Revista Cubana de Pediatria. 2017;89(sup):

ARTICULO ORIGINAL

Colonizacion nasofaringea por neumococos en la
poblacion infantil cubana, evidencias basadas en
estudios de prevalencia

Nasopharyngeal colonization of pneumococci in the Cuban
infant population, prevalence study-based evidence

Maria Eugenia Toledo-Romani,' Dunia Chavez Amaro," Maria Felicia Casanova
Gonzalez,'" Gilda Torario Peraza,'” Nivaldo Linares-PérezV

IDepartamento de Epidemiologia. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK).
La Habana, Cuba.

IUniversidad de Ciencias Médicas de Cienfuegos. Cienfuegos, Cuba.

MHospital Pediatrico Universitario "Paquito Gonzalez Cueto". Cienfuegos, Cuba.

V] aboratorio Nacional de Referencia para Streptococcus pneumoniae. Instituto de
Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK). La Habana, Cuba.

VDireccion de Investigaciones Clinicas y Evaluacion de Impacto. Instituto Finlay de
Vacunas (IFV). La Habana, Cuba.

RESUMEN

Introduccién: una nueva vacuna cubana contra neumococos se encuentra en fase de
evaluacion en Cuba y su introduccién constituye una prioridad para el sistema de
salud. Datos poblacionales sobre la carga de colonizaciéon nasofaringea son limitados.
Objetivo: estimar la prevalencia de colonizacion e identificar los serotipos circulantes
entre nifios de 2-18 meses de edad y de 1-5 afios, del municipio Cienfuegos, entre
2013 y 2015 previo a la introduccion de la vacunacién antineumococica, para medir el
impacto de la nueva vacuna y monitorear el fendmeno de reemplazo.

Métodos: fueron conducidas dos encuestas transversales que incluyeron nifios entre
2 y 18 meses (etapa I) y entre 1 y 5 afios de edad que asisten a circulos infantiles
(etapa II). Se evaluaron criterios de inclusion y se obtuvo el consentimiento
informado de los padres. Las muestras de exudado nasofaringeo se tomaron
siguiendo los protocolos establecidos. Se estimd la prevalencia de colonizacion y se
identificaron los serotipos mas frecuentes en ambos estratos de edad. El analisis de
datos incluyé la distribucion de frecuencias y la comparacion de proporciones.
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Resultados: la prevalencia global de colonizacion entre 984 nifios de 2 y 18 meses
incluidos en la primera etapa fue de 21,6 %. Los serotipos mas frecuentemente
encontrados fueron: 6A (23,1 %), 23F (10,8 %), 6B (10,3 %), 19F (8,5 %) y

14 (3,3 %). Fueron reclutados en la segunda etapa 1 135 nifios entre 1 y 5 afios de
edad. La prevalencia global de colonizacién se incrementa significativamente

(31,01 %) en nifios que asisten a circulos infantiles. En ambos grupos de estudio los
serotipos vacunales fueron predominantes y el patron de circulaciéon fue similar.
Conclusiones: los hallazgos sugieren que la carga de enfermedad neumocdcica y la
colonizacidn nasofaringea en nifios menores de 5 afios pudiera ser significativamente
impactada por la introduccion de la nueva vacuna cubana contra neumococos.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae; colonizacion nasofaringea; serotipos;
vacunas conjugadas antineumocdcica; Cuba.

ABSTRACT

Introduction: a new Cuban pneumococcal vaccine undergoes the evaluation phase in
Cuba and its introduction represents a health care system priority. Population-based
data on the burden of nasopharyngeal colonization are scarce.

Objective: to estimate the prevalence of colonization and to identify the circulating
serotypes in children aged 2 to 18 months and 1 to 5 years from Cienfuegos
municipality in the period of 2013 through 2015 before the introduction of
pneumococcal vaccination, in order to measure the impact of the new vaccine and to
monitor the serotype replacement phenomenon.

Methods: two cross-sectional surveys comprising children aged 2 to 18 months
(phase I) and 1 to 5 years-old, who go to daycare centers (phase II), were made. The
inclusion criteria were evaluated and the parents gave their informed consent. The
nasopharyngeal exudate samples were taken according to the set protocols. The
colonization prevalence was estimated as well as the most common serotypes in both
age strata were identified. The data analysis included the frequency distribution and
the ratio comparison.

Results: the global prevalence of colonization in 984 children aged 2 to 18 months in
the first stage was 21.6 %. The most common serotypes were 6A (23.1 %), 23F
(10.8 %), 6B (10.3 %), 19F (8.5 %) and 14 (3.3 %). In the second phase of the
study, 1 135 one-five years old children participated. The global colonization
prevalence significantly increase (31.01 %) in children going to day care centers. In
both study groups, the vaccinal serotypes were predominant and the circulation
pattern was similar.

Conclusions: the findings suggest that the burden of pneumococcal disease and the
nasopharyngeal colonization in children under five years could be significantly
influenced by the introduction of the new Cuban pneumococcal vaccine.

Keywords: Streptococcus pneumoniae; nasopharyngeal colonization; serotypes;
pneumococcal conjugate vaccines; Cuba.
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INTRODUCCION

La infeccidn por Streptococcus pneumoniae es una causa comun de enfermedad
invasiva e infecciones del tracto respiratorio. Se asocia a una alta morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, especialmente en los nifios pequefos, los adultos
mayores de 65 anos y los individuos imunocomprometidos.t Cada afio, 1 millén de
nifos menores de 5 afios mueren de neumonia, meningitis y enfermedad
neumocdcica invasiva (ENI), y es la colonizacién nasofaringea (NF), que se produce
principalmente en el primer ano de vida, un factor de riesgo.>?

La prevalencia de colonizaciéon por neumococos en niflos menores de 2 afos de edad
varia del 30 al 62 %, y constituye una fuente importante de propagacién horizontal de
este patogeno dentro de la comunidad.3-® El acceso combinado de la colonizacion
nasofaringea y la enfermedad invasiva, forma parte de la estrategia para limitar la
transmisién a nivel poblacional.

La vacunacién antineumococica es la herramienta de salud publica mas eficaz para
prevenir la enfermedad neumocdcica y la colonizacion NF. Constituye un paso
importante para la prevencion y control de enfermedades invasivas y no invasivas, y
de los sindromes de enfermedad asociados a la infeccién por neumococo (neumonia,
meningitis, otitis media aguda). La nueva generacidon de vacunas conjugadas
antineumocécica (PVC por sus siglas en inglés) es altamente inmunogénica en nifos
menores de 2 afios.” !! Estas se han introducido en varios paises con gran éxito, y se
ha registrado una disminucién sustancial en la incidencia de la ENI en la poblacion

< 5 afios vacunada y no vacunada.%1!

En Cuba todavia no ha sido introducida vacunaciéon antineumocdcica, pero una nueva
vacuna cubana -actualmente en fase de evaluacion clinica- se espera pueda comenzar
a utilizarse entre 2017 y 2018. Estudios previos a su introduccion, incluyen la
exploracion de las tasas de colonizacion NF por neumococo en nifios lactantes y
preescolares en Cuba (Nivaldo Linares-Pérez. Clinical research and impact evaluation
strategy of a new pneumococcal conjugate Cuban vaccine (PCV7-TT). 2nd Symposium
Pneumococcal Vaccines.VacciPharma; 2015. Varadero, Cuba).

La nueva vacuna conjugada heptavalente cubana antineumocécica (PVC7-TT) fue
desarrollada por investigadores del IFV.%!3 Su composicién incluye 2 g de los
serotipos 1, 5, 14, 18C, 19F, 23F, y 4 g de 6B, cada uno conjugado con el toxoide
tetanico (TT) (Garcia-Rivera D, Puga R, Paredes B, Gonzalez N, Rodriguez L, editor.
Phase | studies to evaluate the safety and immunogenicity of the new Cuban
pneumococcal vaccine candidate, 2012-2014. VacciPharma; 2015. Varadero, Cuba).
La vacuna incluye los serotipos que mas frecuentemente causan ENI en todo el
mundo. 141>

El objetivo de este articulo es estimar la prevalencia de colonizacién e identificar los
serotipos circulantes entre nifios de 2-18 meses de edad y de 1-5 afos, del municipio
Cienfuegos, entre 2013 y 2015, previo a la introduccion de la vacunacion
antineumocdcica, lo que resulta esencial para medir el impacto de la nueva vacuna y
monitorear el fendmeno de reemplazo de serotipos vacunales por no vacunales.
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METODOS

Se realizaron dos encuestas transversales en el municipio de Cienfuegos, en los
periodos comprendidos entre octubre y diciembre de 2013 (nifios entre 2 y 18 meses,
etapa I), y junio de 2014 a noviembre de 2015 (nifios entre 1 y 5 afios
institucionalizados en circulos infantiles, etapa II).

Fueron involucradas 8 areas de salud del municipio Cienfuegos teniendo en cuenta:
los datos de incidencia anual de las meningitis neumocdcicas y neumonias adquiridas
en la comunidad reportadas, la capacidad de laboratorio provincial para la toma de
muestras y el aislamiento de neumococo, y la experiencia previa en la ejecucion de
estudios epidemioldgicos.

En ambas etapas, a partir de la identificacién del universo de nifos elegibles, fueron
incluidos los que cumplieron los criterios de inclusion asociados al rango de edad, el
consentimiento informado de los padres y la condicidén de asistencia a circulos
infantiles (etapa II). La seleccidon para completar el tamano de la muestra fue
realizada de forma aleatoria. Se consideraron como criterios de exclusién: la
presencia de defecto anatdémico que limitara la toma de muestra en el paciente; las
enfermedades o trastornos de la sangre referidos por los padres; el tratamiento
antibidtico 7 dias antes de que se recogieron muestras clinicas; o historia previa de
vacunacion contra neumococo.

El investigador principal del estudio fue el pediatra de cada area de salud participante,
quien fue el responsable de comunicar a los padres, obtener el consentimiento
informado y hacer la evaluacion clinica de cada nifio elegible para el estudio.

Los exudados NF fueron colectados recogidos por el técnico de laboratorio del area de
salud, previamente entrenado, utilizando hisopos flexibles de nylon estéril flocados
(Copan, Italia). Se siguid el procedimiento establecido de insertar el hisopo en la
parte posterior de la nasofaringe y girar 5 s, antes de ser retirado. Este se coloco
directamente en un tubo conteniendo un 1 mL de medio de caldo de 1,0 mL de leche
descremada triptona-glucosa-glicerol (LTGG). Las muestras NF fueron transportadas
al laboratorio en hielo seco, se agitaron durante 10 s, se congelaron a -70 °C, y se
conservaron a -70 °C, previa agitacién por 10 segundos.

El aislamiento de S. pneumoniae y la serotipificacidén fue realizada en el Laboratorio
Nacional de Referencia de Neumococo del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"
(LNRN-IPK). La identificacion de S. pneumoniae se basd en la presencia de a-
hemdlisis y la inhibicién por optoquina.'® Las muestras de exudados NF se
descongelaron a temperatura ambiente (25 °C), se agitaron, y utilizando el hisopo
contenido en el tubo, se inocularon placas de agar sangre con 5 % de sangre de
carnero y 5 mg/L de gentamicina. Estas se incubaron durante 18-24 h a 37 °C en
atmosfera de COa.

De los cultivos sugerentes de neumococo, en funcién de la presencia de a-hemadlisis,
se seleccionaron al menos dos colonias. Estas se cultivaron en placas de agar sangre
en las que se incluyd un disco de optoquina. Los aislamientos susceptibles a
optoquina se informaron como S. pneumoniae, y ante resultados dudosos se
corroboré la identificacion empleando la prueba de la solubilidad en bilis. Cada cultivo
recuperado de una misma muestra de exudado NF identificado como neumococo se
conservé independientemente. Los aislamientos confirmados como S. pneumoniae se
almacenaron a -70 °C en 1,0 mL del medio LTGG hasta el momento de la
serotipificacion.
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El tipo capsular o serotipo se determind empleando la reaccién de Neufeld-Quellung o
reaccion de hinchamiento capsular, utilizando el juego de reactivos Pneumotest
(Statens Serum Institute, Copenhagen, Dinamarca).!® Los serotipos se clasificaron
en: a) serotipos vacunales incluidos en el candidato vacunal cubano contra
neumococo (1, 5, 6B, 14, 18C, 19F y 23F); b) relacionados con la vacuna por posible
reaccion cruzada (6A y 19A); c) serotipos no vacunales, referido a los no incluidos en
la formulacién de dicho candidato vacunal; y d) aislamientos para los que no se
podria asignar una capsula se informaron como "sin serotipar" en el laboratorio de
referencia.

A través de una entrevista individual, y utilizando un modelo de recoleccion de
informacién previamente establecido, fueron registrados los datos de identificacion del
nifio y de la muestra de exudado NF tomadas. Los registros se incluyeron en una base
de datos utilizando Microsoft Access version 2007.

Se estimo la prevalencia de la colonizacion NF global y por serotipos. Se describieron
las proporciones de serotipos vacunales, los relacionados con la vacuna y los serotipos
no vacunales, por edad especifica y por estratos de edad. El analisis estadistico se
realizé utilizando el software R,!” a través del cual se estimaron las diferencias de
significacion estadistica mediante la prueba de chi cuadrado con un nivel de
significacion de 0,05.

Los Comités de Etica de la Investigacidn de la Universidad de Ciencias Médicas de
Cienfuegos y del IPK revisaron y aprobaron el protocolo de estudio. Se obtuvo el
consentimiento de los padres o tutores de todos los nifios antes de la evaluacion
clinica, e inclusion en el estudio.

RESULTADOS

En la etapa I del estudio fueron enrolados 1 050 nifios entre 2-18 meses de edad, de
los cuales, 984 (93,71 %) quedaron incluidos para participar. Se obtuvieron un total
de 980 muestras de exudado NF (99,59 %). El 21,63 % (212/980) se encontraron
positivas para S. pneumoniae (tabla 1). La prevalencia por estratos de edad no vario
significativamente (24,62 % en los menores de 6 meses; 20,55 % entre 6 y 12 meses
y 21,19 % entre 13 y 18 meses).

Tabla 1. Prevalencia global de colonizacién nasofaringea (NF)
por neumococo en nifios entre 2 v 18 meses

IColonizacién NF | N || %

Positivos 212 (21,63
Megativos 768 78,37
Total 1980 | 100

En la etapa II, de los 2 617 nifios de 1-5 anos de edad institucionalizados en circulos
infantiles del municipio Cienfuegos, quedaron incluidos 1 140 (43 %). Se obtuvieron 1
135 muestras de exudados NF (99,56 %) y el 31,01 % (352/1135) resultaron
positivas para Streptococcus pneumoniae (tabla 2).
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Tabla 2. Prevalencia de colonizacién nasofaringea (NF)
en nifios entre 1 y 5 afios institucionalizados en circulos infantiles

[ColonizaciGn NF || N || %

|Positivos | 352 [31,01
Negativos | 783 68,99
Total 11 135 | 100

En la primera etapa fueron identificados 30 serotipos de S. pneumoniae de los mas de
90 reportados. La distribucién de serotipos en portadores nasofaringeos de 2-18
meses (tabla 3) mostré como mas frecuentes los serotipos vacunales 6B (10,4 %) y
23F (8,5 %). Entre los considerados relacionados con la vacuna el 6A se encontré en
el 23,1 % de los encuestados, mientras que los serotipos no vacunales alcanzaron el
37,7 % vy los serotipos no serotipados fueron el 11,8 % del total de aislamientos.
Entre los menores de 6 afios de edad, los serotipos 19F, 6By 14 (6,3 %
respectivamente) fueron los mas frecuentemente reportados. En este grupo de edad
el 43,8 % fueron serotipos no vacunales y 14,6 % los que no fue posible serotipar en
el laboratorio. No se detectaron portadores NF de los serotipos 1 y 5.

Tabla 3. Distribucion de serotipos de 5. pneumoniae por estratos de edad, entre portadores
nasofaringeos, de 2-18 meses

Estrato otal ||Portadores Serotipos Serotipos || Serotipos Sin

de edad vacunales relacionados no serotipar
(%) vacunales (%)

(en (%)

meses) [14 |[18c|[ 6B |[19F |23a|[ 6A |[19A (%)

l< 6 [195 | 48 6,3 2,1 /6,3 |6,3 (0,0 |18,8 |2,1 | 43,8 | 14,6

l6-12 420 | B89 1,1 /1,1 10,1 |9,0 2,2 |23,6 |2,2 | 29,2 || 5,6

[13-18 365 | 75 5,3 0,0 13,3 /9,3 (1,3 25,3 2,7 | 440 | 17,3

Total oo | 212 3,8 0,9 10,4 |85 (1,4 |23,1 |24 | 37,7 | 11,8

En nifios entre 1 y 5 afios (etapa II), la prevalencia global (31,01 %) se incremento
significativamente (p< 0,05). El predominio fue de los serotipos vacunales, que
representaron mas del 46,88 % (tabla 4). Entre los serotipos relacionados con la
vacuna, el 6A (16,76 %) también fue el mas frecuente. Los serotipos 19F (18,47 %),
6B (12,22 %) y 23F (8,52 %) prevalecieron como los mas frecuentes en este grupo
de edad. Los serotipos no vacunales representaron solamente el 21,31 % vy los sin
serotipar el 3,13 %.
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Tabla 4. Distribucion de serotipos entre portadores nasofaringeos de nifios entre
1 y 5 afios que asisten a circulos infantiles

Distribucion de serotipos

Serotipos M %o Serotipos M %o
vacunales 165 46,88 relacionados o1 258
14 24 6,82 64 59 16,76
18C 3 0,85 194 32 Q.09
6B 43 12,22
19F 65 18,47 _
23F 30 8,52
Serotipos M %o Serotipos M %o
no vacunales no vacunales

75 21,31 18B 3 0,85
10A 1 0,28 18F 2 0,57
10B 1 0,28 19B 1 0,28
10C 1 0,28 19C 10 2,84
114 3 0,85 23A 10 2,84
158 14 3,98 23B 2 0,57
15C 2 0,57 23F 1 0,28
15F 1 0,28 29, 34, 35, 42, 47 7 1,99
18A 3 0,85 6C 4 1,14
3 4 1,14 7B 1 0,28
35B 1 0,28 7F 1 0,28
M 1 0,28 av 1 0,28
Sin serotipar 11 3,13 Sin datos 10 2,84

DISCUSION

En el articulo se reportan los resultados de los primeros estudios poblacionales de la
colonizacién neumococica NF en poblacién menor de 5 afios realizado en Cuba. Ellos
forman parte de las investigaciones de linea de base previa a la introduccién de la
vacunacion antineumocdcica con la PCV7-TT, que permitiran monitorear los cambios
atribuibles y el impacto de la vacunacion en este grupo de edad.

Las encuestas transversales fueron disefiadas para garantizar representatividad de la
poblacion meta en el municipio de Cienfuegos, donde son conducidos los ensayos
clinicos para la evaluacion del candidato PCV7-TT, y donde se prevé la introduccién de
la vacunacién en ninos entre 1 y 5 afios a través de una campafia masiva en corto
plazo -con elevada cobertura- para probar su efectividad. Constituye una limitacion de
este estudio la capacidad de deteccién del método empleado para la deteccién de los
serotipos que colonizan la NF (reaccion de Quellung), pero en cualquier caso, la
prevalencia seria incluso mayor que la reportada.
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La alta frecuencia de portadores NF en nifios entre 2 y 18 meses de edad, es una
evidencia de que desde los primeros meses de vida estos resultan colonizados como
consecuencia de la exposicidn a la amplia circulacién de S. pneumoniae en la
comunidad. La convivencia de los lactantes con nifios menores de 5 afios, y con
ancianos, constituyen los factores de riesgo mas frecuentemente asociados a este
fendmeno en diferentes contextos.?

El incremento significativo de la colonizacion, asociado a los regimenes de convivencia
en circulos infantiles y otras instituciones cuidadoras en nifios preescolares menores
de 5 anos, confirma que el comportamiento epidemioldgico en la poblacién cubana no
difiere de lo reportado en la literatura internacional.? Impactar sobre la carga de
colonizacién en esta poblacion meta podria representar una estrategia eficiente para
reducir la transmisibilidad y la carga de enfermedad a nivel poblacional.

Téngase en cuenta que la mayor proporcion de serotipos aislados corresponden a
serotipos vacunales, y que la distribucién por frecuencia de ellos no varia de un grupo
de edad a otro. La reduccidn de la circulacién de los serotipos vacunales 23F, 19F, 6B,
14 y 18C permitiria reducir mas del 40 % de la carga de colonizacion, y con ello,
impactar sobre la enfermedad y la mortalidad asociada a la infeccidon por neumococo.

La distribucion de serotipos S. pneumoniae varia segun el pais, el grupo de edad y el
tipo de cohorte de estudio. Estudios realizados con el fin de explorar los principales
determinantes de las diferencias en las prevalencias de colonizacion NF, documentan
que en Europa y los EE.UU. las distribuciones de serotipos son similares, con
diferencias menores en algunos de ellos.!8

En Asia, serotipos y serogrupos similares se informan entre los aislamientos NF en
ninos sanos. En la India los serogrupos mas comunes son 6,14,19 y 15;1920 y en
Vietnam son 19,23,14,6 y 18.%! La distribucion del serogrupo en Indonesia es
ligeramente diferente, que reporta como los mas comunes el 6 (25 %) y 23 (21 %).??
En Kenia serogrupos/serotipos que comunmente se informan son 13, 15, 14, 6By
19F, y estuvieron cominmente presentes.?3

La prevalencia global de colonizacién NF en niflos de entre 2 y 18 meses antes de la
introduccion de vacunas en Cuba, esta en el rango de los informes internacionales de
Asia, Europa y América del Norte, donde se notifican prevalencias de portadores NF
que van desde 11 a 100 %.%21! |a literatura cientifica avala que, aunque la NF de los
ninos es colonizada en el primer afio de vida y la vacunacion en los primeros meses
resulta muy efectiva, entre los 2 y 5 afios la prevalencia de colonizacion se
incrementa significativamente.?425> En un estudio realizado en Finlandia, la frecuencia
de portador NF en nifios de 2-24 meses aumenta del 13 % para los menores de 6
meses, a 43 % en nifios mayores de 19 meses.2¢

La vigilancia de la prevalencia serotipo especifico de la colonizacion NF, es Gtil para
monitorear los cambios asociados a la introduccién de la vacuna, a pesar que esta no
representa con exactitud la contribucion de cada serotipo a la carga de la enfermedad
neumocdcica.?’ Por ejemplo, se ha demostrado que el serotipo 1 y 5, que con
frecuencia producen ENI, son poco detectados en la colonizacion NF. Un estudio
realizado en Gambia mostr6 que, a pesar de que los serotipos 1 y 5 son raramente
aislados de la NF de los nifios, resultan responsables de aproximadamente un tercio
de todos los casos de ENI.?® En contraste, los serotipos 6A, 6B, 14, 19A y 19F se
aislan con frecuencia y causan ENI, y también tienen alta prevalencia en la
colonizacién de la NF.?°
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De los mas de 90 serotipos de neumococos existentes, solo entre 6-11 serotipos son
responsables del 70 % de ENI en menores de 5 afios de edad.3° También la
distribucién de los serotipos de neumococo causantes de ENI varia segun la edad y
zonas geograficas. A pesar de ello, la mayor carga de enfermedad se constata en las
edades extremas de la vida, y en los nifios menores de 5 afios asociada a regimenes
de institucionalizacion.?31:32

En Cuba, a pesar de las limitaciones de los datos sobre los serotipos implicados en la
ENI, se ha venido documentando que los serotipos 14, 19A, 19F, 6B, 23F y 6A fueron
detectados con frecuencia en nifios menores de 5 afios de edad.>? Los resultados del
presente estudio sobre colonizacion NF y la informacion disponible sobre los serotipos
prevalentes causantes de ENI,3* sugieren que la introduccién de la PCV7-TT,
contribuird a una reduccién significativa en la morbilidad y la mortalidad asociadas
con el neumococo a corto y largo plazo.

Se concluye que los hallazgos sugieren que la carga de enfermedad neumocodcica vy la
colonizacién NF en niflos menores de 5 anos, pudiera ser significativamente
impactada por la introduccion de la nueva vacuna cubana contra neumococos.
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