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Objectivos

1. Objetivo principal
El objetivo principal del estudio es evaluar la tasa de portadores nasofaringeos de
Streptococcus pneumoniae en nifios sanos y en nifios con otitis media aguda (OMA)
en Espafia desde los 6 meses hasta los 5 afios de vida.

2. Objectivos secundarios

2.1. Estudiar la distribucién de los serotipos de neumococo colonizadores mas
prevalentes, valorando si se ha producido un reemplazo de los serotipos incluidos
en la vacuna conjugada neumocdcica 13-valente (PCV13) por serotipos no
vacunales.

2.2. Analizar la dinamica de la colonizacién nasofaringea por neumococo en
nifios menores de 5 afos.

2.3. Analizar los serotipos de S. pneumoniae predominantes segun la edad del
paciente, pertenencia a un medio rural o urbano, asistencia a guarderia y
administracion de antibioterapia reciente.

2.4. Valorar si existen diferencias en la frecuencia y distribucién de serotipos en
nasofaringe de nifios sanos y con OMA.

25. Analizar el perfil de resistencia antibidtica de los neumococos aislados,
especialmente a penicilina y macrélidos, comparando los aislamientos de nifios
sanos con los de los nifios con OMA.

2.6. Comparar experimentalmente la capacidad de formacién de biofilm de los
serotipos aislados en nifios sanos y con OMA.

Hipodtesis clinica

1. La implementacion de la vacunacién universal con la PCV13 en Espafa ha
dado lugar a una reduccion de la colonizacién nasofaringea por serotipos vacunales
y a su reemplazo por serotipos no vacunales en nifilos menores de 5 afos.

2. El impacto sobre la tasa global de portadores sanos, la edad de inicio y el
pico maximo de colonizacion ha sido bajo. Los factores de riesgo asociados a la
colonizacién asintomética son los mismos que en el periodo prevacunal.

3. El reemplazo de los serotipos vacunales en nifios sanos, mas resistentes a
los antibidticos, por serotipos no vacunales mas sensibles ha contribuido a una
recuperacion de la sensibilidad a betalactdmicos y macrélidos en las cepas
colonizadoras.

4, La colonizacién por neumococo en nifios con OMA es mas alta que en nifios
sanos y los serotipos aislados pueden ser los principales responsables de la otitis
neumocadcica en la actualidad.

5. Los neumococos colonizadores mas frecuentes son los que mas capacidad
tienen para producir biofilm.

2.2 Introduccién

Streptococcus pneumoniae es una de los bacterias mas frecuentes en las
infecciones adquiridas en la comunidad, tanto en la poblacién pediatrica como en
adultos. Puede causar enfermedad invasiva grave, como sepsis, meningitis y
neumonia, ademas de otros procesos menos graves pero mucho mas frecuentes,
como otitis y sinusitis. La colonizacion de la nasofaringe es un paso previo al
desarrollo de enfermedad neumococica (1-3). Las tasas mas elevadas de
colonizaciéon se encuentran en los nifios, especialmente en aquellos en edad
preescolar, constituyendo el principal reservorio y siendo vectores de transmision
para el resto de la poblacién (1). Un porcentaje variable, que oscila entre el 20% y el
60% de los nifios menores de 5 afos, esta colonizado por neumococo (1-4). Entre

Protocolo

2 Version 2: 12/10/2021




o o
\JAEPap & e2PAPen.Red

los factores que incrementan la colonizacion nasofaringea, se encuentran el
hacinamiento, la existencia de muchos hermanos en la familia, la renta baja, el
tabaquismo activo o pasivo, la asistencia a guarderia y la ausencia de lactancia
materna (1, 3, 5). Los aislamientos que se encuentran colonizando la nasofaringe
constituyen también el reservorio ecoldgico principal a partir del cual surgen y se
diseminan las resistencias (4), y reflejan los aislados resistentes en la comunidad

(6).

El estado de portador nasofaringeo representa, ademds, la conexién entre la
enfermedad neumocécica del nifio y los adultos a través de la transmisién
intrafamiliar (7, 8). Los adultos que conviven con nifios estan colonizados por
neumococo con mas frecuencia que aquellos que no tienen nifios en su domicilio (7,
8).

Antes del advenimiento de las vacunas neumocoécicas, la mayoria de las
colonizaciones en nifios espafioles estaban producidas por los serotipos 19, 23, 3,
24 y 11 (9). La introduccion de las vacunas antineumococica conjugadas en el
calendario de vacunacion sistematica del nifio ha supuesto una importante
disminucién en la colonizacién (10-13) y en la carga de la enfermedad neumocécica
invasiva (ENI) en el adulto (14, 15) y el nifio (16,17).

La vacuna conjugada heptavalente (PCV7) se comercializ6 en Espafa en el afio
2001 y se incorpord al calendario oficial de vacunacién por primera vez en una
comunidad auténoma (Madrid) en 2006. En los estudios realizados en Espafia en
poblacién pediatrica con elevada tasa de vacunacién se observé una reduccion en
las tasas de colonizacién por serotipos vacunales, generalmente asociados con
resistencias de mas alto nivel, compensada por un aumento proporcional en la
proporcién de serotipos no vacunales (11,12). La tasa de colonizacion global oscilé
entre el 30-33% Yy los serotipos mas frecuentemente aislados fueron 19A, 6A, 15 A/B
y 11A (11, 12).

La vacuna conjugada 13-valente (PCV13) se comercializ6 en Espafia en el afio
2010 y se ha ido introduciendo en los calendarios vacunales de las distintas
comunidades auténomas progresivamente, de forma que desde el afio 2018 se
realiza una vacunacion sistematica universal en pauta 2+1. Numerosos estudios han
demostrado la reduccion de la colonizacion nasofaringea por los serotipos
vacunales en los nifios vacunados con PCV13 en comparaciéon con PCV7 (18, 19).
En Espafia se ha constatado una importante disminucion de la ENI con la
introducciéon de la PCV13 (16, 17), aunque en los Ultimos afios ha existido un
reemplazo por serotipos no vacunales, especialmente 24F y 8 (17). Tan solo
disponemos de un estudio publicado en nuestro medio que haya analizado la
colonizacién nasofaringea en nifios vacunados con PCV13 (13). La tasa global de
colonizacién disminuyé a un 20% y los serotipos mas frecuentes fueron los no
vacunales: 23A/B, 11A, 10A y 35B/F. Este estudio se realiz6 Unicamente en una
comunidad auténoma espafiola (Murcia), y a los 5 afios de haber introducido la
vacunacion sistematica. Es bien conocido que la distribucién de serotipos varia a lo
largo del tiempo y es diferente de unas areas geogréficas a otras, dependiendo de la
presion selectiva de los antibiéticos, el tiempo desde la introduccién de la vacuna y
de otros factores peor conocidos.

La introduccion de la PCV13 también ha ocasionado una disminucion en la
resistencia antibiética de neumococo en Espafia, tanto en nifios como en adultos,
sobre todo mediada por el descenso marcado del serotipo 19A (16, 17). Sin
embargo, en los Ultimos afios podria estar existiendo un aumento progresivo de
resistencias en serotipos no vacunales, especialmente 24F, 23B y 11A (17). En el
reciente estudio de colonizacidn nasofaringea en la regidon de Murcia, la resistencia
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de neumococo a la penicilina fue de un 35.7% (1.5% con alta resistencia >2ug/ml), y
de un 32.1% a eritromicina. Los serotipos no vacunales mas resistentes fueron el
23B, 11A, 35B y 6C.

Para una mejor comprension de los cambios evolutivos en la epidemiologia de la
enfermedad neumocdcica tras la introduccion de PCV13 hemos disefiado un estudio
transversal de la colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae en una amplia
poblacion de nifios atendidos en centros de salud de toda Espafia. Se trata de un
estudio observacional, prospectivo y multicéntrico coordinado por la Red de
Investigacion de Pediatria de Atencion Primaria PAPenRED, perteneciente a la
Asociacion Espafiola de Pediatria de Atencion Primaria (AEPAP), en colaboracién
con el Hospital La Paz de Madrid y la Unidad de Neumococos del Centro Nacional
de Microbiologia.

El estudio va a realizarse en nifios sanos y en nifios con otitis media aguda (OMA).
Es bien conocido que durante los episodios de OMA, hay cambios en la
colonizaciébn nasofaringea, con un incremento en la proporcion de bacterias
patégenas y una disminucion de la flora comensal (20). Asi, la colonizacion
neumocaécica en nifios con OMA puede ser alta (21, 22). Se ha postulado que el
cultivo nasofaringeo tomado hasta un mes tras un episodio de OMA se correlaciona
bien con la etiologia, con porcentajes de concordancia que oscilan entre el 68 y el
97% (23). En el Unico estudio prospectivo realizado en nuestro pais en nifios con
otitis supurada (24), la colonizacién nasofaringea por neumococo fue del 42%. La
portacion fue mas frecuente en nifios con otitis neumocdcicas confirmadas (58.2%)
frente a las ocasionadas por otras bacterias (31%). El mismo serotipo fue
identificado en exudado de oido medio y nasofaringe en un 40.5% de los casos. Con
porcentajes de vacunacidon completa frente a PCV13 del 39.3%, los serotipos no
vacunales mas frecuentes en nasofaringe fueron 11A, 15A, 21 y 24A, y en exudado
Otico 21, 11A y 15B. En otro estudio en Barcelona y Guipuzcoa tras la introduccién
de la PCV13, los serotipos vacunales mas frecuentes en nifios con OMA supurada
fueron 11A y 23B, aunque con diferencias importantes segun el area geogréfica
(25).

Los cambios en la portacién nasofaringea son dinAmicos y se ven claramente
influidos por la vacunacién y por otros factores como la capacidad de produccién de
biofilm de los serotipos implicados (26, 27). Se ha demostrado que la produccion de
biofilm varia en los distintos serotipos, dificultaria la activacion de la via del
complemento y la fagocitosis (28) y podria ser mayor en nifios que en adultos en
algunos serotipos emergentes como el 22F y 33F (29), lo que facilitaria la
colonizacién nasofaringea y su diseminacion dentro de la poblacién.

En el futuro dispondremos de dos nuevas vacunas neumocécicas conjugadas que
ampliaran la cobertura a 15 y a 20 serotipos. Parece, por tanto, esencial, conocer
cémo estan evolucionando los serotipos colonizadores en nuestro medio en nifios
sanos y con OMA para valorar la adecuacion de las nuevas vacunas a la evolucion
de los nuevos serotipos de neumococo.
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Estudio transversal, observacional, multicéntrico, de nifios entre 6 meses y 5 afios,
atendidos en centros de salud de atencién primaria a nivel nacional, en los que se
estudiara durante el periodo de 1 afio la colonizacion por S. pneumoniae mediante
muestra de frotis nasofaringeo. El estudio sera presentado en el Comité de Etica
del Hospital La Paz. Los padres o tutores de los nifios recibiran por escrito la
informacion detallada del proyecto y firmaran un consentimiento informado previo a
la inclusion en el estudio

Se disefiard una base de datos anonimizada para este estudio en la que se asignara
un codigo a cada participante y a las muestras obtenidas.

Los datos de los pacientes se mantendran disgregados de la base de datos en la
gue solo figurara el codigo de paciente. Del mismo modo, solo los pediatras
conoceran el cddigo asignado a cada paciente. En el caso de obtener un resultado
positivo en el estudio de portador, los pediatras informaran a los padres/tutores
legales de los nifios.

Criterios de inclusion:

Se incluirdn dos grupos de nifios: Grupo 1) nifios sanos de 6 meses a 5 afios que
se reclutardn cuando acudan a controles de promocion de la salud o por patologia
no infecciosa y Grupo 2) nifios de 6 meses a 5 afios atendidos en los centros
participantes con diagndstico de OMA.

Se definirhA OMA cuando se presenten: 1) sintomas compatibles: otalgia, fiebre,
irritabilidad o llanto en menores de tres afios y 2) signos de otitis en la exploracién:
abombamiento timpanico, cambios en la coloracién de la membrana timpanica
(opacidad, coloracién amarillenta, exudado purulento en el oido medio), hiperemia
intensa (asociado a sintomas), otorrea purulenta, o diminucién de la movilidad del
timpano (si se dispone de otoscopia neumatica y/o timpanometria).

Criterios de exclusion:

En el grupo 1 de nifios sanos se excluiran pacientes que tengan fiebre o sintomas
de infeccion respiratoria aguda en el momento del reclutamiento, que estén tomando
antibiéticos o los hayan tomado en los ultimos 30 dias.

Tanto en el grupo 1 como en el grupo 2 seran criterios de exclusion los
antecedentes de prematuridad, inmunodepresion, enfermedades crénicas o el
tratamiento con inmunosupresores.

Tamafio muestral:

En las edades que el estudio pretende explorar (6 a 60 meses) clasicamente se ha
descrito una tasa de colonizacién por S. pneumoniae que varia entre un 30 y un
35%. Publicaciones mas recientes que suman a la deteccién mediante cultivo de
muestras nasofaringeas la determinacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa, encuentran tasas de hasta el 60%. No obstante, estudios poblacionales
actuales mediante cultivo, han constatado cierta tendencia a la baja tras la
introduccion de las vacunas antineumococécicas conjugadas hepta vy
tridecavelentes. En un estudio reciente, en nuestro medio, Alfayate et al (13)
detectan una tasa de colonizacion en nifios de uno a cuatro afios del 19.7%.

Para un estudio en el que la técnica diagnoéstica va a ser el cultivo, se calcula el
tamafio muestral en funciébn de ambas posibles prevalencias esperadas de
colonizacién (20% o 40%). En ambos casos y para un nivel de confianza de 0.05 y
una precision de 0,02, con un 15% de pérdidas posibles previstas, incorporadas al
calculo, el tamafio muestral a obtener oscilaria entre 1.808 y 2.712 nifios sanos

La prevalencia esperada de neumococo en faringe de niflos con OMA, es de un
35%. Para un nivel de confianza de 0.05 con una precision del 3% y 15% de
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pérdidas se considera necesario obtener 1142 casos.

Centros participantes y recogida de muestras:

Para asegurar la diversidad geografica y la obtencion del tamafio muestral maximo
calculado, participaran 60 pediatras de atencion primaria (PAP) pertenecientes a la
red PAPenRED, de todas las regiones de Espafia. Esta prevista la participacion de
25 hospitales y 60 centros de salud (urbanos 68,3%, rurales 15,1%, mixtos 16,6%),
con una distribucion de centros rurales y urbanos proporcionales a la poblacién de
cada region.

Cada pediatra recogerda 4 muestras mensuales en nifios sanos estratificadas por
edad, para conseguir una representatividad de todas las edades; 6-12 meses (1
muestra/mes); 13-36 meses (2 muestras/mes); >36 meses (1 muestra/mes).
Ademas se recogeran las correspondientes muestras de nifios con OMA (5 de 6-12
meses, 8 de 13 a 36 meses y 8 de 36 a 60 meses). Tras la recogida de cada
muestra se completard un cuestionario disefiado al efecto con las variables de
estudio que se detallan en los Anexos 1y 2 (apartado de variables).

Las muestras recogidas en los centros de salud de atencién primaria seran enviadas
al laboratorio de Microbiologia de los Hospitales regionales de referencia donde se
realizard el cultivo de las mismas. Los aislados positivos serdn almacenados y
conservados para su envio al Centro Nacional de Microbiologia (Laboratorio
Espafiol de Referencia para S. pneumoniae) para el tipado de las cepas y estudio
de resistencias.

2.5 Gréfico de
reclutamiento

60 Pediatricians (1 year)

GROUP 1 GROUP 2

Healthy children Acute otitis children
6-12 months: 1 sample/month 5 cases/samples: 6-12 months
13-36 months: 2 samples/month 8 cases/samples: 13-36 months
> 36 months: 1 sample/month 8 cases/samples: 36-60 months
Total: 2880 Total: 1260

Nasopharyngeal samples

Local laboratory

National

2.6 Procedimientos

Positive samples Centre
Microbiology
Recogida de muestras:

Las muestras nasofaringeas se obtendrdn mediante hisopos con punta de algodon.
Se accedera a la nasofaringe por via nasal: el hisopo se pasara suavemente hacia
atras desde una fosa nasal a lo largo del suelo de la cavidad nasal hasta tocar la
pared posterior de la nasofaringe. Se girara suavemente el hisopo durante 1 a 2
segundos y se retirara. Las muestras se enviaran en contenedor de transporte de
bacterias al laboratorio de microbiologia local.
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Estudio microbiolégico:

1. Recogida de muestras clinicas de portadores y nifios con AOM. Utilizaremos el
protocolo recomendado establecido por el Grupo de Trabajo de Transporte
Neumocdcico de la OMS como se describié anteriormente (30). Brevemente, las
cepas neumococicas se recogeran del tracto nasofaringeo utilizando hisopos
que se colocaran en viales STGG /desnatados para su transporte vy
almacenamiento al laboratorio de microbiologia donde se procesaran dentro de
las 8h en el CNA-Placas de agar sanguineas de Columbia para aumentar la
recuperacion de los cocos grampositivos de muestras clinicas y reducir el
crecimiento de la microbiota Gram negativa que interfiere. La identificacion de S.
pneumoniae se llevara a cabo utilizando discos de optoquina y la prueba de
solubilidad en desoxicolato. Todos los aislamientos neumocdcicos identificados
después de 24 horas de incubaciéon se conservardn en frascos de leche
descremada a -20°C y se enviaran al Laboratorio Espafiol de Referencia
Neumocécica para su posterior caracterizacion.

2. Caracterizacion neumocdcica. El serotipado se realizara con la reaccién de
Quellung, el ensayo de punto y/o mediante la metodologia de tipificacién de
secuencias de PCR (31, 32). La susceptibilidad a diferentes antibiéticos sera
determinada por la técnica de dilucién de agar y/o por Sensititre de acuerdo con
los criterios de EUCAST.

3. Estudio de bhiofilm. Formacién de biofilm y evasion de la respuesta inmune de
cepas neumocécicas que crecen como biofilms se investigara utilizando
protocolos estandar descritos por uno de los miembros del equipo (28, 29).

2.7 Duracion y
cronograma

El estudio tendrd una duracién total de 2 afios. Se considera necesario un periodo
inicial de seis meses para coordinar los equipos y obtener permisos locales.
Después de doce meses de reclutamiento, los Gltimos 6 meses seran utilizados para
analizar los resultados y escribir publicaciones.

Cronograma:

Octubre de 2021- Primer cuatrimestre de 2022: Tramites administrativos.

Primer cuatrimestre de 2022-Primer cuatrimestre de 2023: Reclutamiento.
Abril-Septiembre de 2023: Andlisis de los datos y publicacién de resultados.

2.8 Analisis
estadistico y hoja
de recogida de
datos

El andlisis estadistico sera realizado en el departamento de estadistica del Hospital
La Paz. El célculo del tamafio muestral ha sido previamente descrito.

Variables

Variables principales: portador nasofaringeo de neumococo (si/no) y serotipos de

Neumococo.

Variables secundarias (para todos los pacientes):

Anexo 1. Cuestionario para todos los pacientes

- Edad en meses

- Sexo (varon/mujer)

- Nacionalidad (espafiola o extranjero)

- Numero de hermanos que conviven en el hogar

- Numero de orden en la fratria.

- Comunidad Autbnoma

- Residencia: urbana o rural (mayor o menor de 10.000 habitantes
respectivamente),

- Tipo de residencia: casa o piso.
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- Fumador pasivo si 0 no.

- Escolarizacion si o no (definida como asistencia a guarderia o centro escolar de
minimo 2 horas al dia al menos tres dias a la semana).

- Numero de personas convivientes en el hogar (excluido el nifio y ademas de los
hermanos)

- Numero de episodios previos de posible infeccion neumococica (OMA;
neumonia, sinusitis) en el dltimo afio.

- Numero de ingresos hospitalarios (excluidas atenciones en urgencias) en el

ultimo afio.

- Numero de ciclos antibidticos recibidos en los ultimos 6 meses y antibiético
recibido.

- Estado vacunal (completo para su edad si/no). En caso de no ser completo
especificar.

- Lactancia materna si/no. Meses de lactancia materna.

Anexo 2: variables recogidas en caso de OMA

- Edad en meses en el momento del diagnéstico. Fecha de recogida de
muestra/diagndstico

- Tiempo transcurrido desde ultimo episodio de OMA: < de 1 mes, 1-3 meses, 3-6
meses, > 6 meses, no ha habido OMA previa

Sintomas OMA:

- Otalgia si/no

- Fiebre si/no

- Irritabilidad/dolor si/no

Signos OMA:

- Abombamiento timpanico si/no

- Hiperemia intensa si/no

- Opacidad/nivel si/no

- Otorrea purulenta si/no

- Diminucién de la movilidad del timpano (si otoscopia neumatica y/o
timpanometria) si/no

Recibi6 antibioterapia si/no

Antibiético:

Analisis estadistico

Para el andlisis de resultados se calcularan las medidas de tendencia central y
dispersion en funcion de la normalidad de las distribuciones para variables
cuantitativas y los porcentajes con sus correspondientes intervalos de confianza al
95% (IC 95%) para las cualitativas. Ademas de la exposicién del porcentaje (IC
95%) del global de poblacion pediatrica colonizada, se calculara la distribucién
porcentual por serotipos. Como aproximacion a la implicacion de determinados
factores de riesgo sobre el estado de portador, se calculardn mediante andlisis
multivariante las Odds Ratio (con sus intervalos de confianza al 95%) sobre la
probabilidad de colonizacion. Se plantea un modelo de regresion logistica para
dicho andlisis. Como umbral de significacion estadistica se toma como referencia un
valor de “p” por debajo de 0.05.

Se analizard independientemente los serotipos encontrados entre nifios sanos y
nifios con OMA.
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