV13) (174) e nell’aprile dello stesso 

anno è stata autorizzata anche in Italia la sua commercializzazione (175). 

Il PCV13 contiene i sette sierotipi del PCV7 e sei nuovi sierotipi aggiuntivi (1, 3, 

5, 6A, 7F, 19A) (176). E’ attualmente il vaccino coniugato con il più alto numero 

di sierotipi pneumococcici. Tra i nuovi antigeni capsulari, i sierotipi 1, 3, 7F, 19A 

sono più spesso associati a polmoniti complicate quali versamenti parapneumonici 
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(PPE) ed empiemi pleurici (PE) (22, 24, 177). Questi sierotipi insieme agli altri 

addizionati al PCV13 sono stati ritrovati raramente nelle vie respiratorie dei 

portatori italiani (178-180). Pertanto si potrebbe presupporre che il PCV13 non 

conferisca una protezione di gregge poiché non andrebbe ad influire sulla catena di 

contagio portatore-soggetto non immunizzato, contrariamento a quanto si pensa per 

il PCV7. Questo argomento è tutt’oggi molto dibattuto poiché i dati di altri paesi in 

letteratura sono contrastanti. 

Secondo il piano nazionale prevenzione vaccinale (PNPV) 2017-2019, la 

vaccinazione con PCV13 è raccomandata: 

- in tutti i nuovi nati: 3 dosi al 3°, 5° e tra l’ 11° e 13° mese di vita; 

- in bambini compresi tra i 12 e i 23 mesi: due dosi con intervallo di almeno 

2 mesi fra le due somministrazioni; 

- in bambini compresi tra 2 e 5 anni: una dose singola; 

- in bambini mai vaccinati o che abbiano in precedenza completato il ciclo di 

vaccinazione con PCV7: una dose singola; 

- nelle categorie a rischio fino a 5 anni una dose di PCV13 e nei soggetti ≥65 

la vaccinazione con vaccino pneumococcico coniugato, seguita da una dose 

di vaccino polisaccaridico. 

 

3. IL VALORE DELLA VACCINAZIONE ANTI-PNEUMOCOCCICA: 

EVIDENZE DAL MONDO 

L’analisi del burden delle patologie infettive da S. pneumoniae è, ancora oggi, un 

tema di grande attualità perché meningite, sepsi, polmonite, otite media acuta 

rappresentano le conseguenze principali a seguito di una infezione pneumococcica 
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nella popolazione infantile. L’epidemiologia delle malattie da pneumococco è 

cambiata molto nel corso degli anni, soprattutto con l’introduzione di programmi 

vaccinali anti-pneumococco. Il primo vaccino coniugato commercializzato è stato 

il PCV7, seguito dal PCV10 e dal PCV13. A seconda del loro impiego e del loro 

spettro sierotipico di copertura, i vaccini anti-pneumococcici hanno avuto un 

impatto differente nei diversi paesi del mondo in cui sono stati utilizzati. 

In meno di un decennio di utilizzo del PCV7 si è avuta una drastica riduzione delle 

infezioni da pneumococco in bambini: un lavoro sulla popolazione israeliana 

riporta una riduzione del 95% delle IPD causate dai 7 sierotipi inclusi nel PCV7. 

Parallelamente si è registrato un aumento delle IPD causate da quei sierotipi non 

presenti nel vaccino, in particolar modo il 19A e solamente dopo l’introduzione del 

PCV13 si è osservato nuovamente un decremento (181). Simili risultati sono stati 

ottenuti in Inghilterra ed in Galles dove la riduzione delle IPD da sierotipi inclusi 

nel PCV13 è stata del 90% in bambini di età < 2 anni (182). 

In tutto il mondo l’introduzione del PCV13 ha determinato una riduzione 

significativa delle infezioni pneumococciche sostenute da sierotipi in esso presenti 

(183, 184). Importanti sono stati anche i dati che dimostrano come il PCV13 abbia 

portato ad un decremento dei casi di CAP. Confrontando paesi come Francia (185), 

Stati Uniti (186), Israele (187), dove è stato introdotto il vaccino 13-valente con 

Finlandia (188), Svezia (188), Brasile (189) e America Latina (190), dove viene 

utilizzato il PCV10, i casi di CAP si sono ridotti del 54-74% nei primi e solo del 

22% nei secondi.      
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Anche in Italia (191) si sono osservate notevoli diminuzioni di IPD da sierotipi 

vaccinali nei bambini tra 0 e 4 anni soprattutto da quelle associate ai sierotipi 3, 6A 

e 19A. 

Anche nella prevenzione contro l’otite media acuta l’impiego continuativo del 

PCV13 ha avuto un impatto positivo: in Israele i casi sono diminuiti del 77% (192) 

ed in Spagna del 69% (193). 
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CAPITOLO III: SCOPO DELLO STUDIO 

 

Lo Streptococcus pneumoniae è un’ospite frequente delle vie respiratorie superiori 

da dove in presenza di concause predisponenti può raggiungere il tratto più 

profondo provocando la polmonite di cui è il più frequente agente eziologico.  

La maggior parte dei bambini con polmonite di comunità, trattati a domicilio o in 

ospedale a seconda della gravità del quadro clinico, guarisce in maniera completa 

con il trattamento medico. In alcuni pazienti, tuttavia, l’evoluzione della malattia 

può subire un peggioramento e portare a complicanze come l’insufficienza 

respiratoria, il versamento pleurico, l’ascesso polmonare e la setticemia (194).  

In tutto il mondo la polmonite è la prima causa di morte nei bambini. Secondo 

l’Organizzazione Mondiale della Salute (OMS), nel 2015 più di 920 000 bambini 

sono morti a causa di polmonite e il 16% avevano meno di 5 anni (195). Inoltre le 

infezioni invasive sono anche la causa più frequente di ricovero ospedaliero nei 

bambini e negli adulti. Sempre alcuni dati forniti dall'OMS, relativamente 

all'Europa e agli Stati Uniti, riconducono allo Pneumococco il 30-50% delle 

polmoniti che, per la loro gravità, richiedono il ricovero in ospedale; tale 

percentuale sarebbe più alta nei bambini, visto che alcune stime riconducono allo 

Pneumococco quasi l'80% delle polmoniti lobari (in cui cioè l'infiammazione 

coinvolge una ampia porzione di lobo polmonare) (196). 

L’infezione pneumococcica può essere prevenuta con la vaccinazione. La 

disponibilità del vaccino anti-pneumococcico coniugato (PCV), prima 7 

valente, successivamente 10 valente (PCV10) ed infine 13 valente (PCV13) ha 

rappresentato un notevole passo avanti nella lotta contro le malattie infettive 
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pediatriche. La presenza nel vaccino di più recente sviluppo (PCV13) di 

anticorpi addizionali contro i sierotipi pneumococcici attualmente più 

implicati nelle patologie pediatriche (19A, 1, 3, 5, 6A, 7) ha portato nei 

bambini inferiori a 5 anni ad una riduzione del 55% delle infezioni gravi da 

Pneumococco.  

Monitorare l’incidenza reale delle forme invasive causate da Pneumococco ma 

anche la distribuzione dei sierotipi circolanti è fondamentale per capire l’impatto 

della vaccinazione: per verificare cioè se avverrà una diminuzione dei sierotipi 

contenuti nel vaccino e cogliere per tempo l’eventuale emergenza di nuovi sierotipi, 

base per la messa a punto in futuro di nuovi vaccini. Tali dati portano informazioni 

aggiuntive ai dati relativi alla copertura vaccinale che sono un importante indicatore 

di esito di salute, permettendo una completa valutazione dei programmi vaccinali e 

di individuare eventuali aree d'intervento per migliorare le modalità d'offerta delle 

vaccinazioni. 

A tal proposito è indispensabile avere a disposizione una tecnica diagnostica 

altamente sensibile e precisa.  

Pertanto il presente studio, tramite un’analisi retrospettiva di tutti i dati presenti nel 

registro di sorveglianza molecolare, si è proposto di: 

- descrivere l’eziologia di alcune polmoniti complicate acquisite in comunità nella 

popolazione pediatrica italiana, 

- capire l’impatto che il vaccino coniugato ha avuto sulle PPE/PE, 

- determinare la sensibilità della RT-PCR comparandola alla classica metodica 

microbiologica, nella diagnosi delle PPE. 
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CAPITOLO IV: MATERIALI E METODI 

 

1. DISEGNO DELLO STUDIO  

E’ stato condotto uno studio osservazionale retrospettivo su pazienti ricoverati in 

strutture ospedaliere pediatriche o reparti pediatrici di ospedali generici italiani, con 

diagnosi di PPE, da Settembre 2006 a Dicembre 2017. I dati sono stati recuperati 

dal Registro Nazionale di Sorveglianza delle Malattie Batteriche Invasive che è 

stato iniziato dal Laboratorio di Immunologia dell’Ospedale Pediatrico Anna Meyer 

di Firenze (qui definito come laboratorio centrale) nel 2006 ed è stato allargato nel 

2007 grazie a fondi dedicati derivati dal Centro per la prevenzione e il controllo 

delle malattie in Italia (CCM). Tutti gli ospedali pediatrici e le unità pediatriche 

sono stati invitati a parteciparvi. Ogni paziente di cui almeno un campione biologico 

sia stato testato mediante la Realtime-PCR presso il laboratorio centrale è stato 

incluso nel registro. Il metodo culturale non è stato considerato un criterio di 

inclusione ma i risultati, quando resi disponibili, sono stati registrati così come i 

dati clinici e di laboratorio. I bambini con malattie severe quali fibrosi cistica, 

immunodeficienze, problemi neurologici o con sospette infezioni nocosomiali sono 

stati esclusi dallo studio. Tutti i campioni inclusi sono stati raccolti come parte 

dell’attività diagnostica di routine e valutati in modo anonimo nello studio. Pertanto 

non è stata necessaria l’approvazione del comitato etico. 

 

2. CASI IN ESAME  

Sono stati considerati nello studio quei pazienti, tra 0 e 16 anni, con sospetto clinico 

e successiva conferma diagnostica di PPE e PE. Per definizione queste polmoniti 



52 
 

acquisite in comunità si caratterizzano per la presenza di febbre > 37,5°C, sintomi 

respiratori insorti acutamente (tachipnea, difficoltà respiratoria, tosse, dolore 

addominale, rantoli) e infiltrato polmonare lobare o segmentale con o senza 

versamento, rilevato mediante una radiografia del torace o l’analisi dei parametri 

chimico-fisici del liquido pleurico, quando presente (197,198). 

 

3. RT-PCR 

Dai centri partecipanti, i campioni per la diagnosi molecolare sono stati inviati, a 

temperatura ambiente, al laboratorio centrale utilizzando un corriere espresso 

notturno e analizzati il giorno stesso della consegna durante la regolare attività 

diagnostica di routine.  

 Il DNA genomico batterico è stato estratto a partire da 200 µl di campioni biologici 

di sangue e/o liquidi pleurici usando QIAmp Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany), seguendo il protocollo di estrazione manuale per sangue e fluidi 

corporei e le istruzioni del produttore. 

La diagnosi molecolare è stata effettuata mediante RT-PCR utilizzando un pannello 

di primers e sonde specifiche per la ricerca di 14 diversi patogeni più 

frequentemente in causa nelle malattie batteriche invasive in Italia: Streptococcus 

pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella spp, Mycoplasma pneumonia, Fusobacterium spp e Adenovirus. 

Quando la RT-PCR è risultata negativa per tutti i germi testati, le indagini sono 

proseguite andando ad amplificare e sequenziare il gene dell’RNA del 16s (RNA 
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altamente conservato che caratterizza la subunità minore dei ribosomi nelle cellule 

procariote. Questa porzione genica viene utilizzata per ricostruire la filogenesi a 

causa dei lenti tassi di evoluzione che la colpiscono. Tuttavia presenta regioni 

ipervariabili che possono fornire sequenze di firme specifiche per l’identificazione 

dei batteri). 

I primers e le sonde sono state costruite utilizzando l’ABI Primer Express Software 

Package basato su sequenze già pubblicate dei geni identificativi dei vari batteri. 

Per la ricerca dello Pneumococco i primers e la sonda specifici sono riportati nella 

tabella di seguito: 

GE

NE 

FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER SONDA 

Lyt

A 

5’-

ACGCAATCTAGCA

GATGAAGC-3’ 

5’- 

TGTTTGGTTGGTT

ATTCGTGC- 3’ 

JOE- 

TTTGCCGAAAACG

CTTGATACA 

GGG-6-CARBOXY-

TETRAMETHYL-

RHODAMINE(TAMR

A) 

 

Per l’amplificazione mediante ABI 7500 FAST RT-PCR (Applied Biosystem, 

Foster City, CA, USA) sono stati utilizzati 6 µl di DNA estratto in un volume finale 

di 25 µl contenenti la miscela di reazione TaqMan Universal Master Mix 2X 

(Applied Biosystem), primers specifici per ogni target alla concentrazione di 300 

nM e sonda specifica alla concentrazione di 50 nM. Per ogni singolo germe sono 
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stati inclusi un controllo positivo (campione positivo al patogeno precedentemente 

testato) ed uno negativo (acqua distillata) per escludere eventuali problemi legati 

alla mix di reazione e per validare la seduta. Il profilo termico impostato è stato: 

95°C per 10 minuti, seguiti da 45 cicli a due step di temperatura; 95°C per 15 

secondi e 60°C per 1 minuto.  

Il DNA genomico batterico è risultato positivo per lo pneumococco se si è osservato 

un incremento di segnale di fluorescenza per il gene LytA entro i 40 cicli di 

amplificazione, altrimenti è stato considerato negativo. Test di specificità erano 

stati condotti in precedenza (199). Tutti i campioni positivi sono stati sierotipizzati 

in un secondo momento. 

 

4. SIEROTIPIZZAZIONE 

Partendo dallo stesso estratto di DNA utilizzato per l’identificazione del germe, la 

determinazione del sierotipo è stata fatta tramite Multiplex Sequential PCR. 31 

coppie di primers per i seguenti sierotipi 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7F/A, 7C/B, 8, 9V/A, 

10A, 11A/D/F, 12A/B/F, 14, 15A, 15B/C, 16F, 17F, 18A/B/C/F, 19A, 19F, 20, 

22A/F, 23F, 31, 33A/F, 34, 35B, 35F, 38F sono state raggruppate in nove reazioni 

multiple seguendo la letteratura (4,5). I primers per cpsA (pneumococcal capsular 

polysaccharide synthesis gene) sono stati inclusi in ciascuna reazione come test di 

conferma.  

Le PCR sono state svolte in volumi di 25 µl con una miscela contenente PCR Master 

Mix 1X (Qiagen) e primers (2 µM). 5 µl di DNA è stato usato in ogni reazione di 

PCR e l’amplificazione è stata eseguita in un sistema di PCR Perkin-Elmer 

GeneAmp 2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) con profilo termico 
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con le seguenti condizioni: 95° per 15 minuti seguiti da 35 cicli di amplificazione a 

94° per 30 secondi, 54° per 90 secondi e 72°gradi per 60 secondi. Lo step finale è 

rappresentato da un hold a 72°C for 10 minuti.  

I sierotipi pneumococcici sono stati classificati come “sierotipi PCV7” (4, 6B, 9V, 

14, 18C, 19F, 23F), “sierotipi PCV13” (sierotipi PCV7 + 1, 3, 5, 6A, 7F,19) e 

“sierotipi non-PCV13” (i rimanenti sierotipi non inclusi nel vaccino PCV13). 

I prodotti della PCR end-point sono stati analizzati con elettroforesi su gel di 

agarosio al 2% (NuSieve agarose gel Cambrex Bio Science, Inc, Rockland, ME) in 

TAE 1X buffer. I gel sono stati trattati con bromuro di etidio (0,5 µg/ml-1) e le 

immagini su gel sono state registrate. Le dimensioni dei prodotti della PCR sono 

state determinate confrontandole con la dimensione dei markers di peso molecolare 

(100-bp ladder; Novagen, Inc.)  

I campioni che sono risultati negativi per i sierotipi testati con la PCR multiplex, 

sono stati amplificati in RT PCR per i sierotipi 13, 21, 23A/B, 24, 39 in singole mix 

per ciascun sierotipo. Se nessuna positività è emersa, un ultimo tentativo di 

tipizzazione è stato eseguito seguendo il protocollo CST descritto da Elberse et al. 

nel 2015. 

 Se nessuna delle metodiche precedentemente descritte ha consentito la 

determinazione del sierotipo il campione è stato registrato come “non tipizzabile”. 

 

5. VALUTAZIONE DELL’INCIDENZA DELLE PPE/PE E 

DELL’IMPATTO DELLA VACCINAZIONE 

La popolazione toscana ammonta intorno a 3,6 milioni di residenti con circa 30000 

nati per anno. Dal 2005 il laboratorio di immunologia è attivo nella sorveglianza 
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delle malattie pneumococciche invasive e responsabile della gestione mediante la 

diagnosi e l’archiviazione di tutti i casi pediatrici toscani, secondo decreto. Poiché 

è molto improbabile che manchino dei casi registrati, è stato possibile calcolare la 

reale incidenza delle PPE/PE in Toscana prima e dopo l’introduzione nel 2011 del 

vaccino 13-valente in bambini da 0-6 anni in un arco temporale decennale. 

Più difficile è stata calcolarla nei casi provenienti dalle altre regioni italiane poiché 

la loro partecipazione al registro di sorveglianza e al presente studio è stata del tutto 

volontaria e non regolamentata da un’ordinanza obbligatoria. Dei casi pertanto non 

saranno stati né segnalati né riportati nel registro. L’incidenza dei casi di PPE 

calcolati sull’intera popolazione pediatrica nazionale non rispecchia dunque la reale 

incidenza in Italia ma consente tuttavia di capire l’impatto del PCV13. Sono stati 

comparati i bambini tra 0-6 anni, prima e dopo il PCV13, indipendentemente dallo 

stato vaccinale per capirne gli effetti e valutare se l’introduzione del 13 valente 

possa aver portato ad una immunità di gregge. È stato inoltre valutato l’impatto 

della vaccinazione sulla distribuzione dei sierotipi pneumococcici maggiormente 

responsabili degli empiemi. 

 

6. ANALISI STATISTICHE 

Tutti i dati sono stati elaborati con il software di statistica SPSS (Statistical Package 

for Social Science) ver 21.0 e considerati statisticamente significativi con p<0.05. I 

risultati sono stati espressi come valore medio, mediana o deviazione standard 

quando appropriato. Il test del Pearson chi-square test e il Fisher’s exact test sono 

stati usati per stimare differenze di gruppo in variabili suddivise per categorie. 

Cohen’s kappa coefficient e McNemar test sono stati utilizzati per misurare la 
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concordanza fra i tests. Quando possibile, sono stati calcolati gli ODD Ratio (OD) 

e gli intervalli di confidenza (ICs) del 95%. Per le variabili continue è stato usato 

lo Student’s t test. 
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CAPITOLO V: RISULTATI 

 

Nel decennio dello studio sono stati raccolti i dati di 482 bambini con PPE di cui 

273 maschi (56.6%; mean age, 5.69±3.70 years; median age, 4.71 years, range IQ, 

3.09-7.49 years). I campioni sono stati inviati per l’analisi al laboratorio centrale da 

quasi tutte le regioni italiane in maniera uniforme e da quelle maggiormente 

popolate. Queste infatti rappresentano il 91,9% della popolazione italiana inferiore 

ai 16 anni (hhtp://demo.istat.it) 

Diagnosi eziologica 

Complessivamente è stato possibile fare diagnosi nel 40,2% dei casi (194/482 

pazienti). Di alcuni pazienti abbiamo ricevuto solo sangue periferico, di altri solo 

liquido pleurico, in pochi casi entrambi i materiali. Sono stati analizzati 207 

campioni di liquido pleurico e 355 campioni di sangue. Le informazioni ottenute 

dai liquidi pleurici sono risultate più significative per individuare l’eziologia causa 

dell’empiema. Infatti 160/207 (77,3%) campioni di liquidi pleurici sono risultati 

positivi contro 67/355 (18,9%) di sangue.  

Dei 194 casi diagnosticati, lo Pneumococco è risultato il germe più rappresentativo 

(142/194; 73,2%), seguito dallo Streptococcus pyogenes (8,8%) e dallo 

Staphylococcus aureus (4,1%). La distribuzione di tutti gli agenti individuati è 

riportata nel grafico a torta in fig.3.  
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Fig. 3 Eziologia dell’empiema pleurico in 194 bambini di età <16 

Sono stati inoltre confrontati i casi prima dell’introduzione del PCV13, prendendo 

un arco temporale che va dal 2006 al 2010, e dopo comprendendo un lasso 

temporale tra il 2011 ed il 2017. Nell’era pre-PCV13 sono stati individuati 239 casi 

con PPE in 90 dei quali è stato identificato l’agente patogeno. Lo S.pneumoniae si 

è confermato essere maggiormente presente e precisamente nel 71,1% dei casi 

(64/90). 

Nell’era post-PCV13 sono emersi 243 casi di PPE di cui 104 con eziologia definita. 

Analogamente a prima del 2011, la presenza dello S.pneumoniae è stata stimata nel 

75% dei casi (78/104). E’ da precisare che dei 78 casi positivi nell’era post PCV-

13 la maggior parte dei bambini non erano stati vaccinati con il vaccino 13-valente; 

in 58/78 casi perché i bambini erano nati prima del 2011, in 9/78 perché o neonati 

che avevano contratto l’infezione prima della consueta somministrazione della dose 
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di vaccino prevista dal calendario vaccinale o per scelta dei genitori. Solamente 

11/78 bambini avevano ricevuto il PCV13. 

Sierotipizzazione dello Streptococcus pneumoniae  

Grazie all’analisi con RT-PCR o alla PCR end point è stata valutata la distribuzione 

dei sierotipi prima e dopo il vaccino 13-valente sia nei bambini vaccinati che non. 

In totale è stato possibile sierotipizzare 127 campioni su 142 risultati, ad una prima 

analisi, positivi per il target pneumococcico lytA; 59 casi nell’era pre- PCV13 e 68 

nell’era post-.  Di questi ultimi 68 casi va precisato che solamente 9 bambini 

avevano ricevuto la vaccinazione con 13 valente. Come riportato in fig.4, i sierotipi  

maggiormente responsabili dell’insorgenza di empiemi sono stati 1 3 7F e 19A  con 

una frequenza del 83% nell’era pre-PCV13 e 91,6% nell’era post, nei bambini che 

non avevano ricevuto la vaccinazione (n=59). Dei soli 9 casi positivi registrati in 

bambini vaccinati, solamente i sierotipi 1 e 3 sono stati rilevati con una 

distribuzione rispettivamente di 1/9 (11,1%) e 8/9 (88.9%). 

I sierotipi non inclusi nel PCV13 non sono significativamente aumentati nel corso 

degli anni. Infatti, prima del 2011, si sono verificati 2/59 (3,4%) casi di cui uno di 

sierotipo 8 e l’altro sierotipo 20; dopo la vaccinazione con il 13 valente 4/68 (5,9%) 

casi con un sierotipo ciascuno tra 12, 24, 32, 35F.   
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Fig.4 Distribuzione dei sierotipi pneumococcici prima il 2011 (A), dopo il 2011 (B) 

in bambini non vaccinati con PCV13 e dopo il 2011 (C) in bambini vaccinati con 

PCV13 

Incidenza delle PPE e le PPE pneumococciche in Toscana 

I diversi ospedali pediatrici e le unità di pediatria degli ospedali generici toscani 

hanno partecipato allo studio sin dall’inizio, inviando tutti i campioni dei pazienti 

con sospetta malattia batterica invasiva al laboratorio centrale. E’ stato pertanto 

possibile calcolare la reale incidenza delle PPE in Toscana e valutare le PPE causate 

da Pneumococco. I dati sono stati ottenuti da un totale di 157 pazienti pediatrici. A 

prescindere dalla vaccinazione con PCV13, gli eventi di polmonite complicata 

dovute alle PPE in bambini tra 0-6 anni sono triplicate, da 3.04 casi per 100000 

bambini nel 2007 a 9.17 casi per 100000 bambini nel 2010, per poi 
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progressivamente diminuire. Nel 2016 è stato registrato solo 1 caso su 100000 

bambini e nessun caso nel 2017 (fig.5). 

 

Fig.5 Incidenza delle PPE e PE nei bambini in Toscana tra 0-6 anni 

Le PPE pneumococciche invece hanno rappresentato il 71,9% dei casi 

diagnosticati, confermando lo pneumococco come principale agente eziologico 

degli empiemi. Tra le PPE causate da pneumococco, 23 casi si sono presentati 

nell’era pre-PCV13 e 18 nell’era post-. Tutti i 18 casi dell’era post- si sono verificati 

in bambini non vaccinati con il PCV13; 16 bambini erano nati prima del 2011 e 2 

dopo il 2011 ma uno non aveva ricevuto la vaccinazione per scelta dei genitori ed 

uno aveva contratto l’infezione nei primi mesi di vita. 

Impatto della vaccinazione in Italia (era pre- vs e era post-) 

Analizzando tutti i dati del registro di sorveglianza molecolare è stato possibile 

valutare l’incidenza dei casi di effusioni parapneumoniche ed empiemi in bambini 

tra 0-6 anni sul territorio nazionale. Come riportato in fig.6, i casi di PPE dopo il 
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2011 sono diminuiti rispetto all’era pre-PCV13, indicando un significativo impatto 

del vaccino 13-valente; la riduzione è significativa nei bambini tra 3-6 anni, fascia 

di età dove era stata registrata una maggior incidenza di PPE nell’era pre-PCV13. 

Tra 3-4 anni si è avuta una diminuzione dell’ 81%, tra 4-5 anni del 95,9% e tra 5-6 

anni del 100%. Dei casi di PPE pneumococciche nell’era post- 9/20 si sono 

verificati in bambini non vaccinati, cioè nel 45% dei casi. 

 

Fig.6 Impatto del vaccino PCV13 in bambini tra 0-6 anni in Italia 

Osservando la distribuzione dei principali sierotipi causa degli empiemi non si sono 

verificati casi associati ai sierotipi 7F e 19A, si sono ridotti del 96,2% i casi associati 

al sierotipo 1 e del 67,3% al sierotipo 3. L’impatto del vaccino PCV13 sulla 

distribuzione sierotipica è riportata in fig.7. Da questa analisi sono stati esclusi i 

bambini nati dopo il 2011 che non hanno ricevuto la vaccinazione con 13-valente. 
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Fig.7 Impatto della vaccinazione con PCV13 sui principali sierotipi causa di 

empiemi in bambini tra 0-6 anni in Italia 

Sensibilità della RT-PCR vs la coltura cellulare  

Mediante RT-PCR sono stati processati complessivamente 203 campioni di liquidi 

pleurici e 357 campioni di sangue periferico mentre con la coltura cellulare 

rispettivamente 61 e 204 campioni. Con entrambe le tecniche sono stati analizzati 

59 liquidi pleurici e 178 campioni di sangue intero. A partire da campioni di liquido 

pleurico, 160/203 (78,8%) casi analizzati con RT-PCR sono risultati positivi per 

almeno uno dei germi testati mentre solo 8/61 (13,1%) con la coltura cellulare. 

Pertanto l’analisi mediante RT-PCR è risultata sei volte più sensibile della coltura 

cellulare (OR 24.65, 95% CL 10.31-61.01, p<10-5). I campioni di sangue intero 

sono risultati 64/357 (17,9%) positivi grazie all’indagine molecolare e 15/204 

(7,4%) grazie alla tecnica microbiologica. In generale l’analisi con RT-PCR è 
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risultata 2,4 volte più sensibile della coltura cellulare (OR 2.75, 95% CL 1.48-5.20, 

p< 10-4). 

I risultati non sono cambiati in quei campioni, sia di liquido pleurico che di sangue, 

in cui entrambe le tecniche sono state utilizzate per l’indagine eziologica. La 

statistica calcolata è rispettivamente per i liquidi pleurici OR 0.023, 95% CI 0.001-

0.137; Cohen’s k coefficient 0.008; McNemar p <10-5; per i campioni di sangue 

periferico OR 0.129, 95% CI 0.033-0.365; Cohen’s k coefficient 0.258; McNemar 

p<10-5). 
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CAPITOLO VI: DISCUSSIONE 

 

Da ricerche approfondite in letteratura, questo lavoro risulterebbe essere uno dei 

più grandi studi in Europa condotto su un’ampia raccolta dati di pazienti pediatrici 

affetti da PPE. Confermando quanto già osservato precedentemente negli Stati uniti 

e in Canada (22,200), in questo studio è emerso che lo Streptococcus Pneumoniae 

è il principale agente eziologico responsabile delle PPE. Infatti i casi associati a 

pneumococco sono stati oltre il 73%. Un’ampia varietà di altri organismi sono stati 

rilevati mediante la RT-PCR e dopo lo S.Pneumoniae, il secondo patogeno più 

comune è stato lo S.pyogenes, concorde con i dati pubblicati in recenti studi sulla 

popolazione infantile in Canada (121). 

E’ stato valutato l’impatto che il vaccino 13 valente ha avuto nella popolazione 

pediatrica prima e dopo la sua introduzione, prendendo come spartiacque il 2011. 

Se comparate l’era pre- e l’era post, il numero di eventi di PPE dovuti allo 

S.Pneumoniae è stato simile 71,1% vs 73,9%. Tuttavia più dell’85% dei bambini 

con diagnosi di PPE nell’era post- non erano stati vaccinati con il PCV13 poichè la 

maggior parte era grande quando il 13 valente è stato introdotto nei piani vaccinali 

e non erano stati pianificati in Italia programmi di vaccinazione con PCV13 per i 

bambini >2 anni, nonostante fosse stato dimostrato in altri stati la sua efficacia 

anche in età pediatrica avanzata. 

In questo studio è stato dimostrato un significativo impatto del PCV13 sulle CAP 

complicate come le PPE: raggruppando i bambini per fasce di età e comparando le 

diverse classi prima e dopo il 2011, è stata trovata una differenza tra i due periodi 

maggiormente significativa con l’aumentare dell’età. Inoltre è stato registrato un 
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aumento parallelo del numero di bambini affetti da PPE nell’era pre PCV13, 

rafforzando quindi l’idea che il PCV13 abbia contribuito alla riduzione dei casi di 

PPE. Se i bambini non vaccinati nell’era post- vengono esclusi da questa analisi, 

l’incidenza appare significativamente diversa in tutte le classi di età ad eccezione 

del primo anno di vita. Questo dato era previsto dal momento che anche quando 

vaccinati i bambini in quella classe di età non avevano completato il programma di 

vaccinazione.  

La distribuzione dei più comuni sierotipi causa di empiemi (1, 3, 19A, 7F) inoltre è 

risultata significativamente cambiata con l’introduzione del vaccino 13 valente. 

Infatti nei bambini vaccinati con PCV13 si è avuto una riduzione del 100% dei 

sierotipi 19A e 7F, di più del 95% del sierotipo 1 e circa del 67% del sierotipo 3. 

Un minor impatto del vaccino sul sierotipo 3 non è una sorpresa; recenti studi su 

altre IPD hanno dimostrato che l’efficacia del PCV13 contro il sierotipo 3 è 

inferiore rispetto agli altri sierotipi come 7F e 19A (83, 201, 202) . Inoltre per 

prevenire le polmoniti e le complicazioni legate ad infezioni da Pneumococco è 

necessaria una concentrazione di anticorpi polisaccaridici anticapsulari 

elevatissima che non sempre è possibile raggiungere con i classici protocolli di 

vaccinazione soprattutto per alcuni specifici sierotipi, quale ad esempio il 3(202). 

Dovrebbe essere presa in considerazione la possibilità di fare più dosi del vaccino 

al fine di ottenere un titolo anticorpale più elevato ed una protezione più garantita 

contro questo sierotipo.  

Precedenti lavori su pazienti pediatrici hanno dimostrato che l’introduzione del 

PCV13 ha portato ad una significativa riduzione delle malattie pneumococciche 

invasive tuttavia l’incidenza dei sierotipi non inclusi nel vaccino è aumentata, 
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suggerendo il fenomeno della “sostituzione sierotipica” (83). Differentemente da 

ciò che è stato descritto nelle altre IPD, come sepsi e meningiti (83, 203), i nostri 

dati non confermano quest’ultima teoria. Non è stato infatti osservato nessun 

incremento di quei sierotipi esclusi dal PCV13. Una possibile spiegazione è che le 

PPE pneumococciche sono principalmente causate da un limitato numero di 

sierotipi (204). Fra questi i principali sono proprio 1, 3 e 19A che hanno un forte 

tropismo per il polmone e il tessuto pleurico come dimostrato in precedenti lavori 

(24, 204) e dall’aumento parallelo dell’incidenza delle PPE e di questi sierotipi 

negli anni precedenti alla vaccinazione (22,205).  

Un’altra importante valutazione, condotta in questo studio, è stata osservare una 

possibile immunità di gregge conseguente alla vaccinazione. Dati emersi da più 

studi sulla vaccinazione con PCV7 avevano messo in evidenza un decremento dei 

sierotipi presenti nel vaccino in tutte le classi di età (206). Differentemente la 

protezione di gregge per i 6 sierotipi aggiunti nel PCV13 (1, 3, 5, 6A, 7F, 19A) è 

dibattuta (18, 207). I nostri dati suggeriscono un’immunità di gregge contro le PPE 

nei bambini non vaccinati dopo il 2011 ridotta, nonostante la copertura vaccinale 

dei neonati in Italia sia dell’85% 

(http://www.epicentro.iss.it/temi/vaccinazioni/dati_Ita).  

La distribuzione sierotipica nelle PPE nei bambini non vaccinati con il 13 valente 

non è cambiata nel tempo ed i sierotipi più comuni sono rimasti i più 

rappresentativi; prima del 2011 l’incidenza è stata dell’83%, dopo l’introduzione 

del vaccino del 91,6%. Nel limitato numero di casi (n=10) individuati nei bambini 

vaccinati un singolo caso è stato causato dal sierotipo 1 e nove dal 3. Questi dati 
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sono concordi con quanto pubblicato recentemente in USA (27) e suggeriscono che 

la protezione contro le PPE non si può raggiungere con l’immunità di gregge. 

La discrepanza sull’effetto protettivo di gregge tra il PCV7 ed il PCV13 è ancora 

da capire ed approfondire. Una possibile spiegazione sta nel fatto che i sierotipi 

presenti nel PCV7 sono stati frequentemente trovati nel tratto naso-faringeo dei 

portatori oltre che nelle IPD. Il vaccino eptavalente ha pertanto facilitato la 

riduzione di questi sierotipi nei tratti respiratori dei vaccinati, riducendo anche la 

possibilità di trasmissione tra il portatore e l’individuo che non ha sviluppato 

direttamente immunità (168,198). Diversamente i sierotipi aggiuntivi presenti nel 

PCV13 non sono stati trovati comunemente nei portatori Italiani (178,179). 

Pertanto l’impatto della vaccinazione sui portatori e di conseguenza sulla 

protezione di gregge contro le IPD può essere limitata. In questo caso la 

vaccinazione diretta di ciascun individuo aiuterebbe l’interruzione della catena di 

infezione. 

I dati hanno mostrato inoltre che l’analisi a partire da liquido pleurico ha permesso 

più facilmente di arrivare ad una diagnosi eziologica piuttosto che da campioni di 

sangue intero; rispettivamente nel 73,3% dei casi contro il 18,9%. D’altronde la 

polmonite non è conseguenza di una prolungata batteriemia. Una complicazione 

dell’infiammazione localizzata invece può comportare l’invasione del torrente 

circolatorio da parte dell’agente patogeno e dare dunque batteriemia (24). 

L’indagine molecolare mediante RT-PCR si è verificata la metodica maggiormente 

sensibile per definire l’eziologia delle PPE. Nel sangue è stata fatta diagnosi nel 

17,9% dei casi contro i 7,4% individuati con il metodo culturale, nel liquido 

pleurico addirittura nel 78,8% dei casi contro il 13,1%. Questi dati supportano 
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quanto precedentemente descritto in altri lavori (24,178,208,209). A sfavore del 

metodo culturale giocano le precoci terapie antibiotiche ed il collezionamento, 

l’invio e la conservazione dei campioni. Tutti questi fattori contribuiscono ad una 

riduzione nella sensibilità del metodo più di quanto non lo sia per la RT-PCR. La 

stabilità del DNA rispetto alla vitalità del batterio permane a temperatura ambiente 

anche per lunghi tempi. 

Questo studio presenta però dei limiti. Innanzitutto non è stato possibile calcolare 

la reale incidenza delle PPE e delle PPE pneumococciche a livello nazionale, poiché 

la partecipazione delle regioni, ad eccezione della Toscana, al progetto di 

sorveglianza è stato su base volontaria e non seguendo un decreto amministrativo. 

Purquanto l’invio dei campioni, per l’analisi al laboratorio centrale da quasi tutte le 

regioni italiane, sia avvenuto in maniera uniforme e da parte di quelle 

maggiormente popolate, ci sono dei casi mancanti. Differentemente sono state 

possibile calcolarle a livello toscano dato che i dati di sorveglianza delle infezioni 

pneumococciche sono stati raccolti dallo stesso ospedale di terzo livello in cui tutti 

i casi di CAP complicate sono stati diagnosticati. E’ pertanto improbabile la 

mancanza di alcuni casi. Tuttavia l’obiettivo di questo studio non è stato tanto la 

valutazione della reale incidenza delle PPE quanto valutare l’impatto che il vaccino 

PCV13 ha avuto sulle PPE pediatriche in un decennio di sorveglianza. Con 482 casi 

di PPE, di cui 194 con etiologia definita, questo registro rappresenta la più grande 

collezione di PPE pediatriche in Europa, secondo indagini in letteratura. I dati 

ottenuti in Toscana mostrano la reale incidenza delle PPE ed efficacia del vaccino 

rinforzando quanto osservato a livello nazionale.  
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Un altro limite è rappresentato dal pannello di soli 14 patogeni che è stato testato 

per ogni singolo campione, venendo a mancare la possibile diagnosi eziologica a 

carico di altri germi di origine batterica o virale. Ciononostante con il set di sonde 

e primers incluse nello studio è stato possibile identificare la causa quasi nell’80% 

dei liquidi pleurici. Anche mediante l’uso della sequenza 16s come target di 

amplificazione è stato possibile individuare altri patogeni. La metodica basandosi 

su una semplice PCR end point rimane comunque meno sensibile della RT-PCR (. 

Sarà interessante e necessario con futuri studi, valutare anche il ruolo delle infezioni 

virali nell’epidemiologia delle PPE/PE in Italia. In conclusione da questo studio è 

emerso che l’immunizzazione acquisita con PCV13 ha significativamente ridotto 

l’insorgenza di PPE nei vaccinati pediatrici, senza un aumento dello shift sierotipico 

e l’incremento delle PPE dovute ad altri patogeni. Inoltre una immunizzazione di 

gregge dalle PPE nella popolazione suscettibile sembra limitata e la RT-PCR nei 

liquidi pleurici è essenziale per fare diagnosi e per monitorare i programmi 

vaccinali. 
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