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RESUMEN

Introduccion: Las vacunas antineumocécicas (PCV) han producido no solo
cambios en las dindmicas de serotipos de Streptococcus pneumoniae (Spn), sino
también en el incremento en la frecuencia de infecciones por Staphylococcus aureus
(Sa). Considerando que ambas bacterias son usuales colonizadores de la
nasofaringe en nifios jovenes, la PCV podria afectar la co-existencia de ambas
bacterias. El objetivo de este estudio fue determinar si existe asociacion entre la
PCV13 vy la colonizacion por Spn, por Sa y co-colonizacién (Spn + Sa) en nifios
sanos <24 meses de edad de cinco hospitales nacionales de Lima, Peru entre los
afios 2018 y 2019. Métodos: Estudio secundario, transversal, multicéntrico. Se
analizaron los datos demograficos y clinicos de 894 nifios <24 meses de edad. Los
calculos de frecuencia, comparaciones y de asociaciones se realizaron a través de
pruebas paramétricas, no paramétricas y regresion multinomial para estimar RP,
considerando un p<0,05 como significativo. Resultados: De los nifios
participantes, 17,4% estuvieron colonizados solo por Spn, 16,8% solo por Sa y
2,9% estuvieron co-colonizados. El 89,4% habian recibido al menos una dosis de
la PCV13. La colonizacidn solo por Spn se asociaron a sintoma respiratorio (RPa:
1,95; p=0.001), vivir con otros nifios (RPa: 1,99; p=0.001), hospitalizacion previa
(RPa: 0,29; p=0.048) y haber recibido al menos una dosis de la PCV13 (RPa: 3,00;
p=0.022). La colonizacion solo por Sa se asocia a completar lactancia materna
exclusiva (RPa: 0,59; p=0.028) y haber recibido al menos una dosis de la PCV13
(RPa: 0,48; p=0.017). Adicionalmente, la co-colonizacion no se asocio a la
inmunizacion con laPCV13 (RPa: 1,71; p=0.521) y los nifios del género masculino

se asociacion con mayor frecuencia de co-colonizacion (RPa: 2,50; p=0.049).



Conclusion: La inmunizacion con la PCV13 se asocia positivamente a la
colonizacion solo por Spn, negativamente a la colonizacion solo por Sa y no se

asocia a la co-colonizacion por ambos patogenos.
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ABSTRACT

Introduction: The pneumococcal conjugate vaccines (PCV) have not only
generated changes in the dynamics of serotypes of Streptococcus pneumoniae
(Spa), also an increase in the Sthaphylococcus aureus (Sa) frequency. Considering
that these bacteria commonly colonize the nasopharynx in young children, PCV
could potentially impact the co-existence of these pathogens. The aim of this study
was to determine the association between the PCV13 and the colonization by Spn,
Sa and co-colonization (Spa + Sa) in healthy children under two years old from five
national hospitals. in Lima, Peru between 2018 and 2019. Methods: A multicenter
cross-sectional study, that developed a secondary data analysis using demographic,
clinical data from 894 children under two years old. The analysis of associated
factors was carried out using parametric and non-parametric tests, and multinomial
regression to estimated PR, statistical significance level was set at p<0.05. Results:
17.4% were only Spa carriers, 16.8% were only Sa carriers, and 2.9% were co-
colonized Spa + Sa. 89.4% were immunized with at least one dose of PCV13. In
only Spn carriers, they were associated with mild respiratory illness (RPa: 1.95;
p=0.001), living with other children (RPa: 1.99; p=0.001), prior hospitalization
(RPa: 0.29; p=0.048) and have received at least one dose of PCV13 (RPa: 3.00;
p=0.022). In only Sa carriers, they were associated with completing exclusive
breastfeeding (RPa: 0.59; p=0.028) and have received at least one dose of PCV13
(RPa: 0.48; p=0.017). Additionally, co-colonization was not associated with
PCV13 immunization (RPa: 1,71; p=0.521) and male children were associated with

co-colonization (RPa: 2.50; p=0.049). Conclusion: Immunization with PCV13 was



positively associated with colonization by Spn, negatively with colonization by Sa

and not associated with co-colonization by both pathogens.

KEY WORDS
PNEUMOCOCCAL CONJUGATE VACCINE, STREPTOCOCCUS

PNEUMONIAE, STAPHYLOCOCCUS AUREUS, CO-COLONIZATION



l. INTRODUCCION

Antecedentes

Las vacunas conjugadas antineumococicas (PCV, por sus siglas en inglés
pneumococcal conjugate vaccines) representan una estrategia mundial para reducir
la carga de las enfermedades causadas por Streptococcus pneumoniae
(neumococo). Sin embargo, con su introduccion generalizada han surgido
preocupaciones sobre el posible incremento de las tasas de mortalidad y morbilidad
por Staphylococcus aureus (1). S. aureus es un organismo oportunista que coloniza
las membranas mucosas y la piel del 20 - 80% de la poblacion humana de forma
permanente y sin sintomas (2), y es un comun causante de infecciones bacterianas
tanto a nivel comunitario como hospitalario. Del mismo modo, S. pneumoniae esta
asociado a un alto porcentaje de neumonias, meningitis y otras enfermedades
invasivas que provocan una alta mortalidad y morbilidad entre los nifios menores
de cinco afios (3). La co-colonizacién de estos patdgenos (Spn + Sa) adquiere
relevancia clinica ya que tanto los portadores nasofaringeos de neumococo como
los de S. aureus tienen un mayor riesgo de desarrollar infecciones por estos

patogenos (4).

Luego de la introduccion de las PCVs, se ha observado el reemplazo de
serotipos de S. pneumoniae por un aumento en la prevalencia de serotipos no
vacunales (no incluidas en las PCVs) clinicamente relevantes como el serotipo 19A
tras la introduccion de la vacuna antineumocdécica 7-valente (PCV7). Esta
sustitucion puede desempefiar un papel en la alteracion de los patrones de

susceptibilidad a los antibidticos en las cepas colonizadoras, ya que algunos



serotipos son particularmente resistentes a los antibidticos (5). Previamente a la
introduccion de la vacuna antineumocdcica 13-valente (PCV13), los actuales
serotipos vacunales de S. pneumoniae habian sido extensamente estudiados por su
alta prevalencia y por estar asociados a la enfermedad neumocdcica invasiva (6).
En la actualidad, las investigaciones sobre la dinAmica de los serotipos no vacunales
emergentes son escasos Y no se ha evaluado la interaccion con la microbiota

nasofaringeo, entre ellos S. aureus.

El primer ensayo clinico en evaluar la PCV7 y su efecto en la colonizacion
por S. aureus, reportd un incremento en la frecuencia de colonizados luego de haber
recibido dos dosis (7). Sin embargo, tanto el estudio previamente mencionado como
otros también reportan que existe una asociacion inversa entre S. pneumoniae
serotipos vacunales (serotipos incluidos las PCV, serotipo-PCV) y S. aureus (4,7—
11), sugiriendo que la colonizacidon es un evento donde participan diversos factores.
Por ejemplo, debido a que ciertos S. pneumoniae presenta un metabolismo mas
acelerado (12) que S. aureus, lo cual le confiere un mejor aprovechamiento de los
nutrientes del medio y que adicionalmente pueden producir peréxido de hidrdégeno
(H202) mediado por las enzimas SpxB y LctO, esta bacteria tiene la capacidad de
intoxicay eliminaaS. aureus (13). En contraste, S. pneumoniae puede interaccionar
de manera benéfica con otros patdgenos respiratorios como Haemophilus
influenzae. Esta bacteria se aprovecha de uno de los mecanismos neumococicos de
invasividad (neumolisina) que estimula la sobre produccion de la molécula de
adhesion intercelular-1 del hospedero, la cual es utilizado por H. influenzae para
facilitar su invasion a las células de las vias respiratorias (14). Adicionalmente,

reportes mostraron que la co-colonizacién Spn + Sa es 2,13 (IC95%: 0,24 - 0,95)



veces menor con aislamientos neumocdcicos que presentan pilus (estructura
extracelular utilizada en los mecanismos de invasividad neumocdcica) en
comparacion con los aislamientos carentes de pilus (15); sugiriendo que estas
estructuras favorecen a la competencia contra otros patdgenos nasofaringeos,
limitando o favoreciendo su desarrollo (dependiendo de la interaccion entre ambos)
(16,17). Sin embargo, estas estructuras han sido reportadas en serotipos invasivos
(que principalmente estan incluidos en las PCVs) (18,19), lo cual podria explicar la
relacién inversa entre S. aureus y S.pneumoniae serotipo-PCV7 al menos en la era
pre-vacunal (antes de la introduccién de las PCVs). A pesar de esto y considerando
la actual emergencia de serotipos no PCVs y ausentes de pilus, aun no se han
explorado las internaciones entre estos serotipos y otros patdégenos nasofaringeos,
asi como potenciales factores asociados que favorezcan a interacciones benéficas

entre bacterias nasofaringeas.

Las implicaciones de la co-colonizacion por Spn + Sa en la era de las PCVs
requieren mas investigacion (3), ya que la interaccidn entre estos patégenos podria
influir en la eficacia de la vacunacién, debido a que las tasas de portacion por
neumococo no han sido reducidas después de la introduccion de las PCVs en ciertas
partes del mundo, sugiriendo complejas interaccion entre la microbiota natural del
tracto respiratorio alto y la inmunidad inducida por estas (20). Ademas, es necesario
que los estudios que midan el efecto de la vacunacion sobre la epidemiologia de S.
pneumoniae en Perd, también examinen los cambios concurrentes en S. aureus,
dado que mientras los serotipos vacunales de neumococo (serotipos-PCV) se han
asociado a la no colonizacién por S. aureus, otros estudios han reportado que luego

de la introduccion de las PCVs se ha incrementado la frecuencia de colonizacion



por patdgenos respiratorios, en especial S. aureus (21,22). La PCV7 fue la primera
generacion de las PCVs y fue introducida en el Esquema Nacional de Vacunacion
de nuestro pais en julio de 2009. Tres afios mas tarde, se introdujo la PCV 10-
valente (PCV10), y en 2015, la vacuna 13-valente (PCV13) (23). Sin embargo, al
igual que en otros paises de medianos y bajos ingresos, no se ha evaluado si la
introduccion de las vacunas antineumocdcicas favorece o disminuye la
colonizacion nasofaringea de S. pneumoniae y por otras bacterias de importancia
clinica, tales como S. aureus (24,25), y como interactdan estos patégenos con las

cepas no vacunales y vacunales de S. pneumoniae tras la inmunizacion.

Marco Teérico

Streptococcus pneumoniae

Llamada comUnmente como “neumococo”, es una bacteria gram-positiva
encapsulada, generalmente dispuesta como diplococos 0 en cadenas cortas; son
anaerobios facultativos, presentan alfa-hemolisis, catalasa y oxidasa negativos,
inmdviles y no esporuladas. Nutricionalmente, es una bacteria exigente que necesita
sangre para su crecimiento, ya que necesita una fuente que provea catalasa para
poder contrarrestar el H.O2 producido por ella mismo. Crece 0ptimamente a 37 °C
a 5% de CO2 y pueden presentar lisis durante la fase de crecimiento estacionario

(26).

La neumonia es una de las principales causas de muerte en nifios menores
de cinco afios en Perd. De 1996 al 2000, esta enfermedad causo el 20% de las

muertes infantiles y entre 30 - 50% de estos casos, eran causados por neumococo.



En 2004, en Peru, las enfermedades neumocacicas invasivas (ENI) fueron causante
de la muerte de 1 612 000 nifios, 716 000 de los cuales tenian menos de cinco afios;
superando las defunciones causadas por rotavirus, fiebre amarilla, hepatitis B, tos
ferina, etc. Debido a esto, se estima que cada dia fallecen de 5 — 8 nifios menores
de cinco por neumonia neumocaocica (27). En 2014, la tasa de mortalidad por
neumonia en nifios menores de cinco afios en Perd fue de 9,1 por cada 100 000

nifios (28).

Una de las estrategias usadas para combatir las ENI en nuestro pais y a nivel
global ha sido la introduccion de las PCV, incluyendo la 7-valente, 10-valente y 13-
valente (PCV13) (28). Aunqgue las vacunas actuales contra neumococo cubren los
serotipos mas comunes, estos incluyen solo son una pequefia parte de los mas de 90
serotipos existentes (29). Por otro lado, el mal uso de los antibiéticos ha contribuido
en el incremento de la frecuencia de cepas de neumococo resistentes a
betalactamicos y a quinolonas, llegando a ser considerada como una superbacteria
(30). Ademas, la resistencia a los antibiéticos y las fallas vacunales aumentan

gracias a la capacidad de formacion de biofilms de dicha bacteria (31).

La resistencia a los antibidticos de las cepas neumocdcicas se considera
actualmente un problema mundial que puede conducir al fracaso terapéutico, al
aumento de la morbilidad y la mortalidad en los grupos en riesgo (nifios jovenes y
adultos mayores) consecuentemente al aumento de los costos hospitalarios y al uso
de agentes antimicrobianos mas tdxicos (32). Del mismo modo, los patrones de
resistencia neumococica evolucionan con el tiempo segun factores como el uso

excesivo de antibidticos (presion antibiotica), la recombinacion genética, el uso de



las vacunas conjugadas y el reemplazo de serotipos. Este ultimo es un fendmeno
también conocido como emergencia de serotipos, el cual sugiere que tras la
disminucion de serotipos vacunales, el nicho ecoldgico es cubierto por nuevos

serotipos, poco frecuentes o no reportados frecuentemente en esa poblacion (33).

Serotipos de Streptococcus pneumoniae

Se han reportado mas de 90 serotipos neumocdcicos de los cuales, la
frecuencia, papel en la colonizacion y la capacidad de producir enfermedad invasiva
varian segun la edad, la regidn geografica y las condiciones socioeconémicas. La
introduccion de las PCVs dio como resultado la disminucion de la enfermedad
invasiva y las tasas de colonizacion nasofaringea por parte de los serotipos
vacunales, consecuentemente con el aumento de serotipos no vacunales. Este

fendmeno es denominado como reemplazo o emergencia de serotipo (34).

Cada serotipo difiere entre si en la capacidad de invasiva a su huésped y su
coexistencia con otras bacterias (35,36). Por otro lado, el reemplazo de serotipos
conduce al reconocimiento de serotipos no vacunales clinicamente relevantes (5).
Con el conocimiento generado mediante las vigilancias epidemiolégicas durante la
introduccion de la PCV7, se desarrollé la PCV13 que incluye proteccidn contra seis
serotipos adicionales (1, 3, 5, 6A, 7F y 19A). Es nuevamente probable que
enfrentemos nuevas presiones selectivas que conduzcan al reemplazo de serotipos
cubiertos por esta nueva generacion de la PCV, debido a que estudios tempranos
sugieren la presencia de este fendmeno en paises luego de la inclusion de la PCV13

en sus planes de inmunizacion nacional (37-42).



Staphylococcus aureus

Es una bacteria gran positiva que se agrupa comunmente en racimos; son
fermentadores, catalasa y coagulasa positiva, y son parte de la flora normal de la
epidermis y mucosas humanas. Por otro lado, tienen la capacidad de generar
infecciones invasivas que estan relacionadas a abscesos, otitis media, septicemia e
infecciones de las vias respiratorias. El dafio que ocasiona S. aureus a su huésped
es principalmente debido a la produccion de enzimas y toxinas que coagulan el
plasma, hemolizan la sangre y provocan intoxicaciones por la enterotoxina
estafilococica. Acompafiada con su gran facilidad de adquirir resistencia a los
antibidticos (debido a la capacidad de adquirir elementos exogenos por
transferencia horizontal intra e inter especie) y que por lo menos, todas las personas
sufren una infeccion por S. aureus a lo largo de toda su vida (26,43), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cataloga a este patégeno como prioridad

critica para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos (44).

Colonizacion nasofaringea

La colonizacion neumocdcica de la nasofaringe generalmente ocurre dentro
de los dos primeros afios de vida y su prevalencia oscila entre 30 y 60%, aungue
puede llegar hasta 76% en paises de bajos ingresos (24,37). Asimismo, es el primer
paso en la patogenia de la enfermedad neumocdcica es el transporte o colonizacién
nasofaringea que conduce a la infeccién no invasiva o invasiva, la cual, juega un
papel importante en la transmisién horizontal en las poblaciones y es fundamental
para el desarrollo de resistencia a los antibiéticos porque proporciona un entorno

para la recombinacion de genes y el intercambio de material genético inter e intra



especie (capacidad de S. pneumoniae de adquirir ADN exdgeno) (33,45). La
colonizacion nasal o nasofaringea de S. aureus es un factor importante para que el
nifio presente infecciones recurrentes por este patdgeno (46). La colonizacion de S.
aureus, de la misma manera que en S. pneumoniae, esta asociada a condiciones de

hacinamiento comunitario o en el hogar (47,48).

Distintas especies bacterianas como S. aureus, S. pneumoniae, Haemophilus
influenzae, etc, pueden coexistir en nuestra nasofaringe y la interaccion que pueden
tener, varia entre especies e incluso entre distintas cepas, serotipos 0 serogrupos
(49). Las interacciones son particulares entre cada especie, mientras que unas
compiten por nutrientes 0 recursos necesarios para su crecimiento produciendo
sustancias que desencadenan la respuesta inmune celular o humoral del huésped (la
cual limita o favorece el crecimiento de ciertas especies), otras pueden producir
sustancias que limitan o erradican directamente el crecimiento de las bacterias que
compiten por el nicho ecoldgico en la nasofaringe (50-52). Por ejemplo: tanto S.
pneumoniae y S. aureus colonizan facilmente la nasofaringe de personas sanas
debido a su capacidad formadora de biofilm, permitiendo su coexistencia. No
obstante, ciertas cepas de S. pneumoniae (como la cepa TIGR4) productoras de
péptidos estimuladores de competencia (CSP1 y CSP2) limitan la produccion de
biofilm de S. aureus, dificultando la colonizacion de la misma (52). Por otro lado,
otras cepas de S. pneumoniae presentan la capacidad productora de H>O>, la cual
erradica cepas plantonicas de S. aureus (como la cepa Newman) (53). Lo anterior
mencionado, sugiere la complejidad entre las interacciones de S. pneumoniae y S.
aureus que aun no han sido esclarecidas para tener una conclusion general

exploradas, principalmente con la interaccion con cepas neumocadcicas emergentes.



Vacunas conjugadas antineumocdcicas

La vacuna PCV7 se incluyé en el programa de vacunacion del Pert en 2009.
Dos afios después, se introdujo laPCV10y en 2015, se incluy6 la PCV13. La actual
vacuna antineumocdcica (PCV13) cuenta con el esquema 2 + 1. Los nifios reciben
la primera dosis a los dos meses de edad, la segunda dosis a los cuatro meses de

edad y la tercera dosis (dosis de refuerzo) a los 12 meses edad (54).

La inmunogenicidad de las PCVs varia segun el tipo de vacuna y la
proteccién contra los serotipos que las conforman. Como se muestra en la Figura 1
adaptada de Madhi et al. (55), entre 75 — 90% de los nifios de seis semanas de edad
inmunizados con una dosis de la PCV 13 presentaron concentraciones >0.35 pg/mL
de 1gG especifico para los serotipos 1, 3, 14 y 19F. Asimismo, entre 25 — 60% de
los nifios inmunizados con una dosis de la PCV13 presentaron concentraciones
>0.35 pg/mL de IgG especifico para los serotipos 4, 5, 7F, 9V, 18C y 19A. Esto
sugiere gue la inmunizacion con al menos una dosis de las PCVs genera titulos de
anticuerpos >0.35 pg/mL de IgG especifico (punto de corte referencial como
proteccién Optima segln los ensayos clinicos realizados) contra los principales

serotipos vacunales circulante en Per( (48,56).

Del mismo modo, para los serotipos 1, 4, 5, 9V, 18C, 19A, 19F, el esquema
de inmunizacion 1+1 mostrd concentraciones mayores de 1gG especifico para estos
serotipos en comparacion de los nifios con esquema 2 + 1, lo cual sugiere que la
reduccion de las dosis de PCVs en los esquemas de inmunizacidén no impactan en
la inmunogenicidad de la vacuna (Ver Figura 2) (55). Las implicaciones de

implementar el esquema 2+1 o 1+1 fueron evaluadas teniendo como resultado



cambios no sustanciales entre un esquema y el otro. Debido a esto, en Inglaterra
desde 2020 se cambiod al esquema 1+1 (57-60). Asimismo, paises como Corea
(esquema 1+1) (61) y Pert (dosis unica si el nifio no ha iniciado con el esquema
inmunizacion si tiene entre 24 a 48 meses de edad) recomiendan esquemas de
vacunacion antineumocaocica segun la edad del nifio desde que recibi6 la primera

dosis (61-63).
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Figura 1. Porcentaje de nifios con concentracion de 1gG >0-35 ug/mL luego de un

mes del esquema asignado (Adaptado de Madhi et al., 2020)

6 semanas + 1 dosis (dosis Unica): nifios que recibieron la primera dosis a las 6 semanas de edad.
14 semanas + 1 dosis (dosis Gnica): nifios que recibieron la primera dosis a las 14 semanas de edad.

Esquema 2 + 1: nifios que recibieron las dos primeras dosis a las 6 y 14 semanas + la dosis de
refuerzo (a las 40 semanas de edad).
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Figura 2. 1gG en suero luego de un mes después de la dosis de refuerzo de PCV13

en nifios con esquema de inmunizacion con 1y 2 dosis (Adaptado de Madhi et al.,

2020)

6 semanas (+ 1 dosis) + 1 refuerzo (esquema 1 + 1): nifios que recibieron la primera dosis a las 6
semanas de edad y la dosis de refuerzo a las 40 semanas de edad

14 semanas (+ 1 dosis) + 1 refuerzo (esquema 1 + 1): nifios que recibieron la primera dosis a las 14
semanas de edad y la dosis de refuerzo a las 40 semanas de edad

Esquema 2 + 1 (nifios que recibieron las dos primeras dosis a las 6 y 14 semanas de edad + la dosis
de refuerzo (a las 40 semanas de edad).
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La introduccion de la PCV en el Pert tuvo como objetivo la reduccion de
casos de ENI. Asimismo, otro potencial impacto de las PCVs es la disminucién de
la portacion neumocdcica comunitaria, al menos por serotipos no PCVs. Por
ejemplo, en una comunidad andina en San Marcos-Cajamarca, entre 125 nifios
estudiados de 2009 a 2011, con una cobertura de 60% de al menos dos dosis de
PCV7, los serotipos PCV7 disminuyeron del 48,0% al 28,8%. Sin embargo, los
serotipos no-PCV7 incrementaron del 52,0% al 71,2%, (este estudio no reporta la

prevalencia de portacion nasofaringea) (64).

Adicionalmente, las vacunas conjugadas pueden reducir la resistencia
neumocaocica en poblaciones vacunadas y no vacunadas al reducir los portadores de
serotipos resistentes, protegiendo asi a las poblaciones vacunadas y previniendo la
transmision de enfermedad invasiva, reduciendo asi el uso de antibioticos (5). Los
estudios han demostrado que la vacunacion con PCV7 reduce la portacion
nasofaringea de cepas neumocdcicas resistentes a penicilina, no obstante, dos afios
después de la disminucidn inicial de las cepas resistentes, se observé la portacion
de cepas con resistencia intermedia, principalmente debido a la presencia del
serotipo 19A (5), que posteriormente fue cubierto con PCV13. Del mismo modo, la
resistencia a macrélidos en S. pneumoniae ha incrementado luego de la
introduccion de la PCV13 en el plan nacional de inmunizacién del Perd, el cual,
estd asociado a la presencia del serotipo 19A tanto en aislamientos de portadores

como en aislamientos procedentes de ENI (65).

Se hipotetiza que, la presion que ejerce las PCVs en las poblaciones

circulantes de serotipos en ciertas areas geograficas ha sido afectada, dando lugar a
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la aparicion de cepas no capsulares. Estos serotipos de cepas no capsulares no
cubiertos por las PCVs, por el momento son encontrados exclusivamente en nifios
sanos. Pese a esto, presentan mayor capacidad de formacion de biofilm en
comparacion con cepas invasivas. Esto es preocupante debido a que, como
mencionamos previamente, la portacion es el primer paso en el desarrollo de ENI 'y
a medida que estos serotipos no cubiertos por las PCVs incrementen, pueden

volverse clinicamente relevantes en los préximos afos (66).

Planteamiento del Problema

Desde el uso generalizado de las PCVs, se ha producido un cambio no solo
en las frecuencias de los serotipos de S. pneumoniae no vacunales, sino también se
ha reportado cambios en las tasas de portacion de S. aureus en algunas poblaciones
de nifios sanos (8,21,22). La colonizacion frecuente con S. pneumoniae y S. aureus
se asocia con la diseminacion bacteriana a nivel poblacional y un mayor riesgo de
autoinfeccion, incluidas infecciones del tracto respiratorio (67-69). La mayoria de
los estudios sobre esta co-colonizacidn encontraron que la correlacion inversa entre
S. pneumoniae y S. aureus era significativa pero solo para el transporte de cepas de
S. pneumoniae de tipo vacunal, que eran los mas comunes antes de la introduccion
de las PCV7 (4,7-11). Una co-existencia entre estos dos patdgenos puede sugerir
cambios epidemioldgicos posiblemente debido a la vacunacion generalizada con
PCVs, de igual manera como sucede con la aparicion de serotipos emergentes de S.
pneumoniae (5,8). Sin embargo, el mecanismo detras de esto y las implicaciones

clinicas ain no se han determinado por completo (9).
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Justificacion

Determinar si existe 0 no una asociacion entre la PCV13 y la colonizacion
por de S. pneumoniae, S. aureus Yy co-colonizacion nasofaringea en nifios menores
de dos afios de una ciudad aportara informacion que puede servir de base para el
planteamiento y desarrollo de otros estudios en los que se evallen la asociacion
entre la PCV13 y el transporte nasofaringeo de otras bacterias y las asociaciones
entre ellas. Asi como para implementar una vigilancia en portadores luego de la
introduccion de las nuevas generaciones de las PCVs, enfocado es bacterias con

potencial invasivo.

Considerando gue la reduccion de la dosis de las PCVs al esquema 1+1 no
tiene un impacto significativo en la inmunogenicidad producida por la mismay que
el hecho de haber recibido al menos una dosis de la PCV13 genera la suficiente
produccién de IgG especifico para los serotipos 1, 3, 14 y 19F que son los mas
frecuentes en Lima, Per( (48,56) (al menos en la era pre-PCV13), consideramos
que tener al menos una dosis de la PCV13 podria generar un cambio en la dinamica
de los patdgenos nasofaringeos. Adicionalmente a esto, y como lo menciona la
literatura abordada, S. pneumoniae puede interaccionar de maneras benéfica y
antagénica con S. aureus y otras bacterias comensales. Por ello, es necesario
determinar ¢ Cual es el efecto de la introduccion de la PCV13 en la frecuencia de la
colonizacién asintomatica de S. pneumoniae, S. aureus y en la co-existencia entre

ambas bacterias?

A la fecha no se han presentado reportes sobre estudios en portadores

nasofaringeos después de la inclusion de la PCV13 y como esta puede afectar a la
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poblacién bacteriana nasofaringea en Per(. Los Unicos reportes sobre este evento
fueron realizados cuando la PCV7 formaba parte de los planes nacionales de
vacunacion en Europa, Estados Unidos, Asia y Africa. Los resultados evaluados
con la PCV7 no podrian ser extrapolables con la actual vacuna PCV13 ya que esta
ultima brinda proteccion contra cinco serotipos extras que pueden estar
interactuando de distinta manera con la poblacion bacteriana comensal de la

nasofaringe.

Ademas, permitira que el personal de salud esté informado de los factores
asociados a la co-colonizacion Spn + Sa, cuya interaccion podria ocasionar
inconvenientes en el tratamiento de infecciones respiratorias en la poblacion
pediatrica. Por ello, la presente investigacion tiene como objetivo determinar si
existe asociaciéon entre la vacuna antineumococica 13-valente y la prevalencia
colonizacién de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y co-
colonizacién nasofaringea en nifios sanos menores de dos afios de edad que acuden
en forma ambulatoria a sus controles de crecimiento y desarrollo y/o vacunacion en

cinco hospitales de Lima, Per0 entre los afios 2018 y 2019.

Pregunta de investigacion

¢Existe asociacion entre la vacuna antineumocécica 13-valente con el
estado de colonizacion de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y co-
colonizacién asintomatica en nifios sanos menores de dos afios de edad, que acuden
en forma ambulatoria a sus controles de crecimiento y desarrollo y/o vacunacion en

cinco centros de salud en Lima, Perd?
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Objetivos

Obijetivo principal

Determinar si existe asociacion entre la vacuna antineumocacica 13-valente
y la prevalencia de S. pneumoniae, S. aureus y co-colonizacién asintomatica en
nifios sanos menores de dos afios de edad, que acuden en forma ambulatoria a sus
controles de crecimiento y desarrollo y/o vacunacion en cinco hospitales nacionales

de Lima, Per entre los afios 2018 y 2019.

Obijetivos especificos

e Describir las caracteristicas demograficas, clinicas y epidemiologicas de la
poblacion estudiada.

e Determinar los factores asociados a la colonizacion de Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus y co-colonizados en la poblacion

estudiada.

Obijetivos secundarios

e Determinar los patrones de resistencia antimicrobiana en los aislamientos
de Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus de los nifios co-

colonizados sanos.
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. METODOLOGIA

Disefio y lugar de estudio

Este estudio de tesis utilizo la base de datos proveniente del estudio principal
titulado: “Distribucion de serotipos y sensibilidad antibiotica de neumococo en
nifios portadores nasofaringeos luego de la introduccion de la vacuna 13-valente en
Lima, Pertt”. Este estudio principal fue de corte transversal y multicéntrico,
realizado entre 2018 - 2019, donde se incluyeron a 1000 nifios menores de dos afos
de edad que asistieron de manera ambulatoria a sus controles de crecimiento y
desarrollo y/o vacunacion en los hospitales nacionales que participaron en el estudio
(Hospital Nacional Cayetano Heredia, Instituto Nacional de Salud del Nifio-Sede
Brefia, Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins, Hospital Nacional Docente
Madre-Nifio San Bartolomé y Hospital Nacional Daniel Alcides Carrion). El
objetivo del estudio principal fue determinar las frecuencias de los serotipos y
resistencia antimicrobiana de cepas de S. pneumoniae aisladas de nifios menores de
dos afios. De cada participante, se recolectaron caracteristicas demograficas y

clinicas en el momento del enrolamiento.

La presente tesis realizd un analisis datos secundarios, tuvo un disefio
transversal y conto con la variable dependiente “estado de colonizacion” y con la
variable independiente principal “inmunizacion con al menos una dosis de PCV13”.
Ademas, entre otras co-variables independientes se analiz6 a: “sexo”, “edad”, “vive
con otros ninos menores de seis anos de edad en casa” , “lactancia materna
exclusiva”, “presencia de sintoma respiratorio”, “asistencia a guarderia, nacimiento

prematuro”, “uso de antibidticos previo”, “hospitalizacion previa”, segin el
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diagrama aciclico dirigido (DAG) construido en base a la basqueda bibliografica
solo los principales confusores entre la potencial asociacion entre la PCV13 y el
estado de co-colonizacién (Anexo 1.1). Este estudio tuvo como objetivo determinar
si existe asociacion entre la vacuna antineumocaocica 13-valente y la prevalencia de
co-colonizacién nasofaringea de Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus
aureus en nifios sanos menores de dos afios de edad, que acuden en forma
ambulatoria a sus controles de crecimiento y desarrollo y/o vacunacion en los

centros de salud en donde se realizé el estudio principal.

Poblacion, muestra u objeto de estudio

La poblacién en estudio fueron nifios sanos de dos a 24 meses de edad que
asistieron a la consulta externa de pediatria, control del nifio sano o consultorio de
vacunacion de los hospitales que participaron en el estudio principal. Se eligio este
grupo de edad debido a que la colonizacidn nasofaringea de las bacterias de interés
para el estudio se desarrolla generalmente en etapas tempranas de la vida (<2 afios).
Ademas, describe la situacion actual de portadores que pueden estar influenciados
por el efecto directo e indirecto de la vacuna y es la misma poblacion utilizada en
un estudio previo a la introduccion de la PCV7 en Per( con el cual el estudio

principal realiz6 comparaciones (39).

Definicidn de nifo sano

El estudio principal definié6 como “nifio sano” a todo nifio que acudi6 a su
control de crecimiento, desarrollo y/o inmunizacidn en los hospitales participantes

y cuyo padre o cuidador informd que, al momento del enrolamiento, el nifio no
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padecia de ninguna enfermedad importante como: neumonia, sepsis, bacteriemia o
meningitis/encefalitis (70). Los nifios podrian haber tenido infecciones respiratorias
leves como: rinorrea, tos leve, estornudos, temperatura de 38,0 a 38,5°C; en
cualquier estacion del afio. Si bien los nifios que cursaban con infecciones
respiratoria leve del tracto respiratorio superior aumentaban su probabilidad de
colonizacién nasofaringea por bacterias, en este caso por neumococo, se decidié no
excluir a estos nifios, ya que diversos estudios similares incluyen a estos nifios,
siempre y cuando se reporten en los resultados su frecuencia y proporcién en
relacién al total de muestras y asi puedan ser comparados con publicaciones previas
(48). Ademas, uno de los objetivos del estudio primario fue el comparar los
hallazgos con un estudio previo en nuestro pais, realizado antes de la introduccion
de la PCV; en el cual se utilizaron los mismos criterios de inclusién, los que se

evitaron modificar para no restar validez a la comparacion (39).

Criterios de inclusién

¢ Nifio sano de acuerdo con la definicién del estudio principal, cuya edad
estaba comprendida entre los dos meses y 24 meses de edad.

e Firma del consentimiento informado por padres o cuidadores mayores
de edad.

e EIl nifio podia presentar sintoma respiratorio superior leve (resfrio
comun, tos leve, rinorrea, estornudos, temperatura de 38,0 a 38,5°C).

e Contar con carnet de vacunacion y registro de dosis de vacunas

antineumococicas.
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Criterios de exclusién

¢ Nifios que no cumplian con la definicion de nifio sano.

e Sospecha de enfermedad aguda seria (neumonia probable, sepsis,
bacteriemia, meningitis, encefalitis), por parte del personal de salud
responsable de la atencion.

e Uso de antibioticos al momento del enrolamiento (Ultimas 24 horas).

La muestra estuvo conformada por los nifios que cumplian los criterios de
inclusion y exclusion mencionados anteriormente. Se realizO un muestreo por
conveniencia y de manera consecutiva en los hospitales participantes hasta alcanzar
el tamafio de muestra calculado para el estudio madre (n=1000). Se asegur6 que el
personal encargado del enrolamiento esté presente a lo largo de toda la atencion de
los consultorios a los cuales asistian los posibles voluntarios de manera que el total
de participantes represente a la mayoria de los nifios que asistian a los hospitales

participantes entre enero 2018 a setiembre 2019.

El estudio principal cont6 con personal entrenado que se encontraba en los
hospitales participantes durante toda la jornada de atencion de los consultorios a los
cuales asistian los posibles voluntarios, quienes enrolaron a los nifios de manera
consecutiva, verificando que cumplian con los criterios de inclusion y exclusion.
Se brindo la informacion a los padres o cuidadores sobre el estudio, se absolvié sus
dudas y se les invitd a participar. Luego, se les solicitd firmar el consentimiento
informado, se les realizd una encuesta con el objetivo de recolectar datos
demogréficos, epidemioldgicos y clinicos y finalmente, se procedio con la toma de

la muestra de hisopado nasofaringeo. Los hisopados nasofaringeos fueron
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colectados de los menores utilizando un hisopo de Rayon (Puritan®, sterile rayon
tipped applicators). Se tom6 una muestra por paciente, siguiendo la técnica
recomendada por la OMS (71). La técnica consistia en: sostener al paciente fijando
su cabeza con cuidado y extendiéndola ligeramente, luego se introducia el hisopo
por la fosa nasal en forma gentil y paralela a la base de la cavidad nasal hasta llegar

a la nasofaringe, donde se rotd 180 grados y se retird lentamente.

De igual forma, a los padres o cuidadores de los menores participantes se
les aplico cuestionario tipo encuesta titulado “Ficha de Recoleccion de Datos”
(Anexo 1.2). El cuestionario estaba conformado por 21 preguntas divididas en dos
secciones. La primera seccion del cuestionario pretendia recopilar informacion
general del menor, tales como nombre, nimero de DNI, hospital de enrolamiento,
nombre del padre o cuidador, nimero de historia clinica, fecha de nacimiento, edad
en meses, sexo, direccion, teléfono, fecha de toma de muestra y el nombre del centro
de vacunacion. Por otro lado, en la segunda seccién se le consultaba al padre o
cuidador sobre datos clinicos del menor, entre los que se incluyeron: duracién de la
lactancia materna exclusiva, duracion de lactancia materna, nimero de otros nifios
menores de 6 afios en el mismo domicilio, asistencia a la guarderia, frecuencia de
asistencia a la guarderia, condicion clinica del enrolamiento (si se presentaba como
asintomatico o con sintoma respiratorio), uso de antibiéticos en los Gltimos tres
meses, hospitalizacion previa en los ultimos tres meses y el nimero de dosis de la

PCV13.
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Variables

Variable dependiente

Estado de colonizacién (resultados del cultivo para S. pneumoniae y S.
aureus). Esta variable fue determinada segun las pruebas microbiologicas y
bioquimicas estandares para identificacion de aislamientos de S. pneumoniae y S.
aureus. Es una variable categdrica politbmica nominal, la escala de medicién esta
categorizada como “No colonizado=0", “Solo S. pneumoniae=1", “Solo S.

aureus=2", “Co-colonizado=3".

Variable independiente

Haber recibido al menos una dosis de PCV13 (registro de las aplicaciones
de la vacuna antineumocadcica 13-valente segun el carnet de vacunas del paciente).
Esta variable original del estudio primario fue determinada por la encuesta aplicada
a los padres o cuidadores de los nifios, los cuales presentaron el carnet de
vacunacion de los nifios en el momento de la encuesta. Se consider6 a todo nifio
que haya recibido al menos una dosis de la PCV13 si habia recibido una dosis de la
vacuna por lo menos 14 dias previos al enrolamiento y toma de muestra. ES una
variable categorica dicotomica nominal, la escala de medicidn esta categorizada

como “No recibié PCV13=0” o Recibi6 al menos una dosis=1".
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Co-variables

El estudio conto con las siguiente co-variables:

Variable

Definicién

Definicion operativa

Tipo / Fuente

Otros nifios menores

Nifios menores de seis
afios que habitan en el

El padre o el cuidador
refiere que el nifio convive
con al menos otro nifio

Categorica
dicotomica /

de seis afios . o ~ - . .
mismo domicilio <6afios en mismo Cuestionario
domicilio
El nifio es usuario de El padre o el cuidador Cateabrica
Atencién en guarderia para su refiere que el nifio asiste a ~aLegor
. ; - . dicotomica /
guarderia cuidado en algun una guarderia al menos

momento de la semana

una vez por semana

Cuestionario

Lactancia Materna

exclusiva

El nifio recibi6
lactancia materna

El nifio ha recibido
lactancia materna por lo
menos durante los primero

Categoérica
dicotémica /

exclusiva . . Cuestionario
seis meses de vida
Presencia de sintomas | Presencia de uno o mas de
. de infeccién los siguientes sintomas el Categoérica
Sintoma . . p - ) N

. . respiratoria leve al dia del enrolamiento: tos dicotomica /

respiratorio . . .
momento del leve, estornudos, rinorrea Cuestionario

enrolamiento

o fiebre (38,0 — 38,5° C)

s S Uso de antibioticos en los Categoérica
Uso de antibi6ticos Uso de antibioticos en e - N
. S ltimos 3 meses previos a dicotémica /
previo los ultimos tres meses L
la toma de muestra Cuestionario
Hospitalizacion en los Categorica

Hospitalizacién
previa reciente

Hospitalizacion en los
altimo tres meses

Gltimos 3 meses previos a
la toma de muestra

dicotémica /
Cuestionario

Nacimiento
prematuro

El nifio tuvo
nacimiento prematuro

El padre o el cuidador
refiere que el nifio nacid
antes de la semana 37 del
embarazo

Categérica
dicotémica /
Cuestionario

Estacion de

Estacidn del afio en que

Estacion del afio en que se

Categérica

se enrold al enrolé y tomo la muestra politomica /
muestreo . . ? L
participante de hisopado nasofaringeo Cuestionario
. . Namero de dosis de la Categoérica
, . NUmero de dosis de la . L2
Numero de dosis PCV13 segun el carnet de politomica /
PCV13 . -
vacunas Cuestionario
Categoérica
Serotino vacunal Serotipo de S. Serotipo de S. pneumoniae dicotémica /
P pneumoniae vacunal determinado por WGS Ficha
laboratorio
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Procedimientos y técnicas

Toma de muestra nasofaringea

El estudio principal, colecté muestras de hisopados nasofaringeos los cuales
fueron colocados en medio de transporte STGG (leche descremada, tripticasa de
soya, glucosa, glicerol) por personal de enfermeria en condiciones asépticas y
transportadas en hieleras dentro de las siguientes ocho horas al Laboratorio de
Infectologia Pediatrica (LIP) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(laboratorio central del estudio principal), para su posterior analisis microbiologico

por parte de los investigadores principales.

Pruebas microbiolégicas

Como parte del estudio principal, los hisopos se colocaron en 3 mL de THY
enriquecido (Todd-Hewitt Broth con 0,5% de extracto de levadura) (72) e incubados
de cuatro a seis horas a 37° C con 5,0% de CO:x. El crecimiento bacteriano se cultivo
en Agar sangre (Trypto-Casein Soy Agar enriquecido con sangre de carnero 5%) a
las mismas condiciones previamente descritas por 24 horas. Los aislamientos de S.
pneumoniae se identificaron a travées de la morfologia de la colonia, la presencia de
alfa hemdlisis, tincion gram, solubilidad en bilis y sensibilidad a la optoquina. Los
aislamientos de S. aureus se identificaron mediante el crecimiento bacteriano
obtenido en THY enriquecido, sembrado en agar Manitol Salado y con las pruebas
de coloracion Gram, catalasa y coagulasa (73). Se utilizaron como controles las
cepas ATCC 25923 y ATCC 43300 para S. aureus y D39/NCTC 7466 para S.

pneumoniae.
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Prueba de sensibilidad a los antibidticos

El estudio principal determind la sensibilidad antibidtica a penicilina y
ceftriaxona para S. pneumoniae se determind utilizando el método de concentracion
minima inhibitoria (MIC) por medio de la prueba del E-test. La sensibilidad a
azitromicina (para S. pneumoniae), eritromicina (para S. aureus), cefoxitina (para
S. aureus), sulfametoxazol / trimetoprim y clindamicina, se evalué mediante la
prueba de disco difusién (Kirby Bauer). Las definiciones de sensibilidad (sensible,
intermedio, resistente) se determinaron siguiendo los estandares del Instituto de

Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) (74).

Serotipificacion de Streptococcus pneumoniae

El estudio principal determin6 la serotipificacion de las cepas de S.
pneumoniae se realizo a través de secuenciamiento de genoma completo (WGS)
utilizando la plataforma de Ilumina Hi-Seq en colaboracién con Wellcome Sanger
Institute, Streptococcus Lab del Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC-Atlanta, Estados Unidos) y el proyecto Global Pneumococcal

Sequencing (GPS).

Consideraciones éticas

El protocolo disefiado por el estudio principal fue evaluado por el Comité
de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y registrado en el Sistema
Descentralizado de Informacion y Seguimiento a la Investigacién (SIDISI) -
Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) con

cddigo 101321. También, el estudio principal obtuvo la aprobacién del protocolo
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de investigacion en cada uno de los centros de salud participante. Ademas, los

investigadores principales en su totalidad se aseguraron de mantener la

confidencialidad de la informacion de cada nifio participante.

Durante la realizacion del estudio principal se cumplieron con los siguientes

aspectos éticos:

Del individuo y papel de los investigadores: Los investigadores afirmaron
conocer las implicancias éticas en la concepcion y desarrollo del estudio,
como se mencionan seguidamente.

Del disefio: No se realizaron ninguna intervencién que altere el estado de
salud del nifio.

Etica colectiva e individual: Las personas y la comunidad no se exponian a
riesgos que puedan afectar su salud.

Riesgos: Minimo (dolor leve y/o incomodidad al momento del hisopado,
raramente minima excoriacion de la mucosa). Se minimiz6 al maximo este
riesgo contando con un personal entrenado para la toma de muestra y usando
un hisopo muy delgado y de material apropiado

Inconveniencias para los participantes: Incomodidad al momento del
hisopado y de los padres de familia al momento de responder las preguntas.
Consentimiento informado: Los familiares fueron informados del estudio y
se les invito a firmar el consentimiento informado. Al ser éste, un estudio
con riesgos minimos y como no pertenece a la categoria de ensayo clinico,

solamente se solicito la firma de la madre o del padre o del apoderado.
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Esta tesis realizo un andlisis de datos secundarios, por lo que no se realizé
algun contacto con los participantes. En este sentido, el riesgo que puede enfrentar
el participante es minimo y principalmente relacionado con una brecha en la
confidencialidad. Los investigadores principales cedieron la base de datos para
realizar este andlisis secundario y el cual conté con un protocolo que se registro en
el Sistema Descentralizado de Informacion y Seguimiento a la Investigacion
(SIDISI) - Direccién Universitaria de Investigacion, Ciencia'y Tecnologia (DUICT)
con codigo 206782, y fue evaluado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH)
previamente a su ejecucion. Durante la implementacion del estudio se respetaron
los principios éticos delineados en la Declaracion de Helsinki, y se siguieron

estrictamente las recomendaciones realizadas por el CIE-UPCH.

Célculo de potencia estadistica

En una exploracion previa de la base de datos proporcionada por el estudio
principal, se determind que 750 nifios que habian recibido al menos una dosis de la
PCV13y 89 que no habian recibido dosis. Con estos datos, se considero realizar el
calculo de potencia estadistica para cada una de las categorias de la variable

dependiente:

Colonizados por Streptococcus pneumoniae

Considerando que el estudio principal reporté 89 nifios que no habian
recibido la PCV13 (con un 6.7% de colonizacién por S. pneumoniae en este grupo),
750 nifios que habian recibido al menos una dosis de la PCV13 y 156 nifios

colonizados por S. pneumoniae (17,4%); y asumiendo que hubo una disminucion
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de 16,1% en la frecuencia de colonizacion por S. pneumoniae luego de la
introduccion de la PCV7 (48,75), se obtuvo una potencia estadistica de 0,94

(94%) con un p<0.05.

Colonizados por Staphylococcus aureus

Considerando que el estudio principal reporté 89 nifios que no habian
recibido la PCV13 (con un 34.8% de colonizacién por S. aureus en este grupo),
750 nifios que habian recibido al menos una dosis de la PCV13 y 150 nifios
colonizados por S. aureus (16,8%); y asumiendo que hubo un aumento de 9,0% en
la frecuencia de colonizacion por S. aureus luego de la introduccion de la PCV7

(22), se obtuvo una potencia estadistica de 0,73 (73%) con un p<0.05.

Co-colonizados

Considerando que el estudio principal reporté 89 nifios que no habian
recibido la PCV13 (con un 2.9% de co-colonizacion en este grupo), 750 nifios que
habian recibido al menos una dosis de la PCV13 y 26 nifios colonizados co-
colonizacion por S. pneumoniae y S. aureus (2,9%); y asumiendo que hubo un
aumento de 11,2% en la frecuencia de co-colonizacién por S. pneumoniae y S.
aureus luego de la introduccion de la PCV7 (11,49), se obtuvo una potencia

estadistica de 0,90 (90%) con un p<0.05.

Andlisis estadistico

Los datos demograficos, clinicos y de laboratorio fueron digitalizados por

el estudio principal en una base de datos. Las hojas de datos de los nifios fueron
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resguardas en la oficina del laboratorio principal del estudio. Ademas, todo el
equipo de investigacion se preocupo por preservar la privacidad de la informacion

de cada nifo.

Esta tesis construyd una base de datos que contiene informacion clinica,
demogréafica y de laboratorio sobre los participantes del estudio principal. Se
describieron las caracteristicas demogréaficas y clinicas de los nifios estudiados
segun las variables propuestas y registradas en la ficha de recoleccién de datos.
Posteriormente, los resultados se presentaron en tablas y graficos. Ademas, se
determinaron las frecuencias de inmunizacion con PCV13, la colonizacion por S.
pneumoniae, S. aureus y co-colonizacion nasofaringea entre ambos patdgenos y de
otras co-variables en los nifios en estudio utilizando intervalos de confianza al 95%.
Se realizaron analisis bivariados para determinar las asociaciones entre la variable
dependiente (estado de colonizacion), la variable independientes y co-variables de
interés utilizando pruebas paramétricas y no paramétricas como 2, la prueba exacta

de Fisher, ANOVA vy Kruskal-Wallis.

Se realizaron regresiones multinomiales para determinar las asociaciones
con el estado de colonizacion de S. pneumoniae, S. aureus, y co-colonizados.
Adicionalmente, se realizd regresion de Poisson con varianzas robustas para

explorar la asociacién entre los nifios colonizados por S. pneumoniae y S. aureus.

En el andlisis multivariado se incluyeron solo los 839 participantes que
tuvieron informacion sobre la vacunacion con la PCV13. Asimismo, las co-
variables segun fueron identificadas en la literatura y por la experiencia clinica de

estudios anteriores que resultaron con significancia estadistica en nuestros analisis
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bivariados, identificadas en el DAG. Se consider6 como grupo comparador a la
categoria “No colonizado”. La medida de asociacion fue Razon de prevalencia (RP)
debido al disefio del estudio. Todas las pruebas estadisticas fueron de dos colas y
se utilizo el programa Stata/SE version 17.0 (StataCorp LP, College Station, TX,

USA) considerando un nivel de significancia estadistica de 0,05.

Se realizo el analisis de sensibilidad para determinar si el cambio de grupo
comparador en la variable dependiente (estado de colonizacion) y el numero de
dosis de la PCV13 generaba un cambio en los estimados de asociacion (Tabla 7,

Anexo 4 - 5).
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I11. RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes

Como parte del estudio principal se enrolaron un total de 1000 nifios
menores de dos afios (24 meses), de los cuales solo 894 nifios fueron incluidos en
este analisis secundario al brindar su consentimiento para utilizar sus datos y
muestras colectadas para estudios futuros. Se incluyeron en este analisis entre 167
a 191 nifios por cada hospital participante en el estudio. La media de la edad fue de
11,1 meses (D.E: 6,4), aproximadamente el 51,3% fueron mujeres y el 94,0% no
asistian a guarderias, el 60,4% de los nifios vivia con otros nifios <6 afios de edad
en el mismo hogar, el 38,2% fue enrolado y muestreado en verano, asi como el
18,7% fue enrolado y muestreado en invierno. La mediana de la duracion de la
lactancia materna exclusiva fue de cuatro meses (RIC: 0 - 6), la cual fue completada
(al menos 6 meses de alimentacidn exclusiva con leche materna) por 37,2% de los

nifios enrolados. (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los nifios participantes del estudio

realizado en cinco hospitales de Lima entre los afios 2018 y 2019 (N=894) 2

Caracteristicas n (%)

Sexo

Femenino 458 (51.3)

Masculino 435 (48.7)
Edad (meses) 11,1+6,4
Edad (meses) © 11 (5-16)
Hospital

H. Daniel A. Carrion 191 (21,4)

H. Cayetano Heredia 179 (20,0)

H. San Bartolomé 167 (18,7)

I. N. Salud del nifio 180 (20,1)

H. N. Rebagliati 177 (19,8)
Lactancia materna (meses) 9,39 6,10
Lactancia materna exclusiva (meses) ¢ 4(0-6)
Completd lactancia materna exclusiva

No 555 (62,8)

Si 329 (37,2)
Asistencia a guarderia

No 834 (94,0)

Si 53 (6,0)
Vive con otros nifios (<6 afios) en casa

No 531 (60.4)

Si 348 (39.6)
Estacion de toma de muestra

Verano 342 (38,2)

Otofio 244 (27,3)

Invierno 167 (18,7)

Primavera 141 (15,8)

@ Algunos variables pueden sumar menos de 894 por datos faltantes.
b Media + desviacion estandar.

¢ Mediana (RIC o Rango intercuartilico).

Por otra parte, 20,9% habia tenido un nacimiento pretérmino, el 36,3%
(n=322) de los nifios presentaron al menos un sintoma respiratorio, siendo la
rinorrea, la mas frecuente (67,3%) y fiebre entre 38,0 a 38,5 °C la menos frecuente
(7,5%). 27,8% habia recibido antibidticos y 6,4% estuvo hospitalizados dentro de

los tres meses previos a la toma de muestra. Con respecto a los patrones de
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vacunacion con la PCV13, el 89,4% de los niflos habian recibido al menos una

dosis. De los cuales, el 36,0% habia recibido tres dosis de la PCV13.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los nifios participantes del estudio realizado en

cinco hospitales de Lima entre los afios 2018 y 2019 (N=894) 2

Caracteristicas n (%)

Recibié al menos una dosis de PCV13

No recibié PCV13 89 (10,6)
Recibi6 al menos una dosis 750 (89,4)
Estado de colonizacién
No colonizado 562 (62,9)
Solo por S. pneumoniae 156 (17,4)
Solo por S. aureus 150 (16,8)
Co-colonizado 26 (2,9)
Prematuro
No 688 (79,1)
Si 182 (20,9)
Sintoma respiratorio
No 566 (63,7)
Si 322 (36,3)
Tos leve
No 189 (58,9)
Si 132 (41,1)
Estornudo
No 192 (59,8)
Si 129 (40,2)
Rinorrea
No 105 (32,7)
Si 216 (67,3)
Fiebre (38,0 - 38,5°C)
No 297 (92,5)
Si 24 (7,5)
Uso de antibioticos previo (<3 meses)
No 643 (72,2)
Si 247 (27,8)
Hospitalizacidn previa (<3 meses)
No 835 (93,6)
Si 57 (6,4)
Numero de dosis de la PCV13
No recibié PCV13 89 (10,7)
1 dosis 122 (14,7)
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2 dosis 321 (38,6)
3 dosis 300 (36,0)

@ Algunos variables pueden sumar menos de 894 por datos faltantes.

Asimismo, se obtuvieron aislamientos de S. pneumoniae y S. aureus en 156
(17,4%) y 150 (16,8%) de los participantes, mientras que 26 (2,9%) se encontraron
co-colonizados por ambas bacterias (Figura 2). De los 26 nifios co-colonizados, 21
presentaron aislamientos de S. pneumoniae con serotipos no cubierto por laPCV13
(no vacunal) (Tabla 3). No se encontraron diferencias significativas en la
distribucion de las frecuencias de la co-colonizacion bacteriana en los hospitales

(p=0.224; Figura 3).

100% 3.7% 2.8% 3.0% 3.9% 1.1% p=0224
0
0 13.6%
18.9% 17.3% 13.8% 20.0%
0,
80% . 17.5% 0O Co-colonizado
20.9% 15.6% 21.5% 11.7%

60%

OSolo S. aureus

40%

67.8% o . i
56.5% 64.3% 61.7% 64.4% Solo S. pneumoniae
20%
@ No Colonizado
0%
H. Carrion H. Cayetano  H. San Bartolomé Inst. del Nifio H. Rebagliati
(191) (179) (167) (180) a77)

Centros de estudio (N)

Figura 3. Distribucion del estado de colonizacion en los hospitales participantes
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Tabla 3. Distribucion de serotipos de heumococo en los nifios colonizados solo S.

pneumoniae y co-colonizados (N=181)

Estado de colonizacién

. Solo S. pneumoniae Co-colonizado
Serotipo
N=155 N=26
n (%) n (%)
Serotipos no vacunales [147 (81,2%)]
15C 16 (10,3) 4 (15,4)
6C 14 (9,0) 2(7,7)
15B 12 (7,7) 1(3,9)
23A 12 (7,7) 2(7,7)
11A 9(5,8) 0
15A 10 (6,6) 1(3,9)
16F 8(5,2) 1(3,9)
23B 6 (3,9) 1(3,9)
35B 5(3,2) 0
10A 4 (2,6) 2(7,7)
34 4 (2,6) 1(3,9)
13 3(1,9) 1(3,9)
24F 3(19 1(3,9)
38 3(19) 1(3,9)
35F 2(1,3) 0
7C 1(0,7) 0
15A/15B 1(0,7) 0
31 1(0,7) 0
33F 1(0,7) 0
35A 1(0,7) 0
19B 0 1(3,9)
39 0 1(3,9)
Serogrupo 62 1(0,7) 0
NT® 10 (6,6) 1(3,9)
Serotipos vacunales [34 (18,8%)]
19A 15 (9,7) 4 (15,4)
19F 3(19) 1(3,9)
6A 3(1.9) 0
6B 3(1,9) 0
3 2(13) 0
23F 2(13) 0
9V 1(0,7) 0

u ue inclu i vacu vacu .
@Serogrupo que incluye serotipos vacunales y no vacunales
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®NT: Serotipo no tipificable por WGS.

No se pudo recuperar un aislamiento de S. pneumoniae para la serotipificacion.

De las caracteristicas sociodemogréficas evaluadas, completar la lactancia
materna exclusiva de seis meses y vivir con otros nifios <6 afios de edad se encontrd
asociada al estado de colonizacion nasofaringea (Tabla 4). Por otro lado, de las
caracteristicas clinicas evaluadas, presentar por lo menos un sintoma respiratorio,
el nimero de dosis de la PCV13 y haber recibido al menos una dosis de la PCV13

se encontrd asociada al estado de colonizacion nasofaringea (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de los nifios participantes del estudio realizado en cinco

hospitales de Lima entre los afios 2018 y 2019 (N=894) #

Estado de colonizacién

No Solo S. Solo S. Co-
Caracteristicas colonizado  pneumoniae aureus colonizado P
N=562 N=156 N=150 N=26
n (%) n (%) n (%) n (%)
Recibié al menos una dosis
<0.001
de PCV13 0.00
No recibié PCV13 50 (9,5) 6 (4,1) 31 (22,0) 2 (8,3)
Recibié al menos una
dosis 479 (90,6) 139 (95,9) 110 (78,0) 22 (91,7)
Ndmero de dosis de la
PCV13 <0.001
No recibié PCV13 50 (9,5) 6 (4,1) 31 (22,6) 2 (8,3)
1 dosis 71 (13,5) 21 (14,5) 25 (18,3) 5 (20,8)
2 dosis 205 (39,0) 71 (49,0) 38 (27,7) 7(29,2)
3 dosis 200 (38,0) 47 (32,4) 43 (31,4) 10 (41,7)
Sexo 0.153
Femenino 295 (52,6) 82 (52,6) 73 (48,7) 8 (30,8)
Masculino 266 (47,4) 74 (47,4) 77 (51,3) 18 (69,2)
Edad (meses) ® 11,3+6,3 11,6 £ 6,0 99+7,0 11+6,7 0.089
Lactancia materna
exclusiva completa 0.001
No 338 (61,0) 87 (56,1) 114 (76,5) 16 (61,5)
Si 216 (39,0) 68 (43,9) 35 (23,5) 10 (38,5)
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Lactancia materna

(meses) © 80(K-14) 95(K-14) 60(3-13) 75(4-15 0.059
Asistencia a guarderia 0.977
No 523 (93,9) 147 (94,2) 140 (94,0) 24 (96,0)
Si 34 (6,1) 9 (5,8) 9 (6,0) 1(4,0)
Vive con otros nifios en
casa
No 359 (64,8) 73 (48,3) 85 (57,4) 14 (53,9) 0.002
Si 195 (35,2) 78 (51,7) 63 (42,6) 12 (46,2)
Estacion de toma de
muestra 0.773
Verano 209 (37,2) 64 (41,0) 58 (38,7) 11 (42,3)
Otofio 151 (26,9) 46 (29,5) 39 (26,0) 8 (30,8)
Invierno 107 (19,0) 29 (18,6) 26 (17,3) 5(19,2)
Primavera 95 (16,9) 17 (10,9) 27 (18,0) 2(7,7)
Prematuro 0.189
No 425 (78,0) 125 (82,8) 114 (77,0) 24 (92,3)
Si 120 (22,0) 26 (17,2) 34 (23,0) 27,7
Uso de antibioticos previo 0.205
No 392 (70,1) 115 (74,2) 114 (76,0) 22 (84,6)
Si 167 (29,9) 40 (25,8) 36 (24,0) 4 (15,4)
Hospitalizacién previa 0.162
No 519 (92,7) 152 (97,4) 139 (92,7)  25(96,2)
Si 41 (7,3) 4 (2,6) 11 (7,3) 1(3,9)
Sintoma respiratorio <0.001
No 369 (66,1) 76 (49,4) 105 (70,0) 16 (61,5)
Si 189 (33,9) 78 (50,7) 45 (30,0) 10 (38,5)
Serotipo PCV13 vacunal 0.962
No vacunal - 125 (81,2) - 21 (80,8)
Vacunal - 29 (18,8) - 5(19,2)

@ Algunas variables pueden sumar menos de 894 por datos faltantes.
® Media + desviacion estandar.

¢ Mediana (RIC)

Factores asociados a la co-colonizacion por S. pneumoniae y S. aureus

Utilizando regresion logistica multinomial, no se encontrd asociacién

significativa entre la co-colonizacién por S. pneumoniae y S. aureus y la
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inmunizacion con la PCV13 (p=0.854) u otras de las covariables evaluadas a
excepcion de sexo en el cual la prevalencia de estar co-colonizado es 2,50 (IC95%:

1,07 - 5,83; p=0.035) veces en varones que en mujeres (Tabla 5).

Por otro lado, la prevalencia de estar colonizado solo por S. pneumoniae fue
2,00 (1C95%: 1,40 - 2,88; p<0,001) y 1,97 (1C95%: 1,37 - 2,83; p<0.001) Veces en
los que presentaron sintoma respiratorio y los que vivian con otros nifios en casa,
respectivamente. Escenario distinto en la prevalencia de estar colonizado solo por
S. pneumoniae que fue 0,33 (IC95%: 0,12 - 0,94; p=0.039) veces en quieres
estuvieron hospitalizados previamente que en los que no lo estuvieron. Ademas,
estos nifios presentaron 2,89 (1C95%: 1,19 - 7,02; p=0.028) veces la prevalencia de
portar solo S. pneumoniae en quienes tenian dos dosis de la PCV13 que en los que
no habian recibido al menos una dosis de PCV13. Del mismo modo, los nifios
presentaron 2,42 (1C95%: 1,02 - 5,76; p=0.046) veces la prevalencia de portar solo
S. pneumoniae en quienes tenian al menos una dosis de la PCV13 que en los que

no habian recibido PCV13 (Tabla 5).

En la categoria de colonizados solo por S. aureus encontramos que, por cada
incremento de un mes en la edad, la prevalencia de estar colonizado solo por S.
aureus es 0,96 (IC95%: 0,94 - 0,99; p=0.015) veces. También, los nifios
colonizados solo por S. aureus fue 0,48 (1C95%: 0,32 - 0,73; p=0.001) veces en
quienes completaron la lactancia materna exclusiva que en los que no la
completaban. Del mismo modo, por cada incremento de un mes en la duracion de
la lactancia materna, la prevalencia de estar colonizado solo por S. aureus es 0,96

(IC95%: 0,93 - 0,99; p=0.009) veces menor. Adicionalmente, estos nifios
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presentaban 0,30 (1C95%: 0,17 - 0,53; p<0.001) y 0,35 (1C95%: 0,20 - 0,60;
p<0.001) veces la prevalencia de portar solo S. aureus en quienes habian recibido
dos y tres dosis de la PCV13 en contraste con los que no habian recibido PCV13.
En el caso de los que habian recibido al menos una dosis de la PCV13, la
prevalencia de estar colonizado solo por S. aureus fue 0,37 (IC95%: 0,23 - 0,61;

p<0.001) veces que en los que no habian recibido PCV13 (Tabla 5).

Adicionalmente, aquellos nifios colonizados por S. pneumoniae, presentaron
RP:0,68 (IC95%: 0,46 - 0,99; p=0.047) de estar colonizado por S. aureus,
sugiriendo una asociacion inversa entre ambas bacterias comensales. Al estratificar
por serotipos cubiertos por la PCV13, similar tendencia fue encontrada con
serotipos no vacunales (RP: 0,69; 1C95%: 0,44 - 1,06; p=0.087). Sin embargo, no
se encontrd asociacion con serotipos vacunales (RP: 0,70; 1C95%: 0,28 - 1,79;

p=0.461).
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Tabla 5. Factores asociados entre la PCV13 y la co-colonizacion por S. pneumoniae y S. aureus en el analisis bivariado.

Caracteristicas

Estado de colonizacién

Solo S. pneumoniae

Solo S. aureus

Co-colonizado

RP IC 95% p RP IC 95% p RP IC 95% p
Recibié al menos una dosis de PCV13

No recibié PCV13 Ref. Ref. Ref.

Recibi6 al menos una dosis 2.42 1,02 - 5,76 0.046 0,37 0,23-0,61 <0.001 1,15 0,26 - 5,03 0.854
Numero de dosis de la PCV13

No recibié PCV13 Ref. Ref. Ref.

1 dosis 2,46 0,93 - 6,55 0.070 0,57 0,30-1,08 0.083 1,76 0,33-9,44 0.509

2 dosis 2,89 1,19-7,02 0.019 0,30 0,17 -0,53 <0.001 0,85 0,17 - 4,23 0.846

3 dosis 1,96 0,79 - 4,84 0.145 0,35 0,20- 0,60 <0.001 1,25 0,27 - 5,89 0.778
Sexo

Femenino Ref. Ref. Ref.

Masculino 1,00 0,70-1,42 0.996 1,17 0,82-1,68 0.394 2,50 1,07-5,83 0.035
Edad (meses) 1,00 0,98 -1,03 0.820 0,96 0,94 -0,99 0.015 0,99 0,93-1,06 0.803
Lactancia materna exclusiva completa

No Ref. Ref. Ref.

Si 1,22 0,85-1,75 0.273 0,48 0,32-0,73 0.001 0,98 0,44 -2,19 0.957
Duracién de lactancia materna (meses) 1,00 0,97 -1,03 0.969 0,96 0,93-0,99 0.009 0,98 0,92-1,05 0.641
Sintoma respiratorio

No Ref. Ref. Ref.

Si 2,00 1,40-2,88 <0.001 0,84 0,57-1,23 0.371 1,22 0,54 - 2,74 0.630
Asistencia a guarderia

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,94 0,44 - 2,00 0.877 0,99 0,46 - 2,11 0.977 0,64 0,08 - 4,88 0.668
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Vive con otros nifios (<6 afios) en casa
No
Si

Estacion de toma de muestra
Verano
Otofio
Invierno
Primavera

Prematuro
No
Si

Uso de antibioticos previo (<3 meses)
No
Si

Hospitalizacién previa (<3 meses)
No
Si

Serotipo PCV13 vacunal
No vacunal
Vacunal

Ref.
1.97

Ref.
0,99
0,89
0,58

Ref.
0,74

Ref.
0,82

Ref.
0,33

1,37-2,83

0,65-1,53
0,54 -1,45
0,32-1,05

0,46-1,18

0,55-1,22

0,12 -0,94

<0.001

0.981
0.630
0.073

0.201

0.324

0.039

Ref.
1.36

Ref.
0,93
0,88
1,02

Ref.
1,06

Ref.
0,74

Ref.
1,00

0,94-197

0,59 - 1,47
0,52 -1,47
0,61-1,72

0,68 - 1,63

0,49-112

0,50-2,00

0.099

0.758
0.615
0.928

0.804

0.159

0.996

Ref.
1.58

Ref.
1,01
0,89
0,40

Ref.
0,30

Ref.
0,43

Ref.
0,51

Ref.
1,03

0,72-3,48

0,40 - 2,56
0,30 - 2,62
0,09-1,84

0,07 -1,27

0,14 -1,26

0,07 -3,83

0,36 - 2,95

0.258

0.989
0.829
0.239

0.101

0.123

0.510

0.962

Analisis bivariado utilizando Regresion logistica multinomial. RP: Razon de prevalencias. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.

Ref: Categoria de referencia. -; Categoria sin observaciones.
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Todas las comparaciones fueron realizadas con el grupo "No colonizado" excepto la variable "Serotipo PCV13 vacunal” fue comparada con el grupo "Estado de

colonizacion por S. pneumoniae"
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El anlisis multivariado se realizé excluyendo 55 participantes (6%) que no
presentaban informacién sobre la vacunacion con la PCV13. Los estados de
colonizacion no se vieron asociados a la presencia o ausencia de informacion de
vacunacion con la PCV13 (Participantes con informacion de vacunacion con la
PCV13: no colonizados [529; 94%], solo Spn [145; 93%], solo Sa [141; 94%] y co-

colonizados [24; 92%]; p=0.939).

En el modelo multivariado, se incluyo a las variables sexo, edad (en meses),
lactancia materna exclusiva completa, sintoma respiratorio, asistencia a guarderia,
vivir con otros nifios en casa, estacion de toma de muestra, uso de antibioticos
previo, hospitalizacion previa e inmunizacion con al menos una dosis de PCV13
como variables de ajuste (de acuerdo con el DAG propuesto) y se excluyo la
variable nimero de dosis de la vacuna por ser otra categorizacion de la principal

variable de exposicion (PCV13).

En resumen, las asociaciones estadisticamente significativas con el estado

de colonizacién (p<0.05) se mantuvieron en:

En los nifios colonizados solo por S. pneumoniae, presentar sintoma
respiratorio (RPa: 1,96; 1C95%: 1,31 - 2,93), vivir con otros nifios (Rpa: 2,01;
IC95%: 1,36 - 3,00), hospitalizacién previa (Rpa: 0,29; 1C95%: 0,09 - 1,00) y haber
recibido al menos una dosis de la PCV13 (Rpa: 3,09; 1C95%: 1,20 — 7,97) (Tabla

6).

En los nifios colonizados solo por S. aureus, completar lactancia materna
exclusiva (Rpa: 0,59; 1C95%: 0,37 - 0,95) y haber recibido al menos una dosis de

laPCV13 (Rpa: 0,48; 1C95%: 0,26 — 0,87) (Tabla 6).
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Asimismo, se compar0 los estimados de asociacion entre los modelos que
incluyeron como principal exposicion el nimero de dosis de la PCV13 (Tabla7) y
el modelo incluyendo haber recibido al menos una dosis de PCV13 con al menos
una dosis de la PCV13 (Tabla 6), en el cual evidenciamos que: comparando ambos
modelos de regresion, los estimados de asociacion a la colonizacién solo por S.
pneumoniae no se modifican considerablemente (1 dosis [Rpa: 2,66; 1C95%: 0,96
- 7,37], 2 dosis [Rpa: 2,97; 1C95%: 1,08 - 8,16] o 3 dosis [Rpa: 1,75; 1C95%: 0,46
- 6,62] y al menos una dosis [Rpa: 3,09; 1C95%: 1,20 - 7,97]). Lo mismo ocurre
con los colonizados solo por S. aureus (1 dosis [Rpa: 0,58; 1C95%: 0,29 - 1,14], 2
dosis [Rpa: 0,32; 1C95%: 0,15 - 0,66] o 3 dosis [Rpa: 0,29; IC95%: 0,10 - 0,91] y
al menos una dosis [Rpa: 0,48; 1C95%: 0,26 - 0,87]) y con los co-colonizados (1
dosis [Rpa: 2,83; 1C95%: 0,49 - 16,19], 2 dosis [Rpa: 1,64; 1C95%: 0,25 - 10,76] o
3 dosis [Rpa: 4,21; 1C95%: 0,28 - 64,04] y al menos una dosis [Rpa: 1,85; 1C95%:

0,35 - 9,67]) entre ambos modelos respectivamente.
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Tabla 6. Factores asociados entre la PCV13 y colonizacién por S. pneumoniae, S. aureus y co-colonizacién en el analisis maltiple.

Estado de colonizacién

Caracteristicas Solo S. pneumoniae Solo S. aureus Co-colonizado
Rpa 1C 95% p Rpa 1C 95% p Rpa 1C 95% p
Recibié al menos una dosis de PCV13

No recibié PCV13 Ref. Ref. Ref.

Recibid al menos una dosis 3,09 1,20-7,97 0.019 048 0,26-087 0.016 1,85 0,35-9,67 0.466
Sexo

Femenino Ref. Ref. Ref.

Masculino 1,03 0,70-1,52 0.806 1,08 0,73-159 0.697 240 096-6,01 0.060
Edad (meses) 0,98 0,95-1,02 0.364 1,00 097-1,04 0.810 098 090-106 0.600
Lactancia materna exclusiva completa

No Ref. Ref. Ref.

Si 1,22 0,80-1,86 0.369 0,59 0,37-095 0.029 096 0,37-253 0.939
Sintoma respiratorio

No Ref. Ref. Ref.

Si 196 1,31-293 0.001 0,83 054-127 0.3% 1,36 056-3,31 0.499
Asistencia a guarderia

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,51 0,19-1,40 0.188 099 041-2,39 0.975 0,69 0,08-566 0.726
Vive con otros nifios (<6 afios) en casa

No Ref. Ref. Ref.

Si 2,01 1,36 - 3,00 <0.001 1,35 091-199 0.134 1,50 0,63-353 0.358
Estacion de toma de muestra

Verano Ref. Ref. Ref.
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Otofio 0,89

Invierno 0,77

Primavera 0,58
Uso de antibioticos previo (<3 meses)

No Ref.

Si 0,64

Hospitalizacién previa (<3 meses)
No Ref.
Si 0,29

0,54-1,44
0,45-1,32
031-111

0,40-1,02

0,09 -1,00

0.626
0.348
0.101

0.061

0.051

0,99
1,03
1,05

Ref.
0,83

Ref.
0,76

0,61-1,61
0,59-1,80
0,60-1,84

0,52-1,32

0,34-1,70

0.977
0.907
0.860

0.432

0.500

0,92
0,74
0,23

Ref.
0,43

0,34 -2,49
0,22 -2,49
0,03-1,81

0,12-1,50

0.876
0.629
0.162

0.183

Andlisis multivariado utilizando Regresion multinomial ajustado por sexo, edad (meses), lactancia materna exclusiva completa, sintoma respiratorio, asistencia a

guarderia, estacién de toma de muestra, uso de antibidticos previo, hospitalizacion previa y haber recibido al menos una dosis de PCV13.

Rpa: Razon de prevalencias ajustada. 1C 95%: Intervalo de confianza al 95%. Ref: Categoria de referencia.

-: Categoria sin observaciones. Todas las comparaciones fueron realizadas con el grupo "No colonizado"
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Tabla 7. Factores asociados entre el numero de dosis de la PCV13 y colonizacién por S. pneumoniae, S. aureus y co-colonizacién en el

analisis maltiple.

Caracteristicas

Estado de colonizacién

Solo S. pneumoniae

Solo S. aureus

Co-colonizado

Rpa IC 95% p Rpa IC 95% p Rpa 1C 95% p
Numero de dosis de la PCV13

No recibié PCV13 Ref. Ref. Ref.

1 dosis 2,66 0,96 - 7,37 0.060 0,58 0,29-1,14 0.112 2,83 0,49 - 16,19 0.243

2 dosis 2,97 1,08 - 8,16 0.035 0,32 0,15-0,66 0.002 1,64 0,25 -10,76 0.604

3 dosis 1,75 0,46 - 6,62 0.409 0,29 0,10-0,91 0.033 4,21 0,28 - 64,04 0.301
Sexo

Femenino Ref. Ref. Ref.

Masculino 1,03 0,69 - 1,52 0.898 0,98 0,66 - 1,44 0.902 2,29 0,91-5,75 0.077
Edad (meses) 1,01 0,95-1,08 0.671 1,03 0,97 -1,10 0.318 0,93 0,81-1,08 0.373
Lactancia materna exclusiva completa

No Ref. Ref. Ref.

Si 1,15 0,75-1,78 0.526 0,59 0,36 - 0,97 0.036 1,09 0,40 - 3,03 0.862
Sintoma respiratorio

No Ref. Ref. Ref.

Si 1,99 1,33 - 3,00 0.001 0,84 0,55-1,30 0.437 1,31 0,53-3,21 0.557
Asistencia a guarderia

No Ref. Ref. Ref.

Si 0,54 0,20-1,48 0.228 0,98 0,40 -2,40 0.970 0,61 0,07 - 5,07 0.645
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Vive con otros nifios (<6 afios) en casa
No
Si

Estacion de toma de muestra
Verano
Otofio
Invierno
Primavera

Uso de antibioticos previo (<3 meses)
No
Si

Hospitalizacién previa (<3 meses)
No
Si

Ref.
2,05

Ref.
0,91
0,77
0,61

Ref.
0,63

Ref.
0,29

1,38 - 3,04

0,56 - 1,49
0,45-1,33
0,32-1,16

0,39 -1,02

0,09 -1,02

<0.001

0.715
0.353
0.134

0.058

0.053

Ref.
1,30

Ref.
0,95
0,92
0,97

Ref.
0,86

Ref.
0,62

0,87-1,93

0,58 - 1,56
0,52 -1,63
0,55-1,72

0,54 -1,37

0,27-1,44

0.203

0.849
0.769
0.919

0.524

0.264

Ref.
1,52

Ref.
0,90
0,74
0,23

Ref.
0,43

0,64 - 3,61

0,33-2,44
0,22 -2,50
0,03-1,82

0,12-1,50

0.340

0.840
0.629
0.163

0.183

Analisis multivariado utilizando Regresion multinomial ajustado por sexo, edad (meses), lactancia materna exclusiva completa, sintoma respiratorio, asistencia a

guarderia, vive con otros nifios en casa, estacion de toma de muestra, uso de antibidticos previo, hospitalizacién previa y nimero de dosis de la PCV13.

Rpa: Razdn de prevalencias ajustado
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Patrones de susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos de co-colonizados

por S. pneumoniae y S. aureus

Al evaluar los patrones de resistencia de ambas bacterias que colonizaban a
un mismo nifio en el mismo momento, evidenciamos que el fenotipo resistente para
ambos aislamientos solo se present6 con penicilina y macrdélidos (azitromicina para
aislamientos de S. pneumoniae y eritromicina para aislamientos S. aureus),
representando el 11,5% y 26,9% respectivamente. No se determinaron bacterias con
el mismo patron de resistencia en los co-colonizados al evaluar clindamicina,
trimetoprima/sulfametoxazol y cefalosporinas de 3era generacion (ceftriaxona para

aislamientos de S. pneumoniae y cefoxitina para aislamientos S. aureus) (Tabla 8).
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Tabla 8. Patrones de susceptibilidad de los aislamientos en nifios co-colonizacion por S. pneumoniae y S. aureus.

Aislamientos con fenotipo resistente
Co-colonizados

Antibiético Solo S. pneumoniae  Solo S. aureus N=26 Co-colonizados ambos resistentes
N=156 N=150 S. pneumoniae S. aureus N=26
0 0, . ' 0
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Penicilina 10 (6,4) 133 (89,3) 3(11,5) 25 (96,2) 3(11,5)
Macrélidos 75 (48,1) 49 (32,9) 14 (53.9) 11 (42,3) 7 (26,9)
TMP/SMX 116 (74,4) 0 20 (76,9) 0 0
Clindamicina 41 (26,3) 2(1,3) 11 (42,3) 0 0
Cefalosporinas 3era gen. 0 2(1,3) 0 1(3,9) 0

Macroélidos: azitromicina evaluada para aislamientos de S. pneumoniae y eritromicina testeada para aislamientos S. aureus.

TMP/SMX: Trimetoprima/sulfametoxazol.

Cefalosporinas 3era generacion: Ceftriaxona para aislamientos de S. pneumoniae y cefoxitina para aislamientos S. aureus.

Todos los antibidticos fueron testeados mediante el método de Kirby Bauer a excepcion de ceftriaxona y penicilina, los cuales fueron testeados mediante el método de
concentracion minima inhibitoria (MIC).

De los 26 aislamientos provenientes de co-colonizados analizados, 7 fueron de H. Nacional Daniel Alcides Carrion e Instituto de Salud del Nifio, 5 fueron de H. Nacional
Cayetano Heredia y H. Docente Madre-Nifio San Bartolomé y 2 del H. Nacional Edgardo Rebagliati Martins. Los datos presentados en esta tabla no son generalizables

a los hospitales participantes en conjunto.
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IV. DISCUSION

Hallazgos generales

El presente estudio determind una frecuencia de colonizacion solo por S.
pneumoniae de 17,4%; colonizados solo por S. aureus de 16,8% y de co-

colonizacién por ambas bacterias de 2,9%.

La presentar sintoma respiratorio [Rpa: 1,96 (1C95%: 1,31 - 2,93; p=0.001)]
y vivir con otros nifios en casa [RPa: 2,01 (1C95%: 1,36 - 3,00; p<0.001)] se
encontré asociada al aumento en la prevalencia de la colonizacién solo por S.
pneumoniae. Haber estado hospitalizado dentro de los Gltimos 3 meses [RPa: 0,29
(IC95%: 0,09 - 1,00; p=0.051)] mostré una tendencia a la disminucion en la

prevalencia de la colonizacion solo por S. pneumoniae.

Con respecto a los nifios colonizados solo por S. aureus, completar con la
lactancia materna exclusiva de 6 meses [RPa: 0,59 (IC95%: 0,37 - 0,95; p=0.029)]
y haber recibido al menos una dosis de la PCV13 [RPa: 0,48 (1C95%: 0,26 - 0,87;
p=0.016)] se encontraron asociadas con la reduccion de la colonizacion solo por

este patdgeno.

Por otro lado, los aislamientos provenientes de los nifios co-colonizados
presentaron el mismo fenotipo resistente a penicilina y macrdlidos en el 69,2%

(18/26) y 26,9% (7/26) de los casos.

Finalmente, las comparaciones de los estimados entre los modelos que

consideran inmunizacién con al menos una dosis de laPCV13 (Tabla 6) y el modelo
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considerando el numero de dosis (Tabla 7) sugiere que no hay una diferencia
sustancial de los estimados considerando el nimero de dosis o al menos una dosis
de la PCV13 que favorezca al incremento de la prevalencia de colonizacion por S.
pneumoniae ni la disminucion de la prevalencia de colonizacion por S. aureus.
Asimismo, en ambos modelos de regresion, la inmunizacién segun el namero de
dosis o al menos una dosis de la PCV13 no se encontré asociado a la co-

colonizacion.

Factores asociados a la colonizacidn de Streptococcus pneumoniae

La portacion total de S. pneumoniae fue de 20,2% (nifios colonizados solo
por S. pneumoniae y co-colonizados). Esta frecuencia esta dentro del rango
reportado para la portacion neumocaocica en paises de medianos y bajos ingresos
(24). Esta frecuencia fue ligeramente menor en contraste a la reportada en Per(
(31%), Venezuela (27%) y México (21%) antes de la introduccion de las PCVs
(48,76,77). Del mismo modo, esta frecuencia es similar a la de Espafia (19,7%)
(78), Chipre (25,3%) (79) e Italia (27,0%) (38) luego de la introduccion de las
PCV13. Asimismo, la frecuencia de portacién neumocdcica determinada en nuestro
estudio es menor a la observada en Salvador, Brasil (55,0%) antes de la
introduccidon de la PCV10 (80). Ademas, luego de la introduccién de la PCV13, la
prevalencia de portacion neumocacica fue de 32,0% en EE.UU (81), 33,0% en India
(82) y Grecia (45,1%) (83). Las frecuencias de colonizacién podrian ser afectadas
debido al método de detecciéon de S. pneumoniae, por ejemplo la PCR es mas
sensible y especifica (49) en comparacién de los métodos microbioldgicos

estandares recomendados para los estudios en portadores nasofaringeos del CDC
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(84), el cual todos los estudios previamente nombrados utilizaron. Por otro lado,
estas diferencias en las frecuencias de portacion de neumococo podrian deberse a
que la PCV13 confiere proteccion contra un mayor numero de serotipos en
comparacion con la vacuna 7-valente o 10-valente (85,86), y por lo tanto esto
sugiere que las PCVs contribuye a la disminucion de la portacion nasofaringea de

S. pneumoniae.

Por otro lado, el presente estudio reporta que no haber recibido al menos
una dosis de PCV13 incrementd la frecuencia de colonizacion solo por S.
pneumoniae (analisis bivariado, Tabla 5). Esto podria ser debido potencialmente a
que se ha encontrado una alta frecuencia de serotipos de S. pneumoniae no cubiertos
por la PCV13 (81,2%). Adicionalmente, el estudio primario (del cual esta tesis
realizd el analisis secundario de datos) reportd que el incremento (Rpa: 2,49;
IC95%: 1,08 - 5,73) en la colonizacién neumocdcica asociada a la inmunizacion
con al menos una dosis de la PCV13 solo se evidencid en los nifios colonizados por
serotipos no cubiertos por la PCV13 (70). Esto sugiere que las PCVs estarian
generando una presion selectiva en las frecuencias de serotipos pocos comunes en
Per(, especialmente en los nifios que no completan con el esquema recomendado
de vacunacién, y consecuentemente provocando un incremento en la portacién por

serotipos no vacunales (65).

Ademas, la presencia de sintoma respiratorio, vivir con otro nifios en casa y
hospitalizacidn previa son factores asociados comunmente reportados en estudios
que evaltan la portacién nasofaringea en neumococo ademas del grupo etario,

localizacion geografica y asistencia a guarderia (48,87,88).
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Los nifios que vivieron con otros nifios en el mismo hogar se asociaron al
incremento de la prevalencia de colonizacion por S. pneumoniae (RPa: 2,01;
IC95%: 1,36 - 3,00) debido a que esta bacteria se transmite principalmente a través
de pequefias gotas producidas por personas portadoras al toser o estornudar, los
nifios (principalmente los que asisten a guarderias y escolares) tienden a tener un
mayor contacto con otros y por lo tanto se exponen mas a menudo a patdégenos

respiratorios como S. pneumoniae (71).

La frecuencia de presentar algin sintoma respiratorio fue de 36,3% en la
poblacién en estudio, alrededor de 10% mas que en el estudio realizado antes de la
introduccion de la PCV7 em Lima, Pera (48). Ademas, la presencia de sintoma
respiratorio se asocio al incremento de la prevalencia de colonizacion por S.
pneumoniae (RPa: 1,96; 1C95%: 1,31 - 2,93). Similar a lo reportado en Indonesia,
donde el presentar algun sintoma respiratorio incrementé el riesgo de portacion
neumocacica (RPa: 2,17; 1C95%: 1,13 - 4,12) (89); asi como también en Laos (Rpa:
2,64; 1C95%: 1,97 - 3,53) (90). Cuando una persona es colonizada por un nuevo
serotipo o ocurre una nueva colonizacién, puede desarrollar o presentar algan tipo
de sintoma leve a nivel de tracto respiratorio superior, como por ejemplo rinitis o
rinorrea. Uno de los mecanismos de invasividad de esta bacteria es la capacidad de
produccién de la neumolisina, esta toxina produce forados en los tejidos y células
promoviendo la inflacién de los sitios afectados. En el caso de la nasofaringe,
estimula la sobreproduccion de moco (14,91). Asimismo, una variable que puede
afectar a la colonizacion nasofaringea y no fue considerada por el estudio principal
fueron los casos de infeccion virales respiratorias (asociadas también a sintomas

respiratorios) en las Gltimas semanas. Contemplar esta variable en el analisis e
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importante debido a que diversos estudios han sugerido que las infecciones virales
previas anteceden o predisponen a una infeccion bacteria por S. pneumoniae, H.

influenzae o S. aureus en corto plazo (92-95).

Haber estado hospitalizado durante los tres meses previos a la toma de
muestra se asocié a la disminucion de la prevalencia de colonizacion por S.
pneumoniae (Rpa: 0,29; 1C95%: 0,09 - 1,00). Esto podria ser debido a que, el nifio
al haber estado hospitalizado probablemente recibié tratamiento antibidtico
empirico con penicilina o algin macrolido, los cuales son medicamentos de primera
linea para tratar sospecha de infecciones respiratorias (65). Asimismo, en la
actualidad la sensibilidad a penicilina sigue siendo alta, al menos en las cepas de S.
pneumoniae circulantes en Per0 (70), por lo que suministrar este antibiotico podria

disminuir la portacion de neumococo.

Factores asociados a la colonizacion de Staphilococcus aureus

La portacion total de S. aureus fue de 19,7% (nifios colonizados solo por
S.aureus y co-colonizados). Esta frecuencia fue ligeramente mayor a lo reportado
por un estudio realizado en poblacion pediatrica de una comunidad en Cajamarca
entre agosto y setiembre del 2009 (durante la introduccion de la PCV7), en el que
la colonizacion por S. aureus fue del 12,7%, utilizando pruebas microbiologicas
estandares (49). Caso contrario a lo reportado en una poblacion pediatrica de
Paraguay en 2016, donde se report6 una frecuencia mayor de colonizacion, siendo
esta 30,8% (96). Esto también fue similar a lo reportado en Japon (28,2%) (97). Del
mismo modo con lo que ocurre en la colonizacién por S. pneumoniae, la

colonizaciéon por otras bacterias comensales de la nasofaringe estan sujetas a
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diversos factores ambientales y sociodemograficos particulares de cada zona
geografica explicando de cierta manera las diferencias en la frecuencia de portacion

asintomatica en paises del mismo continente (96,98,99).

Adicionalmente, se observo que completar la lactancia materna exclusiva de
seis meses y haber recibido al menos una dosis de la PCV13 estuvo asociada a la
frecuencia de colonizacién por S. aureus. Esto concuerda con los reportes sobre los
efectos que proporciona la alimentacion exclusiva con leche materna en los nifios
de edades tempranas, mejorando el desarrollo 6ptimo de la microbiota benéfica y
disminuyendo la poblacion de Enterobacterales, S. aureus y Moraxella catarrhalis
(100-102). Del mismo modo, la asociacién con la inmunizacién con la PCV13 no
queda esclarecida debido a que diversos estudios mencionan que la relacion entre
la PCVs y la colonizacién por S. aureus es debido a la relacion inversa con los
serotipos vacunales (7), sin embargo, no se encontro esta asociacion significativa

en los analisis realizados en el presente estudio.

Factores asociados a la co-colonizacion

La frecuencia de co-colonizacion fue de 2,9% y no se encontr6 asociada con
la inmunizacién con la PCV13 ni otras covariables analizadas. Por el contrario, la
presencia de S. pneumoniae se asocié con una menor frecuencia de S. aureus. La
frecuencia de co-colonizacién observada fue similar a lo reportado por el estudio
realizado en Cajamarca, Per(, donde fue de 4,8% utilizando diagndstico
microbioldgico. Sin embargo, esta frecuencia aumenté a 28,2% al utilizar métodos
moleculares para el diagndstico (49). Utilizar metodologias que proporcionen

principalmente una mayor sensibilidad seria lo recomendado debido a que la
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evidencia sugiere que emplear técnicas microbiologicas para la deteccion de estos
patdgenos nasofaringeos (que usualmente se encuentran en bajas densidades en la
nasofaringe) en este tipo de muestras bioldgicas podria subestimar la medida de
frecuencia real (debido a que el limite de deteccidbn es mayor en pruebas
microbiol6gicas en comparacion a técnicas moleculares), sin embargo se deberia
de tener mayor cuidado con caracteristicas de consumo de antibioticos previos para
evitar la detecciobn de ADN que provengan de bacterias no viables que no
implicarian colonizacion en ese momento (103). Del mismo, la colonizacion por S.
pneumoniae se asocid inversamente con la colonizacion de S. aureus (49,64). Los
resultados sugieren que las PCVs no estarian favoreciendo la co-existencia de
ambos patdgenos al menos en la poblacion de nifios menores de 2 afios que acuden
a los principales centros de salud de Lima, Peru luego de la introduccion de la
PCV13. Sin embargo, se recomienda que futuros estudios que busquen determinar
las frecuencias de patdégenos nasofaringeos comensales sean realizados utilizando
metodologias mas sensibles y especificas como es la PCR convencional o en tiempo

real.

A pesar de que hasta la fecha se han introducido tres distintas PCVs en el
Plan Nacional de Inmunizacion en Per(, el Ministerio de Salud no ha realizado un
analisis sobre potenciales efectos secundarios a nivel poblacional por la
introduccién de una nueva vacuna [como por ejemplo, lo ocurrido mundialmente
luego de la introduccion de la vacuna contra Haemophilus influenzae tipo b (104)]
sobre la prevalencia de patégenos nasofaringeos como S. pneumoniae o S. aureus
cuya resistencia antimicrobiana esta incrementado, generando que las infecciones

pediatricas por este patdgeno podrian considerarse un nuevo reto en los proximos
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afios. Finalmente, nuestros hallazgos sugieren que la colonizacion por S. aureus
podria disminuir si los infantes completan el periodo de lactancia materna
exclusiva. Debido a esto, se hace necesario la implementacion de nuevas estrategias

para fomentar la lactancia materna.

Limitaciones y fortalezas

Una de las limitaciones mas importantes fue el disefio del estudio ya que al
ser transversal, no permitio determinar causalidad, por lo que se recomienda la
realizacion de futuros estudios probabilisticos con un disefio capaz de determinar el
posible efecto causal de las PCVs en la frecuencia de colonizacion por patégenos
nasofaringeos, para los cuales este estudio puede servir como base ya que se reporta
factores asociados que pueden ser incluidos en el disefio y recoleccion de datos. Del
mismo modo, no se evalud el tiempo desde la vacunacion y no fue posible

determinar tiempo de colonizacién hasta el momento de la toma de muestra.

Un potencial sesgo de seleccion realizado por el estudio principal fue la
seleccién de los hospitales participantes, asi como no considerar algunas variables
confusoras importantes [tipo de establecimiento de salud (MINSA, EsSalud), nivel
educativo o socio-econdmico de la poblacion que acude, distintas actividades para
la implementacion de la vacunacion y la promocion de la lactancia materna]. Sin
embargo, con respecto a la frecuencia de vacunacion total (89%), la frecuencia por

centro de estudio fue similar (entre 88 — 92%).

A pesar de que nuestros resultados sugieren que no hay diferencias entre

haber recibido 1, 2 o 3 dosis de la PCV13 (frente a los principales serotipos
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circulantes en Peru) y al menos una dosis y que la edad vinculada al nimero de
dosis no cambia la direccién o la magnitud de la asociaciéon (Tabla 6 — 7), se
sugeriria excluir a los nifios de edades que no puedan aun haber recibido la segunda
dosis (<4 meses de edad) para evitar una sobreestimacion de la prevalencia de la
colonizaciodn por este grupo de edad. Sin embargo, con respecto a este estudio, si
excluimos a este grupo etario, perderiamos drasticamente potencia estadistica en
cada una de las categorias de colonizacion y se alejaria a la principal pregunta de
investigacion el cual fue evaluar el efecto de al menos una dosis de la PCV13 en la

colonizacién nasofaringea.

Por otro lado, debido a que la bibliografia consultada sugeria que se podria
encontrar un aumento en la co-colonizacion de hasta 11.2% luego de la introduccidn
de la PCV7. Hemos encontrado que la co-colonizacion en nuestro estudio
solamente incrementd un 5.4% con respecto al grupo no expuesto (de 2,9 a 8,3%),
explicando de esta manera la falta de capacidad de detectar diferencias del 15%

como cambios estadisticamente significativos como se muestran en la Tabla 3.

Asimismo, el estudio principal realizd un muestreo por conveniencia (no
probabilistico) de los centros de estudio. Sin embargo, se aseguré que el personal
encargado del enrolamiento esté presente a lo largo de toda la atencion de los
consultorios a los cuales asistian los posibles voluntarios de manera que el total de
participantes represente a la mayoria de los nifios que asistian a estos hospitales

entre los afios 2018 a 20109.

Finalmente, las conclusiones podrian ser son validas para nifios que se

atienden normalmente en los hospitales en Lima y Callao y no se pretende
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extrapolar conclusiones para todo el pais ni a nifios que se atienden en
establecimientos de salud del sector privado (clinicas o laboratorios privados)
debido a que las caracteristicas sociodemograficas de esta poblacion podrian ser
distinto y afectar en la estimacion de la asociacion con la variable dependiente. No
obstante, los nifios menores de afios que viven en Lima y Callao representan el
27,2% (105) de toda la poblacién de este grupo etario que vive en Perd, asi que la
informacidén podria ser representativa para una considerable proporcion de nifios

que viven en Perd.
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CONCLUSIONES

La colonizacion solo por S. pneumoniae y solo por S. aureus ocurrié con
una frecuencia similar (17,4 y 16,8% respectivamente) mientras que la co-

colonizacion fue un evento poco frecuente (2,9%).

La colonizacion por S. pneumoniae se vio asociada positivamente por la
presencia de sintoma respiratorio, vivir con otros nifios y haber recibido al
menos una dosis de la vacuna PCV13. Por otro lado, haber estado
hospitalizado en los Gltimos 3 meses se asocié con una disminucién en la

prevalencia de la colonizacion por este patdgeno.

La lactancia materna exclusiva durante seis meses y la inmunizacion con al
menos una dosis de la PCV13 mostraron una asociacion con una

disminucion en la colonizacion por S. aureus.

Los resultados sugieren un posible efecto de PCV13 en la co-colonizacién
(RPa: 1,85), pero el amplio intervalo de confianza (1C95%: 0,35 - 9,67)
indica una falta de potencia estadistica para afirmar con certeza la existencia

de una potencial asociacion..

La resistencia a penicilina y macrdlidos mostré un leve incremento en co-

colonizados.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una investigacion para evaluar la potencial
asociacion entre laPCV13y la co-colonizacion, en el cual se pueda medir las demas

variables confusoras teoricas (nivel educativo y econémico del padre o cuidador).

Ademas, teniendo en cuenta que segun el nimero de dosis de la PCV13 con
respecto a la edad aumenta la respuesta inmunolégica del huésped, se debe
establecer un punto de corte en las edades de los participantes para evitar sesgo de

seleccion.

Por otro lado, debido a que los serotipos de S. pneumoniae difieren en su
interaccion con la flora bacteriana nasofaringea natural, se sugiere realizar estos
tipos de estudios cada vez que una nueva generacion de las vacunas
antineumocdcicas sea acoplada a los planes nacionales de vacunacion en los

distintos paises.

Finalmente, sugerimos utilizar técnicas de biologia molecular como qPCR
para la deteccion de estos patdgenos colectadas de muestras de hisopados
nasofaringeos ya que han demostrado mayor sensibilidad y menor limite de
deteccidn, mejorando de esta manera la correcta medicién de la frecuencia de

patdgenos colonizadores.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Instrumentos
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Anexo 1.2. Ficha de recoleccion de datos del estudio principal

Ficha de Recoleccion de Datos

Proyecto Distribucion de serotipos y sensibilidad antibiética de neumococo en nifios

portadores nasofaringeos luego de la introduccion de la vacuna 13-valente
en Lima, Pera.

1. CODIGO: 2. DNINo. :
3. HOSPITAL:

4. NOMBRE DEL NINO:

5. NOMBRE DEL PADRE, MADRE O APODERADO:

6. N° HISTORIA CLINICA:

7. FECHA DE NACIMIENTO (dd-mm-aa):

8. EDAD: _ meses

9. SEXO:Masculino ___ Femenino
10. DIRECCION:

11. TELEFONO:

12. FECHA DE RECOLECCION DE LA MUESTRA (dd-mm-aa):
13. CENTRO DE VACUNACION:
14. DURACION DE LA LACTANCIA MATERNA EXCLUSIVA:
15. DURACION DE LACTANCIA MATERNA:
16. NUMERO DE OTROS NINOS MENORES DE 6 ANOS EN EL MISMO DOMICILIO:
17. ASISTENCIA A GUARDERIA: Si No
¢ Cuéntas veces por semana?
¢ Cuéntas horas/dia?
18. CONDICION CLINICA AL MOMENTO DEL ENROLAMIENTO:
A. Asintomatico:
B. Patologia respiratoria leve:
Tos ieve: Estomudos: Rinorrea:  Fiebre <38 5°C:

19. USO RECIENTE DE ANTIBIOTICOS (Ultimos 3 meses): Si___ No
¢ Hace cuanto tiempa?

20. HOSPITALIZACION PREVIA (Ultimos 3 meses) Si__ No
¢ Hace cuanto tiempo? >

21. ESTADO DE INMUNIZACION PARA NEUMOCOCO (N° de dosis de vacunas)
PCV10: O( ) 1( ) Fecha: |/ / 2( ) Fecha 3( )Fecha: | |
PCV13: 0( ) 1( ) 3( )Fecha: [/ |

) Fecha: | | _
Fecha: | /| 2( )Fecha | | -~




Anexo 1.3. Ficha de laboratorio del estudio principal

FICHA DE LABORATORIO
1 Caodigo:
2 Hospital:
3 | Fecha de toma del cultivo dd-mmaa [/ |
4 | Cultivo de

5 | Fecha de verificacidn del cultivo: dd-mm-aa /)
6 | Morfologia de la colonia
7 Alfa hemolisis Sic Otro
8 | Coloracion Gram
9 Solubilidad en bilis S No:
10 | Sensibilidad a la optoquina Y mm Si No
11 | RESULTADO. Streprococcus presmonice Si No
Disco S-I-R MIC S-I-R
(mm) (por disco) (ug/ml) (por MIC)
12 | Penicilina (disco de $i(2x2 (1 <2 114 R|>8
oxacilina)
13 | Cefinaxona 5 05 |1/} R|>2
14 | Azitromicina LR AR Y <13
15 | Cloranfenicol Si22 (1)1 <0
16 | TMP/SMX ${219 |1]|1608 <13
17 | Clindamicina ${219 [1]1618 <15
18 | Tetraciclina Si22 [1|3527 =24
19 | Levofloxacino S|217 |1 116 <3
20 | Rifampicina $1219 |I|17as <6
21 | Vancomicina sfzr |1]- -
22 | Linezolid s[22 [t]- L
23 | Fecha de analisis del serotipo dd-mm-aa: __ / /
24 | Resultado del serotipo
Corregido Digitado

COMENTARIOS




_aitinas

Anexo 2. Documento de autorizacién de acceso a la base de datos

, 5 UNIVERSIDAD PERUANA

<+ CAYETANO HEREDIA INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
ALEXANDER VON HUMBOLDT

1968 - 2018

AUTORIZACION

Quien suscribe. Theresa Jean Ochoa Woodell, PhD.. con [N mediante la
presente manifiesto que autonizo el uso de la base de datos del estudio: "Distribucién de
serotipos v sensibilidad antibiotica de Neumococo en niiios portadores nasofaringeos luego
de la introduccion de la vacuna 13-valente en Lima, Peru". para uso del tesista de posgrado
Brayan Enrique Gonzales Jaimes, identificado con [N estudiante de la
Maestria en Investigacion Epidemiolagica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, para
optar el grado académico de Maestro en Ciencias en Investigacién Epidemiolagica. Doy esta
autorizacion en nu calidad de investigadora principal del mencionado estudio.

Lima. 15 marzo del 2021

ell, MD, PhD.

Directora
Instituto de Medicina Tropical “Alexander von Humboldt™
theresa.ochoa@upch.pe



Anexo 3. Factores asociados entre la inmunizacion con la PCV13 y el estado de colonizacion (Grupo comparador: Colonizados solo por S.

pneumoniae) (Analisis de sensibilidad).

Estado de colonizacién

Caracteristicas No colonizado Solo S. aureus Co-colonizado
RPa IC 95% p Rpa IC 95% p Rpa 1C 95% p
Recibié al menos una dosis de PCV13

No recibié PCV13 Ref. Ref. Ref.

Recibié al menos una dosis 0.32 0.13-0.83 0.019 0.15 0.06 - 0.42 <0.001 0.60 0.10-3.73 0.582
Sexo

Femenino Ref. Ref. Ref.

Masculino 0.97 0.66 - 1.44 0.886 1.05 0.64-1.71 0.849 2.34 0.90 - 6.09 0.082
Edad (meses) 1.02 0.98-1.05 0.364 1.02 0.98 -1.07 0.362 1.00 0.92 -1.08 0.915
Lactancia materna exclusiva completa

No Ref. Ref. Ref.

Si 0.82 0.54-1.26 0.369 0.49 0.28 - 0.86 0.014 0.79 0.29 - 2.18 0.652
Sintoma respiratorio

No Ref. Ref. Ref.

Si 0.51 0.34-0.77 0.001 0.42 0.25-0.72 0.001 0.70 0.27 -1.77 0.445
Asistencia a guarderia

No Ref. Ref. Ref.

Si 1.97 0.72 -5.39 0.188 1.94 0.57 - 6.66 0.292 1.35 0.14-13.01 0.795

Vive con otros nifios (<6 afios) en casa
No Ref. Ref. Ref.
Si 049 0.34-0.73 <0.001 0.67 0.41-1.10 0.109 0.74 0.30-1.83 0.518



Estacion de toma de muestra
Verano
Otofio
Invierno
Primavera

Uso de antibioticos previo (<3 meses)
No
Si

Hospitalizacién previa (<3 meses)
No
Si

Ref.
1,13
1,30
1,71

Ref.
1.57

Ref.
3.40

0,69 -1,84
0,75-2,23
0,90 - 3,25

0.98 -2.51

1,00 -11.61

0.626
0.348
0.101

0.061

0.051

Ref.
1,12
1,34
1,80

Ref.
1.30

Ref.
2.58

0,61 - 2,07
0,67 - 2,69
0,83-3,89

0.72 - 2.37

0.64 - 10.38

0.714
0.408
0.136

0.387

0.182

Ref.
1,04
0,96
0,39

Ref.
0.67

0,36 - 2,99
0,27 - 3,43
0,05-3,30

0.18 - 2.46

0.936
0.953
0.387

0.546

Analisis multivariado utilizando Regresion multinomial ajustado por sexo, edad (meses), lactancia materna exclusiva completa, sintoma respiratorio, asistencia a

guarderia, vive con otros nifios en casa, estacién de toma de muestra, uso de antibidticos previo, hospitalizacion previa y nimero de dosis de la PCV13.

RP: Razon de prevalencias ajustada. 1C 95%: Intervalo de confianza al 95%. Ref: Categoria de referencia.

-: Categoria sin observaciones



Anexo 4. Factores asociados entre la inmunizacion con la PCV13 y el estado de colonizacion (Grupo comparador: Colonizados solo por S.

aureus) (Analisis de sensibilidad).

Estado de colonizacién

Caracteristicas No colonizado Solo S. pneumoniae Co-colonizado
RPa IC 95% p RPa IC 95% p RPa IC 95% p
Recibi6 al menos una dosis de PCV13

No recibié PCV13 Ref. Ref. Ref.

Recibi6 al menos una dosis 211 1.15-3.86 0.016 6.51 2.35-18.03 <0.001 3.89 0.72-21.20 0.116
Sexo

Femenino Ref. Ref. Ref.

Masculino 093 0.63-136 0.697 0.95 0.58-1.56 0.849 2.23 0.85-5.82 0.102
Edad (meses) 1.00 0.96-1.03 0.810 0.98 0.94-1.02 0.362 0.97 0.90-1.06 0.549
Lactancia materna exclusiva completa

No Ref. Ref. Ref.

Si 168 1.06-2.69 0.029 2.05 1.16 - 3.62 0.014 1.62 0.57 - 4.56 0.361
Sintoma respiratorio

No Ref. Ref. Ref.

Si 120 0.79-1.84 0.394 2.35 1.40-3.97 0.001 1.64 0.63-4.22 0.309

Asistencia a guarderia
No Ref. Ref. Ref.
Si 1.01 042-246 0.975 0.52 0.15-1.77 0.292 0.70 0.08 - 6.42 0.749



Vive con otros nifios (<6 afios) en casa
No
Si

Estacion de toma de muestra
Verano
Otofio
Invierno
Primavera

Uso de antibi6ticos previo (<3 meses)
No
Si

Hospitalizacién previa (<3 meses)
No
Si

Ref.
0.74

Ref.
1,01
0,97
0,95

Ref.
1.20

Ref.
1.32

0.50-1.10

0,62 -1,63
0,55-1,69
0,54 - 1,66

0.76 -1.90

0.59 -2.94

0.135

0.977
0.907
0.860

0.432

0.500

Ref.
1.50

Ref.
0,89
0,75
0,56

Ref.
0.77

Ref.
0.39

0.91-245

0,48-1,64
0,37-1,49
0,26 - 1,20

0.42-1.40

0.10-1.56

0.109

0.714
0.408
0.136

0.397

0.182

Ref.
1.11

Ref.
0,93
0,72
0,22

Ref.
0.51

0.45-2.75

0,32 - 2,67
0,20-2,59
0,03-1,80

0.14-1.90

0.820

0.894
0.613
0.157

0.318

Anadlisis multivariado utilizando Regresion multinomial ajustado por sexo, edad (meses), lactancia materna exclusiva completa, sintoma respiratorio, asistencia a

guarderia, vive con otros nifios en casa, estacién de toma de muestra, uso de antibidticos previo, hospitalizacion previa y nimero de dosis de la PCV13.

RPa: Raz6n de prevalencias ajustada. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%. Ref: Categoria de referencia.

-: Categoria sin observaciones



