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Colonizacion nasofaringea por serotipos de
Streptococcus pneumoniae en niRos uruguayos
antes y despues de la introduccion de las
vacunas antineumococcicas conjugadas

Nasopharyngeal colonization from Streptococcus pneumoniae serotypes
in Uruguayan children before and after pneumococcal conjugate vaccines

Colonizacéo nasofaringea por sorotipos de Streptococcus pneumoniae
em criangas uruguaias antes e apos da introducao de vacinas
pneumocaocicas conjugadas
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Summary

Resumo

Pneumococcal conjugate vaccines (PCV) are effective
against children’s severe infections and they also
constrain nasopharyngeal colonization due to the
serotypes in their formulas. There are no recent
publications in Uruguay regarding serotypes hosted in
the children’s nasopharyngeal reservoir, either from
before or after the introduction of the PCV. With the
purpose of characterizing nasopharyngeal colonization
of children under 2 years of age and describing the S.
pneumoniae serotypes before and after the
pneumococcal conjugate vaccines in the Uruguayan
National Vaccination Report, we carried out a

descriptive retrospective study including three periods:

2002- 2003 and 2014-2015 in Paysand, and
2012-2013 in Montevideo. S. pneumoniae was isolated
in local laboratories and the “quellung” serotypification
was carried out in the Laboratories of the Public Health
Department. We processed 831 samples and
recovered 54.8% pneumococci (n=456), of which 223
were typified. Prior to the vaccination, the study
showed invasive serotype carriage, mainly of the 6A,
6B, 14 and 19F serotypes, all included in the 13-valent
vaccine. At the HIV clinic, colonization from invasive
pneumococci was much lower and the post
vaccination study showed the almost complete
disappearance of the invasive strains (6/93), mainly of
the less common serotypes, which called the attention
towards the increase of vigilance towards the
monitoring of children colonization dynamics.

Key words: Streptococcus pneumoniae
Pneumococcal vaccine
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As Vacinas Pneumocdcicas Conjugadas (VPC) sédo
eficazes contra infecgcées graves em criancas e
também restringem a colonizagao nasofaringea,
devido aos sorotipos utilizados em suas férmulas. Nao
ha publicacées recentes no Uruguai relativas aos
sorotipos que incluem reservatério nasofaringeos nas
criang¢as, nem de antes ou depois das vacinas VPN.
Com o objetivo de caracterizar a colonizagao
nasofaringea de criangas menores de 2 anos de idade
e descrevendo 0s sorotipos S. pneumoniae antes e
depois das vacinas antipneumocdcicas conjugadas no
Relatério Nacional de Vacinagdo do Uruguai,
realizou-se um estudo retrospectivo descritivo,
incluindo trés periodos: 2002- 2003 e 2014-2015 em
Paysandt e 2012-2013 em Montevideo. S.
pneumoniae foi isolada em laboratdrios locais e a soro
tipificagdo “quellung” foi realizada nos Laboratérios do
Departamento de Satide Publica. Foram processadas
831 amostras e recuperado 54,8% de pneumococo (n
= 456), dos quais 223 foram tipificados. Antes da
vacinagao, o estudo mostrou transporte de sorotipos
invasores, principalmente dos sorotipos 6A, 6B, 14,
19F, todos incluidos na vacina 13-valente. Na clinica
de HIV, a colonizag&o invasiva de pneumococos foi
muito menor, e o estudo pés-vacinagdo mostrou o
desaparecimento quase total das cepas invasivas
(6/93), principalmente dos sorotipos menos comuns, o0
que sugere a necessidade de aumentar a vigiléncia no
monitoramento da dindmica de colonizagéo de
criangas.

Palavras chave: Streptococcus pneumoniae
Vacina pneumocaocica

Imunidade coletiva
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Introduccion

La entrada de las vacunas conjugadas neumococcicas
(VCN) en el calendario vacunal de Uruguay (7 valente
en 2008 y 13 valente en 2010) determin6 cambios en la
epidemiologia de las infecciones por Streptococcus
pneumoniae, con reduccion de la mortalidad y la morbi-
lidad en nifios menores de 5 afios de edad. La especie
Streptococcus pneumoniae agrupa mas de 90 serotipos
capsulares, con polisacaridos inmunologicamente dis-
tintos, pero un numero relativamente reducido causa in-
fecciones invasoras'”. Las VCN son efectivas para pre-
venir infecciones severas causadas por los serotipos que
integran sus formulas y ademas limitan la colonizacion
por esos serotipos y en consecuencia reducen su
transmision y diseminacion en la comunidad®.

La nasofaringe del ser humano es el reservorio de S.
pneumoniae. Sus diferentes serotipos son integrantes
habituales de la flora de ese sector, que es colonizado en
porcentajes variables en diferentes etapas de la vida. Ge-
neralmente la portacion es asintomadtica, pero algunos
serotipos pueden causar infecciones invasoras®. Otros
agentes cohabitan la nasofaringe en un equilibrio en el
que influyen factores geograficos, climaticos, socio-
culturales y patogénicos®. Este reservorio nasofarin-
geo es fuente de diseminacion de diferentes serotipos en
la comunidad, proceso que es favorecido por las secre-
ciones de las infecciones respiratorias agudas'”. Virus y
bacterias, que coexisten en la nasofaringe, se potencian
mutuamente. La adherencia de los neumococos a la mu-
cosa respiratoria es incrementada por las neuraminida-
sas virales, en tanto que las enzimas bacterianas clivan
las hemaglutininas virales aumentando la replicacion de
algunos virus®"'".

Publicaciones internacionales sobre portacion naso-
faringea, pre y posempleo de las vacunas conjugadas,
proporcionan informacion sobre la circulacion de los se-
rotipos incluidos en las VCN y la potencial aparicion de
otros serotipos en reemplazo de los controlados por la
vacunacion'>"?. En Uruguay, no se dispone de datos re-
cientes de portacion nasofaringea en nifios, ni antes de la
introduccion de la VCN 7-valente (serotipos: 4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F y 23F) en el afio 2008, ni luego de la incor-
poracion, en el 2010, de la VCN 13-valente (con seroti-
pos adicionales: 1, 3, 5, 6A, 7F y 19A). La vigilancia de
los neumococos que colonizan la nasofaringe de nifios
permite reconocer cambios en la frecuencia de seroti-
pos, la persistencia de algunos o la sustitucion por otros,
asi como medir el impacto de las VCN!¥,

El objetivo de este trabajo es caracterizar la coloni-
zacion nasofaringea de nifios menores de 2 afios y des-
cribir los serotipos de S. pneumoniae identificados antes
y después de la introduccion de las vacunas conjugadas

antineumocdccicas en el certificado esquema de vacu-
nacion (CEV) de Uruguay, en tres momentos epidemio-
logicos diferentes, y en los departamentos de Montevi-
deo y Paysandu.

Método

Se llevd a cabo un estudio observacional, descriptivo,
retrospectivo. Se consideraron tres periodos de tiempo
en que se incluyeron los casos de neumococos obteni-
dos de aspirados/hisopados nasofaringeos o de hisopa-
dos faringeos mayoritariamente de niflos desde recién
nacidos a 2 afios de edad en 2002-2003 (antes de la in-
troduccion de las VCN) y en 2014-2015 en centros de
Paysandu, y mayoritariamente en 2012-2013 en Monte-
video (ambos periodos posteriores a la introduccion de
VCN). Se seleccioné una muestra de conveniencia. La
fuente de datos fueron los registros de laboratorio y las
historias clinicas. Se consideraron variables epidemio-
logicas, clinicas y microbioldgicas.

En el analisis microbioldgico, dado que no se dispo-
nia en todos los casos de informacion precisa sobre la
técnica empleada para la recoleccion, se considero esta
variable como “muestra”. En dos de los estudios (estu-
dio I: afios 2002/03 y estudio III: afios 2014/15) la reco-
leccidon de muestras se realizé en servicios pediatricos
publicos de la capital del departamento de Paysandu. Pa-
ralarecoleccion de las muestras se cont6 con la coopera-
cion voluntaria de médicos y personal de salud. En las
policlinicas no se registr6 el motivo de consulta, ni ante-
cedentes de vacunaciones, pero consta que los nifios
hospitalizados cursaban infecciones respiratorias agu-
das.

El estudio II (afios 2012/2013) se efectud en pobla-
cion ambulatoria asistida en la policlinica Mater-
no-Infantil de VIH del Centro Hospitalario Pereira Ros-
sell (CHPR) de Montevideo. Las muestras correspon-
dieron a hijos de madres infectadas con VIH/SIDA, que
concurrian a la policlinica para su seguimiento serologi-
co, imprescindible para confirmar o descartar la trans-
mision vertical de la infeccion. En este estudio se recabd
la informacion en un formulario con datos filiatorios y
antecedentes de cada niflo. La recoleccion de muestras y
los cultivos bacterioldgicos, sembrados en cuadrantes,
siguieron las pautas de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) vigentes en ese momento®.

El aislamiento e identificacion de S. pneumoniae
se realizd, respectivamente, en los laboratorios de
bacteriologia del Hospital Escuela del Litoral (Pay-
sandu) y en el CHPR. En todos los estudios la confir-
macion de los neumococos y la serotipificacion se lle-
v6 a cabo en el Departamento de Laboratorios de Sa-
lud Publica (DLSP). En la serotipificacion se empled
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Tabla 1. Colonizacion nasofaringea en nifios pre-VCN
y pos-VCN: serotipos identificados en cada periodo.
Pre-VCN Post-VCN
2002/2003* 2012/2013** 2014/2015%** Total Post VCN
N=156 N=101 N=374 N= 475

1 [ 1] 0 1]

3 4 1] 1 1

4 3 1] 0 o

5 o [+] L[] o

E BA 12 2 0 2
3 [ i o o o
g 7 1 1 o 1
g ay 4 o 1 1
g 14 6 1 2 3
18C 4 o 1] o

19F 10 0 2 o

194 4 1] ] 2

23F 4 1 ] 1

Total Tipificado 59 5 ] 11
60 0 o 1 1

78/C 2 ] 3 3

8 0 ] 2 2

anN 1 ] 3 3

104 3 o 1 1

10F o o 1 1

11Aa 0 2 6 a

1~ 7 2{11a) 6(114) 8

12F [] 1] 1 1

a 13 3 0 1 1
% 15 2 15A{1) 158(2) 15A(5) 15B(4) 15C(3] 15
g 16F 0 [ 4 a
: 17A o (1] 1 1
2 17F o 2 5 7
6 1B8F 1 o o o
18A 1 1] 0 o

19C 0 o 4 4

198/C [] 1] 2 2

20 2 o o o

/3 (] o 3 3

22F 0 1 6 7

23a 1 2 6 ]

238 3 2 B 10

24F 0 o 2 2

330 2 1 ] 1

34 /] ] 1 1

36/37 0 1 2 3

pool C 1 1 1 2

pool D 3 o 0 0

pool E 0 o 1 ]

pool G g 0 4 4

poal H 1 [\ 0 0

poal | 2 o 4 L]

Mqieese 7 1 2 3
Total Tipifici 50 16 a7 103

*Estudio | **Estudio I ***Estudio Il ** No tipificable Agin subtipo

latécnica de “quellung”, con una coleccidon de pools 'y
antisueros especificos (Statens Serum Institut, Dina-
marca) proporcionada por la Oficina Panamericana
de la Salud (OPS). En algunos neumococos no se pu-
do reconocer el subtipo o el serotipo contenido en un
pool por no disponer de antisueros para identificar se-
rotipos poco frecuentes.

Los resultados de la serotipificacion fueron respal-
dados por controles de calidad periddicos de los centros
de referencia de Brasil (Instituto Adolfo Lutz) y de Ca-
nada (Centro Nacional de Streptococcus), en el marco
del Sistema Regional de Vacunas iniciado en 1993, ac-
tualmente denominado SIREVA 1%

Los tres estudios contaron con la aprobacion ética,
respectivamente, de las autoridades locales y de la comi-
sion de la Facultad de Medicina.

El analisis estadistico se realizo en base a medidas de
resumen Yy distribucion de frecuencias.
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Resultados

Se procesaron en total 831 muestras, con una propor-
cion de recuperacion de neumococos de 54,8% (n =
456); 223 de ellos fueron tipificados.

En el estudio I se obtuvieron 356 muestras, de las
cuales se recuperaron 177 neumococos (49,7%), tipifi-
candose 109 cepas en las que se identificaron 28 seroti-
pos diferentes con 54,1% de serotipos vacunales. En el
estudio IT se obtuvieron 101 muestras en las que se aisla-
ron 35 neumococos (34,6%) de los cuales 21 fueron tipi-
ficados, presentando 14 serotipos diferentes, con 23%
de serotipos vacunales. En el estudio III, de 374 mues-
tras, se identificaron 244 S. pneumoniae (65,2%), con
93 cepas tipificadas, 32 serotipos distintos y 6,4% de
serotipos vacunales.

En la tabla 1 se listan los serotipos identificados en
los diferentes grupos de nifios incluidos en los tres estu-
dios.

A pesar de las limitaciones metodologicas que inter-
fieren con la comparacion entre los estudios, la observa-
cion de los serotipos presentes en cada investigacion
proporciona diferentes evidencias. Datos prevacuna-
cion (estudio I) mostraron portacion de serotipos inva-
sores incluidos en las formulas de las VCN, con predo-
minio de 6A, 6B, 14, 19F, pero en ninguno de los estu-
dios se detecto portacion del serotipo 5 ni del serotipo 1,
ambos de reconocida capacidad invasora. Los resulta-
dos de los dos estudios posteriores a la vacunacion
muestran diferencias en las frecuencias de los serotipos
vacunales. En el estudio II hay disminucion de la fre-
cuencia de esos serotipos, en tanto que en el estudio I1I
se aprecia una casi desaparicion de serotipos previamen-
te predominantes, todos integrantes de la formula de la
VCN 13. Los datos del estudio III confirman (6/93) que
Unicamente persisten los neumococos vacunales de los
serotipos 14 (2), 19F (2),3 (1) y oV,

En la tabla 2 se muestran los neumococos que colo-
nizan precozmente a lactantes, desde recién nacidos a 3
meses de edad, en ocasion de los dos estudios posvacu-
nacion. En el conjunto de ambos estudios se identifica-
ron cinco cepas vacunales en un total de 26 neumococos
tipificados.

Discusion

Los estudios de colonizacion nasofaringea en nifos per-
miten evaluar otro de los efectos preventivos de la vacu-
nacién con VCN, que controla los neumococos invaso-
res en el reservorio nasofaringeo, evitando su disemina-
cion en la comunidad. Esos estudios informan ademas
sobre cambios en la frecuencia de serotipos vacunales y
la posible aparicion o predominio de otros serotipos
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Tabla 2. Serotipos de colonizacion en lactantes de 0 a 3 meses de edad en la era de la VCN.
Periodo Edad (meses) n aislamientos S pn serotipificados
(S2) Q) n=26
2012/2013 0 3) (0) 6A, poolC, 22F
2 (C)] (0) 6A, 22F, 23F, 23A
3 (] (0) —
2014/2015 0 (12) (15) 9V, 11 A (2),15C(2),22F,23B,7B/C
2 (10) an 3,8, 11A, 18C, 22F, 23B
3 (10) (5) 15B,17F,23B, 24F, poolE

poco habituales. Proporcionan también informacion
complementaria de los estudios etioldgicos, que se
caracterizan por su tradicional baja sensibilidad.

A pesar de la abundante bibliografia internacional
referente al tema, no se localizaron publicaciones nacio-
nales recientes, lo que valoriza la informacion que se
presenta. Son resultados que corresponden a tres estu-
dios independientes que permiten documentar la porta-
cioén de serotipos en la nasofaringe de niflos antes y
luego de la aplicacion de la VCN.

En el estudio I, previo a la introduccion de la VCN
(2002/2003), se comprobd en la nasofaringe de los nifios
un importante predominio de serotipos vacunales, como
habian sido identificados en investigaciones de los afios
1986/1987 y 1993/1995"7'® También fue posible obser-
var cambios en la presencia de las cepas vacunales
(2012/2013 y 2014/2015), luego de la incorporacion de las
VCN al certificado esquema de vacunacion. Existio una
relativa persistencia de serotipos vacunales en el estudio II,
lo que es explicable por una baja cobertura de la VCN de-
bida a la edad de los nifios o a su situacion serologica que
contraindica temporalmente la vacunacion. En el estudio
11 el impacto atribuible a la VCN 13 lo evidenciaria la casi
desaparicion de los serotipos vacunales (6/93) previamen-
te dominantes. En consecuencia, una menor circulacion de
los serotipos mas patdgenos prevendra neumococcias se-
veras como reiteradamente lo demostraron publicaciones
nacionales sobre el impacto de la VCN"??_ Corresponde
sefialar, ademas, que la vacunacion, con el tiempo, al redu-
cir la circulacion de los serotipos mas invasores va creando
en la poblacion no vacunada una proteccion indirecta o in-
munidad de rebafio®”. No obstante, paulatinamente nue-
vos serotipos fueron ocupando el nicho ecologico abando-
nado por los serotipos vacunales, tal como se aprecia en el
estudio IIT (2014/2015), pues casi la mitad de esos seroti-
pos colonizaban la nasofaringe de los nifios. Si bien son se-
rotipos poco habituales en nifios portadores, muchos de sus

polisacaridos capsulares estan representados en la vacuna
23-valente. Esta observacion sustentaria la recomendacion
de vacunar con la VCN, complementada luego por la poli-
sacaridica 23-valente a escolares y adolescentes con facto-
res de riesgo™. De todos modos, la presencia de los seroti-
pos 11A y 23B, poco habituales en las poblaciones infanti-
les, debe tenerse en cuenta y justifica la importancia de una
estrecha vigilancia y seguimiento de su comportamiento
futuro.

Se analiz6 también la colonizacion precoz de la na-
sofaringe de lactantes pequefios. Los primeros estudios
realizados en paises desarrollados demostraron que la
colonizacion nasofaringea ocurria luego de los 6 meses
de edad, pero una investigacion en nifios de Nueva Gui-
nea mostré colonizacién en los primeros dias de vida'®®.
En Uruguay reiteradamente se comprobd colonizacion
temprana, presumiblemente por neumococos alberga-
dos por las madres"®. La prevencion de la colonizacién
precoz, mediante inmunizaciéon materna con vacunas
conjugadas y polisacaridicas, podria reducir o prevenir
en los lactantes tiernos el riesgo que conlleva la porta-
cioén de cepas invasoras y beneficiarse, ademas, de la
transmision de anticuerpos especificos en la leche ma-
terna®?®). No obstante, la tabla 2 indica que los lactan-
tes estudiados son también colonizados por serotipos no
incluidos en ninguna de las vacunas disponibles.

Aun admitiendo las limitaciones metodologicas, la
presentacion de los resultados de los tres estudios pro-
porciona informacidn sobre aspectos epidemiologicos
de una realidad inédita en el pais. El registro de datos
procedentes de periodos previos y posteriores a la intro-
duccién de las VCN en Uruguay permite destacar la
efectividad de la vacuna para controlar la colonizacion
nasofaringea de nifios en tiempos y grupos poblaciona-
les diferentes.

Los resultados descritos proporcionaron datos sobre
la presencia y cambios en la distribucion de los serotipos
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en la nasofaringe de nifios en distintas oportunidades.
También documentaron la repercusion de la vacunacion
sobre el reservorio de S. pneumoniae durante los prime-
ros afios de su aplicacion. La identificacion de nifios
portadores de serotipos poco habituales es un llamado
de atencion que plantea el imperativo de instrumentar
una vigilancia que monitorice la dindmica de la coloni-
zacion en los nifios a medida que pasan los afos y au-
mentan las generaciones infantiles vacunadas con la
VCN. En consecuencia, cabe sefialar que esta informa-
cion retrospectiva con resultados inéditos de tres perio-
dos distintos, a pesar de las limitaciones metodologicas,
confirma el impacto de la VCN y el reemplazo en el
nicho ecoldgico nasofaringeo por otros serotipos.
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