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SUMMARY







SUMMARY | 3

1. Introduction

Cholera is an acute intestinal infectious disease that produces watery diarrhea
with a massive loss of body fluids that can rapidly lead to severe dehydration and
death in absence of adequate treatment (mortality over 50%). Vibrio cholerae
bacteria is the causal agent. The virulence of the pathogenic serogroups of Vibrio
cholerae (01 and 0139) is associated with the cholera toxin, responsible for most
of the clinical symptoms of the disease, especially the characteristic and profuse

watery diarrhea. Current outbreaks are caused by 01 serogroup.

Cholera is transmitted through food and/or water supplies contaminated by the
feces of infected people, or by drinking untreated water from sources that
constitute the bacteria natural environmental reservoir. People living in places
with lack of access to clean and safe drinking water and poor sanitation are

particularly at risk of cholera.

Improving access to clean potable water and adequate sanitation remain the
mainstay of cholera prevention and control. During ongoing epidemics,
identification and appropriate treatment of people with cholera, implementation of
clean water and sanitation facilities and promotion of hygiene practices should

remain the principal control measures.

Since 2011, the World Health Organization (WHO) recommends the use of oral
cholera vaccines (OCVs) during outbreaks and in cholera-endemic areas, as part of
an integrated approach to cholera prevention and control. The immune response
and protection against cholera is found in the intestinal mucosa. Three killed
whole-cell oral cholera (OCV) vaccines are currently prequalified by WHO:
Dukoral®, Shanchol™ and Euvichol®. In 2013, WHO created a global stockpile of
OCVs to ensure vaccine availability for cholera control in outbreaks and
humanitarian emergency situations, managed by the International Coordinating
Group (ICG) and for use in endemic areas, managed by the OCV working group of
the Global Task Force on Cholera Control (GTFCC). Supply of OCV remains low

relative to the size of the global at-risk population. In addition, the recommended
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regimen for the WHO-prequalified vaccines is two doses given with an interval of 2
weeks. However, recent data suggest that a one-dose regimen (instead of two
doses) could be sufficient to provide substantial protection in the short-term,
which could highly increase the impact of reactive campaigns. A timely response is
critical to reduce the magnitude and duration of cholera outbreaks. Public health
decision-making regarding where, when and how to carry out reactive, timely and
efficient vaccination campaigns is complicated since there are few data on vaccine
efficacy and effectiveness and they vary according to the composition of the
vaccine, the place where outbreak occurs, the study design and the duration of

follow-up.

In April 2016, an emergency vaccination campaign using one dose of OCV was
organized in response to a cholera outbreak that had started in Lusaka, Zambia in
February 2016. In December 2016, a second round of vaccination was conducted,
with the objective of increasing the duration of protection, before the high-risk

season for cholera transmission which starts around January.

This work aims to gain evidence in the use of OCV in the fight against cholera
through a systematic review and meta-analysis on OCV, an observational study in
Lusaka to estimate the short-term effectiveness of one dose of OCV (Shanchol™)
that was part of the integrated response to the 2016 cholera outbreak, and a study
measuring vaccination coverage for the first and second rounds of the vaccination

campaign.

2. Objectives
2.1. Overall objective

To assess the use of one dose of an oral vaccine dose in response to cholera
epidemics in Lusaka followed by a second dose administration 8 months later to

increase the duration of vaccine protection against cholera.
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2.2.Specific objectives

e To conduct a systematic review and meta-analysis to generate average

estimates of OCV efficacy and direct effectiveness from the available

literature. The outcomes are:

0 Vaccine efficacy and effectiveness:

*  QOverall
= By place
= By age group

e To estimate the short-term vaccine effectiveness of one-dose of oral cholera

vaccine (Shanchol™) in individuals vaccinated during an emergency cholera

vaccination campaign in Lusaka in 2016.

e To assess the vaccination coverage for the 2016 OCV campaign by:

0]

0]

Estimating the proportion of people vaccinated with two doses
Estimating the percentage of people vaccinated with at least one
dose

Estimating the percentage of people vaccinated with a single dose
Estimating the proportion of people vaccinated during the first
round

Estimating the proportion of people vaccinated during the second
round

Estimating the percentage of second dose drop-out

Evaluating the acceptability of the intervention as perceived by the
population

Determining if the target population remained stable during the

eight-month period between the two doses
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3. Material and methods
3.1. Study oversight

This work was funded by MSF (vaccine effectiveness study) and WHO (systematic
review and meta-analysis, and coverage survey). Study design, data collection and
data analysis was led by Epicentre. The study protocol was approved by the Ethical
Review Boards of the University of Zambia and the Johns Hopkins Bloomberg
School of Public Health (USA). Vaccine and treatment were provided free of charge.
Vaccines were funded by the Global Alliance for Vaccines and Immunizations
(Gavi). The participation in the study was voluntary and participants gave their

signed informed consent before being included in the study.

3.2.Systematic review and meta-analysis of killed whole-cell oral cholera

vaccines

For this systematic review and meta-analysis, we searched PubMed, Embase,
Scopus, and the Cochrane Review Library on July 9, 2016, and ISI Web of Science
on July 11, 2016, for randomised controlled trials and observational studies that
reported estimates of direct protection against medically attended confirmed
cholera conferred by OCVs. We included studies published on any date in English,
Spanish, French, or Chinese. We extracted from the published articles the primary
efficacy and effectiveness estimates from each study together with estimates of the
number of vaccine doses, follow- up duration since vaccination, and age group. The
main meta-analysis outcome was average efficacy and direct effectiveness of two
OCV doses, which we estimated with random-effect models. This study is

registered with PROSPERO, number CRD42016048232.

3.3.0ne dose vaccine effectiveness study
We conducted a matched case-control (MCC), test-negative case-control (TNCC),
and case-cohort studies in 2016 in Lusaka immediately following the mass
vaccination campaign. Confirmed (by culture and/or PCR) cholera cases served as

cases in all three study designs.
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3.3.1. Case-control analysis (MCC and TNCC)
Age- and sex-matched controls were selected among neighbors of the confirmed
cases in the MCC study. In the TNCC, control subjects were suspect cholera cases
with negative cholera culture and PCR results. We compared the odds of
vaccination between confirmed cholera cases and controls (non-cholera diarrhea
or matched) using univariate and multivariable conditional logistic regression

models. We calculated the vaccine effectiveness (VE) as (1-OR) x 100.

3.3.2. Case-cohort analysis
We recruited a cohort of randomly selected individuals living in areas targeted by
the OCV campaign and considered at risk of cholera. We estimated unadjusted and
adjusted hazard ratios (HR) of medically attended cholera comparing those who
received one dose of vaccine to those who did not. The hazard ratio (HR) was then

translated into overall VE through using the formula: VE = (1 — HR) X 100.

3.3.3. Bias indicator analysis
We also conducted an indicator bias analysis where the non-cholera diarrhea cases
were compared with controls matched by age, sex and residence place in order to
assess possible health seeking behavior bias. Because the vaccine was not expected
to provide protection against non-cholera diarrhea, in the absence of bias, we

expected a null association between vaccination and non-cholera diarrhea

3.4.2016 OCV campaign coverage
Vaccination coverage was estimated after each round of the campaign from a
sample randomly selected from areas targeted for vaccination using a cross-
sectional survey design to establish the vaccination status of the individuals
recruited. The study population included all individuals older than 12 months
residing in the areas targeted for vaccination. Households were selected using
spatial random sampling. One individual was randomly selected in each household
among all eligible individuals being part of the household at the time of the survey.

Vaccination status was ascertained either by vaccination card or verbal reporting.
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4. Results

Seven trials (accounting for 695 patients with cholera) and six observational
studies (217 patients with cholera) met the inclusion criteria for the systematic
review, with an average two-dose efficacy of 58% (95% confidence interval (CI):
42-69, I’'=58%) and effectiveness of 76% (95% CI: 62-85, I°=0). Two-dose efficacy
estimates of OCV were similar during the first 2 years after vaccination, with
estimates of 56% (95% CI: 42-66, I’=45%) in the first year and 59% (95% CI: 49-
67, I’=0) in the second year. The efficacy decreased to 39% (95% CI: 13-57,
I?=48%) in the third year, and 26% (95% CI: -46 -63, [°’=74%) in the fourth year.
Average two-dose efficacy in children younger than 5 years (30% [95% CI: 15-42],
I’=0%) was lower than in those 5 years or older (64% [95% CI: 58-70], I?°=0%;
p<0-0001).

The first case of the 2016 February outbreak was reported on 4th February 2016
(week 5). A sharp increase of suspected cases occurred at week 10. The highest
(overall) number of cases was observed during week 12, with 150 suspected
cholera cases. The one-dose OCV vaccination campaign started at week 14 and
finished at week 16. Overall, 424.100 doses were administered resulting in an

estimated administrative coverage of 73.4%. The last confirmed case was reported
on 30th May 2016 (week 22). The outbreak was officially declared over on June
15th, 2016 (week 24).

We recruited 211 suspected cases (66 confirmed cholera cases and 145 non-
cholera diarrhea cases), 1055 matched controls and a cohort of 921 people.
Adjusted vaccine effectiveness for one dose of OCV was 88.9% (95% CI: 42.7-
97.8%) in the MCC study, 80.2% (95% CI: 16.9-95.3%) in the TNCC design and
89.4% (95% CI: 64.6-96.9%) in the case-cohort study. The bias-indicator analysis
included 145 persons with non-cholera diarrhea and 725 matched controls. In that
analysis, the odds of vaccination did not vary significantly between the two groups
in the crude or adjusted analyses (p=0.29 in the adjusted analysis) suggesting the

absence of selection bias.
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We interviewed 505 randomly selected individuals after the first round and 442

after the second round. The vaccination coverage with two doses was 58.1%
(25/43; 95%CI: 42.1-72.9) in children 1-4 years old, 59.5% (69/116; 95%CI:
49.9-68.5) in children 5-15 years old and 19.9% (56/281; 95%CI: 15.4-25.1) in
adults above 15 years old. The overall dropout rate was 10.9% (95%CI: 8.1-14.1).
Overall, 69.9% (n = 309/442; 95%CI: 65.4-74.1) reported to have received at least
one OCV dose.

5. Conclusions

The past three decades of evidence points towards OCV being a safe,
effective, and important tool to fight cholera. Two OCV doses provide
protection against cholera for at least three years. One OCV dose provides at
least short-term protection, which has important implications for outbreak

management. OCVs are effective tools for cholera control.

Three study designs confirmed the short-term effectiveness of a single dose
of OCV. Major healthcare-seeking behavior bias did not appear to affect our
estimates. Most of the protection among vaccinated individuals could be
attributed to the direct effect of the vaccine. Our results indicate that the
use of single dose regimens provides high short-term protection in areas
with little to no recent exposure to cholera and support recommendations
for the use of one-dose regimen to improve and accelerate the response in

cholera outbreaks.

The areas at highest risk of suffering of cholera were targeted for
vaccination and reached relatively high vaccine coverage after each round.
However, the long delay between doses in those areas known to have
considerable population movements, resulted in many individuals receiving

only one OCV dose.
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The results of this systematic review and meta-analysis served as evidence for the
background document prepared by the Strategic Advisory Group of Experts
(SAGE) Working Group on Oral Cholera Vaccines, the WHO Secretariat, and the
CDC in March 31, 2017. This document, reviewed the previous oral cholera vaccine
WHO position paper (2010) with updated information on OCV, described and
proposed recommendations about safety, efficacy, effectiveness and duration of

OCVs protection during the 5 years following immunization.

The short-term OCV effectiveness study in Lusaka served as evidence to generate
recommendations on the use of vaccines for cholera control in epidemics in the
WHO cholera position paper of August 2017. (“Based on available evidence on
short-term protection conferred by WC vaccines, a single-dose strategy using those

vaccines could be considered in areas experiencing cholera outbreaks.”)
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1. Introduccion y justificacion

El célera es una infeccidn intestinal aguda que produce una diarrea acuosa con una
pérdida masiva de fluidos y que puede evolucionar a una deshidratacion severa y
muerte en ausencia de tratamiento, alcanzando una letalidad mayor del 50%. El
agente causal es la bacteria Vibrio cholerae. La virulencia en las variedades
patogénicas del Vibrio cholerae (01 y 0139) estad asociada a la toxina colérica,
responsable de la mayoria de los sintomas clinicos de la enfermedad, en especial
de la peculiar diarrea acuosa y profusa. El serotipo 01 es el causante de las

pandemias registradas hasta ahora.

La transmision se produce a través de la ingesta de agua no tratada procedente de
fuentes que actiian como reservorio ambiental natural de la bacteria, o de comida
y/o suministros de agua contaminados por heces de personas infectadas. Las
personas que viven en lugares con suministros de agua contaminados y un nivel

deficiente de saneamiento, se encuentran particularmente en riesgo de célera

La prevencion y control del célera esta estrechamente relaccionado con el acceso
al agua potable e infraestructuras de saneamiento. Durante una epidemia, la
respuesta esta enfocada en la identificacion y tratamiento temprano de los casos, la
provision de agua potable, de medidas hacia una gestion adecuada del

saneamiento y en la promocion de buenos habitos de higiene.

Desde 2011 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) recomienda la vacunacién
dentro del arsenal de respuesta frente a epidemias. La respuesta y proteccién
inmunolégica frente al colera se encuentra en la mucosa intestinal. Las vacunas
orales frente al célera (OCV) precalificadas por la OMS son: Dukoral®, Shanchol™y
Euvichol®. En 2013, la OMS establecié una reserva global de OCV para garantizar
su disponibilidad para el control del cdlera en caso de brote o crisis humanitaria
financiada por GAVI y gestionada por el Grupo Coordinador Internacional (ICG) (en
los casos epidémicos) y el Grupo de Trabajo Global para el Control del Cdlera
(GTFCC) (en los casos endémicos), ya que dicha reserva es limitada frente a las

necesidades epidémicas y endémicas de colera mundiales existentes. Ademas. las
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vacunas precalificadas por la OMS establecen un régimen de dos dosis con un
intervalo de 2 semanas. La toma de decisiones de salud publica sobre doénde,
cuando y como realizar las campafias de vacunacion reactivas, oportunas y
eficientes es complicada ya que existen pocos datos de eficacia y efectividad
vacunal que varian a su vez segln la composicién de la vacuna, el lugar donde se

produce el brote, el disefio del estudio y la duracién del seguimiento.

La respuesta temprana y oportuna es factor clave para reducir la magnitud y
duracién de los brotes de célera. Datos recientes sugieren que el uso de una dosis
(en lugar de dos) podria proporcionar una proteccién considerable a corto plazo,
pudiendo incrementar en gran medida el impacto de las campanas reactivas de

vacunacion.

En abril de 2016, se organizé una campafia de vacunaciéon de emergencia con una
dosis de OCV dentro de las medidas de respuesta al brote de célera que comenzé
en Lusaka (Zambia) en febrero de 2016. En diciembre de 2016, se realizé6 una
segunda ronda de vacunacidn, con el objetivo de incrementar la duracién de la

proteccion, antes del periodo de alto riesgo para la transmision del colera.

El trabajo que presentamos a continuacion pretende contribuir a la generacion de
evidencia cientifica hacia la lucha frente al cdlera mediante una revision
sistematica y metaanalisis de las OCV, un estudio que pretende estimar la
efectividad vacunal a corto plazo de una dosis de OCV (Shanchol™) usada en
Zambia en el contexto citado y una evaluacién de la cobertura vacunal de la

primera y segunda ronda de la campafia de vacunacion en dicho pais.

1. Objetivos
1.1. Objetivo general

Evaluar el uso de una dosis de vacuna oral inactivada en respuesta a la epidemia de
colera de 2016 en Zambia y la administracion de la segunda dosis (8 meses

después) para incrementar la duracion de la proteccion de la vacuna.
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Este objetivo global se aborda mediante los siguientes objetivos especificos.

1.2. Objetivos especificos

e Llevar a cabo una revisién sistematica y metanalisis de la literatura

disponible para generar estimaciones promedio de eficacia y efectividad

directa de la vacuna inactivada oral frente al colera.

(0]

(0]

(0]

Estimacioén de eficacia y efectividad vacunal global.
Estimaciones en funcién del lugar.

Estimaciones en funcion del grupo de edad.

e Estimar la efectividad a corto plazo de una dosis de vacuna oral frente al

colera como medida de respuesta frente al brote de Lusaka, Zambia, en

2016.

0]

Determinar la proteccion a corto plazo de una dosis de vacuna oral

frente al colera Shanchol™ .

e Evaluar la cobertura vacunal de la campafia de vacunacién en Lusaka,

Zambia en 2016 con dos dosis en una pauta de intervalo de 8 meses.

0]

0]

Estimar la proporcién de personas vacunadas con dos dosis.

Estimar el porcentaje de personas vacunadas con al menos una
dosis.

Estimar la proporcién de personas vacunadas con una dosis.
Estimar la proporcién de personas vacunadas durante la primera
ronda.

Estimar la proporciéon de personas vacunadas durante la segunda
ronda.

Calcular la tasa de abandono en la segunda dosis.

Evaluar la aceptabilidad de la intervencion percibida por la
poblacién.

Entender si la poblaciéon diana contintia estable en los ocho meses

entre ambas rondas de vacunacion.
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2. Materiales y métodos
2.1.Marco y disefio general del proyecto de investigacion

Este proyecto fue financiado por MSF (el estudio de efectividad vacunal) y la OMS
(la revision sistematica y meta-analisis y la encuesta de cobertura vacunal). El
disefo, recogida de datos y analisis fue liderado por Epicentre. El protocolo del
estudio fue aprobado por los comités de ética de la Universidad de Lusaka
(Zambia) y la Escuela de Salud Publica de la Universidad Johns Hopkins (USA). La
distribucion de la vacuna y tratamiento contra el colera fue gratuito. La

participacion en el estudio fue voluntaria.

2.2.Revision sistematica y meta-analisis de vacunas inactivadas orales
frente al cdlera

Se realizaron busquedas de ensayos controlados aleatorios y estudios
observacionales que reportaban estimaciones de proteccién directa por vacunas
orales frente al célera confirmado y atendido médicamente a través de PubMed,
Embase, Scopus y la Cochrane Review Library el 9 de julio de 2016, y el ISI Web of
Science el 11 de julio de 2016. Se incluyeron estudios publicados en cualquier
fecha en inglés, espafiol, francés o chino. Se estudiaron las estimaciones primarias
de eficacia y efectividad de cada estudio publicado y las estimaciones por nimero
de dosis de vacuna, duraciéon del seguimiento y grupo de edad. Para estudiar la
eficacia promedio y la efectividad directa de dos dosis de OCV utilizamos modelos
de efectos aleatorios. Este estudio esta registrado en PROSPERO, numero

CRD42016048232.

2.3.Estudio de eficacia vacunal de una dosis
Se plantearon tres estudios para estudiar la eficacia vacunal de una dosis vacuna
tras la campafia masiva de vacunacion en Lusaka, Zambia en mayo de 2016: un
estudio de casos y controles pareado (MCC), un test- negative de casos y controles
(TNCC), y un caso-cohorte (CC) .. Los casos confirmados (por cultivo y/o PCR)

servian como casos para los tres disefios.
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2.3.1. Anadlisis de casos y controles (MCCy TNCC)
En el estudio de MCC, los controles se eligieron de forma aleatoria entre los vecinos
de la misma edad y sexo que su caso confirmado. En el de TNCC, los sujetos-control
eran casos sospechosos con diarrhea no colérica (negativos a cultivo y PCR). Se
compararon las probabilidades de vacunaciéon entre los casos confirmados y los
sujetos control (pareados o con diarrea no colérica segin el disefio) por medio de
modelos de regresion logistica condicional univariable y multivariable. Se calculd el

nivel de proteccién de la vacuna como: EV=(1-OR) x 100.

2.3.2. Analisis de caso-cohorte
Se recluté una cohorte de individuos seleccionados al azar procedentes de areas
consideradas de alto riesgo de transmision de coOlera. Se estimé el cociente de
riesgo (HR) de célera (atendido médicamente) comparando aquellos que
recibieron la vacuna con los que no la recibieron. La EV se calculé mediante la

formula: EV = (1-HR) x 100.

2.3.3. Andlisis de indicador de sesgo
Se realizé un andlisis de indicador de sesgo anidado, donde los casos de diarrea no
colérica eran comparados con controles emparejados por edad, sexo y residencia,
para detectar posibles sesgos relacionados con diferencias en la busqueda de
atencion sanitaria, si estuvieran presentes. En el analisis de indicador de sesgo se

esperaba una asociacidn nula entre la vacuna y la diarrea no colérica.

2.4.Encuesta de cobertura de la campaiia de vacunacion.
Se estimd la cobertura vacunal después de cada ronda mediante una muestra
procedente de las dreas seleccionadas para la campafia de vacunacién usando una
encuesta transversal. El estado vacunal se determiné mediante la presentacion del
carné de vacunacion o autorreportado. Los hogares fueron seleccionaron por

muestreo espacial aleatorio.

3. Resultados

7 ensayos clinicos (695 pacientes con cdlera) y 6 estudios observacionales (217

pacientes con célera) cumplian los criterios de inclusion, con una eficacia media de
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dos dosis del 58% (IC 95% 42-69, I°=58%) y una efectividad del 76% (62-85,
I?=0). La eficacia media de dos dosis en menores de 5 afios (30% [IC 95% 15-42],
I?’=0%) fue mas baja que para aquellos a partir de 5 afios de edad (64% [58-70],
I?’=0%; p<0-0001). La eficacia de dos dosis de OCV fue similar durante los dos
primeros afios posteriores a la vacunacion, con estimaciones del 56% (IC 95% 42-
66, I°’=45%) en el primer afio y del 59% (49-67, I’=0) en el segundo afio. La
eficacia disminuye al 39% (13 to 57, I’=48%) durante el tercer afio, y al 26% (-46

to 63, I’=74%) durante el cuarto afio.

El primer caso de célera en Lusaka (Zambia) fue notificado el 4 de febrero de 2016
(semana epidemioldgica 5). En la semana epidemioldgica 10 se produjo un fuerte
incremento de casos sospechosos. El mayor nimero de casos notificados se
observé durante la semana epidemiologica 12, con un total de 150 casos
sospechosos. La campafia de vacunacién con una dosis de OCV empez6 en la
semana epidemioldgica 14 y terminé en la semana 16. En total se adminisitraron
424.100 dosis resultando una cobertura administrativa del 73,4%. El dltimo caso
confirmado fue notificado el 30 de mayo de 2016 (semana epidemiolédgica 22). La
declaracion oficial del final del brote fue el 15 de junio de 2016 (semana

epidemioldgica 24).

Se reclutaron 211 casos sospechosos (66 casos confirmados de colera y 145 casos
de diarrea no colérica), 1055 controles pareados y una cohorte de 921 personas.
La efectividad vacunal de una dosis de OCV fue del 88.9% (IC 95%: 42.7-97.8%) en
el estudio de MCC, 80.2% (IC 95%: 16.9-95.3%) en el estudio de TNCC y del 89.4%
(IC 95%: 64.6-96.9%) en el estudio de caso-cohorte. Incluimos 145 personas con
diarrea no colérica en el analisis de indicador de sesgo y 725 controles pareados.
En dicho analisis encontramos que la probabilidad de vacunacién no variaba
significativamente en los dos grupos tanto en el analisis crudo como ajustado (P =

0.29), sugiriendo una ausencia de sesgo de seleccion.

La cobertura vacunal con dos dosis fue del 58.1% (25/43; IC 95%: 42.1-72.9) en
los menores entre 1 y 5 afos de edad, 59.5% (69/116; IC 95%: 49.9-68.5) en
menores entre 5y 15 afios de edad y del 19.9% (56/281; IC 95%: 15.4-25.1) en
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personas adultas mayores de 15 anos. El porcentaje de abandono global fue del

10.9% (IC 95%: 8.1-14.1). Globlamente, el 69.9% (n = 309/442; IC95%CI: 65.4-

74.1) reportd haber recibido al menos una dosis de OCV.

4. Conclusiones

Las ultimas tres décadas de evidencia cientifica apuntan a que las vacunas
orales frente al célera son una herramienta segura, efectiva e importante
para combatir la infecciéon por célera. Dos dosis de vacuna oral frente al
célera proporcionan una proteccion de al menos 3 afios. Una dosis de
vacuna oral frente al célera proporciona al menos una protecciéon a corto

plazo, lo que tiene implicaciones importantes para el manejo de brotes.

Los tres disefios del estudio observacional en Lusaka confirmaron la
efectividad a corto plazo de una dosis de OCV administrada durante un
brote. Las estimaciones obtenidas no parecen estar afectadas por el sesgo
de comportamiento de busqueda de atencion médica. La mayor parte de la
proteccién entre las personas vacunadas podria atribuirse al efecto directo
de la vacuna. Los resultados indican que la pauta vacunal de una dosis
brinda proteccion en poblaciones con poca o nula exposicion al colera y
respaldan el uso de pautas de una dosis para mejorar la respuesta durante

un brote de célera.

La campafia de vacunacion se realizé en las areas con mayor riesgo de
padecer brotes de cdlera, obteniendo una cobertura vacunal relativamente
alta después de cada ronda. Sin embargo, la larga demora entre las dos
rondas en areas sujetas a un considerable movimiento de poblacién resulto
en que, al final de la campafia, muchas personas recibieran una sola dosis de

OCV.

Los resultados de la revisiéon y meta-analisis presentados en este trabajo sirvié

como evidencia cientifica durante la preparacién del documento de actualizacién

elaborado por el Grupo de trabajo de Asesores Estratégicos de Expertos en
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vacunas frente al colera (SAGE), la OMS y el CDC el 31 de marzo de 2017, en el que
revisaban el anterior documento de posiciéon de la OMS sobre las vacunas orales
frente al colera de 2010, para describir y elaborar recomendaciones sobre la
seguridad, eficacia, efectividad y duracién de la proteccion de las OCV durante los 5

afios seguidos a la inmunizacidn.

El estudio de eficacia vacunal de una dosis a corto plazo sirvié de evidencia
cientifica para generar recomendaciones sobre el uso de vacunas para el control
del célera en epidemias recogidas en el documento de posicién de la OMS sobre las
vacunas orales frente al célera de agosto de 2017; en la recomendacién de

considerar la estrategia de una dosis en brotes de célera.
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1 INTRODUCCION

1.1 Origen, aspectos generales y carga de la enfermedad.

El célera es una infeccién intestinal aguda que produce una diarrea acuosa y
profusa muy caracteristica, con una pérdida masiva de fluidos y que puede
evolucionar a una deshidrataciéon severa y muerte en un plazo de 12 a 24 horas,
desde el inicio de sintomas y en ausencia de tratamiento, alcanzando una letalidad
(TL) mayor del 50%. La mayoria de las infecciones son asintomaticas o vienen
acompafadas de una diarrea leve. Aun asi, puede causar brotes explosivos y
fallecimiento por shock hipovolémico antes de la llegada al centro sanitario. La
muerte por coOlera es facilmente evitable mediante rehidratacién oral, y/o

intravenosa en los casos graves, disminuyendo la TL a menos del 1%. (1)

Figura 1. Presentacion clinica y deposiciones coléricas

Esta enfermedad es muy antigua. Las primeras descripciones datan del siglo V
antes de Cristo procedentes del delta del Ganges (en el golfo de Bengala) en la
India, donde ha persistido durante siglos. En 1817 el célera se propago a través del
subcontinente indio. En 1854 John Snow describi6 la epidemiologia del colera
como una enfermedad transmisible, sugiriendo que el agente infeccioso se podria
encontrar en las heces y que la transmision podria producirse a través de sistemas
de abastecimiento de agua contaminada. (2). En 1854 Flippo Pancini observé el
bacilo con forma de coma por primera vez al microscopio y Robert Koch lo aisl6 en

1884.
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La transmision se produce a través de la ingesta de agua no tratada procedente de
fuentes que actiian como reservorio ambiental natural del organismo, o de comida
y/o suministros de agua contaminados por heces de personas infectadas. En
contextos endémicos, el cdlera suele afectar a la misma poblacién y la fuente de
infeccion se encuentra a menudo en ecosistemas marinos, donde la bacteria puede
persistir en estado libre o en asociacién con el fitoplancton, zooplancton o factores
bidticos y abioticos (por ejemplo, usando la quitina de los copépodos como fuente
de carbono y nitrégeno). No obstante, la trasmisién persona-persona, via
contaminacion fecal, tiene un rol esencial en la epidemiologia de la enfermedad
tanto en contextos endémicos como epidémicos. Personas que viven en lugares
con suministros de agua contaminados y un nivel deficiente de saneamiento, se
encuentran particularmente en riesgo de coélera; en especial en condiciones de
hacinamiento, como en el caso de los campos de refugiados saturados, siendo el
riesgo de epidemia muy alto ya que la bacteria permanece altamente infecciosa
durante al menos 5 horas después del paso del hospedador humano al medio
acuatico (3,4). Otros factores de riesgo a nivel individual son la hipoclorhidria
gastrica, la ausencia de lactancia materna (en nifios) y pertenecer al grupo

sanguineo O (5-7).
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Figura 2. Mecanismos de transmision seguidos por VC

Durante el ultimo siglo el cdlera se ha ido eliminado de los paises industrializados
gracias al conocimiento y las mejoras en la infraestructura dirigida al acceso de
agua potable y al tratamiento de aguas residuales. En Espafia el ultimo brote
epidémico fue en 1979. Los primeros casos aparecieron en Melilla en julio de 1979
y de ahi pasé a la peninsula siguiendo la ruta habitual de emigracién europea a
través de Malaga y Barcelona. El brote finaliza el 24 de octubre con un total de 264
casos (8). Sin embargo, hoy en dia sigue siendo una causa importante de
morbilidad y mortalidad en los paises de mediano y bajo ingreso, donde es un
indicador de infraestructura en agua potable y saneamiento inadecuados. Segtin un
analisis de 2015, la carga global anual de cédlera se estim6 en aproximadamente
2,86 millones de casos y 91.000 defunciones por afno. El colera es endémico en mas
de 50 paises y la mayoria de los casos notificados proceden del Africa sub-
sahariana (9). Aproximadamente la mitad de la carga de mortalidad se debe a

menores de 5 anos.
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Figura 3. Casos anuales de célera en paises endémicos. Tomado de (9)

El Vibrio cholerae es una bacteria gram-negativa y se clasifica en serogrupos de
acuerdo con la estructura del antigeno-O de la membrana. En el medio ambiente
existen mas de 200 serogrupos, pero sélo el 01 y el 0139 tienen relevancia clinica
(por secretar toxina colérica) y, de éstos, Unicamente el Vibrio cholerae 01 es el
agente causal de las pandemias registradas hasta el momento. El resto de
serogrupos, llamados no-01/no-0139, se encuentran de forma natural en
ecosistemas acuaticos (particularmente en aguas salinas costeras y estuarios y a
menudo en asociacion con el zooplancton y mariscos) y son raramente toxigénicos
(<1%); pero podrian constituir un reservorio potencial de cepas que podrian
adquirir genes de virulencia (toxina colérica) y, por tanto, contribuir a la evolucién

de las cepas patogénicas (10).

Tabla 1. Diversidad del VC en el medio ambiente

Serogrupo Capsula Toxigenicidad
01 (Tox+) i *
01 (Tox-) ) )
02-0138 +0- -
0139 (Tox+) + *
0140-0200 +0- -

Entre 1817 y 1923 se han registrado 6 pandemias (con fechas de inicio: 1817,
1829, 1852, 1863, 1881 y 1889) afectando a todos los continentes. Actualmente
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nos encontramos en la séptima pandemia que comienzd en 1961 en Indonesia y
llegd a Africa en 1970. La plausibilidad de la transmisién de la bacteria entre paises
y dentro del mismo en los diferentes periodos de tiempo viene dada por las
diferencias genéticas entre cepas. El biotipo Cldsico parece ser el responsable de
las primeras 6 pandemias. Sin embargo, en la actual ha sido desplazado por el
biotipo El Tor. Entre 1970 y 2007 ha habido al menos 12 introducciones al
continente Africano. Podemos distinguir principalmente dos serotipos tanto entre
las cepas clasicas como entre las cepas El Tor; el serotipo Ogawa y el Inaba. Un

tercer serotipo, el Hikojima, se encuentra raramente de manera estable.

Figura 4. Clasificacion del Vibrio cholerae

A raiz de los brotes en India y Bangladesh producidos en 1992 y causados por el
serogrupo 0139 (11,12), se abrio la sospecha de que este serogrupo pueda ser el

causante potencial de una nueva pandemia. (13).

La prevencion y control del colera estan estrechamente relaccionados con el
acceso al agua potable e infraestructuras de saneamiento. Durante una epidemia, el
foco de la respuesta esta en la identificacion y tratamiento temprano de los casos,
la provisiéon de agua potable, de medidas hacia un adecuado saneamiento y en la
promociéon de buenos habitos de higiene. Desde 2011 la OMS recomienda la

vacunacion dentro de las medidas de respuesta (14).

La persistencia o el control del célera en Africa va a ser un indicador clave de los
esfuerzos mundiales para alcanzar los Objetivos de Desarrollo Sostenible apoyados

por el PNUD (Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo) (15).
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1.2 Genética del Vibrio cholerae

La virulencia en las variedades patogénicas del Vibrio cholerae (01 y 0139) esta
asociada a un bacteriofago filamentoso (CTX), procedente de una familia de virus
que participan en la conversién lisogénica de bacterias gram-negativas patégenas
y que contiene los genes que codifican la toxina colérica (CT), responsable de la
mayoria de los sintomas clinicos de la enfermedad, en especial de la peculiar
diarrea acuosa y profusa. Existen al menos 200 especies de bacteriéfagos que
infectan al VC, conocidos como vibriofagos. La expresién de las particulas del fago

es especifica al biotipo (16).

El anclaje e integracion del CTX al cromosoma bacteriano del VC se realiza a través
del pili corregulado con la toxina (TCP) que, ademas de actuar como receptor, es
un factor para la colonizacién del tracto intestinal, siendo éste el habitat natural de
ambos, fago y bacteria. El TCP estd codificado por un elemento genético movil
llamado isla de patogenicidad de Vibrio (VPI), “Vibrio seventh pandemic (VSP)

islands” en las cepas de la 72 pandemia (17).

Figura 5. Mecanismo e toxigenicidad del VC. Tomado de (18)

Durante la infeccion, el Vibrio cholerae expresa CT y TPC. Existe una co-evolucion
de los elementos genéticos que median la transferencia de genes de virulencia con
las especies de bacterias patogénicas que infectan, pudiendo emerger cepas
toxigénicas nuevas a través de este mecanismo (19). El genoma del Vibrio cholerae

consta de dos cromosomas: uno largo y otro corto. Normalmente el CTX se inserta
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en un sitio especifico (llamado att) cerca del terminal de replicacion del
cromosoma largo, aunque se han documentado integraciones alternativas en el

cromosoma pequeiio (20).

Desde el punto de vista funcional, el CTX que contiene las cepas de VC consiste en
dos grupos de genes distintos: el nucleo y la regiéon RS2. El nicleo incluye los
genes ctxAB, que codifican la CT; y otros 5 genes, Psh, Cep, pllIICTX/orfU, Ace y Zot,
necesarios para la morfogénesis del fago y la actividad enterotoéxica (Ace y Zot)
(21,22). El ctxA es idéntico en los dos fagos Cldsico y El Tor, mientras que el ctxB
difiere en dos aminodacidos en los residuos 39/18 y 68/47 (19,21). La region RS2
codifica las proteinas necesarias para la replicacion (RstA), integracion (RstB) y
regulacion (RstR) de la recombinacion del CTX en el cromosoma del VC.
Variaciones en la secuencia del RstR clasifican variaciones del CTX y por tanto de
las cepas de VC (El biotipo Cldsico contiene el profago CTXca y el biotipo El Tor el
CTXElTor o CTX-1). Las cepas de El Tor contienen ademas un satélite conocido como
RS1, que es similar al RS2 con un gen mas (el rstC), que codifica una proteina
antirepresora que promueve la transcripcion de genes necesarios para generar
particulas infecciosas (19,23). El sistema de recombinacién que cataliza la
integracion de los pldsmidos del CTX en los cromosomas de las cepas Vibrio
cholerae no toxigénicas, a traveés del att del RS1, viene codificado por las secuencias

RS (rstABCR) (17)

Figura 6. Estructura del CTX y el RS1 en diferentes variantes del VC 01. Tomado de (22)
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Desde el punto de vista filogenético, la actual séptima pandemia se puede dividir
en tres grupos en funcién de las caracteristicas de la CT, representando 3 olas
independientes de transmision (24). Las dos cepas mas frecuentes en los ultimos
100 afos pertenecen a los biotipos Cldsico y El Tor. Esta clasificacién se basa, no
solo en diferencias fenotipicas (capacidad de hemolizar eritrocitos ovinos,
aglutinar eritrocitos de aves, producir la reaccibn de Voges-Proskauer,
susceptibilidad a la polimixina B y la posesion de fagos especificos al biotipo (19))
y genotipicas, sino que ademas determina unas diferencias en la patogenia y en los
patrones de transmisién y supervivencia. Esto hace que las cepas de EI Tor estén
mas asociadas a infecciones asintomaticas y de mayor supervivencia tanto en el
ambiente como en el hospedador humano (y siendo por tanto mas eficientes en la
transmisidon) que las cepas del Cldsico que manifiestan una clinica mas severa

(22,25).

Ademas de los biotipos el Cldsico y El Tor, una nueva variante, el llamado biotipo El
Tor atipico, se ha desarrollado a partir de 1991 (17,22). Esta cepa ha evolucionado
desde la variante El Tor con adquisicion de algunos de los atributos del genoma del
Cldsico (alelos rstRca y ctxB1), mediante recombinacion genética de ambos. Esta
variante El Tor atipico, que produce la CT del Cldsico, ha desplazado el biotipo El
Tor en Bangladesh a partir de 2001 (26) y se ha propagado a otros paises en Asia (
India, Vietnam,..) y Africa (la primera cepa fue en Mozambique durante la
epidemia de 2004 (27,28)) mostrando una gran diversidad genética e indicando
que su difusion es resultado de la expansion multiclonal en lugar de un clon unico.
Las cepas El Tor se clasifican en 2 grupos, ola 2 y ola 3, en funciéon de las
variaciones genomicas y el CTX que albergan: CTX-1 (ola 1) y CTX-2 (ola 2)
(24,29). Las cepas causantes de la epidemia de célera en Haiti muestran una
relacion con las cepas aisladas en Bangladesh entre 2002 y 2008, que se

diseminaron a Nepal antes de alcanzar Haiti en 2010 (30).

Entre 1991 y 2004 se aislaron cepas de EI Tor, en varios paises Asiaticos y
Africanos, que pueden albergar tanto el alelo ctxB de El Tor como el del Cldsico. Asi
mismo, muchas de estas cepas llevan tanto el rstR¢ como el rstRE. Estas

variedades se han denominado hibridas y contienen tanto el gen para la toxina
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colérica B (ctxB) del tipo El Tor y/o del Cldsico a diferencia de las cepas alteradas

que solo contienen el del Cldsico (31).

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas VC 01

Tomado de (22)

El reciente serogrupo 0139 proviene de las cepas del biotipo EI Tor con una
modificacion genética del lipopolisacarido y la adiciéon de una cdpsula a las cepas

parentales mediante transferencia horizontal genémica del locus rfb (32).

1.3 Biologia Molecular de la toxina colérica

La molécula de la CT consiste en una proteina heterogénea estructurada en dos
subunidades: un oligdémero de 56 kDa compuesto por 5 subunidades B idénticas
(de 8-10/11.6 kDa cada una) unidas circularmente (CTB o ligera) y una subunidad
A de 28 kDa toxoactiva (CTA o pesada). A su vez, la subunidad A esta intregrada
por dos cadenas polipeptidicas, la CTA1 y la CTA2. La CTA1 confiere toxigenicidad
mediada, mientras que CTAZ tiene la funciéon de insertar el CTA dentro del

pentamero CTB (mediante enlace no-covalente) (19,33,34).

Figura 7. Representacion de la estructura molecular de la toxina colérica.Tomado de (35).
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El Vibrio cholerae libera la CT, encontrandose mas del 90% de esta exo-
enterotoxina en forma extracelular y soluble. Una vez en el lumen del intestino
delgado, la CT se internaliza en los enterocitos del hospedador a través del
receptor ganglésido GM1, para el cual la CTB tiene una afinidad muy alta, siendo
por tanto esta subunidad ligera la responsable de la unién celular. Como se ha
mencionado en el apartado anterior, las secuencias de la CTA son idénticas para las
cepas del Cldsico y El Tor mientras que la secuencia de la CTB varia en dos
nucleétidos. De cualquier manera, estos residuos no forman parte de la unién al

GM1 ni influencian su afinidad (29).

Una vez endocitada, la CT viaja por transmisiéon retrégrada hasta el reticulo
endoplasmatico, donde CTA y CTB se disocian. La CTA1 se trasloca al citosol donde
cataliza la reaccién de ribosilacién del ADP con la subunidad Gsa de la adenilato-
ciclasa resultando en un incremento del AMP-ciclico. Los niveles altos de AMP-
ciclico producen un desequilibrio en el flujo electrolitico a través de la membrana
epitelial de la célula que se traduce en un aumento de la salida de cloro mediante el
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR). Una
inhibicion de la absorcién de sodio disminuye la captacion de agua por la célula. Al
mismo tiempo, un incremento de la exportaciéon de cloro y bicarbonato producen
un aumento de la salida de sodio, y por tanto de la secrecidn de agua por gradiente
ionico. El efecto combinado produce una pérdida voluminosa de fluidos por el
intestino del orden de 500 a 1000 ml/h, que en casos extremos puede llegar a 30-
40 1 por dia. E1 80-90% de la secrecion de fluido colérico ocurre en el primer metro

del yeyuno proximal (36).
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Figura 8. Mecanismo de accion de la toxina colérica. Tomado de (37)

El biotipo EI Tor produce también la toxina RTX que contribuye a la patogénesis

del VC (37). Esta RTX no es producida por el biotipo Cldsico.

1.4 Respuesta inmunolodgica al Vibrio cholerae

La infeccion por el Vibrio cholerae, aunque no es invasiva ni inflamatoria en cuanto
a que no produce grandes cambios en la mucosa intestinal ni en la integridad del
intestino delgado, induce una respuesta tanto frente a la CT como al
lipopolisacarido (LPS) de la membrana de la bacteria, activando los dos tipos de

respuesta inmunitaria: la innata y la adaptativa (o adquirida).

Durante la fase aguda, se produce la activacion de citocinas proinflamatorias
(incluyendo la interleucina-1f y el factor de necrosis tumoral), la expresion de
diversas proteinas bactericidas y la migraciéon de neutréfilos a la lamina propia.
(38). La susceptibilidad al Vibrio cholerae depende de la variabilidad natural de la

respuesta del sistema inmune innato (3).

Las células presentadoras de antigenos (APC), que fagocitan y procesan la bacteria,
juegan un papel esencial en la iniciacién de la inmunidad adaptativa mediante la
activacion de los linfocitos T CD3+ a través de la presentacion del antigeno (Ag). La

CTB facilita la presentacion de ciertos Ags por los macréfagos y los enterocitos.
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Después de la fase inicial infecciosa, se desarrolla una inmunidad adaptativa de
larga duracién. La respuesta adaptativa incluye inmunoglobulina A secretora
(slgA) producida localmente en el intestino, IgA sérica, IgG, anticuerpos (Ac)
vibriocidas, células secretoras de Ac, células T y células B y T de memoria
especificas para la proteccién a largo plazo. Las células CD3+ activadas producen
factores humorales de inmunidad, como la IL-2, que actia como factor de
crecimiento de los linfocitos T, amplificando la vigilancia de la inmunidad Ag
dependiente. La inmunologia del linfocito T es una compleja respuesta en cascada,
que implica la maduracién de las células CD3+ CD4+ del estadio naive a un estadio
de memoria. Esto coincide con un cambio en la secreciéon de citocinas hacia la
maduracion y expansion de las células B que producen los Ac especificos frente al
Ag “no propio” (39,40). Aproximadamente 8 dias depués del inicio de la infeccién
se produce un pico de linfocitos circulantes especificos para el Ag de Vibrio
cholerae que expresan los receptores de quimiocina en el intestino. Estos linfocitos
pronto se vuelven indetectables en sangre, ya que regresan a la mucosa intestinal,
donde llevan a un aumento de la sIgA, especifica para CTP, LPS o la CTB. La
mayoria de los Ac vibriocidas séricos son frente al LPS y actian como marcadores
de la presencia de Ac intestinales contra Ags especificos en la superficie bacteriana,
en lugar de como mediadores de la protecciéon (41). La respuesta tanto de los Ac
séricos, como la de los Ac vibriocidas, alcanza un maximo entre 1 y 3 semanas

después de la infeccion (3,42).

Un afo después de la infeccion, los Ac vibriocidas e IgA especifica a la CT
disminuyen hasta niveles basales. Aun asi, en voluntarios sanos infectados con
Vibrio cholerae, cuyos niveles de sIgA en la mucosa vuelven a niveles de referencia
pasados unos meses, muestran una capacidad persistente para desarrollar una
respuesta inmune anamnésica cuando vuelven a ser desafiados con Ags de Vibrio
cholerae, desarrollando una secreciéon maxima de Ac intestinales a los tres dias. Por
lo tanto, es posible que la rapidez de la respuesta anamnésica en la reexposicién
pueda mediar en la proteccion contra el Vibrio mas que la de los Ac preformados.
De hecho, el Vibrio cholerae induce una respuesta de células B de memoria
detectable durante al menos 1 afio después de la infeccion (43-45). Se ha visto que

personas que cohabitan con una persona que ha enfermado por célera y que
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presentan células B de memoria especificas para el Ag-O tienen un menor riesgo de
infeccion por Vibrio cholerae, incluso sin evidencia de Ac vibriocidas circulantes en

el tiempo de exposicion(46).

Figura 9. Progresion de Ac después de la infeccion por Vibrio cholerae. Tomado de (3)

Partiendo de la base que el Vibrio cholerae no penetra en la mucosa intestinal, solo
los Ac antibacterianos y antitoxina presentes en el lumen intestinal o en la

superficie de la mucosa pueden ser efectivos.

Los Ac antitoxinas actian por inhibicién de la unién de la CT al GM1 mas que por
interaccién con la CTA. Los Ac IgG tienen una potencia neutralizadora mayor que la
de la clase IgM, los cuales no tienen apenas efecto. El mecanismo de accion de los
Ac vibriocidas esta menos claro. Freter sugiere que estos Ac actuan por inhibicion
de la adhesion del Vibrio cholerae a 1a mucosa superficial ademds de incrementar el
movimiento peristaltico que facilita la expulsion de vibrios y de la toxina. También
los Ac vibriocidas podrian alterar la produccion de CT. En cualquier caso, la
respuesta inmunoloégica antibacteriana es fundamental para la inmunidad a largo

plazo.

Independientemente del mecanismo de accion, los Ac IgG, IgA e IgM son capaces de
mediar proteccion si estan presentes en el intestino. Sin embargo, el lugar de
sintesis podria ser fuera del mismo, pudiendo derivar de la circulaciéon sanguinea
ya que se ha observado una correlacion inversa entre titulos de Ac vibriocidas en

zonas endémicas y la incidencia de la enfermedad (47). Varios articulos muestran
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una correlacion entre el titulo de Ac vibriocidas y la proteccion frente Vibrio

cholerae. (48,49)

Segun estudios experimentales, no existe una proteccion cruzada entre los
serogrupos 01 y 0139 (50), la proteccién es mas pronunciada en la producida por
la infeccién por el biotipo Cldsico que por la de El Tor (51) y existe una proteccion
cruzada contra el serotipo Inaba como Ogawa después de una infeccién por Inaba,
mientras que la infecciéon por Ogawa solo confiere proteccién contra su serotipo

homologo (52).

1.5 Vacunas y uso en los altimos afios

La infeccion por colera esta extremadamente extendida en zonas endémicas,
generalmente en forma subclinica. Durante la década de 1880, Koch y colegas
observaron que personas que padecian una infeccién inicial por célera quedaban
protegidas contra infecciones posteriores durante la misma epidemia, sugiriendo
el desarrollo de cierta inmunidad adquirida (53). Observaciones epidemioldgicas
en este sentido sugirieron imitar la inmunidad natural con cepas atenuadas de

Vibrio cholerae como enfoque para el desarrollo de vacunas (54).

El creador de la primera vacuna frente al célera fue el médico espafiol Jaime Ferran
(1851-1929) a partir del cultivo de bacterias tomadas de una persona enferma por
colera durante la epidemia de 1884 en Marsella, donde fue enviado para estudiar
el brote. Durante la epidemia de 1885 en Espafia, inoculé con dicha vacuna a unas
50.000 personas en Valencia. Sin embargo, los informes de eficacia de la vacuna
realizados por las comisiones cientificas de aquella época mostraron resultados
dispares y controvertidos ya que los cultivos utilizados contenian poca cantidad de

V. cholerae y ademas presentaban otros microorganismos (55,56).

Sawtschenko y Sabolotny desarrollaron la primera vacuna oral frente al célera en
1893 cuando ellos y sus estudiantes ingirieron V. Cholerae cultivado en medio agar
e inactivado con calor. Permanecieron asintomaticos después de infectarles con V.

cholerae, pero a pesar de estos resultados, quedaban incognitas sobre la
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pragmaticidad de la inmunizacién oral ya que se requerian maultiples dosis altas

(53)

Durante los afios 1920-1930 se llevaron a cabo en India ensayos clincos con
Bilivaccine, una preparado comercial en forma de pastilla con 70 billones de V.
cholerae. La pauta vacunal era de tres dosis durante tres dias consecutivos.
Aunque se demostré que proporcionaba una protecciéon frente al colera, se
consider6 inferior a la proporcionada por la vacuna parenteral. Con lo que se

abandoné el método de la via oral (53).

La primera generacion de vacunas frente al coOlera fueron, por tanto, de
administracion parenteral y fueron utilizadas a lo largo del siglo XX. Durante los
afios 60 y 70 se realizaron estudios clinicos que encontraron que estas vacunas
conferian una proteccion limitada (de alrededor del 50%), de corto plazo (menos
de 6 meses) y con frecuentes efectos secundarios (57). De hecho, la OMS catalogé

la vacunacién como medida ineficaz para el control del colera en 1993.

Concluyendo con el apartado anterior, estudios posteriores revelaron que la base
de la protecciéon inmunolégica frente al célera parece ser que se encuentra en la
mucosa intestinal (56,58,59), de modo que el enfoque de inmunizacién oral
parecia ser el mas eficiente. En los ultimos tiempos se han desarrollado vacunas
orales contra el cdlera tanto vivas (atenuadas genéticamente) como inactivadas

(4,60).

En contextos endémicos, las vacunas atenuadas no han mostrado mucha eficacia
(61). Sin embargo, las vacunas orales inactivadas (OCV) han mostrado una
proteccion de al menos 5 afos usando la pauta de dos dosis (62). Ademas de
aportar una proteccién directa a los individuos vacunados, las OCV confieren
inmunidad indirecta (de rebafio), siendo una medida de Salud Pulbica muy costo-

efectiva (63).

En 2016, fecha en la que comienza el trabajo de campo de la presente tesis, cuatro

formulaciones de vacunas orales se encontraban disponibles:
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e Dukoral®: Vacuna inactivada monovalente con células enteras inactivadas de
Vibrio cholerae 01 y subunidad B de toxina colérica recombinante (WC-rBS).
Producida por Valneva, Suecia. Comercializada en aproximadamente 60 paises.
Precalificada para uso internacional por la OMS en 2001.

e Shanchol™: Vacuna inactivada bivalente con células enteras inactivadas de
Vibrio cholerae 01 y 0139 (BivWC). Producida por Shantha Biotechnics, India.
Autorizada en India (febrero 2009), Filipinas, Nepal, Malasia y Costa de Marfil.
Precalificada para uso internacional por la OMS en noviembre 2011.

e mORC-VAX™: Vacuna inactivada bivalente con células enteras inactivadas de
Vibrio cholerae 01 y 0139. Producida por Vabiotech, Vietnam. Autorizada sélo
en Vietnam (2009).

e Euvichol®: Vacuna inactivada bivalente con células enteras inactivadas de
Vibrio cholerae 01 y 0139. Producida por EuBiologics, Corea del Sur.
Precalificada para uso internacional por la OMS en diciembre de 2015.

e OraVacs™: Vacuna inactivada monovalente con células enteras inactivadas de
Vibrio. cholerae O1 y subunidad B de toxina colérica recombinante. Producida
por Shanghai United Cell Biotechnology, China. Autorizada en China y Filipinas.

e Vaxchora™: Vacuna viva atenuada de Vibrio cholerae 01 Cldsico Inaba cepa
569B (CVD 103-HgR). Producida por PaxVax, Estados Unidos de América
(USA). Autorizada en Junio de 2016 en EUA.

1.5.1 Dukoral®

Dukoral® se desarrollé en Suecia durante los afios ochenta y fue la primera vacuna
autorizada a nivel intenacional en 1991. Es una vacuna oral monovalente
producida a partir de células enteras de Vibrio cholerae (Cldsico y El Tor, Inaba y
Ogawa), inactivadas por calor (el biotipo Cldsico) y con formalina (el biotipo EI
Tor), y subunidad B de toxina célerica recombinante (originalmente contenia la
subunidad B de toxina célerica nativa a partir de una cepa salvaje). La vacuna se
administra con una solucién tampén de bicarbonato sédico con la finalidad de
proteger la toxina B de ser destruida por los acidos gastricos. Produce una
inmunizacién activa estimulando la produccion de sIgA y Ac antitoxina a nivel del

intestino y se utiliza sobre todo para personas que viajan a areas endémicas de



INTRODUCCION | 39

coOlera. La seguridad e inmunogenicidad han sido evaluadas en estudios post-

autorizacion, incluyendo individuos inmunodeprimidos y embarazadas (64).

La eficacia vacunal de Dukoral® frente al célera ha sido evaluada en tres ensayos
clinicos aleatorizados, doble ciego y controlados con placebo. Uno fue realizado en
Bangladesh (region endémica) y dos en Pert (regién no endémica). El estudio de
Bangladesh (en Matlab) se realiz6 con 62.285 participantes entre 2 y 15 afios y
mujeres a partir de 15 afios a los que se les administraron 3 dosis de vacuna versus
placebo. La eficacia protectora de Dukoral® en la poblacién general fue del 85%
(Intervalo de confianza (IC) del 95%: 56-95) durante los seis meses iniciales de
seguimiento. La duracion de la proteccion conferida por la vacuna variaba segun la
edad, con una duracién de seis meses en la poblacién infantil (2-5 afios) y de dos
afios en la poblacidn adulta. La eficacia fue mas notoria frente al biotipo Cldsico que
El Tor. Este estudio también sugiere que, en las personas adultas, dos dosis de
vacuna parecian ser tan eficaces como tres y que, aunque el componente de la
subunidad B de toxina colérica conferia una mejor inmunidad a corto plazo
(especialmente en la poblacién infantil), la parte celular de la vacuna era la
responsable de la inmunidad de largo plazo (65-68). En el segundo ensayo clinico,
realizado en Peru con reclutas del ejército entre 16-45 afios, la eficacia protectora
a corto plazo frente al co6lera tras dos dosis de vacuna fue del 86% (IC del 95%: 36-
97)(69). El tercer estudio, un ensayo aleatorio de doble ciego realizado en Pery, no
logro mostrar eficacia protectora de la vacuna (dos dosis) frente al célera durante
el primer afio (debido a razones metodoldgicas (70)). Tras una dosis de recuerdo
(tercera) al cabo de 10-12 meses de la inmunizaciéon primaria, la eficacia

protectora durante el segundo afio fue del 61% (IC del 95%: 28-79)(71).

La efectividad vacunal (EV) ha sido evaluada mediante estudios obervacionales
durante dos campafias de vacunacién masivas realizadas en Mozambique
(diciembre de 2003 - enero de 2004) y en Zanzibar (febrero de 2009 - mayo de
2010). En el estudio de casos y controles realizado en Mozambique, la efectividad
de 2 dosis de Dukoral® fue del 84% (IC del 95%: 43-95) a los cinco meses de
seguimiento (72). Todas las muestras de este estudio pertenecian a la cepa EI Tor

atipico (que produce la CT del Cldsico) (27). En el analisis de cohorte longitudinal
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realizado en Zanzibar, la eficacia protectora después de 2 dosis de Dukoral fue del
79% (IC del 95%: 47-92) durante un periodo de seguimiento de 15 meses. Ademas
de la proteccion directa, se demostr6 que Dukoral® proporciona una protecciéon
indirecta (inmunidad de rebafio) significativa en las personas no vacunadas
residentes en zonas con alta cobertura vacunal (63,73). No conocemos estudios de

la efectividad de Dukoral® tras la administracion de una dosis de recuerdo.

1.5.2 mORC-VAX™y Shanchol™

ORC-VAX™ fue desarrollado en Vietnam a finales de los afios 80 como vacuna
inactivada monovalente con células enteras inactivadas de Vibrio cholerae 01. A
diferencia de Dukoral® no requiere administrarse con una solucién tampén puesto

que no posee la subunidad B de toxina colérica recombinante.

Durante los afios 90 se realiz6 un ensayo clinico en Vietnam que probd la
seguridad de la vacuna con una eficacia del 66% a los 8-10 meses. En 1997 se
afiadieron células enteras inactivadas de V. cholerae 0139 y fue autorizada en
Vietnam como mORC-VAX™, siendo la primera vacuna usada en poblaciones

endémicas.

Un estudio observacional post-autorizacion durante la epidemia de célera de 2003
en Hue (Vietnam) después de la vacunacién entre 1998 y 2000 estim6 una
efectividad vacunal global a los 3-5 afios de la vacunacion del 50% (IC del 95%: 9-
63) (74). Otro estudio durante la epidemia de cdlera de Hanoi en 2007-2008
mostro una efectividad del 76% (IC del 95%: 5-94) a los 3-5 meses después de la
campafa de vacunaciéon sugiriendo que la vacuna podia proteger incluso después

del comienzo de un brote (75).

La vacuna fue reformulada en 2004 en colaboracion con el Instituto International
de Vacuna (IVI) de Corea para cumplir con los requisitos de la OMS y de buenas
practicas de produccion. Ensayos clinicos de fase II en Vietnam e India muestran
que esta vacuna es segura e inmunogénica, con unos titulos de Acs mayores que los
observados con ORC-VAX (76,77). Un estudio aleatorizado y controlado con

placebo con 66.900 personas mayores de 1 afilo de edad, en Calcuta en 2006,
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demostr6 una eficacia vacunal del 65% a los 3 afos de seguimiento. Todos los
episodios de cdlera de este estudio pertenecian a la cepa El Tor atipico (78). En
este estudio también se vié que la vacuna produce una proteccion indirecta 3 afios
después de la vacunacion, probablemente debido a la reduccion de la transmisién

en la zona (79).

En 2009 fue autorizada en Vietnam como mORC-VAX™ (donde forma parte del
Programa Ampliado de Inmunizacién Nacional) y en India como Shanchol™ para
produccion nacional. En 2011 la OMS precalific6 Shanchol™ para uso internacional.
Se ha usado en Haiti, islas Salomdn, Tailandia, Guinea y Sudan del Sur entre otros

paises (80).

1.5.3 Euvichol®

Euvichol® presenta la misma formulaciéon que Shanchol™ y mORC-VAX™ pero
producida por EuBiologics Co., Ltd.; laboratorio seleccionado por el programa
“Iniciativa de Vacunas de Célera” (CHOVI), financiado por la Fundacion Bill y
Melinda Gates y con la transferencia tecnolégica del IVI, con el objetivo de
aumentar el numero de productores de vacuna frente al célera para su uso en

salud publica.

La vacuna tiene una vida util de 24 meses a 2-8 °C y de 30 dias a 37 °C. La pauta
vacunal consiste en dos dosis administradas con un intervalo de dos semanas. No
require solucién tampdn. La diferencia entre Euvichol® y Euvichol-Plus® reside en
la presentacidn, el primero en frascos de vidrio (como Shanchol™) y el segundo en
viales de plastico, presentacion mas sencilla para la logistica y administracion de la

vacuna (81).

Los ensayos clinicos precomerciales de fase I realizados en Corea en 2013 en 20
individuos sanos (hombres) confirmaron que la vacuna era segura, bien tolerada e
inmunogénica. En un ensayo clinico para evaluar la seguridad con 2.999 personas
sanas (de 1 a 40 afios de edad), aparte de los efectos adversos raros o poco
frecuentes ya descritos, no se produjo ningin efecto adverso grave durante el

periodo de estudio.
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En 2014 se llevé a cabo un ensayo clinico controlado aleatorio en Filipinas. Se
seleccionaron un total de 1.263 participantes (486 nifios y nifias de 1 a 17 afios y
777 personas adultas de 18 afios y mas). El estudio mostré que dos dosis de
Euvichol® inducia una fuerte respuesta inmune a Vibrio cholerae 01 Inaba y 01
Ogawa en comparacion con Shanchol™ tanto en la poblacién infantil como adulta.
La inmunidad a Vibrio cholerae 0139 fue menos pronunciada para ambas vacunas.
No se informaron diferencias significativas en cuanto a eventos adversos (82). En

diciembre de 2015 fue precalificada por la OMS.

1.5.4 OraVacs™

La formula de OraVacs™ es la misma que Dukoral® con la diferencia de la forma
farmacéutica, presentandose en capsulas con recubrimiento entérico. Fue
adquirida por el gobierno chino después del terremoto de 2008. Estudios
preclinicos y datos de seguridad e inmunogenicidad estan disponibles en chino en
la literatura. Sin embargo no hay disponible ninguna evaluacién en cuanto a su
eficacia. Estd autorizada en China y Filipinas y su principal mercado es el de

turistas (83).

1.5.5 Vaxchora™

Esta vacuna viva atenuada fue producida a partir de una cepa de Vibrio cholerae 01
Inaba de la sexta pandemia por deleccién de la CTA y adicién de un marcador de
resistencia de mercurio. Se empezé a desarrollar en los afios 80 y estuvo
comercializada en los afios 90 como Orochol®. Su produccién se suspendié en
2003 por razones comerciales. Actualmente la produce PaxVax. Su eficacia fue
evaluada a través de un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego controlado por
placebo en 197 personas entre 18 y 45 afios infectadas posteriormente con Vibrio
cholerae (84). En zonas endémicas la respuesta vibriocida es baja, con lo que
requiere una cantidad mas elevada de antigeno en su formulacion. Esta autorizada

en USA para personas que viajan a paises con transmision activa de coélera.

1.6 Contexto: Zambia
La Republica de Zambia se encuentra al centro-sur de Africa y es un pais interior

limitrofe con Angola, Republica Democratica del Congo, Tanzania, Malawi,



INTRODUCCION | 43

Mozambique, Zimbaue, Botsuana y Namibia. Se divide en 10 provincias, y cada una

se fracciona en distritos, con un total de 105 a lo largo de todo el pais.

Figura 10. Mapa de Zambia

Zambia tiene wuna extension de 752.614 kilometros cuadrados, es
fundamentalmente montafioso y presenta numerosas depresiones ocupadas por
rios y hundimientos tectdnicos. La altitud media no supera los 1.500 m. Al sur del
pais se encuentran las cataratas Victoria (Patrimonio de la Humanidad). Se
caracteriza por tener un clima tropical con una estacién seca de mayo a noviembre

y de lluvias de noviembre a abril.

El pais ha experimentado un rapido crecimiento econémico en la ultima década
siendo el segundo mayor productor de cobre de Africa, que representa el 90% del

valor de las exportaciones.

La poblacion en 2016 (proyeccion del censo de 2010) era de 15.933.883
habitantes y esta compuesta por mas de 70 grupos étnicos. El 44% de la poblacién
vive en las ciudades o areas urbanas. Salvo en la capital, Lusaka, el resto de
principales urbes estan en la region minera proxima a la Republica Democratica de

el Congo (85).

1.7 Codlera en Zambia
El célera es una enfermedad endémica en Zambia. El pais ha registrado largos

periodos con transmisiéon continuada con una recurrencia anual de 13.154 casos


https://es.wikipedia.org/wiki/Distritos_de_Zambia
https://es.wikipedia.org/wiki/Monta%C3%B1a
https://es.wikipedia.org/wiki/Tect%C3%B3nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Altitud
https://es.wikipedia.org/wiki/Clima_tropical
https://es.wikipedia.org/wiki/Miner%C3%ADa
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en 1991, 11.659 casos en 1992y 11.327 casos en 1999. En respuesta al gran brote
en 1999 el Ministerio de Salud (MS) de Zambia promovid la cloracién de agua en
las casas dentro del programa “Sistema de agua segura”. Aunque no se reportaron
casos en los siguientes tres afios, a partir de noviembre de 2003 se volvieron a dar

brotes anuales en Zambia afectando principalmente a la capital, Lusaka (86).

Casosl?

SemanaEpidemioldgical

Figura 11. Curvas epidémicas de cdlera en Lusaka durante el periodo 2003-2012

Tras 5 afios sin notificacién de casos de célera confirmados (desde 2011), un brote
comenzob el 4 de febrero de 2016 en Lusaka, alcanzando el pico en la semana
epidemioldgica 10. La cepa circulante identificada por laboratorio fue Vibrio
cholerae 01 Ogawa. Este brote representaba una preocupaciéon para las
autoridades de salud publica ya que los niveles de proteccién natural contra el
Vibrio cholerae podian haber disminuido en la poblacién, pudiéndose disparar la

magnitud de la epidemia.

El MS organiz6 una respuesta integral a la epidemia que incluia el manejo clinico
de casos, el tratamiento farmacolégico y las medidas de prevencidn a nivel de agua,
saneamiento y educacion para la higiene. Ademas el MS, con el apoyo de Médicos
sin Fronteras (MSF) y la OMS, llevd a cabo una campafa de vacunaciéon en
respuesta al brote con el objetivo de interrumpir la transmision de Vibrio cholerae

en Lusaka y limitar asi la probabilidad de propagacion en el pais.
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Historicamente, el riesgo de cdlera es heterogéneo dentro de Lusaka,
encontrandose la mayor carga de la enfermedad en los municipios de la parte
occidental y norte de la ciudad. Esta poblacién representaba alrededor de 500.000
personas (un 17% de la poblacién de Lusaka) y comprendia aquellas areas con el

menor acceso a agua potable, alcantarillado y saneamiento de la ciudad (87).

Debido a la gran cantidad de personas en riesgo y la escasez mundial de dosis de
vacuna, el MS decidié implementar una estrategia de dosis Unica, en lugar de hacer
una campafia de vacunaciéon de dos dosis como se indica en la ficha técnica de las
vacunas precalificadas por la OMS, para permitir que un mayor numero de
personas vulnerables se pudieran vacunar con las dosis disponibles. Esta decision
fue tomada de acuerdo con la evidencia disponible en el momento que sugeria que
el uso de una dosis de OCV podia aportar una proteccién a corto plazo y, que en
contextos epidémicos con una limitacion del stock de vacunas, podria ser una
estrategia de eleccion preferible a la de dos dosis (88-92). Esta decision dejaba
abierta la posibilidad de completar el régimen de vacunacién con una segunda
dosis cuando el stock estuviera disponible. La segunda dosis se distribuy6 8 meses

después.
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2 JUSTIFICACION

En 1999, la OMS recomend¢ el uso preventivo de la vacuna oral frente al célera en
situaciones de emergencia con alto riesgo de producirse un brote de célera y
estableci6 una reserva de 2 millones de vacunas para su uso en situaciones de

emergencia y endemicidad (93).

A pesar de que las pautas de tratamiento y prevencion del célera estan
adecuadamente establecidas y son bastante efectivas, el control del célera sigue
siendo deficiente tanto en contextos epidémicos como endémicos. La emergencia y
persistencia de esta enfermedad refleja deficiencias en los programas de agua y
saneamiento, limitaciones en la detecciéon temprana y seguimiento de epidemias de

los sistemas de vigilancia y en la accesibilidad a los servicios de salud.

Considerando dicha situacién, la 64 Asamblea Mundial de la Salud apel6 por una
estrategia integral y ampliada para el control y prevencion del célera. En la
resolucion WHA 64.15 de 2011 se incluye la consideracién de usar la vacuna frente
al célera “cuando sea apropiado, junto con los otros métodos recomendados de

prevencién y control y no como sustituto de los mismos” (94).

En 2013, la OMS estableci6é una reserva global de vacunas orales frente al célera
para garantizar su disponibilidad para el control del célera en caso de brote o crisis
humanitaria (95). Gavi, The Vaccine Alliance, se comprometié a financiar hasta 70
millones de dosis (aproximadamente 1,85% por dosis) entre 2014 a 2018 para
ampliar el apoyo a la vacunacién en contextos de emergencia y de no emergencia
(en zonas de alto riesgo). Estas reservas, coincidiendo con la precalificacion por la
OMS de dos vacunas de bajo coste, Shanchol™ en 2011 y Euvichol® en 2015,
allanaron el camino para aumentar el acceso y uso de la vacuna. Los paises que
deseen usar estas vacunas deben solicitarlas a través de dos mecanismos:
e Mecanismo de emergencia: a través del Grupo Coordinador Internacional
(ICG)(96) formado por UNICEF, MSF, La Federacion Internacional de la Cruz
Roja y Sociedades de la Media Luna Roja (FICR) y la OMS.
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e Mecanismo de no emergencia: via el Grupo de Trabajo Global para el Control
del Célera (GTFCC)(97), dispositivo de colaboraciéon entre instituciones

implicadas en el control del célera creado a raiz de la WHA 64.15.

Debido a que esta reserva es limitada, las solicitudes son revisadas basadas en el
riesgo de transmisiéon de cdlera en el pais demandante y otros factores
contextuales, como la capacidad y compromiso para el control del colera a largo
plazo y mas alla del uso de la vacuna. Existe una reserva minima de vacunas para
emergencias. Para las situaciones de no emergencia las dosis se van asignando en

funcidn de la disponibilidad restante.

Las vacunas orales frente al colera se han convertido por tanto en una herramienta
estdndar de control y prevencion del célera. Sin embargo, las estimaciones de la
eficacia y efectividad vacunal varian en funcién de la composiciéon de la vacuna, la
ubicacion, el disefio del estudio y la duracién del seguimiento. Por otro lado, las
vacunas precalificadas por la OMS establecen un régimen de dos dosis con un
intervalo de 2 semanas. Esto presenta desafios para la toma de decisiones de salud
publica para la realizacién de campanas de vacunacion reactivas, oportunas y

eficientes.

Un ejemplo de esto lo encontramos en la epidemia de célera en Lusaka, Zambia, de
2016, en la cual el MS decidié incluir una campafna de vacunacién reactiva dentro
del paquete de medidas de lucha frente al brote. El stock de vacunas insuficiente
para realizar dos dosis con un intervalo de dos semanas provocé que se decidiera
vacunar con una dosis Unica en primera instancia. Esta situacién también se
produjo el afio anterior en Juba (98), Sudan del Sur. Por tanto Zambia fue el
segundo caso en que se ha utilizado una pauta de una dosis (a parte de un ensayo

clinico en Bangladesh y posteriores utilizaciones en Haiti y Mozambique (92,99)).

Ante la escasez de vacunas precalificadas por la OMS para atender las necesidades
epidémicas y endémicas de célera mundiales (100), si una dosis de OCV provee
una proteccion significativa, esta estrategia de vacunacion seria mas rentable y por

tanto aumentaria la facilidad de uso de dicha estrategia para el control de brotes
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en contextos donde el stock de OCV es limitado. A la luz de la poca experiencia de

implementacion de este tipo de campafias para detener brotes en curso, la OMS

recomienda documentar y difundir los resultados de estas intervenciones para

ampliar el conocimiento del impacto de campafias de vacunacion reactiva.

Esta situacion presenta una oportunidad unica para obtener nueva evidencia

cientifica sobre la efectividad de este régimen para prevenir la enfermedad del

colera. Mediante este proyecto hemos pretendido contribuir en la generacién de

evidencia cientifica y establecer recomendaciones para la toma de decisiones hacia

la lucha y control del célera a través de:

Una revision sistematica de la literatura disponible y posterior meta-
analisis para disponer de un resumen de la evidencia hasta el momento de
eficacia y efectividad vacunal en general y de como puede variar segtn el
contexto y la edad.

Un estudio de efectividad vacunal en Zambia, con tres tipos de disefio,
para entender la proteccién a corto plazo de una dosis de OCV Shanchol™
como parte de la estrategia de control de la epidemia.

Una encuesta de cobertura después de la segunda ronda de la campafia
de vacunacién con OCV para evaluar la estrategia de ejecutar una primera
ronda de vacunacion para controlar el brote y una segunda ronda a los 8
meses para aumentar la duracién de la proteccion e incrementar
potencialmente la poblacion inmunizada antes de la siguiente temporada
de célera. Esto podria permitir entender cuantas personas recibieron dos
dosis de la vacuna y cuantas permanecen parcialmente vacunadas o no

vacunadas antes del comienzo de la temporada de c6lera 2017 en Lusaka.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el uso de una dosis de vacuna oral inactivada en respuesta a la epidemia de

colera de 2016 en Zambia y la administraciéon de la segunda dosis (8 meses

después) para incrementar la duracion de la proteccién de la vacuna.

Este objetivo global se aborda mediante los siguientes objetivos especificos.

3.2 Objetivos especificos

Realizacion de una revision sistematica y metandlisis de la literatura
disponible para generar estimaciones promedio de eficacia y efectividad
directa de la vacuna inactivada oral frente al célera. (Ver Anexo 1:
Publicacién relacionada n21)

0 Estimacion de eficacia y efectividad vacunal global.

0 Estimaciones en funcién del lugar.

0 Estimaciones en funcién del grupo de edad.

Estimacidn de la efectividad a corto plazo de una dosis de vacuna oral frente
al colera como medida reactiva frente al brote de Lusaka, Zambia, en 2016.
(Ver Anexo 1: Publicacion relacionada n22)

0 Determinar la proteccion a corto plazo de una dosis de vacuna oral

frente al colera Shanchol™ .

Evaluacién de la cobertura vacunal de la campafia de vacunacion en Lusaka,
Zambia en 2016 con dos dosis en una pauta de intervalo de 8 meses. (Ver
Anexo 1: Publicacion relacionada n23).

0 Evaluar la proporcién de personas vacunadas con dos dosis.

0 Evaluar el porcentaje de personas vacunadas con al menos una dosis.

0 Evaluar la proporcion de personas vacunadas con una dosis.

0 Evaluar la proporciéon de personas vacunadas durante la primera

ronda.
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Evaluar la proporcién de personas vacunadas durante la segunda
ronda.

Calcular la tasa de abandono en la segunda dosis.

Evaluar la aceptabilidad de la intervenciéon percibida por la
poblacion.

Entender si la poblacién diana continda estable en los ocho meses

entre ambas rondas de vacunacion.



MATERIALES Y METODOS
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Marcoy disefio general del proyecto de investigacion

Este proyecto fue financiado por MSF (el estudio de eficacia vacunal) y la OMS (la
revision sistematica y meta-analisis y la encuesta de cobertura vacunal). El disefio,
recogida de datos y analisis fue liderado por Epicentre. El protocolo del estudio fue
aprobado por los comités de ética de la Universidad de Lusaka (Zambia) y la Escuela
de Salud Publica de la Universidad Johns Hopkins (USA). La distribucion de la vacuna
y tratamiento contra el cOlera fue gratuito. La participacion en el estudio fue
voluntaria mediante consentimiento firmado por la propia persona o por su tutor/a
legal en el caso de los menores de edad. La privacidad y confidencialidad de los datos
recogidos de las personas participantes fue garantizada durante y después del

estudio.

El disefio del proyecto incluye tres components principales: la revision de la
evidencia cientifica sobre la protecciéon de las vacunas orales frente al célera y la
generacion de estimaciones promedio de eficacia y efectividad vacunal, el estudio de
efectividad de una dosis de vacuna oral frente al colera y la encuesta de cobertura

vacunal tras la segunda dosis de vacuna.

Campafia@leBacunacioni
2@osis?l

8@neseselntervalo?

RevisionBistematicaya
metaanalisis@iel
vacunasfnactivadasi
oralesfrenteiI&olera

Encuesta@iel

Estudio@eRficacial
cobertura@acunal®

vacunal@e@ina@losis?

del@a@ampaniall

T T

Después@edarimera@iosis@DespuésiedaBegunda@iosis?

Figura 12. Diagrama resumen del disefio del proyecto de investigacion
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4.2 Revision sistematica y meta-analisis de vacunas inactivadas orales

frente al colera

4.2.1 Estrategia de busqueday criterios de seleccion.
Para la realizacién de la revision sistematica y meta-analisis nos basamos en las
directrices del protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic

reviews and Meta-analyses for Protocols. http://www.prisma-statement.org/). Las

directrices PRISMA se componen de una lista de 27 elementos de verificaciéon que
facilitan la preparacion y presentacion de un protocolo sélido para la revisiéon
sistematica, garantizando la planificacion previa de la revisiéon y promoviendo, por

tanto, un trabajo coherente, integro y transparente.

La busqueda bibliografica fue realizada a través de las bases de datos PubMed,
Embase, Scopus y Cochrane Review Library el 9 de julio de 2016 y en ISI Web of
Science el 11 de julio de 2016. Las palabras clave que utilizamos fueron: "célera" y
"vacuna" y ("eficacia" o "eficacia" o “proteccién”) en el titulo o resumen. En la
busqueda inicial no pusimos restricciones en la fecha de publicacién o idioma. Para

identificar publicaciones adicionales consultamos a la GTFCC.

Dos revisoras (Qifang Bi y Eva Ferreras) evaluamos de forma independiente cada
resimen para su inclusion en la revision del articulo completo. Las diferencias
fueron resueltas mediante discusidon y consenso. Revisamos resimenes en inglés,
espafiol, francés y chino. Cada articulo se categoriz6 y se selecciond para la revisiéon
de texto completo si reportaban eficacia vacunal total o directa mediante un
ensayo clinico aleatorizado (ECA) o efectividad vacunal mediante un estudio
observacional. Los duplicados fueron eliminados antes de la revisién del resimen

utilizando el software covidence.

4.2.2 Definiciones
e Eficacia vacunal: Reduccién relativa del riesgo de infeccién por célera
confirmado médicamente en individuos que recibieron la vacuna versus los

que no la recibieron, estimada mediante un ECA.


http://www.prisma-statement.org/
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o Efectividad vacunal: Reduccion relativa del riesgo de infeccion por cdlera
confirmado médicamente en individuos que recibieron la vacuna frente a
los que no la recibieron, estimada mediante un estudio de casos y controles,
de cohortes o de caso-cohorte.

e (Codlera confirmado: Presencia de Vibrio cholerae en heces o frotis rectal

determinado por PCR, cultivo o prueba de diagndstico rapido.

4.2.3 Analisis de los datos

Durante el proceso de revision del texto completo, ambas revisoras extrajimos las
estimaciones primarias de efectividad o eficacia vacunal, total o directa, y las
incorporamos a una base de datos electrénica, de forma independiente. Las
diferencias fueron resueltas mediante discusién y consenso. Excluimos de la
extraccion las estimaciones procedentes de andlisis secundarios de los estudios (p.
ej., reanalisis presentados en manuscritos separados) utilizando métodos
estadisticos alternativos o medidas de proteccién. Los datos relevantes fueron
obtenidos del texto, figuras y tablas. Nos pusimos en contacto con los autores

cuando faltaban datos.

Se obtuvieron estimaciones por nimero de dosis de vacuna, duracién y grupo de
edad. Los resultados principales de estos meta-analisis fueron la eficacia y
efectividad promedio de dos dosis de OCV. Dadas las estimaciones diversas, y con
frecuencia los manuscritos multiples de cada estudio, enfocamos los analisis
primarios en las estimaciones de proteccién de dos dosis reflejando la duracién del
punto final primario. Para cada estimacion, se extrajeron los siguientes datos:
disefio del estudio, lugar del estudio, criterios de inclusion, tipo de vacuna (BivWC
o WC-rBS), fechas de la campafia de vacunacion, tiempo de seguimiento, método
para la confirmacién de los casos, tipo de estimador (de eficacia o de efectividad
vacunal), IC del 95%, nimero de pacientes o controles vacunados o no vacunados,
numero de dosis, intervalo entre dosis (si hubiera mas de una), cobertura vacunal,
distribucién de la edad de los casos y distribucién de los serotipos y biotipos de los

Casos.



MATERIALES Y METODOS | 62

El riesgo de sesgo para cada estudio fue evaluado por dos revisores (Qifang Bi y
Andrew Azman), de forma independiente, empleando la Escala de Newcastle-
Ottawa para los estudios observacionales y la herramienta de la Colaboracion
Cochrane para los ECA. Para evaluar el sesgo de publicacion se produjeron graficos

en embudo con los resultados primarios (dos dosis).

A partir de las estimaciones puntuales de eficacia y efectividad vacunal reportadas
y los IC al 95%, calculamos el error estandar para cada una de las estimaciones.
Para los estudios que reportaron IC unilaterales, reconstruimos IC al 95%
bilaterales usando métodos estandar (asintéticos)(101). Estimamos la eficacia y
efectividad vacunal promedio por separado, en funcién de estos errores estandar,
utilizando modelos de efectos aleatorios con el estimador empirico de Bayes de la
varianza entre estudios (t2) usando el paquete metafor en R (102,103). Evaluamos
la heterogeneidad utilizando el estadistico I, que se interpreta como la proporcion
de la variacion total en las estimaciones debida a la heterogeneidad entre estudios
mas que a la varianza en el muestreo (103). Evaluamos las diferencias entre
subgrupos (p. ej., tipo de vacuna, grupo de edad o nimero de dosis) mediante el
ajuste de modelos de meta-regresion lineales incluyendo el subgrupo como un
moderador, e hicimos la prueba de Wald para estimar el efecto del subgrupo (104).
Dado que los estimadores individuales de la protecciéon vacunal corresponden a la
protecciéon en diferentes marcos temporales de la vacunacion, calculamos la
duraciéon media ponderada de la varianza inversa de cada estimador promedio

para ayudar a la interpretacion de nuestros resultados.

Exploramos la asociacion entre los estimadores de proteccion vacunal, la edad
media de los casos y la duracion del estudio a través de la valoracién visual de las
relaciones y modelos de regresion lineal con funciones splines polinomiales. En
uno de los estudios que reporté estimadores de cada uno de los 5 afios de
seguimiento(62), usamos un modelo de regresion lineal con el logaritmo de la
mediana de la edad de los pacientes como variable independiente para estimar la

asociacion con la eficacia vacunal.
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Este estudio esta registrado en el registro de revision sistematica PROSPERO

(2016: CRD42016048232). (105)

4.3 Poblacion objeto de estudio

La campafia de vacunaciéon con OCV comenz6 el 9 de abril, cuando se alcanzé el pico
de la epidemia en Bauleni (semana epidemiolégica 14), y termind el 23 de abril
(semana epidemioldgica 16). Cuatro areas fueron seleccionadas para la campafa
teniendo en cuenta las tasas de ataque de célera de la epidemia en curso y el histdrico
de epidemias de colera en Lusaka. Las areas escogidas fueron Bauleni, Kanyama
(compuesto por los municipios de Kanyama West, Old Kanyama, New Kanyama y
John Laing), George (George-Soweto y George) y Chawama (Misisi-Kuku, John

Howard y Chawama).

La vacunacién fue dirigida a todos los individuos a partir de 12 meses de edad y
residentes en los municipios citados en el parrafo anterior. Al final de la campaiia se
administraron un total de 424.100 dosis con una cobertura administrativa total de las

zonas seleccionadas del 73,4%. (106).

Figura 13. Areas perceptoras de la campaiia masiva de vacunacién frente al célera en
Lusaka, Zambia, 2016 y coberturas administrativas. Tomado de (107)
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La poblacion objeto del estudio incluia a todos los individuos elegibles para la
campafia de vacunacion y que residian (definido como dormir y comer durante al
menos las dos semanas previas) en las areas de Bauleni, Kanyama, Chawama y
George durante la primera ronda (para el estudio de efectividad vacunal y la
encuesta de cobertura vacunal tras la primera ronda) y durante la segunda ronda
(para la encuesta de cobertura vacunal tras la finalizacién de las dos rondas de la

campaia)
4.4 Estudio de eficacia vacunal de una dosis

4.4.1 Vigilancia de cdlera

El célera es una de las 24 enfermedades bajo vigilancia semanal e incluida en el
Sistema de Alerta Temprana (ver Anexo 2). Los centros de salud notifican
semanalmente a la oficina de salud de su distrito correspondiente, éstas a su vez a
la oficina de salud provincial que notifica al departamento de vigilancia del

Instituto Nacional de Salud Publica de Zambia.

Las areas con alto riesgo de infeccidn por Vibrio cholerae en Lusaka estan definidas
a partir de datos historicos de la enfermedad y de acceso a sistemas de agua
potable y saneamiento adecuado, representando aproximadamente el 35% de la
poblaciéon de la capital, situada principalmente en las dareas periurbanas
occidentales (87). El sistema de vigilancia fue reforzado en los cinco centros de
tratamiento de célera (CTC) ubicados en Kanyama, Bauleni, Chawama, Matero y
George (figura 15) desde el 14 de abril de 2016 hasta el final del brote. Estas
clinicas cubrian todas las areas con alto riesgo en Lusaka y proporcionaban
tratamiento gratuito. Se implementd un sistema de notificacion temprana basado
en el uso estandarizado de la definicion de caso sospechoso y el uso de registros
especificos para célera. El personal médico fue formado en la definicion de caso, la
importancia de la notificacion inmediata y sistematica de cada caso sospechoso, en
el uso de registros y en la recogida y transporte de muestras de heces. Dichas
muestras eran enviadas al laboratorio del CTC de Kanyama para la realizacion de
pruebas de test rapido y cultivo; asi como la preparacién para el envio de muestras

para el andlisis por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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Figura 14. Mapa de Lusaka por municipios

En puntos azules los casos de diarrea no colérica, en puntos rojos lo casos confirmados de célera, en

puntos verdes los CTC y en rosa las areas seleccionadas para la campafia de vacunacién con OCV.

La definicion de caso sospechoso utilizada fue la siguiente: diarrea acuosa, aguda y

no sanguinolenta, con mas de 3 deposiciones en las ultimas 24 horas.

De cada caso sospechoso se recogia la siguiente informacion: fecha de admision,
fecha de aparicion de los sintomas, edad, sexo, localidad, grado de deshidratacion
en la admisién, fecha de alta, estatus (recuperado, abandono, transferido o

fallecido) y resultado del test de diagnostico rapido (RDT).

4.4.2 Diseio del estudio

En situacion de epidemia, el disefio mas comun para evaluar la efectividad vacunal
de forma observacional es el de casos y controles ya que en enfermedades poco
frecuentes el odds ratio (OR) aproxima el riesgo relativo (RR) y por tanto se puede

usar para estimar la EV (108).

En nuestro estudio empleamos tres tipos de disefos:

e (Casosy controles pareado (MCC),
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e Test-negativo de casos y controles (TNCC),

e (Caso-cohorte (CC).

En la redaccién del borrador del plan de analisis previo al estudio decidimos que el
estudio de casos y controles pareado serviria para el analisis primario si
reclutabamos al menos 40 casos confirmados y si no, usariamos el de caso-cohorte
ya que tiene mayor poder estadistico con tamafos muestrales pequefios. Ademas
realizamos un disefio de test-negativo de casos y controles para controlar por el
posible sesgo de busqueda de atencion sanitaria entre los individuos vacunados y
no vacunados (109). Este posible sesgo también fue evaluado mediante un analisis

del indicador de sesgo.

4.4.3 Definicion y seleccion de los participantes del estudio
Consideramos como caso sospechoso de célera cualquier persona ingresada en
uno de los CTC por diarrea acuosa aguda entre el 25 de abril y la declaracidn oficial

del final del brote (15 de junio de 2016).

Todos los casos sospechosos eran elegibles para ser incluidos como participantes
del estudio siempre que proporcionaran su consentimiento por escrito (ver Anexo

3) y cumplieran con los siguientes requesitos:

— Ser residente en el area de estudio desde el 9 de abril de 2016 (primer dia
de la campafia de vacunacion).

— Ser mayor de 12 meses a 9 de abril de 2016.

— Que la diarrea comenzara después del 9 de abril de 2016.

— Producir al menos tres deposiciones acuosas en las 24 horas posteriores al
inicio de la diarrea.

— Su residencia fuera localizable por el equipo del estudio tras el alta del

paciente.

En el caso de que un paciente tuviera mas de un episodio de diarrea acuosa aguda

durante el periodo de estudio, solo se incluia el primer episodio en el mismo.
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Se recogieron muestras de heces de todos los casos sospechosos que aceptaron a
participar en el estudio para realizar las pruebas confirmatorias por cultivo y PCR

(consultar la seccion de procedimientos de laboratorio para mas detalles)

En funcién de los resultados de laboratorio, los casos sospechosos se dividian en

dos grupos:

e Caso confirmado de célera: aquellos positivos a cultivo y/o PCR
e Caso sospechoso con diarrea no colérica: aquellos negativos a cultivo y

PCR

Por cada caso se seleccionaron cinco personas de control de forma sistematica en
el vecindario del caso. Para ello, comenzando con el primer hogar a la derecha de la
casa del caso, ibamos visitando todas las casas consecutivas hasta que

identificabamos un control elegible, reclutando una persona por hogar.

Una persona del mismo vecindario, sexo y grupo de edad (1-4, 5-9, 10-19, 20-29,
30-39 y 240 afios) que el caso sospechoso de célera era elegible para ser un
control pareado si:
— No habia buscado tratamiento para la diarrea entre el 1 de enero de 2016 y
la fecha de inicio de la diarrea de su caso pareado;
— Y habria buscado tratamiento en un CTC si hubiera desarrollado diarrea

aCuosa severa.

La elegibilidad para la seleccién de los controles también requeria los mismos

criterios de consentimiento, residencia y edad que los aplicados a los casos.

Para el andlisis primario se usaron los controles pareados con los casos
confirmados. Para evaluar si los resultados de la efectividad podrian atribuirse a
un sesgo, se compararon los casos sospechosos con diarrea no célerica con sus

correspondientes controles (analisis del indicador de sesgo)
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Los miembros de la cohorte eran individuos seleccionados al azar procendentes
de las areas consideradas de alto riesgo de transmisidn de célera (algunas de ellas
seleccionadas y otras no por la campafia reactiva de OCV) en una cantidad
proporcional al tamafio de la poblacién del municipio proveniente. Los hogares
fueron seleccionados aleatoriamente, seleccionando puntos GPS en poligonos
georreferenciados en los limites del municipio. Los participantes tenian los

mismos criterios de elegibilidad que los descritos anteriormente.

En la Figura 17 se muestra un diagrama de flujo que explica la inclusién de los

participantes en el estudio.

4.4.4 Procedimiento del estudio

A cada caso sospechoso que aceptaba participar en el estudio se le realizaba una
entrevista en el CTC. Después de entrevistar al caso, se seleccionaban cinco
controles entre el vecindario y se les entrevistaban en sus casas dentro de la
misma semana de la entrevista de su caso correspondiente. El equipo del estudio
ignoraba cuales de los casos sopechosos eran confirmados para V cholerae ni como

se iba a usar la informacion sobre el estado vacunal en el analisis.

Entre el 17 de abril y el 25 de mayo de 2016, reclutamos una cohorte de 906
individuos. Una vez en el hogar, se elegia una persona al azar (110). El equipo de
investigacion hizo un seguimiento de los participantes hasta el 24 de Julio de 2016
(final del estudio). La ocurrencia de episodios de diarrea (con o sin ingreso en un
centro de salud), y el estado vacunal de los individuos que no se habian vacunado
previamente era chequeado durante el seguimiento. Consideramos como casos
aquellos participantes del estudio registrados en el registro nacional de casos

sospechosos de cdlera al final del estudio.

4.4.5 Verificacion del estado vacunal y de variables potencialmente
confusoras.
Las variables del estado vacunal, datos clinicos, demograficos, socioeconémicos y

ambientales eran recogidas a través de un cuestionario estructurado y
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administrado a todos los paticipantes del estudio por medio de tabletas usando el
software Kobo Toolbox 1.4.8 (Cambridge, MA, USA) y por un equipo capacitado de

entrevistadores y entrevistadoras.

Las entrevistas se realizaron de forma presencial en los CTC (a los casos) y en las
casas (a los controles y miembros de la cohorte). A los participantes se les
preguntaba si se habian vacunado durante la campafia de inmunizacién
mostrandoles fotos de un vial y de una persona adulta tomando la vacuna, y
aportando detalles de la campafia para asegurar la adecuada identificacion de la
vacuna. A aquellas personas que reportaban haber sido vacunadas, se les
preguntaban si habian recibido el carné de vacunacién y en caso afirmativo dicho
carné era verificado y fotografiado si estaba disponible. Para aquellas personas que
reportaban haber sido vacunadas pero que no estaban en posesion del carné de

vacunacion, el estado vacunal era registrado como autorreportado.

Consideramos a un individuo vacunado si reportaba haber recibido la vacuna al
menos 7 dias antes del inicio de los sintomas (o de su caso correspondiente si la

persona entrevistada era un control).

4.4.6 Procedimientos de laboratorio

Por cada caso sospechoso se recogia una muestra de heces en un cubo nuevo (no
usado previamente ni limpiado con lejia) y era trasladada al laboratorio de la
clinica de Kanyama donde se realizaba el RDT y el cultivo con las heces frescas.
Ademas, se recogian dos gotas de la muestra fecal en papel de filtro (Whatman
903) para la realizaciéon de andlisis de la PCR. También se inoculaban unos 50 mg
de heces en 5 ml de agua peptonada alcalina (APW) y se incubaban a 37°C durante
4-6 horas y se repetian los tres procedimientos (cultivo, RDT e inoculaciéon de

papel de filtro) con este medio enriquecido.



MATERIALES Y METODOS | 70

CAsO®
SOSPECHOSOMEX
COLERAR
[tusdiiiiial
i
Recogida@letheces?
Muestra@ietheces? | Test@apido@irectod | Cultivo@nE Enrequecimientof

enpapel@ediltro? | dedaBnuestra@ied TCBSBAgard detheces@®ni

(circulosELByEH)E heces( agualpeptonadal?

alcalina@4-6hrs)@

SubcultivoRiespués@eE-62
horastefincubacion@®hrs@f
\|/ \l

Muestra@lefheces? | Test@apido@irecto® | Cultivo@nl
enfpapel@eiltrol | dedafnuestraled TCBSH\gar®@
(circulos2y®)a heces@nriquecidall

Figura 15. Descripcion de las diferentes muestras recogidas para cultivo, test rapido y
analisis de PCR

Las pruebas de diagnéstico rdpido (directo en las heces y después del
enriquecimiento en APW) se realizaron in situ por el personal técnico de
laboratorio del estudio, con el objetivo de tener una monitorizaciéon de las
inclusiones del estudio a tiempo real, pero no se usaron para la confirmacién de los
casos debido a la informacién limitada sobre el rendimiento del SD Bioline. Con los
datos obtenidos se hizo una evaluacion del SD Bioline comparandolo con el cultivo
(método estandar para la confirmacién) y la PCR. Para mas informacién sobre los

resultados de dicha evaluacion consultar el articulo relacionado “Evaluation of the
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SD bioline cholera rapid diagnostic test during the 2016 cholera outbreak in

Lusaka, Zambia” en el Anexo 1: Publicaciones relacionadas.

Para definir los casos confirmados de célera y casos de diarrea acuosa no colérica
se usO el cultivo y la PCR. El cultivo se realizé en el laboratorio de la clinica
Kanyama bajo la supervision del Hospital Universitario de Lusaka (UTH) usando
métodos estandard. (111). Se realizan dos cultivos por cada muestra en medio
TCBS (agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa), una con las heces frescas y otra con
las heces enriquecidas con APW. Con las colonias sugestivas de Vibrio cholerae en
TCBS se realizé un sub-cultivo en medio agar Mueller-Hinton (MH). Las colonias
que crecieron en el medio MH se serotiparon usando antisuero polivalente 01,

0139, 01 Inabay 01 Ogawa.

La PCR se realizd en el UTH y en el Instituto Pasteur de Paris en paralelo (como
garantia de control de calidad) utilizando las muestras en el papel de filtro de
Whatman 903 seco. En un microtubo, se introducia un circulo del papel de filtro
que contenia dos gotas de heces frescas y se rehidrataba con 150 pL de agua
estéril. Luego se afiadia 200 pL de solucién de Chelex al 2% y se agitaba con vortex
a alta velocidad. Se hervia durante 8 minutos y centrifugaba durante 2 minutos. La
PCR se realizaba con 2 uL del sobrenadante para detectar un espaciador
intergénico en una region especifica del Vibrio cholerae (gen ISR) . En las muestras
positivas para Vibrio cholerae, se amplificd el gen rfb para la identificacion de los
serogrupos 01 y 0139, como se describe Hoshino et al (112). En muestras
negativas, se repiti6 la PCR para Vibrio cholerae con 4 pL de sobrenadante. Si volvia
a salir negativo, se realizaba una PCR de ARN 16S para evaluar la presencia de ADN

y/o inhibidores de PCR. Ver Anexo 4: Algoritmo para la confirmacién por PCR.

4.4.7 Analisis estadistico

En el analisis primario se evaluaba la proteccién conferida por una dosis de vacuna
oral frente al colera confirmado por cultivo o PCR a través de un disefio de casos y
controles pareado. Ademas usamos otros dos enfoques analiticos: el del test-

negativo de casos y controles y el del caso-cohorte.
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4.4.7.1 Andlisis de casos y controles (MCCy TNCC)

En el disefio de MCC y el del TNCC, comparamos las probabilidades de vacunacién
entre los casos confirmados y los sujetos control (pareados o con diarrea no
colérica segun el disefio) por medio de modelos de regresion logistica condicional

univariable y multivariable. Calculamos el nivel de proteccién de la vacuna como:

EV=(1-OR) x 100

En el MCC, para detectar un 75% de efectividad vacunal (basado en el meta-
analisis), con una dosis de OCV, con una potencia del 80% y un error alfa del 5%,
calculamos que necesitabamos reclutar 29 casos y 145 controles (con una relaciéon

1: 5).

Comparamos factores de riesgo demograficos, ambientales y socioecon6micos
para la transmisiéon de coélera, entre los casos y sus controles para explorar su
potencial efecto confusor sobre la protecciéon vacunal. Definimos como posibles
variables confusoras aquellas asociadas con el evento de interés (célera
confirmado) y con la exposiciéon (vacunaciéon con OCV). Desde un planteamiento
conservador, consideramos que las variables estan "asociadas" cuando el valor de
p para la variable en el modelo univariado (para el evento de interés o para la
exposicion) era inferior a 0,2. También contemplamos como posibles variables de
confusién aquellas que modificaran la EV en mas del 5% en los modelos
bivariados. Todas estas posibles variables confusoras las incluimos en el modelo
multivariado ajustado final. Todos los valores de p y el IC al 95% fueron bilaterales.

Determinamos como significacion estadistica valores de p inferiores a 0,05.

Ademas realizamos analisis estratificados por edad, gravedad (grado de
deshidratacion) y por cobertura vacunal a nivel local para explorar por las

principales interacciones.

4.4.7.2 Andlisis de caso-cohorte
Para el disefio del caso-cohorte, contando con un 15% de pérdidas de seguimiento

de las participantes y que un 2% de la muestra presentara coélera, reclutariamos
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909 (775 x 1.15 x 1.02) personas seleccionadas de las areas consideradas con alto
riesgo de transmision de cdlera (algunas de las areas fueron seleccionadas para la

campafa de vacunacion y otras no).

Estimamos el cociente de riesgo (HR) de cdlera (atendido médicamente)
comparando aquellos que recibieron la vacuna con los que no la recibieron. La EV
se calcul6 mediante la férmula: EV = (1-HR) x 100. Desarrollamos modelos de
riesgo proporcionales de Cox con el estado vacunal como variable independiente y
un tiempo origen del 9 de abril de 2016 (el primer dia de la campafia de
vacunacion). Los casos que no vinieran de la cohorte contribuian una persona-
tiempo de 0.01 dias antes del inicio de sus sintomas siguiendo el estandar para los
analisis de caso-cohorte (113). De forma conservativa, los individuos de la cohorte
que reportaron diarrea durante el seguimiento pero sin evidencia de coélera
confirmado (cruzando datos con el registro nacional de cdlera) permanecian “en
riesgo” de colera después de la fecha de la diarrea. Exploramos el incumplimiento
de la no proporcionalidad de los riesgos de forma visual y mediante regresion
lineal generalizada de residuos de Schoenfeld del estado vacunal a través del

logaritmo del tiempo. (114)

4.4.7.3 Andlisis de indicador de sesgo

El estudio primario de MCC fue disefiado para minimizar el sesgo y la confusion.
Aun asi, implementamos un analisis de indicador de sesgo anidado para detectar
posibles sesgos relacionados con diferencias en la busqueda de atencion sanitaria,
si estuvieran presentes. Puesto que no esperabamos que la vacuna confiriese
proteccion contra la diarrea no colérica, en el analisis de indicador de sesgo
esperabamos una asociacion nula entre la vacuna y la diarrea no colérica. La
seleccion de los casos en el analisis de indicador de sesgo era la definida en la
seccion de Definicién y seleccion de los participantes del estudio como caso
sospechoso con diarrea no colérica. Por cada caso se seleccionaron 5 controles
pareados por vecindario, sexo y grupo de edad (al igual que en el MCC). Para

analizar el posible sesgo, desarrollamos el analisis de indicador de sesgo mediante
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modelos de regresion logistica condicinal ajustados y crudos, al igual que en el

MCC.

4.4.7.4 Andlisis de datos faltantes (missings)
Exploramos tres estrategias diferentes para el tratamiento de los datos faltantes en

el andlisis multivariante:

1. Método de eliminacion de observaciones:
Consiste en eliminar toda la informacion del resgistro del individuo en el

que falte algin dato de alguna de las variables de interés.

2. Métodos que utilizacion de todos los datos disponibles:
Consiste en utilizar toda la informacién, tanto de los casos completos como
incompletos, considerando los datos faltantes como una variable ficticia

dummy.

3. Método de imputacion de los datos faltantes

Consiste en reemplazar cada valor faltante por un conjunto de n valores ,
obteniéndose asi n conjuntos completos de datos, lo que da lugar a n
estimaciones con sus respectivas varianzas o errores estandar. Entonces, se
combinan las estimaciones dando lugar a estimaciones e IC que incorporan
la incertidumbre causada por la pérdida de datos.

Para ello usamos la técnica de imputaciéon multiple por ecuaciones
encadenadas (MICE) que basicamente actualiza una a una las variables con
datos faltantes segin series completas de distribuciones condicionadas.
(115,116). Siguiendo este proceso, creamos 100 conjuntos de bases de

datos imputados que utilizamos para los analisis multivariados.

4.5 Encuesta de cobertura de la campaiia de vacunacion.

4.5.1 Diseiio del estudio
Una vez finalizada la primera ronda de la campafia de vacunacién, se hizo una
estimacion de la cobertura vacunal usando una sub-cohorte de las areas

seleccionadas para la campafia procedente de la cohorte. Después de la segunda



MATERIALES Y METODOS | 75

ronda se realizé una segunda encuesta transversal para estimar la cobertura del
total de la campana.

La poblacion del estudio incluia a todos los individuos mayores de 12 meses
residentes en Bauleni, Kanyama, John Laing, Chawama y George durante la
segunda ronda de vacunacion (del 16 al 24 de diciembre de 2016). Los residentes
se definieron como personas que vivian (dormir y comer) en estos municipios

durante al menos las dos semanas anteriores.

Para el calculo del tamano muestral, consideramos que el 50% de las personas
recibirian las dos dosis, con un intervalo de confianza al 95% (equivalente a un
error alfa del 5%) y una precision del 5%. Puesto que se trataba de una muestra
aleatoria simple, no era necesario tener en cuenta el efecto de disefo.
Suponiendo un 15% de datos faltantes, planeamos visitar 442 hogares. Un hogar se
definié como un grupo de personas que dormian bajo el mismo techo y compartian

las comidas todos los dias durante al menos las dos semanas anteriores.

La seleccion de la muestra representativa de la poblacion fue mediante muestreo
espacial (110) para ambas encuestas. Para ello generdbamos un punto aleatorio en
el drea de muestreo que reteniamos si coincidia con un hogar (con un error de +/-
10 metros). El proceso se repetia hasta alcanzar el tamafio muestral final. En cada
hogar se seleccionaba, con ayuda de un software en la tableta, un individuo al azar
entre todos los individuos elegibles que formaban parte del hogar en el momento
de la encuesta. Si la persona seleccionada no cumplia con los criterios de
elegibilidad, se seleccionaba el siguiente hogar de la derecha. Si la persona

seleccionada se negaba a participar, se generaba un nuevo punto aleatorio.

4.5.2 Recogida de datos
La recogida de datos se realizo mediante un cuestionario estandarizado y se llevé a
cabo por tres equipos formados por 3 personas encuestadoras y 1 lider de grupo

capacitadas en los procedimientos del estudio y recopilacion de datos.

Cada encuestador/a disponia de una lista de coordenadas GPS de los hogares

seleccionados por muestreo aleatorio espacial. En cada hogar seleccionado, se
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seleccionaba un individuo al azar entre los componentes del hogar con al menos 1
afio de edad. Los equipos realizaban entrevistas personales después de obtener el
consentimiento por escrito. Se recogian datos demograficos (edad, sexo y tamafio
del hogar), estatus vacunal (autorreportado y confirmado mediante el carné de
vacunacion), razones para la no vacunacién (pregunta abierta) y datos de

aceptabilidad (eventos adversos, gusto y creencias sobre la vacuna)

Si la persona seleccionada estaba ausente en el hogar, se organizaba una segunda
visita mds tarde durante el mismo dia o en un segundo dia. Si durante la segunda
visita no se podia encontrar a la persona seleccionada o ésta se negaba a participar,

se saltaba ese hogar.

Se registraron todas las visitas, ausencias y rechazos. Se utilizé un cuestionario
estandarizado para recopilar informaciéon demografica (edad, sexo y tamafio del
hogar), sobre la recepcion y disponibilidad del carné de vacunacién en el momento
de la encuesta, el estado vacunal (autorreportado y confirmado por la tarjeta),
razones para la no vacunaciéon (pregunta abierta) y datos de aceptabilidad

(eventos adversos, gusto y creencias sobre la vacuna).

4.5.3 Analisis de los datos
El principal resultado de la encuesta fue la cobertura de la segunda dosis de OCV
en la poblacién diana. Estimamos intervalos de confianza del 95% (test exacto de

Fisher). La cobertura de la vacuna se calculé:

(N 2 individuos que reportaron ser vacunados
Poblacién de la encuesta

X 100)

La cobertura de vacunacién incluyé tanto la vacunacién confirmada con el carné

como la autorreportada.
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Ademas, calculamos la cobertura vacunal con dos dosis (pauta completa), con al
menos una dosis y la cobertura vacunal de la primera ronda. La tasa de abandono

entre ambas rondas se calcul6 de la siguiente manera:

(N9 vacunados en la 12 ronda — N%vacunados durante la 12 y 22 ronda o 100)
N2 vacunados en la 12 ronda

Los indicadores sobre la aceptabilidad de la campafia de vacunacién se centraron
en las razones de la no vacunacién y los eventos de efectos secundarios entre los
participantes. Los indicadores se calcularon como proporciones con intervalos de
confianza al 95%. Para generar los mapas, utilizamos la regresion logistica con

funciones spline en un marco general de modelos aditivos.

4.6 Herramientas para larecogida y analisis de los datos
Los datos del studio fueron recogidos mediante cuestionarios electrénicos usando
el software Kobo Toolbox 1.4.8 (Cambridge, MA, USA). El andlisis de los datos se

hizo mediante el software estadistico R, version 3.2.3.
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5 RESULTADOS

5.1 Revision sistematica y meta-analisis de vacunas inactivadas orales
frente al cOlera

Identificamos 6.224 documentos potencialmente elegibles para la evaluacidn;
6.223 mediante busqueda bibliografica usando como palabras clave en el resimen
o titulo “célera” y “vacuna” y “eficacia”/”efectividad” /”proteccién”, y uno mediante
sugerencia de experto. Tras la eliminaciéon de duplicados y de enlaces obsoletos
nos quedamos con 2.257 resimenes para revisar la publicaciéon entera, de las
cuales 34 fueron elegibles para la evaluacion del texto completo y, de éstas, 19
cumplian los criterios de inclusion para la extraccion de datos. Al final de este
proceso, extrajimos datos de 7 ensayos clinicos (5 realizados en Asia y dos en
América del Sur) (62,65,66,69,71,78,92,117-122) y 6 estudios observacionales (4
realizados en Africa, 1 en Asiay 1 en el Caribe) (72,73,88-90,123)

6224 documentos identificados
tras la busqueda electrénica y de otras fuentes

Eliminacién de:
3937 duplicados
30 enlaces obsoletos

A4

2257 evaluados segun 2224 no cumplian los criterios de elegibilidad

titulo y resumen 24 estudios pertenecian a otras vacunas

frente al célera diferentes a la oral
16 ensayos de desafio en humanos
98 estudios de inmunogenicidad en humanos
141 estudios en no humanos
359 otro tipo de estudios en relacion a vacunas!

orales frente al colera®

Evaluacion de 33 textos 1578 no sobre la vacuna frente al colera
completos potencialmente
relevantes

y

8 analisis secundarios

3 andlisis ecoldgicos

3 no cumplian con los criterios de inclusion del
disefio del estudio

19 articulos incluidos en la revisién
sistematica y metaanalisis

! )

13 articulos sobre 6 articulos sobre
7 ensayos clinicos aleatorios 6 estudios observacionaes
34 estimaciones de eficacia 14 estimaciones de efectividad

Figura 16. Diagrama de flujo PRISMA con los detalles de la revision sistematica y el proceso
de extraccion de datos. *comentarios, revisiones, informacion para toma de decisiones de



RESULTADOS | 82

politica de salud publica, estudios de modelizacion y estudios relacionados con cualquiera
de las vacunas frente al célera cuyo evento es diarrea no colérica.

5.1.1 Descripcion de los ensayos clinicos

Cinco de los siete ensayos clinicos eran aleatorizados y controlados con placebo
(66,69,71,92,118) y dos sin placebo (117,122). La aletaorizacion fue a nivel
individual y de hogar o vecindario (62,117,122). En todos los estudios la
enfermedad fue confirmada por cultivo para Vibrio cholerae. En dos de los ensayos
la variable principal de estudio fue la toma con una pauta de tres dosis (63,68),
cuatro usaron dos dosis (62,69,117,122) y uno us6 una dosis (89). El intervalo de
tiempo entre la primera y la segunda dosis en los ensayos estaba entre 14 y 42 dias

(59,63).

Tabla 3. Resumen de los estudios de eficacia vacunal que cumplian los criterios de inclusién
en su analisis principal

Duracién@el N2Bacientes
Lugar Disefio@lel@studio Vacuna ! « Nemosis Poblacién Serotipos . 2
estimador(es) con@dleraq
) ECABecindariola ) 5 Personastold Inabaya
Surtal Kolkata,Andia controladoEonmlacebo BivwC 2,3nB&ios 2 embarazaras Ogawa 166
@nayores@iefl@Efio g
, ECAfindividuald , . FORCREERE Inabatyd
Taylor@t| Lima,®eru yEontroladoEonlacebo BivwC 2@fios 3 embarazaras Ogawa 7
EntreRRB5H0S &
Sanchezmtal Lima.Per ECA@ndividualy BIVWE SEneses 2 Reclutasthombres Sin@ 16
z ima, u Rontrolado@onBlacebo v entre@ 7H®B5@iRos  @Anformacion
Menores@ntre2-15¢
ECAENndividual®@ BivWCR  6@nesesHEL afiosEnujeresd Inaba®@
Clemens@t@l Matlab,Bangladesh . 3 o 81yH8Y¥
g controlado®on@lacebo BVC-rBs  B(P)FR&fos mayores@lefl5EiiosZ  Ogawa o
no®mbarazadas
] ) . ) Personasiof Inabaty@
Quadri®t@l§ Dhaka,Bangladesh ECA®ecindario ANVC-rBs 2@fios 2 embarazaras Ogawa 139
@nayores@e@@fio
A ECAfndividuald ISR Inabatyd
Quadri®t@l  Dhaka,Bangladesh BNVC-rBs 6@neses 1 embarazaras 101
y&ontrolado®on@blacebo . Ogawa
Enayores@ef&fio
. . X Personas@@artir@ie?
Trach@tal Hue,&ietnam ECA®ecindario ANVC-rBs 10@Eneses 2 1Bfo Ogawa 117

*Cuando las estimaciones contienen multiples duraciones (por ej, tiempo desde la vacunacién), el
estimador principal se marca con una (P). Algunas de las publicaciones notificaban estimadores
multiples con diferente duraciones acumulativas. Hemos incluido las duraciones del estimador
principal. TNUmero total de pacientes con célera tanto de los grupos vacunados como de placebo.
¥Eficacia vacunal con al menos una dosis; 81 con WC-rBS y 68 con BivWC. § El estudio no tenia
grupo placebo asi que usamos el grupo no intervenido como grupo de comparacién. Los 139
pacientes se refieren a los pacientes en la vacunacion, el grupo de intervencién sélo se usé para

evaluar la proteccion total.
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Dos de los estudios presentaban un riesgo de sesgo bajo en todos los dominios de
calidad del estudio (92,118), tres presentaban un riesgo bajo en casi todos los
dominios pero con al menos un area con riesgo poco claro de sesgo (69,71,119) y

uno presentaba al menos un dominio con riesgo de sesgo alto (117,122)

Figura 17. Resumen del riesgo de sesgos para ensayos clinicos siguiendo la herramienta de
Cochrane Collaboration. El punto verde representan riesgo bajo de sesgo, el Amarillo riesgo
no claro de sesgo y el rojo riesgo alto de sesgo. Tomado de (105)

5.1.2 Descripcion de los estudios observacionales

De los seis estudios de efectividad elegibles, cuatro eran estudios de casos y
controles (72,88,89,123), uno de cohorte (73) y otro de caso-cohorte (90). La
mayoria de los estudios reclutaban individuos que buscaban tratamiento por
diarrea en un centro de salud (que formaba dentro del estudio) y que cumplian con
la definicion de caso sospechoso de colera de la OMS, siendo confirmado
posteriormente mediante cultivo de heces, excepto en dos de los estudios en los
cuales se usaron técnicas de PCR (90) y de test rapido(89) para la confirmacion. En

los estudios de casos y controles, tres de los estudios usaban controles
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comunitarios (72,88,89) y uno controles hospitalarios con diarrea no colérica
(123). La variable principal de estudio fue el régimen con dos dosis, excepto en uno
de los estudios que estimaba la efectividad con una séla dosis (90). El intervalo de

tiempo entre las dos dosis variaba entre 12 a 25 dias (72,73)

Tabla 4. Resumen de los estudios de efectividad vacunal que cumplian los criterios de
inclusion en su analisis principal

Duracién@el? N2@acientes
Lugar Disefio@el@studio Vacuna . N2Rosis Poblacion Serotipos U A o
estimador con@dlera
Personasihol
Wiezbata| Distrito@e®uri,Andia CasoZontrol BivWC 34@neses 2 embarazaras Ogawa 35
@iartir@le@@iio
@ iboni
Ivers@tal Departamento.eIZl\rtlbonlte, Casolzontrol BivWC 22@neses 2 Personasi_ i 44
Haiti @ipartir@lef@io Ogawa
Distritos@eBoffag@Forecariah, . Personasl
LuqueroRtil TCuinea Caso@ontrol BivwC 4@neses 2 EnayoresEeABio Ogawa 26§
Personasihol
KhatibRtzl Zanzibar,fTanzania Cohorte BVC-rBs 15@neses 2 embarazaras Mgawa 39
@Bartir@leREfio
Personasihol
Lucas@te@l Beira,Mozambique Caso@ontrol MVC-rBs 4fneses 2 embarazaras Ogawa 39
Bpartir@eR&fio
Personas@artir@el
Azman®tz| Juba,Budan@elBur Casofontrol BivWC 2@neses 1 1@52 Inaba 34

*Ndimero total de pacientes con célera tanto de los grupos vacunados como de no vacunado. *Los
resultados principales estan basados en RDT, no PCR o cultivo, aunque los resultados varian poco

segun el método de diagnoéstico.

Tres de los seis estudios presentaban un riesgo de sesgo de seleccién bajo y cuatro
(72,88-90) tenian un riesgo de sesgo bajo en relacion con la comparablilidad de los
grupos tanto en el disefio como en el analisis. Ninguno de los estudios de casos y
controles report6 las tasas de participacion de las participantes para evaluar el
riesgo de sesgo. La cohorte y el caso-cohorte tenian un riesgo de sesgos no claro
debido al reporte inadecuado de la calidad del seguimiento de la cohorte y las
posibles diferencias entre las participantes que se perdieron en el seguimiento con

las que quedaron en la cohorte.
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Tabla 5. Restiimen del riesgo de sesgos de los estudios obervacionales

ESTUDIOSEDER Seleccion Comparacion Exposicion
CASOSHEONTROLES Maxz*** Max@* Max@**
LucastI,22005 Hkk ok *% *k
Luquerotizl,2012 *kokok *% *
Ivers@t@|,R2015 Hokok ok *% *k
Wiezba@tzL,2015 9 * ok

ESTUDIOSMDER Seleccion Comparacion Resultadol

COHORTE Maxz*** Maxz* Max@**

KhatibtzI 2012 * * ok
AzmanRztI,R2016 *% *% ok

El caso-cohorte de Azman et al fue evaluado como una cohorte puesto que no existen herramientas
de evaluacion de riesgo de sesgo para estudios caso-cohorte. El maximo de asteriscos (que indica el

riesgo mas bajo de sesgo) esta indicado al lado de MAX para cada criterio

5.1.3 Estimaciones con el esquema de dos dosis

La media de la eficacia vacunal, procedente de los ensayos clinicos
(69,71,78,117,119,122), fue del 58% (95% CI 42-69, I°=58%) estudiados para un
intervalo de tiempo de entre 4 y 36 meses (28 meses de media ponderada)
después de la vacunacién. Para los estudios obervacionales (72,73,88,89,123), las
estimaciones fueron estudiadas entre 5 y 34 meses después de la vacunacién (18
meses de media ponderada). La media de la efectividad vacunal fue del 76% (62-

85, I°=0).



RESULTADOS | 86

Figura 18. Analisis agrupado principal de efectividad y eficacia de dos dosis de OCV. Tomado
de (105)

Los IC al 95% en la figura (usados en el meta-analisis) estan basados en la
reconstrucciéon de unos IC al 95% bilaterales de las estimaciones del error
estandar del estimador para cada estudio, no siendo necesariamentes los mismos

que los del articulo original.

Las estimaciones no varian de forma significativa por tipo de vacuna (p=0-53,
BivWC vs WC-rBS) pero si por disefio de estudio (p=0.04, estudio obervacional vs
ensayo clinico). Hicimos un analisis de sensibilidad excluyendo los ensayos clinicos
que usaban vacunas WC-rBS y encontramos que tanto la eficacia (57-4%, con 28
meses de duracion media ponderada) como la efectividad vacunal (72:3%, con 22
meses de duracion media ponderada) eran muy parecidas aunque ligeramente
menores que las estimadas por los analisis agrupados. No encontramos signos de
sesgo de pulicacion a partir de la evaluacion visual de graficos en embudo para los

estudios observacionales y los ensayos clinicos por separado.
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Figura 19. Graficos en embudo para evaluar el sesgo de publicaciéon. Tomado de (105)

El grafico de la izquierda representa las estimaciones principales para el régimen de dos dosis a

partir de los estudios observacionales y el de la derecha para los ensayos clinicos.

5.1.4 Estimaciones con el esquema de una dosis

Solo un estudio de eficacia (92) y otro de efectividad (90) estudiaban el régimen
con una dosis como variable principal de estudio. En ambos estudios la proteccién
fue estimada a corto plazo (6 y 2 meses respectivamente). Cuatro de los estudios
observacionales proporcionan estimadores de proteccién con una dosis Unica
como variable resultado secundaria (73,88,89,123). Dos estudios que contienen
estimadores de eficacia con una dosis (o datos suficientes para estimarlo) no
cumplian los criterios de inclusién para la variable evento “célera confirmado por

laboratorio” (69,124).

Dada la escasez de evidencia cientifica en cuanto a la proteccién de una dosis de
OCV a mas largo plazo, y las discusiones globales sobre el uso de una dosis Unica en
brotes, nos centramos en estimar la proteccion a corto plazo (hasta 1 afio después
de la vacunacion). La efectividad promedio a corto plazo de una dosis de OCV con
celulas inactivadas fue del 69% (IC 95% 35-85, I* = 62%), esto sélo incluia dos
estimadores de efectividad acumulativa que abarcaban mas de 1 afio (73,88)(ver
figura 18D). El unico ensayo clinico publicado con una dosis estim6 una eficacia a
los 6 meses del 40% (95% CI 11-60; figura 18B). Las estimaciones no variaban por

disefio del estudio (p=0,47% ensayo clinico vs estudio observacional). La media de
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la efectividad de una dosis a corto plazo (69% [95% CI 35-85]; figura 18D) es
similar a la de dos dosis (83% [79-91]; p=0-31; figura 18C), bien que toda la
evidencia viene de poblaciones donde la transmisién de colera esta presente de

forma regular y por tanto con posible inmunidad natural.

Figura 20. Eficacia y efectividad vacunal por tiempo de seguimiento (desde la vacunacion) y
numero de dosis. Tomado de (105)

Los tiempos de seguimiento se muestran como el punto medio del intervalo de tiempo durante el
cual se midi6 la VE. (A) Estimaciones de eficacia vacunal con dos dosis a los 0-12 meses, 12-24
meses, 24-36 meses y 48-60 meses. (B) Estimaciones de eficacia vacunal con una dosis a los
0-12 meses. (C) Estimaciones de efectividad vacunal con dos dosis a los 0-12 meses, 12-24
meses y 24-36 meses. (D) Estimaciones de efectividad vacunal con dos dosis alos 0-12 meses
y 12-24 meses. Las estimaciones se agrupan por periodo de andlisis representando el cero el dia
de la primera dosis de la vacuna (dosis dependiente). Las barras y cuadrados grises muestran un IC
al 95% y estimaciones de eficacia o efectividad. Los rombos negros muestran la eficacia o
efectividad promedio y el IC al 95%. Los estudios se agruparon por periodo de tiempo y no todos

los estudios cubren el periodo completo de 12 meses.

5.1.5 Estimaciones con el esquema de tres dosis
En dos de los ensayos clinicos se usaron tres dosis de vacuna con una pauta de 6

semanas entre las dosis (tanto con BivWC como con WC-rBS) (66). Al cabo de tres
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afos, los resultados del estudio mostraban que la eficacia no era significativamente
diferente entre dos y tres dosis (64% vs 50%) para el grupo de WC-rBS, pero la
eficacia de dos dosis era significativamente menor que la de tres dosis para el
grupo de BivWC (39% vs 52%) (119). El segundo estudio proporcionaba una
tercera dosis de recuerdo 10 meses después del régimen principal de dos dosis y
encontraba que la eficacia vacunal dos afios después de la primera dosis era del

82% (IC 95% 27-95) (71).

5.1.6 Duracion de la proteccion

La media de las estimaciones de eficacia vacunal eran similares durante los dos
primeros anos después de la vacunacién, con estimaciones del 56% (IC 95% 42-
66, I’=45%) en el primer afio y del 59% (49-67, I’=0) en el segundo afio. La
eficacia se reducia al 39% (IC 95% 13-57, I°=48%) en el tercer afio y al 26% (-46-
63, I°’=74%) en el cuarto afio. A partir del cuarto afio, los estimadores de eficacia
varian altamente entre estudios y el intervalo de confianza de la media de la
eficacia pasa por el cero. Sélo un estudio reporté eficacia al quinto afo, con una

estimacion del 81% (IC 95% 41-94) (62)

Author, Year Location Duration VE [85% CI]
Year 1

Sanchez ot o 1594 Amenca )-4 " -t 086 036 _097)
Trach of al, 1967 Asia 8-10 BRI 068 045 079)
Taylor et &l 2000 Ammnetca 0-12 - -030[{-383.065)
Qadn ot al, 2015 Asia 0-12 —— 049[ 010 071}
van Loon et ol 1996a Asia 1-12 .- 053] 035,068)
van Loon et al, 19660 Asia 1-12 - 062[ 047 .073)
Bhattacharya ot al, 2013 Asia 12 v ® 040(-010,.067)
Aveorage Efficacy - 056[042,.066)
Year 2

Qadn ot al. 2015 Asia 2-24 [ 060 023.079)
van Loon ot al, 1906a Asia 12-24 .o-. 057 038 _070)
van Loon ot ol 190660 Asa 12-24 S o- 058 04t _070)
Bhattacharya ot o, 2013 Asin 12-24 v - 072 041 _087)
Average Efficacy B 059[049 067)
Year 3

van Loon ot al_ 1906a Asia 24-35 . 0421 012 . 062)
van Loon et al 19060 Asia 24-36 - « 018|021 045)
Bhattacharyn ot al, 2013 Asia 2436 L 057|026 . 075)
Avorage Efficacy e 039[013.057)
Year 4

van Loon et al, 1996a Asia 5-48 @—@—i 028(-136_031])
van Loon of al, 19960 Asia 165-48 ¢———o— 016(-066.058)
Bhattacharya ot al, 2013 Asia 15-48 . - 060 033,076)
Average Efficacy | ——— 0.26(-046,063)
Year 5

Bhattacharya ot al, 2013 Asia 45-60 i 08B1] 041 _054)

I T 1
0 00 050 100

By Solow-up penods, 2-dose Efficacy

Figura 21. Eficacia con dos dosis por tiempo (en meses) desde la vacunacién. (105)
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5.1.7 Estimaciones por grupo de edad

En cinco estudios (69,78,117,119,122) tenemos estimaciones por grupos de edad
(menores de 5 afos, 5-15 afios y mayores de 15 afios). La media de las
estimaciones de eficacia en menores de 5 afios fue del 30% (IC 95% 15-42; I*°=0%,
con una duracién media ponderada de la estimacion de 31 meses), que es
significativamente menor (p<0.0001) que en los de 5 afios y mas (64%; IC 95%
58-70; I’=0%, con una duracién media ponderada de la estimacién de 34 meses),
incluyendo estimaciones de eficacia en personas a partir de 15 afios de edad. (Ver

figura 22)

Author, Year Location Dwration VE [95% CI]
<5 Years Old
Trach et al, 1997 Vietnam 10 . - 068 0.14,088)
el al, 2015 Bangladest 24 - - . 0.44 | -0.36 ,0.77
Clemens el al, 1990t Bangladest i) - B 023 -004 ,0.43)
Clemens el al, 1990a  Bangladest 36 - = 0.26[ -0.01,0.46
Sur el al, 2011 Incka ] - - 0.43[ -0.02 ,0.68 ]
Average Efficacy n — 0.30[0.15,0.42]
= 5 Years Old
nchez ef al, 1994 Peru 4 b - (80| 036,09/
Trach et al, 1997 Vielnam 10 - 066 042,080]
Qaadri el al, 2015 Bangladest 24 056[ 0.31,0.72)
emens el al, 199 Banglac b 5 3 068| 057,0./6)
wns et al, 1990a  Banglade e - 063 051,0.72)
sur et al, 2011 Inda i . 061 0.31,0.78]
Average Efficacy 34 -> 0.64[0.58,0.701
0.00 0.50 1.00

Figura 22. Eficacia por grupo de edad. Tomado de (105)

En algunos de los estudios los datos de mayores de 5 afios es a partir de 15 afios de edad.

La media de efectividad en menores de 5 afios fue del 78% (IC 95% 37-96, I’=0%,
con una duracion media ponderada de la estimacidon de 9 meses), siendo similar
(p=0-77) a la efectividad en individuos de 5 afios y mayores (70%, IC 44-84;
I’=0%, con una duracién media ponderada de la estimacién de 14 meses). Sin
embargo, la estimacidn para menores de 5 aflos viene unicamente de dos estudios
que contienen un total de 18 pacientes menores de 5 afios (72,88). En menores en
edad escolar (5-15 afios), la media de la eficacia es del 80% (IC 95%41-93), basado

en dos ensayos clinicos (118,122).
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Dadas las diferencias en la proteccién por grupos de edad, investigamos si
podiamos explicar la heterogeneidad en las estimaciones de eficacia y efectividad a
través de la distribucion de la edad de los casos dentro de cada estudio. La mayoria
de los estudios no reportaba esta informacién, con lo que escribimos a los autores
para obtenerla, siendo facilitada para 7 de los 10 estudios
(62,66,73,89,90,122,123). Encontramos que, en general, a mayor edad de los
pacientes mayor era la proteccion estimada (ver figura 20). El ejemplo mas claro lo
vemos en el ensayo clinico de 5 afios de duraciéon en Calcuta (62) , donde un
modelo lineal simple predecia un aumento en eficacia de 2 puntos porcentuales (IC
95% 0.55-3.4, r* ajustado = 0-82) por cada 10% de incremento en la mediana de
edad. Andlisis adicionales son necesarios para explorar esta relacién entre el
aumento de edad y la eficacia, ya que los datos en los estudios (por ejemplo, las
estimaciones de un afio a otro) estan correlacionados y ademas sélo usamos una

muestra de datos que pudimos obtener de los autores del estudio.

Figura 23. Relacion entre la proteccién vacunal, tiempo de seguimiento y la media de edad
de los pacientes con célera. (A) Relacién entre la proteccion y los meses de seguimiento. Las
zonas sombreadas muestran la mediana de edad de los pacientes con célera. (B) Relacion
entre la proteccion y la mediana de edad de los pacientes con célera en afios. Las zonas
sombreadas muestran la duracion de seguimiento. Las lineas en negro se crearon con una
funcidn spline polinomial con tres grados de libertad. Estos graficos solo incluyen un
conjunto de datos donde teniamos la distribucion de la edad de los pacientes. Las barras de
error son con un IC al 95%. Tomado de (105)
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5.2 Descripcion del brote de célera de 2016 en Zambia

El 4 de febrero de 2016 (semana epidemioldgica 5) fue notificado el primer caso de
colera en Kanyama, siendo el primer caso confirmado de célera en Lusaka desde
2011. Mediante analisis de laboratorio se identificé al Vibrio cholerae 01 El Tor

Ogawa como la cepa circulante causante del brote.

En la semana epidemiolégica 10 se produjo un fuerte incremento de casos
sospechosos (de 14 a 118), la mayoria provenientes de Bauleni (84%). El mayor
numero de casos notificados se observé durante la semana epidemioldgica 12, con
un total de 150 casos sospechosos. El ultimo caso confirmado fue notificado el 30
de mayo de 2016 (semana epidemioldgica 22) procedente de Kanyama. La
declaracion oficial del final del brote fue el 15 de junio de 2016 (semana
epidemiolégica 24) tras 14 dias sin ninglin caso confirmado. El nimero total de
casos registrados por el MS al final del brote fue de 1139 casos (sospechosos y
confirmados) y de 20 defunciones (10 de ellas en la comunidad). La letalidad fue
de 1.76% entre los casos hospitalizados y de 0.88% una vez excluidos los que

llegaban fallecidos al centro de salud.

Figura 24. Casos sospechosos de cdlera por semana epidemiolégica en el municipio de
Bauleni ( area vacunada), areas vacunadas (excluyendo Bauleni) y areas no vacunadas
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La tasa de ataque total en Lusaka fue de 4,89 por 10.000 habitantes. Estas fueron
significativamente mayores en los menores de 5 afios de edad que en los mayores:
5.80 vs 4,71 por 10.000 habitantes (razén de tasas de ataque: 1.23; IC 95%: 1.06-
1.42); y entre los hombres respecto a las mujeres: 5.20 vs 4.59 por 10.000
habitantes (razoén de tasas de ataque: 1.13; IC 95%: 1.01-1.27).(107)

5.3 Descripcion de la campafia de vacunaciéon con vacuna oral frente al
colera de 2016.

El 24 de marzo el MS envi6 una demanda al ICG de 598.131 dosis de vacuna frente

al colera de la reserva global para emergencias (125). Entre el 7 y el 8 de abril la

OCV Shanchol™ (Shantha Biotechnics, Hyderabad, India) llegé a Zambia y su uso

fue aprobado por situacion de emergencia (ya que no estaba previamente

registrada en el pais).

La campafia de vacunacién con una dosis (a partir de ahora lo llamaremos
“primera ronda”) de OCV empez0, dirigida por el MS con el apoyo de MSF, el 9 de
abril de 2016 (semana epidemioldgica 14), cuando ya se habia alcanzado el pico en
Bauleni, y termind el 23 de abril (semana 16). La eleccidn de las areas donde iba a
implentarse la campafa de vacunacién se hizo en funcion de las zonas con las tasas
de ataque mas altas durante la epidemia presente y de aquellas histéricamente
conocidas por ser propensas a padecer célera. Las areas seleccionadas fueron por
tanto: Bauleni, Kanyama (que incluye John Laing, New Kanyama, Old Kanyama y
Kanyama West), George (incluyendo George Soweto) y Chawama (incluyendo John

Howard y Misisi-Kuku.

En total se adminisitraron 424.100 dosis resultando en un 73,4% de cobertura

administrativa (107).

Para mas informacion sobre la implementacion de la primera ronda consultar
articulo “Implementation research: reactive mass vaccination with single-dose oral

cholera vaccine, Zambia.” Anexo 1: Articulos relacionados.
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La epidemia sigui6é extendiendose por algunas areas que estaban consideradas de
bajo riesgo y que no eran objeto de la campafia de vacunacion (ver figura 24) hasta

el 15 de junio que fue la declaracién oficial del final del brote.

Tabla 6. Cobertura administrativa de la primera ronda de vacunaci6én

Area Poblacién Poblacién Cobertura
Vacunada diana vacunada  administrativa
Bauleni 29,246 25,023 85.6%
Kanyama 252,853 192,252 76,00%
George 107,152 87,768 81,90%
Chawama 188,792 118,701 62,90%
TOTAL 578,043 423,744 73.3%

Entre el 16 y 24 de diciembre de 2016, el pais condujo la segunda ronda de la
campafa de vacunacién con el objetivo de incrementar la duracion de la
proteccion de la vacuna. La poblacién diana era la que habia recibido la primera
dosis. En total se administraron 437.143 dosis resultando en una cobertura

administrativa global del 80.4%. (126)

Tabla 7. Cobertura administrativa de la segunda ronda de vacunacién

Area Poblacién Poblacién Cobertura
Vacunada diana* vacunada  administrativa*
Bauleni 24.000 26.672 111.0%
Kanyama 192.326 193.557 100.6%
George 87.191 92.276 106.0%
Chawama 118.031 124.635 106.0%
TOTAL 421.548 437.140 103.7%

*La poblacién diana fue definida por el niumero de personas vacunadas en cada area durante la

primera ronda.

5.4 Encuesta de cobertura vacunal después de la primera dosis.

5.4.1 Descripcion de la muestra y cobertura vacunal global
Seguido a la primera ronda de la campafia de vacunaciéon con OCV, entre el 17 de
abril y el 25 de mayo se reclutaron 505 personas procedentes de las areas

vacunadas en Lusaka como parte de una cohorte. La mediana de edad de los
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participantes fue de 20 afios (rango intercuartilico: 9-30 afios). La participacién fue
mayor entre los hombres (59%) que entre las mujeres. La media de habitantes por
hogar fue de 5 personas (desviacion estandar: 2,3). La tasa de participacion fue del

100%.

En total, el 68,5% (n=346/505; 95%IC: 64,3-72,5) de la poblacién encuestada
reportd haber recibido una dosis de vacuna durante la primera ronda en abril de

2016. De éstos, el 50,9 % poseia carné de vacunacion.

5.4.2 Cobertura vacunal por municipios

Por municipios, Bauleni alcanzé una buena cobertura (80,0%; IC: 64,0-96,0). La
buena movilizacién de la comunidad podria ser explicada por el pequefio tamafio
de poblacién de Bauleni y la alta tasa de enfermedad en el momento de la campana.
Para los otros municipios no existe una relacién directa entre el tamafio de
poblacién y la cobertura estimada ya que, por ejemplo en George, uno de los
municipios mas poblados, fue uno de los municipios con mejor cobertura (87,3%;

IC 95%: 79,5-95,1).

Tabla 8. Coberturas vacunales por municipios

% (95%CI)

Bauleni 80,0(64,0-96,0)
Chawama 69,3(58,8-79,8)
George 87,3(79,5-95,1)

George-Soweto 72,7(53,7-9,8)
John-Howard 50,0(31,1-68,9)
Jhon Laing 49,1(35,5-62,6)
Kanyama West 59,3(46,0-72,5)
Misisi-Kuku 67,2(55,6-78,8)
New Kanyama 73,3(57,2-89,4)
0Old Kanyana 71,3(61,7-80,8)

De forma inseperada, puesto que cobertura administrativa fue una de las mas altas,
la cobertura vacunal mas baja se observo en John Laing (49.1%; IC: 35,5-62,6%.),
indicando que la poblacion diana posiblemente no fuera muy precisa. En Chawama
la cobertura no fue muy alta (69,3; IC: 58,8-79,8). Esto podria ser debido a que, a

pesar de que se establecieron muchos puestos de vacunacion, entre el 19 y 21 de
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abril ocurrieron unos disturbios violentos no relacionados con la actividad de
vacunacion (127) que interrumpieron la dinamica de la campafia de vacunacion

durante 2 dias.

5.4.3 Coberturas vacunales por edad y sexo

Los resultados de la encuesta muestran que la cobertura vacunal fue mayor entre
las mujeres que entre los hombres. Un claro desequilibrio esta presente entre los
participantes de entre 15 y 60 afios donde los hombres estan en gran medida

infravacunados.

Figura 25. Distribucion de la cobertura vacunal por edad y sexo
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5.5 Evaluacion de la efectividad vacunal

5.5.1 Caracteristicas basales de los participantes del estudio.

Entre el 25 de abril y el 15 de junio de 2016, ingresaron y recibieron tratamiento
en los CTC dentro del area del estudio 251 casos sospechosos de célera, 211 de los
cuales se incluyeron en el estudio. Entre el 17 de abril y el 25 de mayo de 2016
reclutamos una cohorte de 921 personas, 505 procedentes de areas donde fue
objeto la campafia de vacunacion y 416 de areas fuera de las zonas objeto de la

campaina.

921 hogares fueron seleccionados para
el reclutamiento de la cohorte.

505 de zonas objeto de OOV

416 de zonas no objeto de OCV

251 pacientes visitaron CTC durante el
periodo de estudio (basado en los
resgistros distritales y nacionales)

40 fueron excluidos
4 no tenian diarrea
& residian fuera del area del estudio
12 tenian < 1 afio de edad —
1 rechazd su participacion
16 se perdieron durante el seguimiento

211 curnplian los criterios de inclusién

145 pacientes dieron 66 pacientes dieron 921 personas redutadas en la cohorte
negativo a positivo a 360 vacunadas
cultiva y PCR cultive o PCR 561 no vacunadas

3

T T T T
T AR S l ____________ H

330 controles
emparejados

e

¥ ¥

ANALISIS CON EL AMALISIS CON EL AMALISIS CON EL
TEST-NEGATIVO DE CAS0S5 Y CONTROLES CASO-COHORTE
CASOS Y CONTROLES PAREADO

Figura 26. Diagrama de flujo del estudio
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5.5.2 Descripcion de las caracteristicas de los casos sospechosos y
confirmados

La edad media de los casos sospechosos fue de 21,6 afios (desviacion estandar:

18,2), siendo el 28% de los mismos menores de 5 afios. La mitad de los casos

sopechosos eran mujeres y el 42% entre los casos confirmados. El 82% de los

casos ingresados presentaban algin grado de deshidratacion al ingreso, 55% con

un grado severo y siendo mas comun entre los casos confirmados que los casos con

diarrea no colérica (89% vs 39%).

Tabla 9. Presentacion clinica y tratamiento de los casos sopechosos de célera

B
dia rrzzzl:’(s)gzrica Casosionitolera

n=145%) n=66[{%)
Edad@nediafdesviacion@standar) 22[{19.13) 23(16.16)
Mujeres 77453) 28[42)
Serotipo
fDgawa NA 66[100)
Grado@le@eshidratacionEndadmision
AR sin@lesidratacion) 37025) 0{0)
mEBHleve) 51{35) 7011)
MCHsevera) 56[439) 59F90)
TomaronBntibidticosEnHosR2&ias@breviost@admision.| 12[8) 8{12)
TomaronBntibidticosBEntes@ledaecogida@iea@nuestral 26018) 260[40)

5.5.3 Descripcion de los casos confirmados y sus controles pareados

El tamafio de los hogares de los casos confirmados era mayor que de entre
aquellos con diarrea no colérica. Los casos confirmados presentaban mas a
menudo un familiar con colera en sus hogares la semana anterior y/o en la
actualidad, usaban letrinas inundadas con mayor frecuencia y las compartian con
mas frecuencia con alguien con diarrea respecto los casos sospechosos con diarrea
no colérica. Los casos de diarrea no colérica tenian mas probabilidad de recibir la

OCV que los casos confirmados de célera.
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Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes con célera, pacientes con diarrea no coléricay sus
controles pareados

Casos con Casos con Controles
P Valor p diarrea no Valor p**
célera L. pareados
colérica
(n=66) (n=145) n=330 (%)
Edad media (DS) 22.7 (16.2) 0.545 21.1(19.1) 0.93 22.6 (15.2)
Mujeres (%) 28 (42.4) 0.151 77 (53.1) 1 140 (42.4)
Media del tamafio de los hogares
& 5.8 (3.4) 0.113 5.2 (2.4) 0.89 5.9 (2.6)
(DS)
Nivel educativo y alfabetizacion
(%)
No sabe leer ni escribir 13 (19.7) 1 38(26.2) 1 52 (15.8)
Sin educacion formal 1(1.5) 0.764 2(1.4) 0.72 6 (1.8)
Educacion primaria 21 (31.8) 0.455 45 (31.0) 0.42 115 (34.8)
Educacién secundaria 31 (47.0) 0.144 51(35.2) 0.58 152 (46.1)
Educacién universitaria 0(0) 0.985 9(6.2) 0.98 5(1.5)
Irian a un centro de salud si 64 (97.0) 0223 144 (99.3) 0.11 328 (99.4)
episodio de diarrea (%)
Un habitante del hogar tuvo
. o 20 (30.8) <0.001 9(6.2) <0.001 9(2.7)
cOlera la semana anterior (%)
Un habitante del hogar tiene 13(20.6)  <0.001 5(3.5) <0.001 6 (1.8)
colera (%)
Bebe agua de una fuente segura*
%) J 8 34 (53.1) 0.705 74 (53.2) 0.43 153 (47.7)
(1]
Trato el agua la semana previa
(ebullicion, cloracion, filtracion)
(%)
Nunca 32 (49.2) 1 52 (36.6) 1 123 (37.3)
Alguna vez 25 (38.5) 0.214 61 (43.0) 0.15 146 (44.2)
Siempre 8 (12.3) 0.08 29 (20.4) 0.11 61 (18.5)
Comparte la fuente de consumo
de agua con alguien con colera la 17 (28.8) <0.001 9(7.4) <0.001 25 (8.3)
semana previa
Comio comida de la calle la
A 52 (80.0) 0.333 104 (73.8) 0.66 252 (77.5)
semana previa (%)
Tienen jabon (autorreportado
o J ( . ) 45 (69.2) 0.513 106 (73.6) 0.72 221 (67.0)
()
Usa un servicio de saneamiento
gestionado de manera segura® 3(4.6) 0.423 11 (7.6) 0.44 24 (7.3)
(autorreportado) (%)
La letrina que usa esta inundada
o o 8(14.3) 0.047 7(5.3) 0.007 14 (4.5)
(autorreportado) (%)
Comparte la letrina con alguien
. 16 (25.4) 0.006 15 (10.6) <0.001 21 (6.5)
con diarrea (%)
* segtin definido por JMP de WHO/UNICEF
**Valor p de la regresién univariable condicional ajustada por factores de emparejamiento. factors
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Los casos confirmados tenian mas probabilidad de tener al menos un familiar con
colera la semana anterior a la entrevista, compartir agua de consumo con un
paciente con coélera, usar una letrina inundada y compartir la letrina con alguien

con diarrea la semana anterior. Ver tabla 10.

5.5.4 Descripcion de las caracteristicas de los participantes de la cohorte

Existe una sobrerrepresentacion de las mujeres en la cohorte. Los participantes de
la cohorte tuvieron un comportamiento de menor riesgo en relacion al manejo del
agua potable que los casos: lo trataban con mas frecuencia y usaban agua
embotellada o bebian de fuentes de agua potable. Reportaban que compartian
agua, hogar o letrina con alguien con diarrea con menor frecuencia que los casos.
También reportaban con menor frecuencia tener un vecino con diarrea durante la

semana anterior.
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Tabla 11. Caracteristicas de los participantes de la cohorte y los casos confirmados

Cohorte Casos Valor p
(n=909) (n=66)
Edad media (DS) 22.9 (15.9) 22.7 (16.2) 0.916
Mujeres (%) 61.2 42.4 0.003
Nivel educativo y alfabetizacion (%)
No sabe leer ni escribir 10.8 19.7 0.094
Sin educacién formal 1.3 1.5 0.094
Educacion formal 87.9 78.8 0.094
Tipo de tratamiento de agua de consumo
(%)
Cloracion 63.3 85.7 0.022
Ebullicion 31.8 14.3 0.022
Filtracion 5 0 0.022
Aguad d bomba, botell
gua ?consu_mo e una bomba, botella 29.7 50.6 <0.001
comercial o grifo (%)
Trata el agua (%)
Nunca 31.4 49.2 <0.001
Alguna vez 33.3 38.3 <0.001
Siempre 35.3 12.6 <0.001
Usa fuente de agua mejorada™ (%) 79.7 50.6 <0.001
Un vecino tuvo diarrea la semana anterior
(%) 6.2 25.9 <0.001
diarrhea the last week (%)
Compart‘e la fuenFe de consumo de agua 13 30.1 <0.001
con alguien con diarrea (%)
Comparte la letrina con alguien con diarrea s Jc3 <0.001
(%)
Un habitante fjel hogar tuvo célera la 03 373 <0.001
semana anterior (%)
Comparte la letrina con alguien con diarrea
o un habitante del hogar tuvo célera la 3.8 46.5 <0.001
semana anterior (%)
Defeca en un bafio dentro de casa (%) 17.7 4.5 0.012
NuUmero de nifios menores de 5 afios (%) 1.7 (0.8) 2.06 (0.95) 0.001
NUmero de nifios menores de 5 afios
N lores de 1.6 (0.7) 2 (0.93) <0.001
vacunados de sarampidén
* segtin definido por JMP de WHO/UNICEF

5.5.5 Analisis de eficacia vacunal

5.5.5.1 Andlisis con el disefio de casos y controles pareado
Entre los 211 casos sospechosos de coélera incluidos en el estudio, 66 eran
positivos a Vibrio cholerae 01 por cultivo y/o PCR, representando un 31% del total.

(Ver figura 27)
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Figura 27. Casos sospechosos en Lusaka en 2016.

Todas las muestras aisladas correspondian a Vibrio cholerae O1 serotipo Ogawa.
De ellos, 63 no estaban vacunados mientras que 3 si lo estaban. En total fueron
entrevistados 330 controles apareados de los cuales 44 estaban vacunados. La
mediana de la distancia entre la casa de los casos y la de sus respectivos controles
era de 49 metros (rango intercuartilico: 16,8-119). Las caracteristicas de los casos
confirmados y de sus controles pareados era similares excepto que los casos
reportaban tener familiares que habian padecido colera recientemente y compartir
una fuente de agua de consumo/letrina con alguna persona con célera/diarrea la

semana previa a la entrevista. (Tabla 10)

La vacunacién con una dosis de OCV estaba asociada con la proteccion frente al
colera, tanto en el andlisis crudo (EV= 84,7%; IC 95%: 27,0-96,6%) como después
de ajustar por potenciales confusores (EV=88,9%; IC 95%: 42,7 -97,8%)
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Tabla 12. Estimaciones de efectividad vacunal cruda y ajustada

Vacunados No Efectividad vacunal  Valor Efectividad vacunal Valor
(una dosis)+ vacunados cruda P ajustada P
N¢ de participantes (%) (IC 95%)
Test-negativo de casos y
controles
Casos de colera 3(5) 63(95) Ref Ref
Casos diarrea no colérica 39 (27) 106 (73) 87,1% (62,4-97,0) <0.01 *80,2% (16,9-95,3) 0,03
Casos y controles pareado
Casos de célera 3(5) 63 (95) Ref Ref
Controles pareados 44 (13) 286 (87) 84,7% (27-96,6) 0,02 **88,9% (42,7-97,8) <0,01
Caso-cohorte
Casos de colera 3(5) 63 (95) Ref Ref
Persona-tiempo a riesgo
48.765,6 1.8826 86,7% (56,6-95,9) <0,01 189,4% (64,6-96,9) <0,01

(dias))

*TNCC: Efectividad vacunal ajustada por edad, nivel educativo, frecuencia de tratamiento del agua
de consumo y contacto (variable combinada que considera como “expuesto”aquellos con un familiar
en el hogar con célera en la semana previa o que compartian el agua de consumo con un paciente
con colera). Vivir en un area seleccionada por la campafia de vacunacién se incluyé como una
variable de estratificacion en el modelo de regresion logistica condicional.

**MCC: Ajustada por contacto. Vivir en un area seleccionada por la campafia de vacunacién se
incluyo como una variable de estratificacién en el modelo de regresion

TCC: Efectividad vacunal ajustada por edad, sexo, nimero de menores de 5 afios de edad viviendo

en el hogar, acceso a agua potable y lugar de defecacién.

5.5.5.2 Andlisis con el diseio de test-negativo de casos y controles

De los 145 casos con diarrea no colérica, 39 estaban vacunados y 106 no lo
estaban. Aplicando modelos de regresion logistica, la EV fue del 87,1% (IC 95%:
62,4-97,0%) y 80,2% (IC 95%: 16,9-95,3) respectivamente. (Tabla 12)

5.5.5.3 Andlisis con el disefio de caso-cohorte

En conjunto, reclutamos 360 personas vacunadas y 561 no vacunadas como parte
de la cohorte con un 100% de aceptacién de participacion. De éstos, conseguimos
recontactar durante el seguimiento con 811 (un 88% del total de participantes). En
la cohorte se reportaron 28 casos con diarrea acuosa aguda, pero ninguno de ellos

ingresd en un centro de salud y ninguno aparecié en los registros de los CTC. A
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través del sistema de vigilancia pasivo se reclutaron 66 casos confirmados (los
mismos que para el MCC y el TNCC). La EV cruda usando el disefio de caso-cohorte
fue del 86,7% (IC 95%: 86,6-95,9%) y la ajustada del 89,4% (IC 95%: 64,6 -96,9%)
(Tabla 12).

5.5.5.4 Andlisis estratrificado por edad, severidad y drea seleccionada para la
campaia de vacunacion.

Realizamos una serie de andlisis estratificados para comprender cémo las
estimaciones de efectividad vacunal podrian variar segin la edad, la severidad de
la enfermedad (determinada por el grado de deshidratacion) y el area geografica.
Los niveles de proteccion estimados (ver Tabla 13) son similares a los presentados
en los andlisis principales cuando restringimos los analisis para incluir:

e Soélo alos mayores de 5 afios

e Soélo alos casos con deshidratacion o

e Soélo aquellos que residen en areas seleccionadas para la vacunacién

Tabla 13. Analisis estratificados por edad, severidad de la enfermedad y area seleccionada
por la campaiia para la vacunacion

Controles Casos VE IC®5% Valor®
N (%) N (%) %
Personas@iartirtleBEiios*
fNo@acunados 231 (84.0) 52 (94.5) Ref
E/acunadosk 44 (16.0) 3 (5.5) 84.3% {27.0-96.6)  0.018
Casos@on@leshidratacionBeverat
fNo@acunados 253 (87.2) 57 (96.6) Ref
@Vacunados 37 (12.8) 2 (3.4) 90.4% (22.7-98.8)  0.028
Personas@jueXesiden@nreast
seleccionadas@ara@acunaciont
ENo@acunados 62 (59.6) 18 (85.7) Ref
@/acunados 42 (40.4) 3 (14.3) 84.0% (25.2-®6.6)  0.020

*Bolothabialfl 1@nenores@eBEfios@on@dlera@onfirmadodNinguno@ledos@asosthi@lessus@ontroles@staban®@acunados)

tBolothabia@asos@on@dlera@onfirmadod1l@acunadod®BmoAacunados;Bipares@liscordantes@®ntotal).

No teniamos suficientes casos menores de cinco anos, ni con deshidratacion de
leve a moderada para obtener estimaciones estables de la proteccion conferida por

la OCV en estas subpoblaciones tan importantes.
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5.5.6 Analisis de indicador de sesgo

El andlisis de indicador de sesgo incluyé 145 personas con diarrea no colérica y
227 controles apareados. En este andlisis encontramos que el odds del estado
vacunal no variaba de forma significativa entre los dos grupos tanto en el analisis
crudo como en el ajustado (p=0.29 en el andlisis ajustado), con lo que sugiere

ausencia de sesgo de seleccion.

Tabla 14. Analisis de indicador de sesgo

Estado@acunal Controles Casos Eficaciavacunal? Valor® Efica‘cialﬂracunallzl Valor®
crudal ajustada*@
n@efacientes(%) 95% 95%
No®acunado 499169) 106[H73) Referencia Referencia
Vacunado 226031) 39427) 22.8%0-19.7-57.5.0) 0.200 24.6%0-27.5855.5) 0.292

*EV@justada@por@recuencia@iefratamiento@el@guaie@onsumoF@isponibilidad@efabon@EnRasa. W ivirnAinGEreaBeleccionadaor@a@ampaiia@ied
vacunacion@uelincluida@omo®ariable@leRstratificacion®n@IEnodeloRle@egresiontogistica@®ondicional

Por tanto, podemos concluir que no habia una asociacién significativa entre el
estado vacunal y la diarrea no colérica, indicando una baja probabilidad de que las
estimaciones de efectividad vacunal primarias hayan sido debidas en gran medida

al sesgo de comportamiento de bisqueda de atencion sanitaria.

5.5.7 Factores de confusion y de modificacion de efecto: Seleccion del
modelo para el estimador ajustado.

Exploramos el posible efecto confusor de factores de riesgo que son bien conocidos

para la infeccién por coélera (Tablas 10 y 11) para asi poder obtener estimaciones

ajustadas (Tabla 12).

5.5.7.1 Diseio de casos y controles pareado

Este andlisis identifico, para el diseno de MCC, una Unica variable con un efecto
potencial de confusién en la relacién entre la ingesta de la vacuna y el estado de
caso: "compartir la fuente de agua potable con un paciente de célera durante
la semana anterior ". Esta variable tenia valores de p inferiores a 0,2 tanto en
comparacion con el evento de interés (p <0,001) como con la exposicion (p = 0,15)

(Ver Tablas 9 y 11). Por otro lado, reproducimos modelos de regresion logistica
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condicional incluyendo la condicion de caso/control como variable dependiente, el
estado vacunal como la exposicion principal y cada factor potencial de confusion
para identificar las variables que modificaran la estimacion de efectividad vacunal
cruda mas del 5%. Desarrollamos asi un modelo para cada variable incluidas en la
Tabla 10 y siguiendo este procedimiento identificamos como posible confusor otra
variable: "Familiar en el hogar con célera durante la semana anterior". Esta

variable modificaba la efectividad vacunal cruda del 85% al 92%.

Tabla 15. Caracteristicas de los vacunados y los no vacunados segtin el diseiio

TNCC MCC
No Vacunados Valor p No Vacunados Valor p
vacunados vacunados
(n=169) (%) (n=42) (%) (n=349) (%) (n=47) (%)
Media de edad (DS) 24.35(18.40) 10.55(12.58) <0.001 |22.5(1558.97) 23.26(1330.16)  0.749
Mujeres (%) 81 (47.93) 24 (57.14) 0.287 146 (41.83) 22 (46.81) 0.518
Media del tamaiio de los hogares
DS) 538 (287.41) 5.36(241.76) 0.967 | 5.88(273.36) 5.85 (316.9) 0.948
Nivel educativo y alfabetizacion
(%)
No sabe leer ni escribir 30 (17.75) 21 (50) 1 62 (17.77) 3(6.38) 1
Sin educacion formal 3(1.78) 0(0) 0.986 6(1.72) 1(2.13) 0.315
Educacion primaria 54 (31.95) 12 (28.57) 0.007 120 (34.38) 16 (34.04) 0.118
Educacién secundaria 74 (43.79) 8 (19.05) <0.001 156 (44.7) 27 (57.45) 0.042
Educacion universitaria 8 (4.73) 1(2.38) 0.117 5 (1.43) 0(0) 0.99
Irian a un centro de salud si
. 166 (98.22) 42 (100) 0.987 345 (98.85) 47 (100) 0.985
presentara diarrea (%)
U,n habitante del hoga‘r tuvo 26 (15.57) 3(7.14) 0.186 25(7.23) 4(8.51) 0.773
cOlera la semana anterior (%)
Un habitante del hogar tiene 15 (9.2) 3(7.32) 0704 | 16(4.62) 3(6.38) 0.6
colera (%)
Bebe agua de una fuente segura*
%) 87 (54.04) 21 (50) 0.724 169 (50) 18 (38.3) 0.202
Trato el agua la semana previa
(ebullicion, cloracion, filtracion)
(%)
Nunca 74 (44.85) 10 (23.81) 1 136 (39.08) 19 (40.43) 1
Alguna vez 67 (40.61) 19(45.24) 0.082 | 150 (43.1) 21 (44.68) 0.995
Siempre 24 (14.55) 13(30.95) 0.004 62 (17.82) 7 (14.89) 0.649
Comparte la fuente de consumo
de agua con alguien con colera la 22 (15.6) 4 (10.26) 0.404 40 (12.62) 2 (4.76) 0.154
semana previa
Comié comida de la calle la
. 122 (74.39) 34(80.95) 0.378 267 (77.62) 37 (80.43) 0.665
semana previa (%)
Tiene jabon (autorreportado) (%)| 127 (76.05) 24 (57.14) 0.016 233 (66.95) 33(70.21) 0.655
Usa servicios de saneamiento
gestionado de forma segura* 13 (7.78) 1(2.38) 0.238 25(7.18) 2 (4.26) 0.461
(autorreportado) (%)
laletrina que usa estdinundada | ) 005 4 (1081)  o4ss | 22(667) 0(0) 0.985
(autorreportado) (%)
Comparte la letrina conalguien | 00 o0y 5119) 0384 | 33(9.62) 4(8.89) 0.885
con diarrea (%)
* seguin definido por JMP de WHO/UNICEF
**Valor p de la regresion condicional univariable ajustada por factores de emparejamiento




RESULTADOS [107

Probablemente estos dos posibles factores de confusion identificados miden una
dimension similar del riesgo de contraer coélera, asi como se refleja en la prueba
exacta de Fisher al explorar la asociacion entre estas dos variables en todos los
participantes (p <0.001). Por tanto, decidimos combinar ambas variables en una
sola variable llamada "contacto" que considera como expuestos a aquellos que
tuvieron un familiar en el hogar con célera en la semana anterior o que
compartieron la fuente de agua de consumo con un paciente con célera. El modelo
ajustado final incluye esta variable combinada como un posible factor de
confusion. Ademas, considerando que los casos en el andlisis principal podrian
venir tanto de areas seleccionadas como no seleccionadas por la campafia de
vacunacion, y que por tanto tenian probablemente una linea de base diferente de
riesgo de colera, decidimos incluir en el modelo de regresion logistica condicional

la variable binaria "area vacunada" como estratificacién

5.5.7.2 Diseiio de test-negativo de casos y controles

Para el TNCC, durante el proceso de analisis bivariable con factores de riesgo bien
conocidos de infeccidon por cdlera, las variables asociadas (p <0,2) tanto con el
evento de interés (cdlera confirmado) como con la exposicién (vacunaciéon con
0CV) fueron:, "educacion”, " al menos un familiar en el hogar con célera en la
semana anterior "y" frecuencia de tratamiento del agua” (ver Tablas 9 y 10). El
modelo ajustado final incluye la variable “edad” ya que puede ser un factor de
confusion asociado tanto con la cobertura vacunal como con la EV. Ademas

incluimos la variable combinada “contacto” como un posible factor de confusion y

estratificamos por "area vacunada" por las razones expuestas anteriormente.

5.5.7.3 Diseio de caso-cohorte

En el caso-cohorte, ademas del estado vacunal, incluimos el sexo en cada modelo
multivariado debido a la sobrerrepresentacion de las mujeres en la cohorte. Una
parte importante de los participantes de la cohorte fue reclutada después de la
inclusion de la mayor parte de los casos, en un periodo donde estaba
disminuyendo bruscamente la incidencia del brote. Por tanto, consideramos y

excluimos del andlisis multivariado las variables evaluadoras de los contactos
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directos o indirectos con alguien con diarrea (compartir letrina, agua de cosnumo,
hogar o asistir al funeral de alguien con colera) para evitar artefactos que

sobreestimaran el RR y por tanto sesgaran las estimaciones de EV .
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Tabla 16. Caracteristicas de los vacunados y no vacunados en el diseiio de caso-cohorte

Edad (sd)
Sexo femenino (%)
Educacion (%)
Analfabeto
Educaciéon no formal
Educacién formal
Tipo de tratamiento de aguas (%)
Cloracién
Ebullicion
Filtracion
Agua de consumo de una bomba,
embotellada o grifo (%)
Tratamiento agua de consumo (%)
Nunca
A veces

Siempre
Usa fuente de agua potable* (%)

Vecino con diarrea semana
anterior (%)

Comparte agua con alguien

con diarrea (%)

Comparte letrina con alguien

con diarrea (%)

Coélera en el hogar semana pasada
(%)

Comparte agua o letrina con
alguien con diarrea o colera en el
hogar semana anterior (%)

Defeca en bafio dentro del hogar
(%)

Numero de menores de 5 afos (%)
Nimero de menores de 5 afios

vacunados contra sarmpién (%)

No vacunados

(n=614)

24.5 (15.3)
56.5

8.5
1.1
90.3

59.7
33.6
6.7

77.6

33.8
32.9
33.3

77.6

8.6

4.3

5.3

3.5

8.4

23.5
1.7 (0.81)

1.6 (0.78)

Vacunados

(n=361)

20.2 (16.6)
65.9

16.3
1.7
82

74.2
25
0.8

78.1

30.8
34.7
34.5

78.1

5.7

1.5

1.7

3.8

5.5
1.8 (0.8)

1.7 (0.7)

Valor

p

0
0.004

0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001

0.88

0.432
0.432
0.432

0.88

0.122

0.052

0.041

0.104

0.021

0.173

0.052

Variacion de

la VE
(%)

-1.10%
5.80%

-7.60%
-7.60%
-7.60%

-16.40%
-16.40%
-16.40%

0.00%

2.00%
2.00%
2.00%

0.00%

7.70%

16.60%

19.10%

3.20%

37.10%

-14.70%
-2.10%

-6.80%

*definido por el JMP de la OMS/UNICEF
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Las variables relacionadas con la gestion del agua, que diferian entre los casos y la
cohorte, se correlacionaron entre si, por lo que s6lo consideramos la variable mas
global utilizando la definiciéon internacional de acceso al agua potable del
Programa de Monitoreo Conjunto de la OMS/UNICEF. La misma légica fue aplicada

a las variables que evaluan el uso de letrinas/defecacion.
Finalmente, el criterio de informacion de Akaike (AIC) y el criterio de informacién

bayesiano (BIC) acuerdan y privilegian un modelo final sin variables evaluadoras

del nivel de educacion.

En sintesis, en la siguiente Tabla 17 mostramos un resumen de las variables

incluidas en los modelos multivariados.

Tabla 17. Resiimen de las varibales incluidas en los modelos multivariados

TNCC MCC CC

87.1% 84.7% 86.7%

Efectividad vacunal cruda (1C95%)
(62.4-97.0) (27.0-96.6) (56.6-95.9)

Variables incluidas como posibles

confusores
Edad X X
Sexo X
Nivel educativo X

Frequencia de tratamiento de agua de
consumo
Familiar del hogar con célera semana
anterior
Compartié fuente de agua de consumo con
un paciente de célera
Numero de menores de 5 afios viviendo en
el hogar
Acceso agua potable X
Lugar de defecaciéon X
80.2% 88.9% 89.4%

Efectividad vacunal ajustada (IC95%)
(16.9-95.3) (42.7-97.8) (64.6-96.9)




5.5.8 Valores faltantes
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Las bases de datos, tanto para el caso control como para la cohorte, no contienen

ningun valor faltante tanto para el evento como para la exposicion. La Tabla 18

muestra las variables con datos faltantes que fueron analizadas como posibles

confusores.

Tabla 18. Porcentaje de valores faltantes de las variables analizadas como posibles factores
de confusion

diarrea

Casos Casos
Controles Cohorte
confirmados sospechosos

(n=330) (n=66) (n=211) (n=906)
Tamafio del hogar 0.0% 1.5% 0.9% 0.1%
Nivel educativo 0.0% 0.0% 0.0% 1.5%
Ir a centro de salud si diarrea 0.0% - - 0.0%
Familiar del hogar con célera la

0.6% 1.5% 0.9% 0.5%
semana anterior
Familiar del hogar con cdlera ahora 0.0% 4.5% 3.3% 0.1%
Usa fuente de agua potable * 1.8% 1.5% 4.3% 24.4%
Tratamiento del agua de consumo 0.0% 1.5% 1.9% 0.8%
Comparte fuente de agua de consumo

9.1% 10.6% 14.7% 7.4%
con un paciente de célera
Comid comida comprada en la calle 1.5% 1.5% 2.4% 0.3%
Jabén disponible (autoreportado) 0.0% 1.5% 0.9% 0.0%
Tiene saneamiento mejorado *

0.0% 1.5% 0.9% 0.0%
(autoreportado)
Letrina inundada (autoreportado) 5.2% 15.2% 11.4% 0.0%
Comparte letrina con alguien con

1.5% 4.5% 3.3% 5.6%

* definido por el Programa de Monitoreo Conjunto de la OMS/UNICEF

El andlisis crudo no se vi6 afectado por los datos faltantes ya que la base de datos

no contenia ninguna informacién ausente para el evento de interés, la exposiciéon o

el par. En el andlisis multivariado, las dos variables identificadas como posibles

factores de confusion contenian datos faltantes y analizamos la posible influencia

de los datos faltantes en las estimaciones ajustadas de la efectividad vacunal.
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La Tabla 19 muestra las estimaciones ajustadas de la efectividad vacunal para cada
una de las tres estrategias usadas para el tratamiento de valores faltantes.
Incluimos como efectividad vacunal ajustada la estimacidn puntual y los intervalos
de confianza obtenidos con los datos faltantes imputados usando la imputacién

multiple con ecuaciones encadenadas.

Tabla 19. Estimaciones ajustadas de la EV considerando diversas estrategias de manejo de
datos faltantes y por disefio

TNCC MCC CcC
EV EV
EV ajustada
ajustada I1C95% . 1C95% ajustada 1C95%
* T
Exclusion de las entradas
81.2% (19.2-95.6) 86.5% (29.1-97.4) 94.0% (52.5-99.2)
con valores faltantes
Datos faltantes como una
80.9% (20.5-95.4) 87.4% (30.9-97.7)  89.2%  (64.4-96.7)
variable ficticia
Imputacién multiple de
80.2% (16.9-95.3) 88.9% (42.7-97.8) 89.4% (64.6-96.9)

valores faltantes

*TND: EV ajustada por edad, nivel de educacion, frecuencia del tratamiento de agua de consumo y
contacto (variable combinada que considera aquellos con un miembro en el hogar con célera en la
semana anterior o comparten la fuente de agua de consumo con un paciente de cdlera como
“expuestos”). Vivir en un area seleccionado por la campafia de vacunacién se incluyo como una
variable de estratificaciéon en el modelo de regresion.

**MCC: EV ajustada por contacto. Vivir en un area seleccionado por la campafia de vacunacién se
incluy6 como una variable de estratificaciéon en el modelo de regresién.

+CC: EV ajustada por edad, sexo, niimero de nifios menores de 5 afos viviendo en el hogar, acceso a

agua potable y lugar de defecacién.

5.5.9 Analisis de sensibilidad

5.5.9.1 Andlisis de sensibilidad considerando el estado vacunal.

Evaluamos la exposicién a la vacuna de forma autorreportada y lo verificamos a
través del carné de vacunacion. El estado vacunal autorreportado podria verse
afectado por el hecho de haber padecido un episodio de célera y, por tanto, podria
diferir segun el estado de caso o de control, mientras que el extravio de los carnés
de vacunacion podrian conducir a una subestimacion de la cobertura vacunal. Para

los andlisis primarios utilizamos el estado vacunal autorreportado. Para evaluar la
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sensibilidad de nuestros resultados con este supuesto, estimamos la efectividad
vacunal utilizando dos esquemas alternativos de clasificacion del estado vacunal:
1. Clasificando a quienes reportaron haber sido vacunados sin tener un carné
de vacunacién como no vacunado
2. Excluyendo a aquellos que reportaron haber sido vacunados sin tener un

carné de vacunacion.

Tabla 20. Analisis de sensibilidad del estado vacunal excluyendo a los individuos sin carné
de vacunacion y considerando los individuos sin carné como vacunados

Controles Casos EV 1IC®5% Valor®
N (%) N (%) %
Estado@acunal
@No@acunados 286 (86,7) 63 (95,5)
Macunadosfcon@arné) 21 (6,4) 2 (3)
Macunadossin@arné) 23 (6,9) 1 (1,3)
AquellosBin®arné@omo®acunados
@No@acunados 286 (87) 63 (95) Ref
M acunadoscond@Bin&arné) 44 (13) 3 (5) 84,7  [27-96,6) 0,017
AquellosBin@arné@omomhoXacunados
FNo@acunados 309 (93,6) 64 (97) Ref
M acunadosfconarné) 21 (6,4) 2 (3) 62,9 (-93,4-92,9) 0,239
Aquellos@arné@omo®acunados
@No@acunados 267 (92,7) 63 (96,9) Ref
M acunadosfcon®arné) 21 (7,3) 2 (3,1) 8300% (-52,98,1) 0,113

Las estimaciones se mantenian estables cuando se eliminaron aquellos sin carné
de vacunacion. Sin embargo, el pequefio tamafio muestral reducia la precision de

las estimaciones de efectividad vacunal.

5.5.9.2 Andlisis de sensibilidad considerando la distancia entre el caso y su control
Para controlar por la cobertura vacunal local y el riesgo de infeccion usamos el
pareamiento geografico, que tedricamente nos deberia conducir a estimaciones
directas de efectividad vacunal. Sin embargo, no esta claro cual podria ser la escala
espacial mas adecuada para el emparejamiento. Para evaluar la sensibilidad de
nuestros resultados a la distancia entre el control y su caso (es decir, la escala
espacial), estimamos la efectividad vacunal en las dreas vacunadas utilizando dos
esquemas alternativos de clasificacion del estado vacunal:

1. Excluyendo los pares con una distancia entre ellos de mas de 150 m
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2. Excluyendo los pares con una distancia entre ellos de mas de 300 m

Con ambos enfoques, encontramos que nuestras estimaciones de EV excluyendo
los pares con una distancia entre ellos de mas de 150 metros estaban dentro del

4% de las estimaciones originales. (Ver Tabla 21)

Tabla 21. Andlisis de sensibilidad del estado vacunal en los paticipantes que vivian en las
areas objeto de la campaiia de vacunaciéon excluyendo los pares cuya distancia entre el
control y su caso era de mas de 150m, mas de 300m y sin exclusion de distancia

Controles Casos EV&ruda Valor®
ne@eBacientes(%) 95%
SensitiveBnalysis@listance@ase-control
<150m
@ENo®acunados 44758,7) 1885,7) Ref
M/acunadosk 31[41,3) 3q14,3) 80,3%(6,8-95,8) <0,005
<300m
@No@acunados 5459,3) 1885,7) Ref
M/acunadosk 37d40,7) 3q14,3) 85,1%28,426,9) <0,005

Nom@listance@estriction
@ENo®acunados 62059,6) 18085,7) Ref
[M/acunados 42[40,4) 3[14,3) 84,0%25,2-36,6) <0,005
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5.6 Encuesta de cobertura al final de la campaiia de vacunaciéon con OCV.

5.6.1 Descripcion de la muestra

Enntre el 3y 17 de marzo de 2017 se visitaron un total de 478 hogares.

Figura 28. Mapa de Lusaka por municipios

Los puntos son los participantes de la encuesta de cobertura.

De éstos, 467 individuos fueron seleccionados para participar en la encuesta ya
que, después de dos visitas, no pudimos encontrar los habitantes de 11 de los
hogares. Entre estos individuos, 18 se negaron a participar y 7 no eran elegibles
para participar en la encuesta. Las razones para no participar se describen en la

Tabla 22.

Tabla 22. Motivos de rechazo a participar en la encuesta

n %
No quiere que le hagan preguntas. 5 27,8
Creencias religiosas 2 11,1
Miedo por los incidentes del afio pasado 2 11,1
No esta comodo/a 2 11,1
No esta interesado/a 4 22,2
No se siente bien 1 5,6
Ocupado/a 2 11,1
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Al final, incluimos 442 individuos en el andlisis. El tamafio medio de los hogares
era de 4 habitantes (desviacion estandar: 2,4). La mediana de edad fue de 21 afios

(rango intercuartilico (IQR): 10-34 afios). La relaciéon hombre /mujer fue de 0,64.

Figura 29. Piramide poblacional de las personas participantes de la encuesta

5.6.2 Segundaronda de vacunacion: Diciembre de 2016

El 59% (n= 261/442; IC 95%: 54,3-63,7) de la poblaciéon objeto de la campaia
recibio una dosis de la vacuna durante la segunda ronda de vacunacion con OCV en
diciembre de 2016. El 24% del total de los individuos encuestados que reportaban
haber sido vacunados poseian el carné de vacunacidon. Los menores entre 5y 15
afios presentaban una cobertura vacunal del 68,1% (79/116; 1C95%: 58,8-76,4) y
los adultos del 32.7% (92/281; 95%CI: 27.3-38.6). Ver Tabla 23.

5.6.3 Primeraronda de vacunacion: Abril de 2016

En marzo de 2017, el 44,8% (n = 198/442; IC 95%: 40,0-49,6) de las personas que
vivian en las areas objeto de la campafia de vacunacién reportaron haber recibido
una dosis de la vacuna durante la primera ronda (realizada en abril de 2016). El

porcentaje de retencion del carné de vacunacion fue del 27,9%.
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5.6.4 Cobertura vacunal global con dos dosis y con una dosis tinica

La cobertura vacunal con dos dosis de OCV fue del 33,9% (n= 150/442; IC 95%:
29,5-38,6) entre la poblacion objeto de la campana y el 36% report6 haber
recibido una sola dosis de vacuna (n = 159/442; IC del 95%: 31,5-40,6). El
porcentaje de abandono (individuos que reportaron haber tomado la vacuna en
abril de 2016 y que no recibieron la segunda dosis en diciembre) fue del 10,9% (IC
95%: 8,1-14,1). De forma global, el 69,9% (n = 309/442; 1C95%: 65,4-74,1)
reportaron haber recibido al menos una dosis de vacuna en el momento de la

encuesta de cobertura.

5.6.5 Analisis estratificado
La Tabla 23 muestra la cobertura vacunal global con dos dosis, una dosis y la
cobertura alcanzada en la primera y segunda rondas de vacunacidon estratificadas

por grupo de edad, sexo y municipio.



Tabla 23. Cobertura vacunal (CV) por grupo de edad, sexo y municipio
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CV con 2 dosis CV con 1 dosis CV con al menos 1 dosis CVdela12ronda* CV dela22ronda

n % (95%CI) n % (95%CI) N % (95%CI) n % (95%CI) n % (95%CI)
CV global 150  33.9(29.5-38.6) 159 36.0 (31.5-40.6) 309 69.9 (65.4-74.1) 198 44.8 (40.0-49.6) 261 59.0 (54.3-63.7)
1 a5 aiios 25 58.1 (42.1-72.9) 13 30.2 (17.2-46.1) 38 88.4 (74.9-96.1) 27 62.8 (46.7-77.0) 36 83.7 (69.3-93.2)
5 al5 afios 69 59.5 (49.9-68.5) 38 32.7 (24.3-42.1) 107  92.2 (85.8-96.4) 79 68.1 (58.8- 76.4) 97 83.6 (75.6- 89.8)
+15 aios 56 19.9 (15.4-25.1) 108 38.4 (32.7-44.4) 164 58.4 (52.4-64.2) 92 32.7 (27.3-38.6) 128 45.5 (39.6-51.6)
Mujeres 96 35.8(30.1-41.9) 107  40.0 (34.0-46.1) 268 75.7 (70.2-80.7) 132 49.2 (43.1-55.4) 167 62.3 (56.2-68.1)
Hombres 54 31.4 (24.5-38.9) 52 30.2 (23.5-37.7) 106 61.6 (53.9-68.9) 66 38.4 (31.1-46.1) 94 54.6 (46.9-62.2)
Bauleni 6 27.3(10.7-50.2) 9 41 (20.7-63.6) 15 68.2 (45.1-86.1) 7 31.8 (13.9-54.9) 14 63.6 (40.6- 82.8)
Chawama 23 35.4 (23.9-48.2) 26 40 (28-52.9) 49 75.4 (63.1-85.2) 27 41.5 (29.4-54.4) 45 69.2 (56.5-80.1)
George 24 38.1 (26.1-51.2) 23 36.5 (24.7-49.6) 47 74.6 (62.1-84.7) 36 57.1 (44.09-69.5) 35 55.6 (42.5-68.1)
George-Soweto 6 31.6 (12.6-56.5) 9 47.4 (24.4-71.1) 15 78.9 (54.4-93.9) 8 42.1 (20.2-66.5) 13 68.4 (43.4-87.4)
John-Howard 10 41.7 (22.1-63.4) 9 37.5 (18.8-59.4) 19 79.2 (57.8-92.9) 10 41.7 (22.1-63.3) 19 79.2 (57.8-92.9)
Jhon Laing 14 30.4 (17.7-45.7) 20 43.5 (28.9-58.9) 34 73.9 (58.9-85.7) 19 41.3 (26.9-56.8) 29 63.0 (47.5-76.8)
Kanyama West 13 27.6 (15.6-42.6) 15 31.9 (19.1-47.1) 28 59.6 (44.3-73.6) 18 38.3 (24.5-53.6) 23 48.9 (34.1-.63.9)
Misisi-Kuku 21 37.5(24.9-51.4) 19 33.9 (21.8-47.8) 40 71.4 (57.8-82.7) 27 48.2 (34.6-61.9) 34 60.7 (46.7-73.5)
New Kanyama 6 23.1 (8.97-43.6) 6 23.1(8.9-43.6) 12 46.1 (26.6-66.6) 10 38.5 (20.2-59.4) 8 30.8 (14.3-51.8)
Old Kanyana 27 37.5 (26.48-49.7) 23 31.9 (21.4-43.9) 50 69.4 (57.45-79.8) 36 50.0 (37.9-62) 41 56.9 (44.7-68.6)

*Esta estimacion representa el porcentaje de personas viviendo en las areas seleccionadas por la campana de vacunaciéon en marzo de 2017 que notificaron

haber sido vacunadas en abril de 2016.
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La cobertura vacunal con dos dosis fue mayor en los menores entre 5 y 14 afios
(59,5% (69/116; 1C95%: 49,9-68,5) que en las personas adultas (19,9% (56/281;
1C95%: 15,4-25,1) y en las menores de 5 afios (58,1% (25/43 1C95%: 42,1-72,9).

La cobertura vacunal con al menos una dosis fue mayor entre las mujeres (75,7%,
IC 95%: 70,2-80,7) que entre los hombres (61,6%, IC 95%: 53,9-68,9). Lo mismo
sucede con la cobertura vacunal con dos dosis, que fue mayor entre las mujeres
(35,8%, IC 95%: 30,1-41,9) que entre los hombres (31,4%, IC 95%: 24,5-38,9), en

particular en las personas entre 25 y 50 afios

Figura 30. Cobertura vacunal con dos dosis por edad y sexo. Tomada de (128)

Figura 31. Cobertura vacunal con al menos una dosis por edad y sexo. Tomada de (128)

La cobertura vacunal varia segun el municipio, observando la mayor cobertura con
al menos una dosis de OCV en John-Howard (79,2%, IC 95%: 57,8-92,9) y la mas
baja en New Kanyama (46,1%, IC 95%: 26,6-66,6). La Figura 32 muestra la
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distribucion geografica de la cobertura vacunal en las diferentes areas
seleccionadas por la campafa. Este mapa indica que hay areas con una mejor
cobertura que otras, tal y como lo indica el analisis estratificado, pero también que
dentro de algunos municipios como Kanyama, existia una alta heterogeneidad

interna en la cobertura vacunal.

Figura 32. Distribucién geografica de la CV en Kanyama, Chawama y George
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5.6.6 Causas del rechazo a la vacunacion

La causa mas frecuente de rechazo a la vacunacion es el hecho de estar ausente
durante la campafia (27,7% para la primera ronda y 25,7% para la segunda ronda).
La segunda razén era la falta de tiempo (19,8% y 24,4%) y la tercera que en la
zona donde vivia no habia campafia de vacunacién (10,7% y 6,7%). La lista

completa de causas para no vacunarse se encuentra en la Tabla 24.

Tabla 24: Causas para el rechazo a la vacunacion

12 ronda 22ronda
n % n %
No habia campaifia de vacunacion donde vivia. 26 10.7 12 6.7
No sabia que habia otra campaifia de vacunacion. 20 8.2 10 5.6
Penso que no era elegible. 7 2.9 1 0.6
No sabia la fecha de la campaiia. 7 2.9 4 2.2
No sabia el lugar de la campafia. 1 0.4 - -
Rechazo por motivos religiosos. 1 0.4 1 0.6
Consideraba que la vacuna era peligrosa. 5 2.1 2 1.1
Consideraba que habia que esperar mucho. 1 0.4 - -
Consideraba el puesto de vacunacién demasiado lejos. 1 0.4 2 1.1
Ausente durante la campana. 67 27.7 46  25.7
No tenia tiempo. 49 20.2 43 24.0
Estaba enfermo durante campafia de vacunacion. 3 1.2 5 2.8
Habia tenido malas experiencias con otras campafias en el pasado. 2 0.8 4 2.2
Estaba hospitalizado durante campafia de vacunaciéon 1 0.4 - -
El vacunador rechazé darle la vacuna. - - 1 0.6
Decidi6 no tomar la vacuna porque estaba embarazada. 1 0.4 4 2.2
Mal sabor. 1 0.4 2 1.1
No dio ninguna explicacion. 16 6.6 10 5.6
Otra 32 13.2 32 179

5.6.7 Eventos adversos después de la inmunizacion.

En la encuesta se recogian los eventos adversos después de la inmunizacion (tanto
en la primera como en la segunda ronda de vacunacion). Entre los que recibieron
la vacuna, el 19,7% (n = 39) declaré haber estado enfermo después de la primera

ronda y el 24,1% (n = 63) después de la segunda ronda. Los principales signos o
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sintomas reportados, después de la primera y segunda ronda, respectivamente,
fueron nauseas, diarrea, fiebre y dolor abdominal. Entre los que dijeron que
experimentaron efectos secundarios, nadie reporté haber acudido a un hospital,
centro de salud o clinica después de la primera ronda, pero si el 7,9% (n = 5/63)

después de la segunda ronda. Todos los sintomas estan enumerados en la Tabla 25.

Tabla 25. Eventos adversos reportados después de la inmunizacién

12ronda 22ronda
n % N %
Fiebre 2 51 3 4.8
Diarrea 4 10,3 13 19
Dolor abdominal 1 2,6 2 3,2
Natseas 31 79,5 40 63,5
Cefaleas 1 2,6 1 1,6

Debilidad general - - 2 3,2
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6 DISCUSION

6.1 Revision sistematica y meta-analisis de vacunas inactivadas orales
frente al colera.
Encontramos que la OCV administrada con una pauta de vacunacién estandar de
dos dosis proporciona un nivel de proteccién de moderado a alto durante al menos
3 afos, con alguna evidencia que sugiere una duracién de a mas largo plazo. El
esquema de una dosis proporciona una proteccion significativa a corto plazo. Sin
embargo, hasta donde hemos podido revisar, no existen estudios con una variable
primaria de evaluacionde mas de 6 meses. La eficacia de dos dosis es

significativamente menor en los menores de 5 afios.

La eleccion entre usar un esquema de una o dos dosis es compleja, particularmente
en los brotes de paises donde existe una escasez en el stock de vacunas (129-131).
Nuestras estimaciones promedio de efectividad vacunal a corto plazo (hasta 1 afio
después de la vacunacion) tanto con una como con dos dosis son similares. Sin
embargo, esta comparativa no fue posible para los estudios de eficacia vacunal
debido a la escasez de estudios. Cuando se necesita proteccion a corto plazo y no se
pueden proporcionar dos dosis a todas las personas en riesgo, nuestros resultados
sugieren que una dosis Unica podria proporcionar el mismo nivel de proteccién a
corto plazo que la pauta vacunal de dos dosis. La mayoria de la evidencia cientifica
para el esquema de dosis Unica proviene de estudios observacionales. Se necesita
mas evidencia por parte de ensayos clinicos para corroborar la creciente evidencia
de los estudios observacionales que apoya la fuerte protecciéon conferida por el
esquema de una dosis. Existe un estudio que compara la eficacia a corto plazo de
tres dosis de vacuna tanto con BivWC como con WC-rBS que muestra que la WC-
rBS conferia una proteccién a corto plazo alta y la BivWC moderada, y concluye
con que la inclusién de la subunidad B de toxina colérica recombinante podria ser
la responsable del incremento de la proteccién a corto plazo (65). Si este hallazgo
refleja una verdadera diferencia, una vacuna de dosis Unica WC-rBS podria
proporcionar una alternativa con una mayor proteccion que la vacuna de células

enteras. Si hay que proporcionar una dosis de refuerzo, y cuando, sigue siendo una
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pregunta abierta y que varia segun el grado en que la poblacién haya estado
previamente expuesta al Vibrio cholerae. A medida que se genere mas evidencia
sobre la duracion de la proteccién conferida tanto por el régimen de dosis unica
como de dos dosis, aumentara la capacidad de una mejor toma de decisiones de
cuando se deberia usar cada pauta vacunal y el intervalo en el cual se deberia

administrar la dosis de refuerzo.

Las OCV, como otras vacunas orales (132), proporcionan menos proteccién a los
nifios y nifias menores de 5 afios que a las personas con 5 afios de edad o mas. Esta
diferencia de proteccion en funcién la edad podria tener implicaciones para decidir
entre diferentes estrategias de vacunacidn, particularmente cuando se amplia su
uso en paises altamente endémicos como en Bangladesh. De todas formas, a pesar
de la menor eficacia, la vacunacién en las nifias y nifios mas pequefios podria tener
efectos sustanciales sobre la carga de la enfermedad debido a los efectos indirectos
de la vacuna (inmunidad de rebafio)(133). Son necesareos mas estudios para
afinar las estimaciones de proteccion vacunal por edad y asi aumentar la
comprension del efecto de diferentes estrategias de administraciéon de vacunas
dirigidas a diferentes grupos de edad y entender si pautas vacunales alternativas,
tales como la administracién de una tercera dosis, podria mejorar la proteccion en

nifos y niflas pequeios.

La epidemiologia del codlera a nivel local, incluyendo las vias e intensidad de la
transmision, puede determinar qué grupos de edad tienen mayor riesgo de
infectarse (134). En contextos altamente endémicos de cdlera, como Bangladesh e
India, las personas con célera tienden a ser mas jovenes ya que las adultas se
benefician de la protecciéon conferida por la exposicion previa a Vibrio cholerae.
Dado que la eficacia de la OCV es dependiente de la edad, la distribucién de la edad
de las personas probablemente influye en las estimaciones de proteccién de los
estudios realizados en diferentes contextos. La exposiciéon frecuente en dareas
endémicas puede actuar incrementando la inmunidad inducida por la vacuna y
prolongar la duracién de la proteccién, pudiendo influir en la proteccion aparente
de la vacuna. Estos hechos, ademas de las diferencias en la duracién de los

estudios, podrian explicar por qué la efectividad vacunal de dos dosis es mas alta
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que la eficacia vacunal (figura 16). India es el unico pais en el que se han realizado
tanto estudios de eficacia (78) como de efectividad (123) con dos dosis de OCV,
siendo las estimaciones de la proteccion a los 3 afios de la vacunacion muy
similares (66% y 69% respectivamente). Esto demuestra que la epidemiologia a
nivel local podria explicar las diferencias aparentes entre los disefios de los

estudios.

Por otro lado, en los estudios a nivel individual identificamos niveles de
heterogeneidad de moderados a altos entre las estimaciones de la proteccion de la
vacuna tanto en el andlisis primario de eficacia con dos dosis como en el andlisis de
la efectividad promedio con una dosis. Aunque parte es explicada por la duracién
del estudio y la edad promedio de los pacientes, otros factores que no identificados
podrian jugar un papel en dicha heterogeneidad. Un caso atipico en el analisis
primario de eficacia con dos dosis lo tenemos con un ensayo clinico realizado en
Pertu (69), donde no se encontr6 proteccion durante los 10 meses posteriores a la
vacunacion. El estudio evalu6 una variante de vacuna temprana producida antes
de que existiera una producciéon a gran escala. Clemens et al sugirieron la
posibilidad de una clasificacién errénea de la varible “evento de interés” dentro del
programa masivo de vigilancia activa basada en el hogar (con visitas dos veces por
semana a 18.000 hogares), pudiendo haber sesgado los resultados hacia el efecto

nulo (70).

Nuestra revision sistematica tiene multiples limitaciones. Debido a los pocos
estudios disponibles y su diversidad en el disefio del estudio, la duraciéon del
seguimiento, el tipo de vacuna y los contextos epidemiolégicos, no pudimos
controlar completamente por cada factor para estimar el verdadero efecto
promedio. Aqui presentamos estimaciones estratificadas para ayudar a interpretar
cémo cada factor podria influir en las estimaciones de protecciéon de la OCV. En
nuestros andlisis de proteccién con dosis Unica, combinamos las estimaciones de
proteccion de dosis Unica de los estudios en los que fue el resultado primario y de
los estudios en los que fue un resultado secundario. Especialmente en los estudios
observacionales, estas estimaciones secundarias provienen de individuos que no

recibieron el esquema de vacunacién completo, lo que podria estar correlacionado
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con el riesgo de colera. Si estos datos fueran de personas que no recibieron la
pauta vacunal completa, podriamos haber subestimado la proteccion promedio
con dosis unica. Del mismo modo, el uso de ambos grupos de vacunas del estudio
de Matlab (119), sin tener en cuenta la correlacién entre ellos (grupo de placebo
compartido), condujo a una ligera subestimacion de la varianza en las estimaciones
de eficacia vacunal promedio. Por ultimo, aunque no se detectaron diferencias
significativas entre las estimaciones de proteccion con diferentes tipos vacunas, el
aumento de la proteccion antigénica con el tiempo y la inclusion de la subunidad B
podrian explicar algunas diferencias no detectadas que la potencia de este estudio
no pudo detectar. Sin embargo, las estimaciones promedio con dos dosis
excluyendo las vacunas WC-rBS fueron similares a las estimaciones

correspondientes a una combinacién de ambas vacunas.

6.2 Evaluacion de la efectividad vacunal con una dosis

Nuestro estudio confirma que una dosis de Shanchol™ es suficiente para
desarrollar una proteccion frente a la infeccion por célera durante al menos dos
meses después de la campafia de vacunacion y que es una herramienta eficaz para
el control de brotes en contextos urbanos. Ademas, los tres disefios que
empleamos para el andlisis encontraron niveles de proteccién comparables. Estos
hallazgos son relevantes para establecer recomendaciones en el uso de vacunas

como respuesta a brotes donde una proteccidn alta a corto plazo es esencial.

Las estimaciones de EV usando el disefio de CC fueron similares a las reportadas en
los analisis de MCC. El pareamiento a nivel espacial, realizdndose en la escala
apropiada, deberia controlar las diferencias por la cobertura vacunal,
proporcionando asi una estimacion de la proteccién directa de la vacuna (135). La
similitud de las estimaciones de ambos disefios sugiere que la proteccion entre los
individuos vacunados en Lusaka se debe principalmente al efecto directo de la
vacuna. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que el
emparejamiento espacial sea imperfecto, lo que permitiria la inclusion de
controles procedentes de areas con diferente cobertura vacunal y, por tanto, la
inclusion de cierta proteccion indirecta en las estimaciones de eficacia vacunal del

MCC. Un andlisis de sensibilidad con diferentes tamafios de vecindario durante un
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estudio de cohorte en Zanzibar sugiere que el efecto inmunidad de rebafio se
mantenia estable hasta un radio de 500 m (73). En nuestro analisis de sensibidad,
las estimaciones permanecen estables cuando se eliminan aquellos pares con una

distancia de mas de 150 m y de mas de 300 m.

El andlisis estratificado no tenia poder estadistico suficiente para detectar
diferencias en subgrupos, pero reconfirma que la vacuna es protectora cuando
restringimos el andlisis a las areas seleccionadas por la campafia de vacunacién y a
los casos con deshidratacion severa. Ademas, el tamafo muestral de este estudio
es relativamente grande en comparaciéon con estudios anteriores, lo que ha
permitido estimar la proteccion de la vacuna utilizando un disefio de casos y
controles pareado, y por tanto, estimar el efecto directo de la vacuna (partiendo de
la base que el lugar de residencia coincide en los pares de los casos y los controles
y comparten niveles similares de cobertura vacunal). Esta fue una limitacién
importante en una evaluacion de la proteccion vacunal de dosis unica realizada en
Sudan del Sur, previa a la nuestra, donde sélo se incluyeron 34 casos confirmados
de célera en el analisis con lo que el nimero limitado de pares discordantes
impidio el uso del analisis de casos y controles pareado como analisis principal

(90).

Ademas, el estudio de Lusaka se realiz6 en una poblacién que no habia sido
expuesta al coélera recientemente. Estudios anteriores que miden la proteccién de
una dosis plantean la posibilidad de que los esquemas de una dosis pudieran
actuar principalmente como refuerzo de la inmunidad natural y que por tanto este
esquema no fuera protector en poblaciones menos expuestas al célera (89,90,92).
En Lusaka desde 2010 no se habian notificado ningin brote de cdlera, lo que
significa una ausencia de exposiciéon masiva al célera de cinco afios. Por lo tanto, el
contexto de Lusaka es una buena representacién de zonas del mundo con
tendencia a brotes de cdlera donde periodos de calma se alternan con brotes
explosivos, como ocurre en gran parte del Africa sub-sahariana. Segin nuestros
resultados, la pauta de vacunaciéon con una dosis podria ser una herramienta
excelente para controlar epidemias si las campafas de vacunacion se implementan

de forma oportuna y a tiempo. Sigue quedando por resolver la cuestion de si la
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dosis unica seria suficiente para obtener proteccién en poblaciones con ausencia

de inmunidad frente al célera, como fue el caso de Haiti en 2010.

Las estimaciones de efectividad aqui presentadas son casi idénticas a la proteccién
con una dosis observada en el CC de Sudan del Sur (87%) (86), y mas altas que la
proteccion medida en un ensayo clinico aleatorizado en Bangladesh frente al
colera severo (63%) (88). Estas diferencias podrian ser explicadas por varios
factores. Primero, es importante tener en cuenta que nuestras estimaciones solo
son validas para los primeros dos meses después de la ingesta de la vacuna, que
comprende el mismo intervalo que el estudio realizado en Sudan del Sur. Esto
difiere con las estimaciones de Bangladesh cuyo seguimiento se extiende a 6
meses. En nuestro estudio no fue posible un mayor tiempo de seguimiento ya que
el brote fue controlado y no se reportaron mas casos. No obstante, la proteccion
inmediata después de la ingesta de vacuna es informacién esencial para la
respuesta al brote, ya que éste es el periodo clave en el que se pueden producir la
mayoria de los casos y fallecimientos (87). Otro factor que podria explicar las
diferencias entre los estudios es la inmunidad de rebafio que confiere la OCV (75).
El ensayo clinico realizado en Bangladesh fue un estudio aleatorizado a nivel
individual y por tanto disefiado especificamente para medir la proteccion directa
(88). Sin embargo, nuestro estudio es un estudio observacional, y por tanto
permite la inclusion de proteccion indirecta en la estimacion de la efectividad
vacunal si el emparejamiento espacial no se realiza en la escala exacta donde
ocurre la transmision del célera. Para explorar el efecto en las estimaciones de
efectividad vacunal, llevamos a cabo un analisis de la distancia entre los pares de
los casos y controles y, aunque no fue significativo, observamos que la estimacién
puntual era mas baja cuando el analisis se restringia a menos de 50 metros, lo que
indica que posiblemente podriamos incluir en nuestras estimaciones cierta
proteccion indirecta. Esto también subraya la importancia de la transmision en el
hogar como componente clave en la propagacién del célera en Lusaka. Por otro
lado, no podemos obviar la posibilidad de que el efecto de la inmunidad de rebafio
esté confundiendo el verdadero efecto directo de la vacuna en Bangladesh ya que
estudios previos han demostrado consistentemente una mayor proteccion directa

en zonas con niveles de cobertura vacunal mas bajos (63,79). Adémas, es posible
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que nuestro estudio esté sobrerrepresentando los casos muy severos en
comparaciéon con el espectro de enfermedades incluidas en el estudio de
Bangladesh, partiendo de la base de que nuestros métodos de vigilancia pasiva
fueran probablemente menos sensibles para reclutar los casos leves a severos en
comparacién con la vigilancia activa establecida en un ensayo clinico. La OCV ha
demostrado ser mas efectiva frente enfermedades graves que para el célera leve.
En este sentido nuestras estimaciones deben interpretarse como proteccién a
corto plazo para la infeccién severa por coOlera. Por ultimo y quizdas mas
importante, el rango de edad de los casos confirmados de nuestro estudio es
similar al rango de edad de los casos confirmados en Sudan del Sur (el 17% de los
participantes eran menores de 5 afios) y mayor que el de Bangladesh (el 58% eran
menores de 5 afios). Tal y como observamos durante el meta-analisis de los
estudios con OCV, existe un efecto diferencial debido a la edad que podria explicar
buena parte de las diferencias entre los estudios publicados de la estimacién de la

proteccion vacunal.

Un estudio implementado en Odisha (India) que utilizaba el TNCC como analisis
principal y el de cohorte para validar los resultados principales, mostré que la
incidencia de diarrea no colérica entre los vacunados era 2,7 veces mayor que
entre los no vacunados, indicando o bien diferencias en los niveles de riesgo de
enfermedades diarreicas o una heterogeneidad en el comportamiento de busqueda
de atencion sanitaria entre los vacunados y los no vacunados (123). Nuestro
analisis utilizando el disefio TNCC encontr6 estimaciones de efectividad vacunal
equivalentes a las del MCC, dando garantia de no haber cometido un sesgo grave
de comportamiento de busqueda de atencién sanitaria. Ademas, el andlisis del
indicador de sesgo mostr6 que la probabilidad de vacunacién no variaba
significativamente entre los casos de diarrea no colérica y sus controles, con lo que
apoya la robustez de nuestras estimaciones de EV en relacién con el sesgo de

comportamiento de busqueda de atencién sanitaria.

La principal limitacion de nuestro estudio es el corto periodo de tiempo de
seguimiento que comprende soélo los dos primeros meses después de la ingesta de

la vacuna ya que las inclusiones en el estudio se detuvieron el 15 de junio, dos
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semanas después del ultimo caso confirmado. Ademas, dos sesgos importantes
podrian haber afectado nuestros resultados: el posible sesgo de clasificaciéon
errénea (tanto para el evento de interés (cdlera confirmado) como para la
exposicion (vacunacién con OCV)) y el sesgo de seleccion relacionado con la

distribucién no aleatoria de la exposicion.

Para reducir el riesgo de clasificacion errénea del evento de interés establecimos
dos procedimientos de diagnostico diferentes: el cultivo mediante procedimientos
estandar y la PCR. La especificidad tanto del cultivo como de la PCR se considera
del 100%, aunque se ha demostrado que la PCR es mas sensible que el cultivo para
detectar colera cuando se han usado antibioticos antes de la toma de la muestra.
En nuestro caso, ademas de los 62 casos confirmados por cultivo, detectamos 4
casos adicionales que eran negativos para el cultivo pero positivos para la PCR.
Usando la experiencia de estudios anteriores (89,90), implementamos varios
procedimientos para limitar el riesgo de clasificacién errénea relacionada con la
exposicion incluyendo un procedimiento estandar y sistematico para introducir la
campafa de vacunacion a los participantes del estudio dando informacién sobre
los organizadores de la campafia, fechas y lugares de vacunacion. Durante esta
explicacidon se mostraban imagenes de la vacuna y de un adulto tomando una dosis
para identificar claramente el antigeno. Para aquellos que reportaron haber sido
vacunados, les preguntamos si podian mostrar el carné de vacunacion distribuido
durante la campafia de vacunacién y tomamos una foto si estaba disponible. Nos
encontramos con que el porcentaje de retenciéon del carné (52%) fue menor en
comparacién con otros estudios (88,136), lo que podria estar relacionado con el
estricto proceso seguido para determinar el estado vacunal. Varias personas
informaron haber perdido sus carnés de vacunacién y otras que su carné se

estrope6 debido a la baja calidad del material (papel) de los carnés de vacunacién

Durante la seleccién de los controles, excluimos a aquellos que buscaron
tratamiento por diarrea entre el 1 de enero de 2016 y la fecha de inicio de la
diarrea del caso al cual le pareabamos porque no estaban en riesgo y por tanto
podrian sesgar la estimacion de la efectividad vacunal. Con respecto al posible

sesgo de seleccidon, es importante mencionar que el porcentaje de individuos
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vacunados en el grupo de los controles que vivian en las areas seleccionadas para
la campafia de vacunacién fue similar a la cobertura vacunal estimada en la
poblacion general, lo que garantiza la representatividad de nuestra muestra. En
segundo lugar, hicimos un esfuerzo para cubrir todos los centros oficiales de
tratamiento del célera con el sistema de vigilancia reforzado donde se derivaban
los casos sospechosos de célera procedentes de las zonas con mayor riesgo de

colera en Lusaka.

6.3 Encuesta de cobertura de la campaiia de vacunacion.

En Lusaka se organizaron dos rondas de vacunacién con OCV en 2016 con un
numero similar de dosis distribuidas en ambas rondas. La cobertura vacunal
lograda en la segunda ronda (59%) en las areas objeto de la vacunacion fue menor
que la obtenida después de la primera ronda en abril de 2016 (68,6%). Dentro del
36% de las personas vacunadas con una sola dosis de vacuna, el 30% recibié esta
dosis en abril de 2016 y el 70% en diciembre de 2016. Eso sugiere que solo una
parte de la poblacion vacunada en abril de 2016 estaba presente en las areas de
vacunacion en diciembre, limitando la posibilidad de obtener una cobertura
vacunal alta con dos dosis. Estos resultados son muy relevantes teniendo en cuenta
que ésta es la primera implementacion de una segunda ronda de vacunaciéon con

retraso prolongado.

La cobertura vacunal con el esquema completo de dos dosis de vacuna fue del
33,9%, encontrando grandes diferencias de cobertura vacunal entre los menores
(58,1% en menores de 5 afios y 59,5% de 5 a 15 afios) y los adultos (19,9%), a
pesar que este problema se detecté durante la campafa y se realiz6 una actividad
de captacion para reducir la brecha en la cobertura entre grupos de edad (107).
Ademas, la cobertura vacunal en los hombres fue menor que en las mujeres, siendo
esta diferencia mayor para al menos una dosis (61,6% en los hombres y 75,7% en
las mujeres). Este problema ya ha sido descrito en diferentes contextos como en

Guinea, Tailandia y Bangladesh (137-139).

Esta ha sido la primera campafia de vacunacion con OCV que ha usado una pauta

de vacunacion con un intervalo tardio de ocho meses entre dosis. La mayoria de las
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encuestas de cobertura vacunal en campafas anteriores se focalizan en la
estimacion de la cobertura vacunal del esquema completo inmediatamente
después de la implementaciéon de la campafia estandar con dos dosis con un
intervalo de dos semanas entre dosis (140-142), no abordado el cambio en la
cobertura vacunal a lo largo del tiempo. Adicionalmente, la encuesta implementada
en Lusaka en marzo de 2017 también permitié medir la proporcion de personas en
la poblacién objeto para la campafia que habian sido vacunadas en la ronda de
abril de 2016. A pesar del posible sesgo de informaciéon que puede haber afectado
esta estimacion, este porcentaje fue relativamente bajo, especialmente entre la
poblacién adulta, y plantea una cuestiéon importante sobre la necesidad de volver a
vacunar para mantener un cierto nivel de cobertura vacunal a lo largo del tiempo.
En este estudio, la cobertura con dos dosis (33.9%) fue menor de lo esperado. Los
movimientos poblacionales en estas comunidades urbanas son altos,
probablemente relacionados con factores econdmicos, estacionales y laborales,
especialmente en los municipios de Kanyama. Ademas, durante la campafia de
vacunacion se produjeron disturbios violentos no relacionados con la actividad de

vacunacion en algunos de los municipios seleccionados para la vacunacion(143).

Un aspecto que podria mejorarse en futuras evaluaciones, considerando los
posibles movimientos poblacionales como explicacion parcial de los resultados, es
incluir variables adicionales sobre cuando los individuos llegaron a las areas
objeto de la campafia y desde donde, o por cuanto tiempo han vivido en dicha area

para asi caracterizar mejor los patrones de movilidad.

La segunda ronda tardia de vacunaciéon permitié lograr una cobertura vacunal con
al menos una dosis del 69,9% justo antes del comienzo de la temporada de célera
de 2017 en Lusaka. Esta pauta de vacunaciéon tardia podria haber sido una
estrategia efectiva para alcanzar un buen nivel de protecciéon antes de la
temporada de coélera, debido a la proteccién similar a corto plazo tanto con una

como con dos dosis; tal y como vemos tanto en nuestro estudio y en anteriores

(89,90,92,144)
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Las estimaciones globales tuvieron una precision adecuada ya que logramos el
tamafio muestral deseado. Sin embargo, la precision de las estimaciones por
municipio no fue Optima, especialmente en Bauleni. Considerando la alta
heterogeneidad espacial observada por municipio, en el futuro se deberia

considerar un muestreo estratificado por unidades geograficas mas pequeiias.

Una limitacién adicional es el uso de la cobertura vacunal y otras medidas
cuantitativas para evaluar la aceptabilidad de la campana. La evaluacién cualitativa
podria enriquecer la informaciéon que tenemos sobre el conocimiento, las
percepciones y las barreras que limitan el desempefio de las actividades de
vacunacion. Se necesitan mediciones cualitativas para comprender el mejor
enfoque para vacunar a las comunidades mdviles, como en las areas urbanas

seleccionadas en Lusaka.

La principal limitacién de este estudio es el alto porcentaje de individuos
vacunados sin carné vacunal, a pesar del breve intervalo entre la campafia de
vacunacion (abril 2016 y diciembre de 2016) y de las encuestas de cobertura
vacunal (mayo de 2016 y marzo de 2017). En cuanto a la primera ronda de
vacunacion, esta situacion pudo ser probablemente debida a la mala calidad del
papel utilizado para impresion de los carnés. Los carnés vacunales se agotaron
durante la segunda ronda de vacunacion. Aunque se recomendo traer los carnés de
la ronda anterior, varias personas reportaron haber olvidado o extraviado sus
carnés. Cuando se agotaron los carnés de vacunacion, se dieron octavillas de papel
como documento de vacunacién. Esto podria ser una explicaciéon adicional de la
baja retencion del carné. De todas formas, la corta demora entre la campafia y el
reclutamiento de los participantes en la encuesta posiblemente haya controlado el
riesgo de sesgo de informacion del estado vacunal. A pesar de esto, la baja

retencion del carné vacunal nos dificulta estar seguros sobre la cobertura vacunal.

Cabe la posibilidad que un sesgo de memoria o informacién haya estado en juego
debido al intervalo de tiempo de 11 meses entre la primera ronda y la encuesta de
marzo de 2017, lo que podria haber llevado a subestimar la cobertura con dos

dosis de vacuna. Pudiera ser que las personas que no tomaron la dosis de vacuna
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en diciembre de 2016 hayan tenido mas dificultad para recordar si habian recibido
la dosis de la ronda de abril. Esto podria explicar las grandes discrepancias en la
cobertura de la primera ronda entre los adultos (y especialmente en los hombres)
entre las encuestas de 2016 y 2017 (41,3% de cobertura en los hombres en la

encuesta de 2016 y 14,7% en la encuesta de 2017).
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7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Revision sistematica y metaanalisis

e Las ultimas tres décadas de evidencia cientifica apuntan a que las vacunas
orales frente al colera son una herramienta segura, efectiva e importante

para combatir la infeccion por célera.

e Dos dosis de vacuna oral frente al colera proporcionan una proteccion de al

menos 3 anos.

e Una dosis de vacuna oral frente al célera proporciona al menos una
protecciéon a corto plazo, lo que tiene implicaciones importantes para el

manejo de brotes.

e Existe una relacion directa entre la mediana de edad de los casos reclutados
en los estudios y la estimacidon del nivel de proteccion conferida por la

vacuna.

e Las vacunas orales frente al célera son una herramienta efectiva para su
control. Si bien la vacunacién por si sola probablemente no llevara a la
eliminacién, puede proporcionar una importante solucién provisional
mientras se proporciona una mejor infraestructura de agua, saneamiento y

atencion médica a las poblaciones vulnerables.

e Son necesarios mas estudios para estimar la eficacia vacunal por grupo de

edad, especialmente en los menores de 5 afios.
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7.2 Efectividad vacunal a corto plazo con una dosis de vacuna

e Nuestro estudio confirma que una dosis de Shanchol™ puede ser una
herramienta eficaz para el control de epidemias de célera, si las campanas
se implementan a tiempo, incluyendo en areas con poca o ninguna

exposicién reciente al colera.

e Los tres disefios empleados en nuestro estudio proporcionan estimaciones
similares de proteccién alta a corto plazo para una dosis de vacuna oral

frente al célera.

e Las estimaciones provenientes de los estudios de caso-cohorte y de casos y

controles pareado son las mas precisas que el test negativo.

e En el estudio de caso-cohorte el poder estadisco se maximiza al poder
establecer una poblacién expuesta y no expuesta a la que se le afiaden los

nuevos casos incidentes.

e En el estudio de casos y controles pareado el poder estadisto se aumenta
gracias a la eficiencia al combinar hasta cinco controles comunitarios para

cada caso por grupo de edad, vecindario y tiempo.

e Los disefos alternativos, el test negativo de casos y controles y el caso-
cohorte, obtuvieron estimaciones similares de eficacia vacunal que el
disefio de casos y controles pareados, con la ventaja de tener un mejor
control sobre sesgo de comportamiento de busqueda de atenciéon médica y

detectar posibles efectos indirectos de la vacuna.

o El test negativo de casos y controles es una buena alternativa en situaciones
de emergencia, especialmente si el reclutamiento de los controles esta

comprometido (por ejemplo, por razones de seguridad).
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Los disefio de casos y controles y caso-cohorte son una opcion adecuada
cuando hay pocos casos después de la campana de vacunacién para asi

mejorar el poder estadistico del estudio.

Dado que altos niveles de proteccibn a corto plazo podrian ser
determinantes del impacto de cualquier campafia de vacunacién, nuestros
resultados apoyan el uso del régimen de una dosis de OCV en la respuesta a

brotes de infeccion por célera.

Nuestros hallazgos aportan una informacién clave y esencial para mejorar
las recomendaciones actuales de la OMS para el uso racional de la vacuna

frente al c6lera en entornos epidémicos.

Se necesitan mas estudios para establecer la duracién de la proteccion
proporcionada por el esquema vacunal con dosis Unica en menores y
personas no expuestas previamente al cdlera, asi como el intervalo
apropiado para la administraciéon de una segunda dosis para incrementar la

duracién de la proteccion de la primera dosis.

Cobertura vacunal de la campaiia con una pauta de dos dosis de vacuna

administradas de forma tardia

La cobertura con al menos una dosis de OCV fue adecuada para evitar un
brote en las areas vacunadas durante la temporada de lluvias de 2017

(enero a junio).

La alta movilidad de la poblacién sugiere que la cobertura vacunal podria
disminuir con el tiempo, especialmente en los adultos, donde los niveles de

cobertura vacunal son mas bajos.
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En caso de persistencia de riesgo de transmision en Lusaka, campafias de
vacunacion adicionales podrian ser necesarias para mantener la proteccién

a lo largo del tiempo.

En contextos donde no es posible la vacunancién con dos dosis de OCV con
la pauta de dos semanas que estipula la ficha técnica, como por ejemplo en
una situacién epidémica donde es necesaria una respuesta rapida y reactiva
existiendo una reserva limitada de vacunas, es pertinente la estrategia de
administrar la segunda dosis de forma tardia para el control del brote (en
términos de reduccion de la morbilidad, mortalidad y transmisién) con un
mayor numero de dosis en primera instancia e incrementar la proteccion de

la vacuna a largo plazo.

Las campafias vacunales anuales previas a la temporada de célera en zonas
con movilidad poblacional alta podrian ser una estrategia eficaz para
reducir el riesgo de brotes en lugares con alto riesgo de transmisién del

cOlera.

Se recomienda desarrollar estrategias especificas para llegar mejor a la
poblacién adulta, especialmente a los hombres, para aumentar la cobertura

vacunal en los mayores de 15 afios.

Se necesita mas evidencia para establecer el intervalo maximo 6ptimo de la
segunda dosis y las variaciones en los diferentes contextos y en los patrones

de movilidad.
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8 CONCLUSIONS AND RECOMENDATIONS

8.1

8.2

Systematic review and meta-analysis of killed whole-cell oral cholera

vaccines

Evidence from the past three decades points towards oral cholera vaccines

being a safe, effective, and important tool to fight cholera.

Oral cholera vaccines administered under the standard two-dose regimen

provide a moderate to high level of protection for at least 3 years.

A one-dose regimen provides significant short-term protection, which has

important implications for outbreak management.

There is a direct association between the median age of the cases recruited
in the studies and the estimate of the level of protection conferred by the

vaccine.

More work is needed to refine estimates of the differential protection by

age, especially in children under 5 years.

Oral cholera vaccines are an effective tool for cholera control. Although
vaccination alone will probably not lead to elimination, it can provide an
important stopgap while improved water, sanitation, and health-care

infrastructure are provided to vulnerable populations.

Short-term effectiveness of a single-dose of OCV

This study confirms that one dose of Shanchol™ could be an effective tool
to control cholera during outbreaks, if campaigns are timely implemented,

even in areas with little to no recent exposure to cholera.
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The three different designs used provide similar estimates of high-level

short-term protection of one dose of oral cholera vaccine.

Estimates from the matched case-control design are more precise because
we maximized statistical power and efficiency by matching up to five
community controls to each case by age group, sex, neighborhood and

calendar time.

Alternative study designs (test-negative case-control and case-cohort)
yielded similar estimates of vaccine effectiveness as matched case-control
design design with the advantage of better controlling the healthcare
seeking behavior bias and allowing the detection of eventual indirect effects

of the vaccine.

The test-negative case-control is a good alternative in emergency situations,
especially if community controls recruitment is compromised (e.g. security

reasons).

Case-cohort design is an adequate option when there are few cases after

vaccination to increase the study power.

Since high levels of short-term protection could be determinants of the
impact of any vaccination campaign, our results support the use of one dose

regimens to improve responses during a cholera outbreak.

Our findings provided key and essential information to improve WHO
recommendations for the rational use of cholera vaccines in epidemic

settings.

Additional work is needed to determine the protection provided by a single-
dose in young children and persons not previously exposed to cholera and

the optimal dosing interval for the second dose, which should increase the
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duration of vaccine protection among individuals primed with a one dose

regimen.

8.3 2016 Oral cholera vaccination campaign coverage survey

The delayed second dose was adequate to prevent an outbreak in

vaccinated areas during the 2017 rainy season (January to June)

High population mobility suggests that the vaccination coverage may
decrease over time, especially in adults, where vaccine coverage levels are

lower.

In case of persistence of risk of cholera transmission in Lusaka, additional
vaccination campaigns may be necessary to maintain a certain level of

vaccine coverage over time.

In situations where it is not possible to vaccinate with two doses of oral cholera
vaccine in a normal two-weeks schedule, as in epidemic situation where a
prompt and reactive response is necessary and where there is a global shortage
of vaccines, a strategy of administering a delayed second dose is pertinent. It
allows for urgently controlling the outbreak (in terms of reducing
morbidity, mortality and transmission) with a higher number of doses
available together with increasing the vaccine protection in the longer term
at a later step, once adequate doses of vaccine become available for the

delayed second round.

For highly mobile populations, where the vaccination coverage of mass
vaccination campaigns might drop relatively quickly over time, annual
preventive campaigns before the cholera season starts might be a more
efficient strategy than two doses campaigns to effectively reduce the risk of

outbreaks.
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It is recommended to develop specific strategies to better reach the adult
population, especially men, to increase vaccination coverage in those over

15 years.

More evidence is needed to establish the optimal maximum interval
between the two doses, also taking into account variations in different

settings and mobility patterns.
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A sharp increase (from 14 to 118 suspected cases per week) occurred during week 10, with
cases primarily reported from Bauleni (82% of the cases in week 10). Overall, 1139 suspected
cholera cases and 20 deaths were reported. The case fatality rate (CFR) was 1.76% although
after excluding those dead on arrival, the CFR was 0.88% among hospitalized cases. The
highest overall number of reported cases was observed during week 12, with 150 suspected

cholera cases. The outbreak was declared offidally over on June 15%, 2016 (week 24).

The oral cholera vaccine (OCV) campaign started on April 9* (week 14), when the peak in
Bauleni was already reached, and finished on April 23* (week 16). Four areas (Bauleni,
Kanyama, George and Chawama) were targeted for the vaccination campaign based on
either having the highest attack rates in the current epidemic, or being areas historically
known to be prone to cholera. All the individuals 12 months old residing in these townships
were targeted for vaccination. A total of 424,100 doses were administered, resulting in 73.4%
administrative coverage in the areas targeted for vaccination.’ After the wvaccination
campaign, the epidemic contimied to spread in some areas considered at lower risk and not

targeted with vacdne.

2. Study Methods

Study oversight

Thus study was funded by Médecins Sans Frontiéres (MSF). The study protocol was approved
by the Ethical Review Boards of the University of Zambia and the Johns Hopkins Bloomberg
School of Public Health (USA). Written informed consent was obtained from particpants or
their parents/guardians. Privacy and confidentiality of the data collected from particapants

was ensured both during and after the study.



Cholera surveillance

The surveillance system was reinforced with the use of standardized line-lists and case
definitions in five cholera treatment centers located in Kanyama, Bauleni, Chawama, Matero
and George from April 14%, 2016 until the end of the outbreak (Figure 52). These clinics
provided free treatment and served all the high-risk areas in Lusaka. Stool samples from all
suspected cases recruited in the study were collected and sent to Kanyama clinic laboratory
for microbiological testing (see laboratory methods below) at the University Teaching
Hospital (Lusaka, Zambia) and Institut Pasteur (Paris, France), using previously described

methods (see more details in the laboratory methods section).

Study design

We used a matched case-control design both to estimate the vaccne effectiveness and to assess
potential biases related to differential health seeking behavior between vaccinated and non-
vacadnated individuals (bias-indicator analysis). The wvaccdne effectiveness analyses use
confirmed cholera cases as ‘cases’ and the bias indicator analysis use non-cholera diarrhea cases
as ‘cases’ along with their matched controls. Because the vaccine was not expected to provide
protection against non-cholera diarrhea, in the absence of bias, we expected a null
association between vaccination and non-cholera diarrthea in the bias-indicator case-control

study.

Definition and selection of cases

A suspected cholera case was any patient with acute watery diarrhea (at least three watery
stools in a 24-hour period). All suspected cholera cases admitted in any of the study health
centers between April 25% and June 15%, 2016 (official declaration of the end of the outbreak),

were eligible to be included in the study if she/he provided consent and fulfilled the
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to be a control if she/he: resided in the study area since April 9%, 2016; was older than 12
months; had not sought treatment for diarrhea at a health center between January 1+ 2016
and the date of onset of the matched case’s diarrhea; and would have sought treatment in a

health center if severe, watery diarrhea had developed.

Ascertainment of vaccination status and potentially confounding variables

We considered an individual vaccinated if she/he reported to have received the vaccine and
her/his diarrhea onset date (or, for controls, the diarrhea onset date of her/his respective case)
was at least 7 days after taking the wacdne. Study staff asked participants during a
structured in-person interview at their household whether they had been vaccinated. The
interviewers showed a picture of a vaccine vial and of an adult taking the vacdne, and
described details of the vacanation campaign, including dates and locations, to minimize
confusion with other antigens. For those reporting to have been vaccdinated, the interviewer
asked to see her/his vacdnation card and took a photograph, if awvailable. In the main

analyses, vaccination status was based on oral reporting,.

Clinical, demographic, socioeconomic, and environmental variables were collected through

electronic questionnaires using Kobo Toolbox software 1.4.8 (Cambridge, MA, TUSA).

Laboratory methods

A stool sample was collected from all suspected cases in an unused and unchlorinated
container. Fresh stools were used to perform culture and rapid diagnostic test (RDT) on site,
and two drops were placed on Whatman 903 filter paper for subsequent PCR testing. In

addition, about 50mg of stool collected with a swab were inoculated in 5 ml of alkaline



peptone water (APW). After incubation at 37°C for 4-6h, this enrichment medium was used

to repeat all three procedures (culture, RDT and mnoculation of filter paper) (Figure 53).

Rapid diagnostic tests (direct in stool and after enrichment in APW) were performed on-site
by study laboratory technicians with the purpose of having a real-time monitoring of the
mclusions in the study, but were not used to define the study outcomes considering the very
limited information about the performance of SD Bioline RDT. Only culture and PCR were

used to define confirmed cholera cases and non-cholera watery diarrhea cases.

Culture was performed at Kanyama clinic laboratory under the supervision of University
Teaching Hospital (UTH). For each speamen, two plates of Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose
(TCBS) agar were streaked with the fresh stool and enrichment medium, respectively.
Colonies suggestive of V. cholerae were then sub-cultured on Mueller-Hinton (MH) agar.
Colonies grown on MH plates were further serotyped using polyvalent O1, 0139, Ol Inaba

and Ol Ogawa antisera.

PCR was performed at UTH, and in parallel at Institut Pasteur using specimen stored on
dried Whatman 903 filter paper. One circle containing two drops of fresh stool was placed in
a microtube and rehydrated with 150 pL sterile water. 200 pL of 2% Chelex solution was
then added and the sample was vortexed at high speed, boiled for 8 minutes and centrifuged
for 2 minutes. PCR was performed on 2 pL of the supernatant to detect an intergenic spacer
region specific of V. cholerae spedes (ISR gene).* On samples positive for V. cholerae, the rfb
gene was amplified for the identification of V. cholerae serogroups Ol and 0139, as described

by Hoshino.* On negative samples, the PCR for V. cholerae species was repeated on 4 pL. If
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Statistical analysis

The primary analysis assessed the protection conferred by the receipt of one dose of vaccine
against confirmed cholera. We calculated that 115 cases and 575 controls (ratio of 1:5) would
be needed to have 80% power to detect vaccdne effectiveness of 50% with an alpha (type-1

error) of 5%.

We compared the odds of vaccination between confirmed cholera cases and matched
controls using univariate and multivariate conditional logistic regression models to account
for the matched design. We calculated the vaccne effectiveness as (1-odds ratio) x 100. We
also conducted stratified analyses to explore major interactions (by age, disease severity and
residing in an area targeted for vaccination). Areas targeted and non-targeted for vaccination
were considered to have potentially different baseline risk of exposure fo cholera and were

included as stratification variables in the multivariate models.

We compared demographic, environmental, and socioeconomic factors between confirmed
cholera cases and their matched controls with conditional logistic regression to help assess
their potential as confounders of vaccine effectiveness (see Multivariate model selection below
for more details). We considered wariables potentially assocated with the outcome and the
exposure (P<0.2) and those that modified the vacane effectiveness by more than 5% in the
bivariate models (incduding vaccination status) as potential confounders for inclusion in the
final adjusted model. All P-values and 95% confidence intervals were two-sided and
considered any p-values less than 0.05 to be statistically significant. We used R statistical

software (version 3.2.3) and the survival package for the main analyses.













4. Stratified results by age, severity and vaccinated area

In addition to the main analyses presented in the manuscript, we performed a series of
stratified analyses to understand how estimates of effectiveness may vary by age, disease
severity and geographic area. When we restricted analyses to include (1) only those 5 years
and older, (2) only severely dehydrated cases or (3) only those residing in areas targeted for
vaccnation, we estimated similar levels of protection to that presented in the main analyses
(Table 53). We did not enroll enough cases under five vears old nor enough mild to
moderately dehydrated cases to obtain stable estimates of the protection conferred by OCV

in these important sub-populations (Table 53).

Table 53. Stratified analyses by age, severity and vaccinated area

controls cases VE 95%CI F value
N (%) N (%) %

Individuals 5 years old and above™

Unvacdnated 3 (B4.0) 52 (94.5) Ref

Vaeccinated 44 (16.0) 3 (5.5) 84 3% (25.3 to 98.9) 003
Severely dehydrated casest

Unwvaccinated 253 (B7.2) 57 (96.6) Ref

Vaccinated 37 (12.8) 2 (3.4) 90.4% (22.7 to 98.8) 0.03
Individuals residing in targeted areas
for vaccination

Unwvaccinated 62 (59.6) 18 (B5.7) Ref

Vaccinated 42 (40.4) 3 (14.3) 54.0% (25.2 to 96.6) 0.0z

* There were only 11 children under five vears old with confirmed cholera. All under-five cases and the matched-
controls were not vaccinated and this does not allow obtaining stable estimates of protection in this stratum. All
except two of the confirmed under-five year old cases were recruited from non-targeted areas for vaccination,
which explains the low exposure to vaccine in both cases and controls in this group.

t There were only 7 moderate cholera confirmed cases (1 vaccinated and 6 non-vaccinated cases; & discordant
pairs in total for this group), which does not allow us to obtain stable estimates of protection in this stratum.
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5. Model selection for the multivariate analysis

The crude vacdne effectiveness estimates were obtained comparing the odds of vacdnation
between cases and controls (Table 1 in main paper). We explored the potential confounding
effect of different well-known risk factors for cholera (Table 52) to obtain adjusted vaccine
effectiveness estimates (Table 1 in main paper). We defined wvariables as possible
confounders when they were assodated with the outcome and with the exposure
(vaccination status). We conservatively considered variables to be ‘assodated” when the p-
wvalue for the variable in a univariate model (with the outcome or the exposure) was less than
0.2. This analysis identified a single variable with potential of being a confounder in the
relationship between cholera vaccine intake and case status: “share drinking water source
with a cholera patient in the last week”. This variable had P-values less than 0.2 when
compared with the outcome (P<0.001) and with the vacdnation status (P=0.15). In addition,
we conducted conditional logistic regression models including the case-control status as the
dependent wvariable, the wvaccination status as the main exposure and each potential
confounder to identify wariables that modified the crude vaccine effectiveness estimate by
more than 5%. We developed one model for each wvariable included in Table 52, and
following this procedure we identiied as a possible confounder another wariable:
“household member with cholera in the last week”. This variable modified the crude vaccine
effectiveness from 85% to 92%. The two potential confounders identified (share drinking
water source with a cholera patient in the last week and household member with cholera in
the last week) were likely measuring a similar dimension of the risk of getting cholera
infection, which is reflected in a highly significant Fisher-exact test when exploring the
association between these two variables across all particpants (P<0.001). We decided to

combine both wvariables in a single combined wvariable that considers those who had a
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The crude analysis was not affected by the missing data since the database did not contain
any missing information for the outcome, the exposure or the matched set. For the
multivariate analysis, the two variables identified as possible confounders contained missing
data and we analyzed the possible influence of the missing data in the adjusted vaccine
effectiveness estimates. We explored three different strategies to handle the missing values in
the multivariate analysis: (i) removing the entries with mussing values for any of the
variables of interest, (ii) considering the missing data as a dummy variable, (iii) imputing the
missing data using multiple imputation with chained equations (MICE).*” Following this
process, we created 100 imputed data sets that were used for the multivariate analyses. Table
55 shows the adjusted vaccine effectiveness estimates for each strategy for both the primary
and secondary analysis, respectively. In the main manuscript, we included the point estimate
and the confidence intervals obtained with missing data imputed using MICE as the adjusted

vaccine effectiveness.

Table 55. Adjusted vaccine effectiveness estimates considering different strategies to handle the missing data
in the main matched case-control study.

Adjusted 95% CI
VE*
Eniries with missing data excluded 86.5 (291 t0 97 4)
Missing values as a dummy variable 874 (30910 97.7)
Multiple imputation of missing values 889 (42.7 to 97.8)

* Waccine effectiveness was adjusted by sharing the drinking water source with a cholera patient or having a househeld member
with cheolera in the previous week. Residing in an area targeted for vaccination was included as a stratification variable in the
conditional logistic repression model.

7. Sensitivity analysis considering vaccination status
We assessed vaccine exposure through self-reporting, and wverified waccination through

documentation of the vaccine card. Self-reported vaccination might be affected by a cholera
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episode and therefore might differ by case or control status, whereas lost vaccine cards might
lead to underestimates of vacanation coverage. For the main analyses, we used the self-
reported vaccination status. To assess the sensifivity of our results to this assumption, we
estimated the vaccine effectiveness using two alternative vaccination classification schemes;
(1) classifying those who reported to have been vaccanated without having a vacanation card
as unvaccinated and (2) exduding those who reported to have been vaccinated without

having a vaccination card (Table 56).

The estimates were stable when removing those without vaccination card, and slightly
reduced when considering them as unvaccinated, however the small sample size reduced the

precision of the vaccine effectiveness estimates.

Table 56. Sensitivity analysis on the vaccination status excduding individuals without card and considering
individuals without card as unvaccinated

controls cases VE 95%CI P walue
N (%) N (%) %

Vaccination status

Unvaccinated 286 (B6.7) 63 (95.5)

Vaccinated (with card) b | (6.4) 2 (3.0)

Vaccinated (without card) 23 [70) 1 (1.5)
Vaccinated without cards as vaccinated

Unwvaccinated 2B6 (B&.7) 63 (95.5) Ref

Vaccinated (with and without card) 44 (13.3) 3 (4.5) 547 (27.0 to 96.6) 002
Vaccinated without cards as unvaccinated

Unwvaccinated 309 (93.6) 64 (97.0) Ref

Vaccinated (with card) i | (6.4) 2 (3.0) 62.9 (-93.4% to 92.9%) 024
Vaccinated without cards excluded

Unvaccinated 267 (92.7) 63 (96.9) Ref

Vaccinated (with card) b | 7.3) 2 (3.1) 830 (-52.0 to 98.1) 01
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Abstract

Background

In April 2016, an emergency vaccination campaign using one dose of Oral Cholera Vaccine
(OCV) was organized in response to a cholera outbreak that started in Lusaka in February
2016. In December 2016, a second round of vaccination was conducted, with the objective
of increasing the duration of protection, before the high-risk period for cholera transmission.
We assessed vaccination coverage for the first and second rounds of the OCV campaign.

Methods

Vaccination coverage was estimated after each round from a sample selected from tar-
geted-areas for vaccination using a cross-sectional survey in to establish the vaccination
status of the individuals recruited. The study population included all individuals older than
12 months residing in the areas targeted for vaccination. We interviewed 505 randomly
selected individuals after the first round and 442 after the second round. Vaccination status
was ascertained either by vaccination card or verbal reporting. Households were selected
using spatial random sampling.

Results

The vaccination coverage with two doses was 58.1% (25/43; 95%Cl: 42.1-72.9) in children
1-5 years old, 59.5% (69/116; 95%Cl: 49.9-68.5) in children 5-15 years old and 19.9% (56/
281; 95%Cl: 15.4-25.1) in adults above 15 years old. The overall dropout rate was 10.9%
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(95%CI: 8.1-14.1). Overall, 69.9% (n = 309/442; 95%Cl: 65.4-74.1) reported to have
received at least one OCV dose.

Conclusions

The areas at highest risk of suffering cholera outbreaks were targeted for vaccination obtain-
ing relatively high vaccine coverage after each round. However, the long delay between
doses in areas subject to considerable population movement resulted in many individuals
receiving only one OCV dose. Additional vaccination campaigns may be required to sustain
protection over time in case of persistence of risk. Further evidence is needed to establish a
maximum optimal interval time of a delayed second dose and variations in different settings.

Introduction

Cholera remains a significant public health problem in many parts of the world. In 2016, 38
countries reported a total of 132 121 cases including 2420 deaths, resulting in an overall case
fatality rate (CFR) of 1.8% [1]. In Zambia, cholera has caused regular widespread epidemics
during the rainy season since 1990. Annual epidemics have been reported between 2003 and
2010, mainly affecting the capital, Lusaka. No epidemics had been notified since 2011 [2,3],
but a new cholera outbreak started in Lusaka in February 2016.

In April 2016, an emergency reactive vaccination campaign using Oral Cholera Vaccine
(OCV) was organized in response to the epidemic [4,5] (Fig 1). In order to halt transmission
within Lusaka, and to limit the probability of spread within the country, Zambia’s Ministry of
Health, Médecins Sans Frontiéres and the World Health Organization (WHO) decided to use
a single dose of OCV, based on recent data suggesting that one dose can provide similar short-

Fig 1. Cholera epidemic curve, Lusaka, Zambia, 2016.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219040.9001
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Fig 2. Selected areas for vaccination, Zambia, 2016.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219040.g002

term protection (estimated to be at least 6 months) compared to two doses [6-9], since there
were not enough vaccines in the global stockpile to provide two doses, two weeks apart, to the
population living in areas at high risk of transmission [6,8-11].

The aim of this campaign was to vaccinate the population living in areas within Lusaka at
high risk of cholera to halt transmission within the city and to limit the probability of spread
within the country [12].

The first OCV vaccination campaign (referred to, in this paper, as “first round”) was con-
ducted during from 9 to 23 April 2016 [5]. Four target locations were initially selected within
Lusaka district, based on either cholera attack rates or as areas historically known to be prone
to cholera: 1) Bauleni, 2) Kanyama (including John Laing, New Kanyama, Old Kanyama and
Kanyama West), 3) George (including George Soweto) and 4) Chawama (including John
Howard and Misisi-Kuku) (Fig 2).

A total of 578 043 individuals aged 1 year or above were targeted and 424 100 OCV doses
were administered, resulting in 73.4% administrative coverage [5]. The outbreak was declared
officially over on 15 June 2016 with a total of 1,139 suspected cholera cases and 10 deaths
reported in health structures (CFR = 0.88) [5].
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From 16 to 24 December 2016, the country conducted a second round of OCV vaccination
(referred to as “second round”) with the objective of increasing the duration of vaccine protec-
tion among individuals receiving the second dose and, in general, increasing the vaccinated
population with any OCV dose before the rainy season (often associated with cholera). The
target population was the same as for the first round. A total of 437 143 doses were adminis-
tered resulting in 80.4% administrative coverage [13].

We estimated vaccination coverage after each round and the dropout rate (individuals
reporting being vaccinated in April in 2016 who did not receive the second dose in December)
in order to assess the proportion of people who received two OCV doses and the proportion
that remained partially vaccinated or unvaccinated before the start of the 2017 cholera season
in Lusaka.

Materials and methods
Study design

After the first round, a sample was randomly selected from the areas considered at high risk
for cholera to build a cohort within vaccinated areas and non-vaccinated areas with the main
objective of estimating Vaccine Effectiveness (VE) of one OCV dose [14]. The sub-cohort
selected from vaccinated areas was used to estimate the vaccination coverage. After the second
round, a second independent cross-sectional survey was carried out to estimate the OCV vac-
cination coverage.

The study population included all individuals older than 12 months residing in Bauleni,
Kanyama, Chawama and George during each vaccination round. Residents were defined
as persons living (sleeping and eating) for, at least, the previous two weeks in these
neighbourhoods.

For the sample size calculation, we considered the following assumptions: 50% of people
would receive two doses, a confidence interval of 95% (equivalent to an alpha error of 5%) and
a precision of 5%. There was no need to take into account a design effect since this was a sim-
ple random sample.

We planned to visit 442 households and to interview one person per household. The repre-
sentative sample of the population was selected using spatial sampling [15] in both surveys. A
random point was generated in the sampling area and was retained if it coincided with a
household (+/- 10 meters error); the process was repeated until the sample size was reached.
One individual was randomly selected in each household among all eligible individuals being
part of the household at the time of the survey. The selection of the individual at the household
was done with the help of tablet device-based software. If the selected person did not meet the
eligibility criteria (older than 12 months on the first day of vaccination campaign and resided
in the same household in Lusaka for at least the past two weeks), the next household on the
right was selected. If the selected person refused to participate, a new random point was
generated.

Data collection

Three teams comprised of 3 surveyors and 1 team leader conducted the data collection. Sur-
veyors and team leaders were trained on the study procedures, GPS-use, sampling strategy,
interviewing procedures and data collection. The questionnaire was piloted at the end of the
training.

Teams conducted face-to-face interviews after obtaining written consent. A second visit
was organized later in the day or on the second day if the selected participant was absent. If
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during the second visit the household members could not be found or refused to participate,
that household was skipped. Household visits, absent households and refusals were
recorded.

A standardized questionnaire was used to collect information about demographic data
(age, sex and household size), having received a card and card availability at the time of the
survey, vaccination status (self-reported and card-confirmed), reasons for non-vaccination
(open question) and acceptability data (adverse events, taste and beliefs about the vaccine)
using Kobo Toolbox software 1.4.8 (Cambridge, MA, USA).

Data analysis

OCYV coverage of two doses (full course), with at least one dose, and single dose coverage (after
the first and the second round), were calculated by dividing the number of individuals report-
ing being vaccinated by the survey population and expressed as a percentage. Vaccination cov-
erage included both card-confirmed and verbally reported vaccination status. We estimated
95% confidence intervals (Fisher’s exact test).

In addition, we calculated the dropout rate between rounds as follows: Dropout rate (%) =
(OCYV first dose—OCYV second dose/ OCYV first dose) x 100.

Data analysis was carried out using R statistical software, version 3.2.3, taking into account
the sampling scheme.

Ethical considerations

The Ethical Review Boards of the University of Zambia and the Johns Hopkins Bloomberg
School of Public Health (USA) approved the study protocol for the cohort recruitment.

The study protocol for the coverage survey was approved by the ERES-Converge-Ethical
Review Committee in Zambia and the clearance to conduct the survey was granted by the
National Health Research Agency.

Privacy, confidentiality and rights of participants were guaranteed during and after the
study. A signed informed consent was sought from each individual, or in case of a minor,
from their guardian. From the 947 participants in both rounds, 417 were minors. All data was
entered and analysed anonymously.

Results
Sample description

From 17 April 2016 to 25 May 2016, following the first round of the OCV campaign, 505 indi-
viduals were recruited from vaccinated areas in Lusaka as part of the survey cohort. The
median age was 20 years old (interquartile rage (IQR): 9-30 years). The participation of males
(59%) was more than that of women. The average household size was 5 (standard deviation:
2.3). The participation rate was: 100%

From 3 to 17 March 2017, 478 households were visited for the vaccination coverage survey
conducted after the second round,. Occupants from 11 households could not be found after
two visits; 467 individuals were screened for participation in the survey. Among these individ-
uals, 18 refused to participate and 7 were ineligible.

Finally, 442 were included in the analysis. The average household size was 4 (standard devi-
ation: 2.4). The median age was 21 years old (IQR: 10-34 years). The male/female ratio was
0.64.
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First vaccination round: April 2016

Overall, in the survey conducted in May 2016, 68.5% (346/505; 95%CI: 64.3-72.5) of the target
population reported having received one OCV dose during the first round in April 2016
(Table 1). The percentage of individuals having the vaccination card among those reporting
being vaccinated in the first round was 50.9%.

During the coverage survey following the second OCV dose, only 44.8% (198/442; 95%CI:
40.0-49.6) of people living in the targeted areas reported having been vaccinated in April 2016.
When we stratified by age groups, we found that for 5 to 15 years the coverage was 68.1% (79/
116; 95%Cl: 58.8-76.4) and 32.7% (92/281; 95%Cl: 27.3-38.6) for adults. (Table 1).

Second vaccination round: December 2016

The study estimated that 59.0% (261/442; 95%CI: 54.3-63.7) of the target population received
one dose of vaccine during the second OCV round in December 2016 (Table 1). The percent-
age of individuals presenting the vaccination card among those reporting having been vacci-
nated was 24.0% (n = 83).

Overall two dose and single dose vaccination coverage

Coverage with two OCV doses was 33.9% (150/442; 95%CI: 29.5-38.6) and 36.0% reported
having received a single OCV dose (159/442; 95%CI: 31.5-40.6). Hence, at the time of the
2017 vaccination coverage survey, 69.9% (309/442; 95%CI: 65.4-74.1) reported to have
received at least one OCV dose, in either of the two rounds, (Table 1). The dropout rate was
10.9% (95%CL: 8.1-14.1).

Stratified analysis by age, sex and township

Table 1 shows the overall vaccination coverage with two OCV doses, with single OCV dose
and the coverage achieved in the first and second vaccination rounds stratified by age group,
sex and township.

Table 1. Vaccination coverage for two, one and at least one OCV dose, and for the first and the second round of the campaign; by age group, sex and township.

2 doses VC 1dose VC At least 1 dose VC 1st round VC 1st round VC* 2nd round VC
n % (95%CI) n % (95%CI) N % (95%CI) n % (95%CI) n % (95%CI) n % (95%CI)
Overall VC 150 | 33.9(29.5-38.6) | 159 | 36.0 (31.5-40.6) | 309 | 69.9 (65.4-74.1) | 346 | 68.5 (64.3-72.5) | 198 | 44.8 (40.0-49.6) | 261 | 59.0 (54.3-63.7)
1 to 5 years 25 | 58.1(42.1-72.9) | 13 | 30.2(17.2-46.1) | 38 | 88.4(74.9-96.1) | 51 | 85.0(73.4-92.9) | 27 | 62.8 (46.7-77.0) | 36 | 83.7 (69.3-93.2)
5 to 15 years 69 | 59.5(49.9-68.5) | 38 | 32.7(24.3-42.1) | 107 | 92.2(85.8-96.4) | 116 | 81.1(73.7-87.2) | 79 | 68.1(58.8-76.4) | 97 | 83.6 (75.6-89.8)
15 + years 56 | 19.9(15.4-25.1) | 108 | 38.4 (32.7-44.4) | 164 | 58.4(52.4-64.2) | 179 | 59.3 (53.5-64.9) | 92 | 32.7(27.3-38.6) | 128 | 45.5(39.6-51.6)
Males 54 | 31.4(245-38.9) | 52 | 30.2(23.5-37.7) | 106 | 61.6(53.9-68.9) | 117 | 62.2 (54.9-69.2) | 66 | 38.4 (31.1-46.1) | 94 | 54.6 (46.9-62.2)
Females 96 | 35.8(30.1-41.9) | 107 | 40.0 (34.0-46.1) | 268 | 75.7 (70.2-80.7) | 229 | 72.2(67.0-77.1) | 132 | 49.2 (43.1-55.4) | 167 | 62.3 (56.2-68.1)
Bauleni 6 | 273(10.7-50.2) | 9 | 41(20.7-63.6) | 15 | 68.2(45.1-86.1) | 20 | 80.0(59.3-93.2) | 7 | 31.8(13.9-54.9) | 14 | 63.6 (40.6-82.8)
Chawama 23 | 35.4(23.9-482) | 26 | 40(28-52.9) | 49 | 75.4(63.1-85.2) | 51 | 68.0(56.2-78.3) | 27 | 41.5(29.4-54.4) | 45 | 69.2 (56.5-80.1)
George 24 | 38.1(26.1-51.2) | 23 | 36.5(24.7-49.6) | 47 | 74.6 (62.1-84.7) | 62 | 87.3(77.3-94.0) | 36 | 57.1 (44.09-69.5) | 35 | 55.6 (42.5-68.1)
George-Soweto | 6 31.6 (12.6-56.5) 9 | 474 (244-71.1) | 15 | 78.9(54.4-93.9) | 15 | 71.4(47.8-88.7) | 8 42.1(20.2-66.5) | 13 | 68.4 (43.4-87.4)
John-Howard 10 .7(22.1-63.4) | 9 |37.5(18.8-59.4) | 19 | 79.2(57.8-92.9) | 16 | 55.2(35.7-73.6) | 10 | 41.7(22.1-63.3) | 19 | 79.2 (57.8-92.9)
Jhon Laing 14 | 30.4(17.7-45.7) | 20 | 43.5(28.9-58.9) | 34 | 73.9(58.9-85.7) | 27 | 50.0 (36.1-63.9) | 19 | 41.3(26.9-56.8) | 29 | 63.0(47.5-76.8)
Kanyama West | 13 | 27.6(15.6-42.6) | 15 | 31.9(19.1-47.1) | 28 | 59.6 (44.3-73.6) | 29 | 56.9 (42.2-70.7) | 18 | 38.3(24.5-53.6) | 23 | 48.9 (34.1-.63.9)
Misisi-Kuku 21 | 37.5(24.9-51.4) | 19 | 33.9(21.8-47.8) | 40 | 71.4(57.8-82.7) | 44 | 69.8 (57.0-80.8) | 27 | 48.2(34.6-61.9) | 34 | 60.7 (46.7-73.5)
NewKanyama | 6 | 23.1(8.97-43.6) | 6 | 23.1(8.9-43.6) | 12 | 46.1(26.6-66.6) | 20 | 69.0 (49.2-84.7) | 10 | 38.5(20.2-59.4) | 8 | 30.8 (14.3-51.8)
0Old Kanyana 27 | 37.5(26.48-49.7) | 23 | 31.9(21.4-43.9) | 50 | 69.4 (57.45-79.8) | 62 | 71.3 (60.6-80.5) | 36 50.0 (37.9-62) 41 | 56.9 (44.7-68.6)

*This estimate represents the percentage of people living in the targeted areas during March 2017 survey who verbally reported having been vaccinated in April 2016.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219040.t001
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Fig 3. Vaccination coverage with at least one OCV dose by age and sex, Zambia, 2016.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219040.9003

Vaccination coverage with two OCV doses was higher among children ((58.1% (25/43; 95%
CI: 42.1-72.9) for children 1-5 years old and 59.5% (69/116; 95%Cl: 49.9-68.5) for 5-15 years
old) than in adults (19.9% (56/281; 95%ClI: 15.4-25.1) for adults above 15 years old) (Table 1).

The vaccination coverage with at least one OCV dose was higher among women 75.7%
(95%CI: 70.2-80.7) than among men 61.6% (95%CI: 53.9-68.9) (Fig 3). This was especially
true for the coverage with two doses among individuals between 25 and 50 years old (Fig 4).

The OCV coverage varied by township, with the highest vaccination coverage with at least
one vaccine dose being observed in John-Howard (79.2%, 95%Cl: 57.8-92.9) and the lowest in
New Kanyama (46.1%, 95%CI: 26.6-66.6) (Table 1).

Discussion

Two rounds of vaccination using OCV were organized in 2016 in Lusaka with a similar num-
ber of doses distributed in both campaigns. The vaccination coverage achieved in the second
round (59.0%) in the targeted areas for vaccination was lower than the one obtained after the
first vaccination round in April 2016 (68.6%). Among the 36.0% of individuals vaccinated with
a single vaccine dose, the 30% received this dose in April 2016 and the 70% in December 2016.
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Fig 4. Vaccination coverage with two OCV doses by age and sex, Zambia, 2016.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219040.9004

That suggest that only a fraction of the population vaccinated in April 2016 was still present in
the vaccination areas in December, limiting the possibility to obtain high two OCV dose vacci-
nation coverage.

The OCV vaccination coverage with a complete vaccine course was 33.9%. We found large
differences in two-dose vaccination coverage among children (58.1% in under 5 years old and
59.5% in 5 to 15 years old children) and adults (19.9%), even if during the campaign this issue
was detected and a catch-up activity was performed to narrow the gap in coverage between age
groups [5]. Moreover, coverage in males was lower than in females, with this difference being
higher for coverage with at least one OCV dose (61.6% in males and 75.7% in females). Several
publications have already described this issue in different contexts as in Guinea, Thailand and
Bangladesh [16-18].

This was the first campaign using an eight-month delayed interval between doses. Most
previous campaign coverage surveys focused on measuring full vaccination (two doses) cover-
age immediately after the implementation of the standard two doses campaign with a two-
week interval [19-21]. However, these evaluations have not addressed changing in OCV cover-
age over time. The survey implemented in Lusaka in March 2017 also allowed measuring the
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proportion of people in the target population who had been vaccinated in the April 2016
round. Despite possible information bias affecting this estimate, this percentage was relatively
low, especially among the adult population, and raises an important question about the need
to re-vaccinate populations to maintain a certain level of OCV coverage over time. In this
study, coverage with two OCV doses (33.9%) was lower than expected. The population mobil-
ity in these urban compounds is high and likely related to economical, seasonal, and work
factors, especially in Kanyama townships. Moreover, during the 2016 OCV vaccination cam-
paign, there were xenophobic riots in some of the targeted townships for vaccination [22].

An aspect that could be improved in future evaluations, considering the possible mobility
of the population as a partial explanation of the findings, is to include additional details about
when the individuals in the survey arrived to the target areas and from where, or how long
they have lived in the area in order to better characterize the mobility patterns.

The delayed second OCV round allowed achieving vaccination coverage with at least one
dose to 69.9% just before the start of the 2017 cholera season in Lusaka. Recent studies have
shown that a single OCV dose provides a similar protection in the short term as a two-dose
schedule [6-8,14]. Therefore, the delayed second OCV dose might have been an effective way
to achieve a good level of protection before the cholera season in Lusaka and prevent or miti-
gate the possibility of a new outbreak in the vaccinated areas during 2017.

The desired sample size was achieved, which allowed having adequate precision for the
overall estimates. However, the precision of the estimates by township, especially in Bauleni,
was not optimal and stratified sampling by smaller geographical units should be considered in
the future considering the differences observed by township.

The major limitation of this study was the high percentage of vaccinated individuals with
missing vaccination cards despite the short interval between the vaccination campaign (April
2016 and December 2016) and the coverage surveys (May 2016 and March 2017). For the first
vaccination round, this situation was likely affected by the poor-quality of the paper used for
card printing. Vaccination cards ran out in the second round. Although it was recommended
that people should bring their vaccination cards from the previous round, several people
reported having forgotten or misplaced their cards. Plain pieces of paper were issued as proof
of vaccination when the vaccination cards ran out. This could be an additional reason for the
low card retention. The short delay between the campaign and the survey recruitment may
have controlled the risk of having a large information bias in the vaccination status; however,
it still highlights the difficulty to be certain about the vaccination coverage achieved. Also, pos-
sible recall or reporting bias may have been at play due to the 11-month delay between the first
round and the March 2017 survey, which could have led to underestimating the coverage with
two doses. It is likely that the people who did not take the OCV dose in December 2016 would
have had more difficulties to recall having received the April OCV dose. This may explain the
big discrepancies in the coverage of the first round among adults (and especially among males)
between the 2016 and 2017 surveys (41.3% of coverage among males in the 2016 survey and
14,7% in the 2017 survey).

Conclusions

The areas at highest risk of suffering cholera outbreaks were targeted for a vaccination cam-
paign obtaining relatively high vaccine coverage (68.5% in April and 59% in December 2016).
Overall, 69.9% of the people living in these areas, by March 2017, reported having received

at least one dose of OCV. Considering the good short-term effectiveness of one vaccine dose,
this might have been adequate to avoid a large outbreak in these high-risk areas during the
2017 main cholera season (January to June). On 6 October 2017 a new cholera outbreak
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was declared, having the index case in Chipata, an area not targeted during the 2016 OCV
campaign.

However, the high population mobility suggests that coverage might drop over time, in par-
ticular among adults, where vaccination coverage levels are lowest (38.4% with one dose,
58.4% with at least one dose and 19.9% with two doses). This issue should be evaluated and re-
vaccination of these areas may be required to maintain good levels of protection. Furthermore,
specific strategies may need to be developed to better reach the adult population, especially
males, in order to increase OCV coverage among those aged 15 years and more.

We can conclude that, a strategy that includes a delayed second dose is pertinent in a sce-
nario where it is not possible to vaccinate with two OCV doses in a normal two-week schedule,
such as that of an epidemic situation where a prompt and reactive response is necessary and
there is a limited stockpile of vaccines. This strategy allows to urgently control the outbreak
with an increased number of doses (in terms of reducing morbidity, mortality and transmis-
sion) and, in addition, to increase the vaccine protection in the longer term. This example
from Lusaka also suggests that for highly mobile populations, where the proportion of persons
vaccinated following a mass vaccination campaigns might drop over time, a delay of eight
months between OCV doses might be too long to ensure that the target population receives
the recommended two doses. On the other hand, annual OCV campaigns before the cholera
season might increase the number of individuals covered with at least one OCV dose and, con-
sequently, might be also an effective strategy to reduce the risk of outbreaks in places at high
risk of cholera transmission.
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Objective To describe the implementation and feasibility of an innovative mass vaccination strategy — based on single-dose oral cholera
vaccine — to curb a cholera epidemic in a large urban setting.

Method In April 2016, in the early stages of a cholera outbreak in Lusaka, Zambia, the health ministry collaborated with Médecins Sans
Frontiéres and the World Health Organization in organizing a mass vaccination campaign, based on single-dose oral cholera vaccine. Over a
period of 17 days, partners mobilized 1700 health ministry staff and community volunteers for community sensitization, social mobilization
and vaccination activities in 10 townships. On each day, doses of vaccine were delivered to vaccination sites and administrative coverage
was estimated.

Findings Overall, vaccination teams administered 424 100 doses of vaccine to an estimated target population of 578043, resulting in an
estimated administrative coverage of 73.4%. After the campaign, few cholera cases were reported and there was no evidence of the disease
spreading within the vaccinated areas. The total cost of the campaign — 2.31 United States dollars (USS) per dose — included the relatively
low cost of local delivery — USS$ 0.41 per dose.

Conclusion We found that an early and large-scale targeted reactive campaign using a single-dose oral vaccine, organized in response to a
cholera epidemic within a large city, to be feasible and appeared effective. While cholera vaccines remain in short supply, the maximization
of the number of vaccines in response to a cholera epidemic, by the use of just one dose per member of an at-risk community, should be
considered.

Abstractsin (3 &, H13Z, Francais, Pycckuii and Espafiol at the end of each article.

Introduction

The World Health Organization (WHO) has estimated that
there are 1.3-4 million cholera cases and 21000-143 000
cholera-related deaths each year.' Cholera is a poverty-related
disease and large-scale cholera epidemics continue to occur
in low-income countries. In 2015, for example, an outbreak
that involved approximately 40 000 people affected parts of the
Democratic Republic of Congo, Kenya and the United Repub-
lic of Tanzania.” The prevention and control of epidemics are
usually based on a multidisciplinary integrated approach that
may include community sensitization, intensified epidemio-
logical surveillance, improved access to clean water, hygiene
and sanitation and the treatment of confirmed and suspected
cases. Recent large-scale cholera outbreaks have shown the
limitations of standard response measures and the need for
improved strategies.

The first documented campaign using oral cholera vac-
cine in a humanitarian context was carried out in 1997, in
Uganda.’ Since then, similar preventive vaccinations have
been organized in areas considered at risk of a cholera out-
break.** In recent years, increased use of oral cholera vac-
cine in different settings and mostly in a preventive manner
has provided evidence of the feasibility and effectiveness of
vaccination campaigns against cholera.”* A turning point in
the implementation of cholera vaccination campaigns was

WHO?’s prequalification of the Shanchol oral cholera vaccine
in 2011.° In 2013, under the supervision of the International
Coordination Group on Vaccine Provision, a global stockpile
of oral cholera vaccine was created to strengthen the capacity
for action against cholera in emergency settings.”'’

Timely reactive vaccinations - i.e. vaccinations in re-
sponse to an existing epidemic - for cholera outbreaks are chal-
lenging, because it can take considerable time to identify and
report a cholera epidemic and it is hard to predict outbreaks.
Other possible challenges are inadequate financial and human
resources and inadequate number of doses to target everyone
at risk of cholera, especially for a multi-dose campaign.'’ While
the licensed protocol requires two doses of oral cholera vaccine
to be given two weeks apart, the feasibility of such a regimen
has been, and remains, limited by the availability of suitable
vaccines doses. Given a global shortage of such vaccines, a sin-
gle-dose strategy, which, given a fixed number of doses, could
cover twice as many people as a two-dose regimen, should be
considered.”” This strategy was first used under field conditions
in 2015, in Juba, the conflict-ravaged capital of South Sudan,
when more than 160000 people were vaccinated in response
to a cholera outbreak." In a short-term observational study,
the effectiveness of a single dose of vaccine in this campaign
in Juba was estimated to be 87.3% (95% confidence interval,
CI: 70.2-100.0)."” In 2014, a clinical trial in Bangladesh in-
dicated that a single dose of oral cholera vaccine would give
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40% (95% CI: 11-60) and 63% (95% CI:
24-82) protection against all and severe
episodes of cholera, respectively."

Cholera is a public-health problem
in many areas of Zambia, but is a par-
ticular problem in the capital, Lusaka.”
Although there were annual cholera
epidemics in Zambia between 2003
and 2011, no confirmed cases of the
disease were reported in the country
in 2012-2015. When, therefore, a few
people with the disease were detected in
Lusaka in February 2016, general levels
of immunity to cholera were assumed to
be relatively low in Zambia. At the time,
there was concern that there was con-
siderable risk of an imminent major out-
break. The Lusaka District Health Office
quickly organized a response according
to the national guidelines on cholera con-
trol.' In addition, the Zambian Ministry
of Health, with support from Médecins
Sans Frontiéres and WHO, implemented
areactive vaccination campaign with the
aim of stopping transmission of Vibrio
cholerae in Lusaka. In 2016, almost
600000 people were living in the nine
townships of Lusaka that were considered
at greatest risk, because they had been the
foci of cholera outbreaks in the previ-
ous two decades. Given the large target
population and the global shortage of ap-
propriate vaccine doses, it was decided to
use a single-dose vaccination campaign,
rather than a two-dose strategy, and so
allow the largest number of vulnerable
people to be vaccinated with the doses
that were available.

Here we describe the context of the
interventions and the decision-making
process and we evaluate the feasibility
of conducting such a large-scale reac-
tive campaign of cholera vaccination
in high-risk and densely-populated
urban areas.

Methods
Setting

Lusaka is a fast-growing city with a
population of over 2 million people.
Between 2003 and 2011, there were an-
nual cholera epidemics, 26 000 cholera
cases and 860 cholera-related deaths
recorded in the city.">'” Over this period,
Médecins Sans Frontiéres helped the
health ministry to control the cholera
outbreaks in the city and record the
numbers of people with cholera per
township, the seasonal pattern of cholera
and assess water and sanitation quality

Research
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Fig. 1. Weekly numbers of confirmed and/or suspected cases of cholera reported in

Lusaka, Zambia, 2016
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Notes: The graph shows epidemiological weeks. Single doses of oral cholera vaccine were administered
between week 14 and week 17. The case numbers for Bauleni township, the other nine townships that were
targeted in a mass immunization campaign based on single doses of oral cholera vaccine and the city’s
other townships, in which there were no immunizations with oral cholera vaccine, are presented separately.

in each township.” Most epidemics re-
corded in the city since 2003 began in
December/January and finished, as the
rainy season ended, around April/May."”
They started in one or more of nine
townships that had particularly poor
water supplies and drainage systems."”

On 4 February 2016 - i.e. in epide-
miological week 5 0f 2016 — a person with
cholera was identified in Lusaka. This rep-
resented the first confirmed case in the city
since 2011. Confirmed and/or suspected
cases were identified over the next few
days and a cholera outbreak was declared.
Laboratory analysis showed that the agent
causing this outbreak was V. cholerae O1
El Tor-Ogawa. The number of confirmed
and/or suspected cases increased rapidly,
from 14 in epidemiological week 9 to 118
in epidemiological week 10 (Fig. 1).

Decision-making and vaccine
provision

In early March 2016, the health ministry,
fearing an imminent major epidemic,
requested the assistance of Médecins
Sans Frontieres in controlling the epi-

Bull World Health Organ 201 8;96:86—93' doi: http://dx.doi.org/10.2471/BLT.16.189241

demic. There were 277 confirmed and/
or suspected cholera cases reported
on 18 March. Of these cases, 57 were
found positive in a rapid diagnostic test
for cholera and 25 were confirmed by
culture. As a result of these observations,
the health ministry, Médecins Sans
Frontiéres and WHO agreed to add vac-
cination to the standard cholera-control
activities that had already been imple-
mented. However, when this agreement
was made, the global emergency stock-
pile of oral cholera vaccine, containing
about 1.3 million doses, was far too
small to allow Zambia and several other
countries with urgent requirements
for cholera vaccine to give everyone
in at-risk populations two doses. We
therefore decided to follow a single-dose
vaccination strategy in Lusaka, to cover
everyone who was older than one year
and lived in a high-risk township, and
to consider delivering a second dose
later, when more vaccine doses became
available. On March 24, the health min-
istry sent a request to the International
Coordination Group, to access 598 131
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doses from the emergency stockpile'®
and they received a positive response
five days later. The allocated vaccine
was Shanchol (Shantha Biotechnics,
Hyderabad, India) and the vaccine doses
arrived in Zambia, in two shipments, on
7 and 8 April. Although Shanchol was
not registered in Zambia, the health
ministry approved its emergency use
and facilitated the importation process.

Target population

The target population included all indi-
viduals older than one year who lived in
one of the 10 townships of Lusaka that,
in March 2016, were considered high-
risk for cholera. Nine townships had the
highest attack rates in the epidemics in
2003-2011 and one township had a high
incidence of suspected cholera when the
vaccine request was sent. To estimate
the population of these townships, we
combined population projections from
the 2010 national census'” with other
relevant population data (Lusaka City
Council, unpublished data, 2016).

Vaccination strategy

Vaccination teams implemented a two-
phase strategy designed to cover the
entire target population within a short
period. The first phase involved the set-
ting up of static vaccination sites, which
were easy to organize and control, in
health facilities or churches or schools.
Each static site was covering a circular
area, centred on the site, with a maxi-
mum radius of 500 m (Fig. 2). Each such
site was scheduled to open from 07:00
to 18:00 on each of two to six days, the
exact period depending on the turn-out
of the target population. We set a vac-
cination target of each static site to 5500
doses per day, to match the financial and
logistical resources that were available.

The second phase comprised a
three-day catch-up campaign in which
mobile vaccination teams operated, on
main roads or in markets or other so-
cially active places, to vaccinate targeted
individuals who had failed to attend the
static sites.

Marc Poncin et al.

Vaccination teams

Each vaccination team was composed
of 23 volunteers and a qualified nurse
from the health ministry who acted as
team leader. Before the campaign, we
organized a half-day training session in
each high-risk township. This included
a practical exercise in organizing a vac-
cination site. The team composition
was such that, at each vaccination site,
two vaccination lines, each run by two
vaccinators, two people preparing vials,
four recorders filling in cards and one
person summarizing the records on
a tally sheet, could be formed. Other
team members were responsible for
crowd control. In an attempt to facili-
tate the acceptance of the campaign, we
selected the team members for each
targeted township from the local popu-
lation. Overall, 989 individuals created
53 teams, 42 at static sites and 11 run-
ning the mobile sites. At the height of
the activity there were 17 sites working
simultaneously.

Fig. 2. Estimated administrative coverages in the 10 townships of Lusaka targeted in a mass immunization campaign against cholera,

Zambia, 2016
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of the city and nine other townships in the west.
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Social mobilization

In each targeted township, qualified en-
vironmental health technicians from the
health ministry organized three days of
community sensitization and mobilization
before the vaccinations began and then
continued similar activities for the dura-
tion of the campaign. A flyer explaining the
characteristics of the vaccine and the dates
and locations of the vaccination sites was
developedlocally and handed out. Vehicles
with sound systems were driven around the
targeted townships to advertise the vaccina-
tions. Awareness-raisers worked near the
vaccination sites. There were another 745
individuals, again a mix of health ministry
staff and community volunteers, involved
in the social mobilization.

Cold-chain management

The Universal Child Immunization’s
Secretariat Office in Lusaka stored the
vaccines in a cold room. We distrib-
uted the vaccines to vaccination sites,
with icepacks, as 1500-dose boxes in
their original packaging. The vaccines
were used at ambient temperature on
the vaccination day. The vaccinators
checked the vaccine vial monitor before
administering each dose.

Data collection and analysis

Recorders categorized the age of each
vaccinee as one to four years, five to 14
years or adult, i.e. at least 15 years, on a
tally sheet, but ignored sex. On a daily
basis, the recorders compiled the sheets
to allow the daily evaluation of admin-
istrative coverages to be estimated each
day. The estimated coverages were then
used to plot a performance map for each
targeted township. By rapidly sharing
such maps among partners, it was pos-
sible to make quick compensations for
poor coverage in particular areas, e.g. in-
creasing the duration of the vaccination
period at some sites and reinforcement
of sensitization activities. We calculated
vaccine wastage as the percentage of the
number of doses leaving the cold room
that, according to the tally sheets, were
lost. We expressed cholera attack rates
as the numbers of confirmed and/or
suspected cases per 10000 people and
we used Poisson regressions to compare
such rates by age group and sex.

Although we assessed the short-
term effectiveness of the single-dose
strategy and we implemented a coverage
survey, the results of these activities will
be reported separately.

Bull World Health Organ 2018;96:86— 93| doi: http://dx.doi.org/10.2471/BLT.16.

Ethics

The vaccination campaign was conducted
as part of the public health response to
the cholera outbreak and was approved
by the Zambian Ministry of Health.

Results
Administrative coverage

Between 9 and 25 April 2016, 424100
vaccine doses were administered to an
estimated combined target population
of 578043, giving an estimated admin-
istrative coverage of 73.4%. Estimated
administrative coverage in the targeted
townships varied between 61.9% and
105.8% (Fig. 2).

Of the doses that vaccination teams
administered, 371279 (87.5%) were ad-
ministered during the first phase - i.e.
at the static sites — and the rest during
the catch-up at mobile sites (Table 1).
Although most of the doses used in the
catch-up phase were used on adults,
estimated administrative coverage
remained generally higher in children
than in adults (Table 1).

Performance indicators

At each of the static sites, the vaccination
team administered cholera vaccine to a
mean of 2256 (range: 306-5843) people
per day, i.e. to about half of the target
of 5500. The corresponding number for
the mobile sites was even lower: 1492
(range: 371-3757).

Vaccine wastage was less than
0.01% (459/424100). At the end of the
campaign, 174031 doses remained in
the cold room and were retained for pos-
sible use as second doses. There were no
reports of doses being discarded because
of invalid vaccine vial monitors.

Costs

Of the total cost of the vaccination cam-
paign, which was 978 614 United States
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dollars (US$), US$ 784 831 (80.2%) were
used on vaccine procurement (Table 2).
Local delivery cost was US$173 677,
that is, a mean of just US$ 0.41 per dose
administered.

Outbreak characteristics

During the entire 2016 cholera outbreak
in Lusaka, which ran between epidemio-
logical week 5 and week 24, the health
ministry reported 1139 confirmed and/
or suspected cholera cases (Fig. 1). Over
the same period, the ministry recorded
20 cholera-related deaths, of which 10
occurred in community settings and
10 in health facilities. These 20 deaths
represent 1.76% of the confirmed and/
or suspected cholera cases that were
reported. The weekly incidence of
cases peaked in epidemiological week
12, when 150 suspected cases were
reported. In Lusaka, the overall attack
rate was 4.89 per 10000 people. Attack
rates were significantly higher among
children younger than five years than
among older individuals: 5.80 vs 4.71
per 10000 people (attack rate ratio:
1.23;95% CI: 1.06-1.42). They were also
significantly higher among males than
among females: 5.20 vs 4.59 per 10 000
people (attack rate ratio: 1.13; 95% CI:
1.01-1.27).

Although we only implemented the
vaccination campaign after the epidemic
peaked in the Bauleni township, the
campaign preceded the corresponding
peaks in the other nine targeted town-
ships (Fig. 1).

Discussion

In 10 apparently high-risk townships
in Lusaka the vaccinators administered
over 420000 doses of oral cholera vac-
cine, resulting in over 70% of the target
population being vaccinated. Box 1
summarizes the major achievements
and lessons learnt from the campaign.
Such mass campaigns appear to be

Table

1. Numbers of vaccines in each age group and each phase of the single-dose

vaccination campaign against cholera and overall administrative coverages,

Lusaka, Zambia, 2016

Age Target popula-

No. of vaccines (% in age group)

Administrative

b it First phase Catch-up Total COVerag e
1-5 78189 75725(92.0) 6609 (8.0) 82334 105.3
5-15 144652 163612 (91.7) 14839( 3) 178451 1234
>15 355202 131942 (80.8) 31373(19.2) 163315 46.0
All 578043 371279 (87.5) 52821 (125) 424100 734
? Estimates based on the 2016 projection of the results of the 2010 national census.
189241 89
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feasible within large urban settings.
When, in 2016, the health ministry
found itself faced with the threat of a
major outbreak of cholera in Lusaka, it
had no previous experience with vac-
cination campaigns against the disease.
However, after careful review of the
available literature, particularly the
then-unpublished results of the single-
dose reactive campaign organized in
South Sudan'"" the health ministry
took the decision to use a single-dose
strategy. This was because insufficient
vaccine doses were available to follow
the more usual, two-dose regimen. The
possibility of delivering a second dose
at a later stage, once adequate doses of
vaccine became available, was discussed
during the planning phase. Using a
combination of new stock and the doses
leftover from the single-dose campaign,
the health ministry administered second
doses on 16-21 December 2016, i.e. be-
fore the 2016/2017 rainy season. Since
then, single-dose campaigns based on
oral cholera vaccine have taken place
in Haiti and Mozambique.” In April
2017, WHO’s Strategic Advisory Group
of Experts on immunization updated
its recommendations on the use of oral
cholera vaccine, stating that “a single
dose strategy could be considered in
areas experiencing cholera outbreaks.
Considering the limited evidence about
the duration of protection, additional
doses might be needed to ensure longer-
term protection.”!

In reactive mass immunizations,
a speedy response is needed if a major
outbreak is to be prevented. In Lusaka
in 2016, mass immunization began just
21 days after the decision to vaccinate
was made and two months after the
appearance of the first reported case.
A key step was the rapid detection
and declaration of the outbreak by
the health ministry. Knowledge of the
local cholera epidemiology and good
collaboration between the ministry
and its international partners allowed
the choice of vaccination strategy, the
preparation of the request for the vac-
cine doses from the global stockpile
and the import of the released doses
to proceed smoothly. This process also
allowed vaccinations to begin as soon
as the doses reached Lusaka. The cold-
chain logistics and vaccine distribution
in Lusaka were simpler than those
described in some other campaigns,’
thanks, in part, to the thermostability
of the vaccine used.
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Table 2. Costs of the single-dose vaccination campaign against cholera, Lusaka, Zambia,

2016
Characteristic Costs, US$ (% of
total)
Vaccine purchase? 784831 (80.2)
International shipment?® 20106 (2.0)
Staff incentives® 65922 (6.7)
Food, identification cards and other staff expenses® 10543 (1.1)
Vaccination equipment and consumables 25325 (2.6)
Social mobilization materials and consumables 15252 (1.6)
Logistical costs of venue use and waste management 25081 (2.6)
Transport costs 31554 (3.2)
Total cost of the campaign® 978614 (100)
Total local delivery cost 173677 (17.7)

USS: United States dollars.

¢ The proportion of the total costs, for the 598 131 imported doses, represented by the 424 100 doses that

were administered in the single-dose campaign.

° Excluding the administrative costs for, and salaries of, any overseas personnel.

¢ Excluding the costs of monitoring and evaluation.

Box 1.Major achievements and lessons learnt from Lusaka vaccination campaign,

Zambia, 2016

Outcome

« Inresponse to cholera outbreaks, large targeted reactive vaccination campaigns are feasible
in large urban settings and can be deployed in a timely manner.

« Given a global shortage of cholera vaccines, a single-dose strategy allows a greater
population to be vaccinated. In Lusaka, such a strategy allowed targeting of the entire
population in the areas considered most at risk of Vibrio cholerae transmission.

« The per-dose cost of the Zambia campaign, implemented in response to an outbreak,
was at least as low as that of campaigns implemented in non-outbreak settings and, since
vaccination teams were underused, this could have been reduced.

Implementation

« Factors that allowed a relatively quick decision-making process were: good understanding
of the local cholera epidemiology, rapid confirmation and declaration of the outbreak
by the health ministry and good collaboration between Médecins Sans Frontieres, the
health ministry and the World Health Organization in sending the vaccine request to the
International Coordination Group early. In addition, the health ministry’s anticipation of
regulatory hurdles was a key factor in ensuring that the first use of oral cholera vaccine in
Zambia began quickly.

« Use of static vaccination sites was probably a more efficient and cheaper strategy than
house-to-house visits.

«+ Age stratification of the tally-sheet data allowed the catch-up activities to be focused
mainly on adults, i.e. the age group that had relatively poor coverage in the first phase
of the campaign. The recording on the tally sheets of the sex of each vaccine could have
improved such focus on specific low-coverage groups. However, the coverages estimated in
most urban campaigns of cholera vaccination indicate that specific approaches to improve
coverage among adults, particularly men, should probably be implemented from the onset
of any such campaign.

« In Lusaka and, probably, similar large urban settings, the cold chain for an oral cholera
vaccine with good thermostability can be simply based on a single cold room for the time
of the vaccination campaign.

Although some campaigns based
on oral cholera vaccine have reached
higher coverages, the overall admin-
istrative coverage achieved in Lusaka
(73.4%) was similar to that recorded in
other urban campaigns.'"*>*’ The accu-
racy of data on administrative coverage

is often limited by the use of popula-

tion estimates, especially when such
estimates relate to a large city, such as
Lusaka, that has a dynamic population
and many informal settlements. During
the 2016 vaccination campaign de-
scribed here, there were xenophobic ri-
ots in some of the targeted townships**
and this unrest may have contributed

Bull World Health Organ 201 8;96:86—93' doi: http://dx.doi.org/10.2471/BLT.16.189241
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to a lower coverage than initially ex-
pected. In Lusaka in 2016, as in several
previous vaccination campaigns against
cholera,*'"**** administrative coverage
was much poorer among adults than
among children (Table 1). Although
vaccinee sex was not recorded on the
tally sheets, the vaccination teams re-
ported that they vaccinated far fewer
men than women at the static sites.
While the catch-up campaign made it
possible to narrow the gap in coverage
between adults and children, coverage
among adults, and particularly among
men, remained relatively poor. In fu-
ture similar campaigns, the tailoring of
catch-up specifically to benefit women
and, particularly, men needs to be care-
fully considered.

As the mean number of people
vaccinated daily at each static site was
considerably lower than the set target

number, vaccination teams at the sites
were generally underused. There was
probably, therefore, scope to reduce the
mean per-dose cost of the local imple-
mentation of the campaign. However,
even with the underuse, the mean per-
dose cost of local delivery in Lusaka
(US$0.41) accounted for less than 20%
of the total per-dose costs and was
lower than the corresponding values
previously reported for the Shanchol
vaccine. For example, it was lower than
the corresponding values reported in
India in 2011 (US$0.49),° Bangladesh
in 2011 (US$0.76),” Guinea in 2012
(US$0.89),”” and South Sudan in 2014
(US$0.63).” Between-study compari-
sons of per-dose costs have to be made
with caution, because of the differences
in the collection of cost data, estimation
of per-dose costs and value of the United
States dollar.””

Research
Cholera vaccination campaign in Zambia

The number of people reported with
cholera in Lusaka after the single-dose
campaign remained limited and the out-
break did not spread within any of the
10 targeted townships even when access
to safe drinking water and sanitation
remained poor.

This large-scale single-dose cam-
paign, run in a densely populated urban
area, showed to be feasible and appeared
effective. Given the continuing global
shortage of cholera vaccines, the use
of single doses of oral cholera vaccine
will remain an important alternative
vaccine-delivery strategy in future chol-
era epidemics.
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Abstract OBJECTIVE To assess the performance of the SD Bioline Cholera Ag O1/0139 rapid diagnostic test
(RDT) compared to a reference standard combining culture and PCR for the diagnosis of cholera

cases during an outbreak.

METHODS RDT and bacterial culture were performed on site using fresh stools collected from
cholera suspected cases, and from stools enriched in alkaline peptone water. Dried stool samples on
filter paper were tested for V. cholerae by PCR in Lusaka (as part of a laboratory technology transfer
project) and at a reference laboratory in Paris, France. A sample was considered positive for cholera
by the reference standard if any of the culture or PCR tests was positive for V. cholerae O1 or O139.
RESULTS Among the 170 samples tested with SD Bioline and compared to the reference standard, the RDT
showed a sensitivity of 90.9% (95% CI: 81.3-96.6) and specificity of 95.2% (95% CI: 89.1-98.4). After
enrichment, the sensitivity was 95.5% (95% Cl: 87.3-99.1) and specificity 100% (95% CI: 96.5-100).
CONCLUSION The observed sensitivity and specificity were within recommendations set by the Global
Task Force for Cholera Control on the use of cholera RDT (sensitivity = 90%; specificity = 85%).
Although the sample size was small, our findings suggest that the SD Bioline RDT could be used in
the field to rapidly alert public health officials to the likely presence of cholera cases when an

outbreak is suspected.

keywords cholera, rapid diagnostic test, diagnostic accuracy, outbreak

Introduction

Cholera is an important public health problem globally.
More than 1.3 billion people are at risk, of whom 1.3—
4.0 million contract cholera with an estimated 21 000
143 000 fatalities each year [1]. Most of the ~150 000
cases reported each year to WHO are from Africa, His-
panolia and Asia, mainly due to lack of access to safe
water, adequate sanitation and poor hygienic practices
[2, 3]. However, these figures are considered to be an
underestimate for various reasons, such as fear of impact

on trade and tourism, shortcomings of surveillance sys-
tems and inadequate timely detection capabilities [2].

Cholera is caused by toxigenic strains of Vibrio cho-
lerae O1 and O139 bacteria. Identification of these bacte-
ria in stool by culture or Polymerase Chain Reaction
(PCR) is considered the gold standard for cholera diagno-
sis [4, 5]. However, both these methods require good lab-
oratory infrastructure and highly skilled staff that are
often not readily available in areas where outbreaks
occur. Shipment to a reference laboratory and a relatively
long turn-around time for culture results, delay the
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confirmation of cholera diagnosis and implementation of
response measures.

Rapid diagnostic tests (RDT) would have great value for
the early detection of cholera outbreaks as tools for initial
alert and for monitoring of outbreaks or seasonal peaks in
endemic areas [6]. The use of RDTs could also help priori-
tise response to the disease in the most affected areas
during large outbreaks. Although several immunochro-
matographic RDTs are commercially available, most of the
recent diagnostic evaluations have focused on one product,
Crystal VC (Arkray Health Care Private Limited, India;
previously Span Diagnostics, India), which has shown high
sensitivity of more than 90%, but moderate specificity
(49-88%) when used directly on stools [7-11]. In addition,
relatively high proportions of false-positive results with the
0139 line have been reported by several teams [12-14].
The specificity of this test can be improved by a 4- to 6-h
enrichment step in alkaline peptone water (APW), with the
disadvantage of increasing the necessary logistics required
and delaying the turn-around time for results to be avail-
able [13-15]. First data on two other tests, Artron Vibrio
cholerae 0139 and O1 Combo Test (Artron Laboratories
Inc, Canada) and SD Bioline Cholera Ag O1/0139 RDT
(Standard Diagnostics Inc., Korea), recently came from a
retrospective analysis of routine data in Haiti comparing
results of cholera RDTs to culture results [12]. Whereas
the Artron test, like Crystal VC, showed very high sensitiv-
ity of 98.6% and modest specificity around 70%, the SD
Bioline RDT had a lower sensitivity of 81.1% but speci-
ficity of 92.8%.

In a cholera outbreak that occurred in Lusaka, Zambia,
from February to June 2016, the Ministry of Health (MoH)
of Zambia implemented an enhanced cholera surveillance
system early in the course of the outbreak using the SD Bio-
line Cholera Ag O1/0139 rapid test. Following an emer-
gency reactive oral cholera vaccine (OCV) campaign,
organised in April 2016 by the MoH, in collaboration with
Médecins Sans Frontiéres, a study was implemented to esti-
mate the vaccine effectiveness conferred by one dose of
OCV [16]. Stool specimens collected from suspected cho-
lera cases were sent to the laboratory for confirmation by
culture and PCR, in addition to the RDT. We took advan-
tage of this study to evaluate the diagnostic performance of
SD Bioline RDT, aiming to identify an effective screening
tool for cholera in an emergency situation or outbreak.

Methods
Ethics

This was a sub-study of the main study titled ‘Effective-
ness of one dose of killed whole cell cholera vaccine in

response to an outbreak’. The protocol for the main
study was approved by the Ethical Review Boards of the
University of Lusaka (Zambia) and the Johns Hopkins
School of Public Health (USA). Written informed consent
was obtained from participants or their parents/guar-
dians. Privacy and confidentiality of the data collected
from participants was ensured both during and after the
study.

Study site and population

This study was conducted in Lusaka district, Zambia,
which has a population of approximately 2.3 million.
The outbreak started on February 4th, 2016 and lasted
until June 15th, 2016, and the MoH reported 1139 con-
firmed and/or suspected cholera cases and 20 cholera-
related deaths [17].

Two cholera treatment centres located in Kanyama and
Bauleni and three cholera treatment units located in Cha-
wama, Matero and George served as study sites. These
clinics provided access to treatment to all patients coming
from the high-risk areas in Lusaka. As part of enhanced
surveillance, all suspected cholera cases (patients with
acute non-bloody watery diarrhoea, ie. at least three lig-
uid stools in 24 h) gave a stool sample that was sent to
Kanyama clinic laboratory for microbiological testing.
The MoH enhanced capacity to carry out microbiological
tests for detection and confirmation of cholera at
Kanyama clinic laboratory by seconding a microbiologist
from the National Reference Laboratory of the University
Teaching Hospital (UTH).

Stool samples from patients with acute non-bloody
diarrhea who presented from April 25th to June 15th
2016 to one of the treatment centres participating in the
vaccine-effectiveness study and enrolled according to
inclusion criteria [16] were included in the study. We
excluded from this analysis patients enrolled after June
Sth, for whom SD Bioline rapid diagnostic testing could
not be carried out because of a stock out of available
kits.

Laboratory procedures

Specimen collection and preparation. Fresh stool samples
were collected in a clean unchlorinated disposable con-
tainer. The samples were immediately transported at
room temperature (from Kanyama clinic) or in a cool
box (from other study sites) to Kanyama clinic laboratory
for testing.

Once the stool sample arrived in the laboratory, labo-
ratory technologists performed cholera RDT and culture
(see details below) directly from the sample. They also

© 2018 The Authors. Tropical Medicine & International Health Published by John Wiley & Sons Ltd. 835
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inoculated two drops in APW, which was incubated for
4-6 h at 37 °C. The RDT and culture were then repeated
on the sample enriched in APW. Additionally, laboratory
technologists placed two drops (approximately 80—

100 pl) of undiluted sample on Whatman 903 Protein
Saver Card (GE Healthcare Ltd, Forest Farm, Cardiff
UK), which was stored for further testing by PCR.

Rapid diagnostic test procedure. The testing was per-
formed by qualified and trained laboratory technologists
at Kanyama clinic laboratory and supervised by a micro-
biologist from the National Reference Laboratory. Tech-
nologists performing the rapid tests were blinded to
clinical information and to the results of culture and
PCR, which were performed subsequently.

SD Bioline Cholera Ag 01/0139 was used for testing
on 170 samples following manufacturer’s instructions
when performing the tests and interpreting results.
Briefly, the stool sample was collected using a cotton
swab, which was then swirled in a sample collection tube
pre-filled with 1 ml of sample diluent buffer. Three to
four drops of diluted sample were then added into the
sample well of the test device using the cap with dropper
nozzle of the collection tube. The test was read after 10—
20 min and interpreted as negative if only the control line
appeared, positive for O1, O139 or both if the control
line and the corresponding line(s) appeared, and invalid if
the control line did not appear.

Stool culture. Stool samples were streaked out on
Thiosulphate Citrate Bile Sucrose Agar (TCBS; Oxoid,
UK) directly and after 4-6 h of incubation in APW. After
18-24 h incubation at 37 °C, TCBS plates were examined
for the presence of yellow colonies suggestive of

V. cholerae. Single well-isolated yellow colonies were
picked and streaked on Mueller-Hinton agar (Oxoid, UK)
and incubated at 37 °C for 24 h. Colonies on Mueller-Hin-
ton agar were tested for oxidase and, when positive for the
oxidase reaction, testing with O1 polyvalent, O1 Inaba, O1
Ogawa and O139 antisera (Beckton Dickinson, USA) was
performed as previously described [18].

PCR analysis. PCR was performed using stool samples
stored on Whatman 903 Protein Saver Card kept at
ambient temperature following previously described
methods [13]. Total DNA extraction was performed by
thermal shock method. Briefly, one circle containing dried
stool was placed in a microtube and rehydrated with

150 ul sterile water. Two hundred microlitres of 2%
Chelex solution was then added and the sample was vor-
texed at high speed, boiled for 8 min and centrifuged for
2 min [19].

Polymerase-chain reaction (PCR) was performed at
Institut Pasteur, Paris, and in parallel at the UTH labora-
tory following same protocols as part of technology and
methodology transfer. PCR was performed on 2 ul of the
supernatant to detect an intergenic spacer region specific
of V. cholerae species using primer sequences (F-TTA
AGC STT TTC RCT GAG AAT G and R-AGT CAC
TTA ACC ATA CAA CCC G) [20]. On samples positive
for V. cholerae, the rfb gene was amplified for the identi-
fication of V. cholerae serogroups O1 and 0139, as
described by Hoshino [21]. On negative samples, the
PCR was repeated on 4 pul volumes. If still negative, a
16S rRNA PCR was performed on the samples to assess
the presence of DNA and/or PCR inhibitors as described
previously [13]. DNA from known V. cholerae 01/0139
strains supplied by Pasteur Institute, France were used as
positive controls.

The technologists performing PCR were blinded to the
RDT results and clinical information, but were aware of
culture results.

Statistical analysis

For the reference standard, a true cholera case was
defined as a suspected case with at least one culture or
PCR positive for V. cholerae O1. A true negative case
was defined as a suspected case with all culture and
PCR results negative for V. cholerae O1. The sensitiv-
ity, specificity, positive predictive value (PPV), and neg-
ative predictive value (NPV) were estimated for both
direct testing and testing after 4-6 h of enrichment in
APW, by comparing the RDT results to the reference
standard defined above. The estimates and 95% confi-
dence intervals for sensitivity, specificity, PPV, and
NPV were estimated in Stata SE 14 (Stata Corporation,
College Station, TX, USA) using the exact binomial
method. The kappa coefficient was calculated to esti-
mate the overall concordance between the rapid test
and gold standard.

Results

From April 25th to June 15th, 2016, 251 patients with
acute non-bloody diarrhoea were admitted and treated at
health centres in the study area and 211/251 (84%)
patients were recruited in the parent vaccine effectiveness
study during that period. Of these, 170/211 (81%) had
their stool samples tested with the SD Bioline RDT from
April 25th to June 5th and were included in this evalua-
tion (Figure 1). The majority of stool samples tested were
from participants above 15 years of age and those who
were severely dehydrated (Table 1).

836 © 2018 The Authors. Tropical Medicine & International Health Published by John Wiley & Sons Ltd.
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251 patients visited study sites
during study period

211 fulfilled inclusion criteria
for the parent study

170 included in this
analysis

Figure 1 Study flow diagram.

40 were excluded:

* 4 did not produce a stool sample
* 6 resided outside the study area
* 12 were <1 year of age

* 2 refused to participate

* 16 were lost to follow-up

Table | Characteristics of the patients included in the study, overall and among those with cholera confirmed or not by the reference

standard
All Cholera No cholera
(N = 170) (N = 66) (N = 104)
n (%) n (%) n (%)
Female gender 81 (47.7) 28 (42.4) 53 (51.0)
Age in years, mean (SD) 23.9 (18.5) 22 7 16.2) 24.6 (19.9)
<5 38 (22.4) (16 7) 27 (26.0)
5-15 21 (12.4) (16.7) 10 (9.6)
>15 111 (65.3) 44 (66 7) 67 (64.4)
Dehydration*
A (no dehydration) 11 (6.5) 0(0) 11 (10.6)
B (mild) 45 (26.5) 7 (10.6) 38 (36.5)
C (severe) 113 (66.5) 59 (89.4) 54 (51.9)
Antibiotics
Within 2 days before admission 18 (10.6) 8 (12.1) 10 (9.6)
At CTC before sample collection 52 (31.0) 26 (39.4) 26 (25.0)
Received oral cholera vaccine 26 (15.3) 6 (9.1 28 (26.9)
CTC, Cholera Treatment Centre; SD, standard deviation.
*1 with missing information
Culture and PCR results 66 patients (38.8%) were considered positive for cholera
o .
Of the 170 samples tested with the SD Bioline RDT, 62 by the reference standard and 104 (61.2%) negative.
(36.4%) samples were positive for V. cholerae O1
Ogawa by culture while 63 (37.1%) samples were posi- Rapid diagnostic test performance

tive for V. cholerae O1 by PCR at the University Teach-
ing Hospital (UTH), Lusaka, and 62 (36.4%) samples
positive for V. cholerae O1 by PCR at Institut Pasteur
(IP), Paris. Three culture-negative specimens were
detected by both PCR series, while 3 culture-positive
specimens were missed by each of the PCR series. Finally,

© 2018 The Authors. Tropical Medicine & International Health Published by John Wiley & Sons Ltd.

Of the 170 samples tested with the SD Bioline RDT, 65
were positive for V.cholerae O1 by the RDT performed
directly on stool and 63 by the RDT performed on APW-
enriched sample (Table 2). None of the RDTs showed a
positive O139 line. The overall agreement between the
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Table 2 Diagnostic performance of SD Bioline performed as per manufacturer’s recommendation (direct) or after enrichment in APW

Reference standard
Sensitivity

Specificity PPV NPV

Positive Negative % (95% CI) % (95% CI) % (95% CI) % (95% CI)
All (N = 170)
Direct 90.9 (81.3-96.6) 95.2 (89.1-98.4) 92.3 (83.0-97.5) 94.3 (88.0-97.9)
Positive O1 60 N
Negative 6 99
After enrichment 95.5 (87.3-99.1) 100 (96.5-100) 100 (94.3-100) 97.2 (92.0-99.4)
Positive O1 63 0
Negative 3 104
No prior antibiotics (N = 101)
Direct 91.2 (76.3-98.1) 95.5 (87.5-99.1) 91.2 (76.3-98.1) 95.5 (87.5-99.1)
Positive O1 31 3
Negative 3 64
After enrichment 94.1 (80.3-99.3) 100 (94.6-100) 100 (89.1-100) 97.1 (89.9-99.6)
Positive O1 32 0
Negative 2 67

NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

RDT and the gold standard was kappa = 0.86 for the
direct test and kappa = 0.96 after enrichment. The SD
Bioline RDT had a sensitivity of 90.9% and specificity of
95.2% when performed directly on the stool sample,
which increased to 95.5% and 100%, respectively, after
enrichment (Table 2). The performance estimates
remained similar when analysis was restricted to patients
without prior antibiotic consumption, which is sometimes
considered as an exclusion criteria in diagnostic evalua-
tions (Table 2).

Discussion

Our evaluation indicates that the SD Bioline Cholera Ag
01/0139 rapid test is promising, in terms of both sensi-
tivity and specificity, for the diagnosis of cholera. With
estimates of sensitivity at 90% and specificity at 95%,
the SD Bioline RDT matches the recommendations of
minimal performance of 90% sensitivity and 85% speci-
ficity set forth in the Interim Technical Note on the use
of cholera RDT published by the Global Task Force for
Cholera Control (GTFCC) [6]. This test also matches the
recommendations from a target product profile for cho-
lera RDTs recently developed by the GTFCC [22], in
terms of cost (~2€ per test), ease of use and clinical per-
formance, although the confidence intervals are too wide
due to the relatively small sample size in our study. This,
together with the recent retrospective analysis of routine
results in Haiti showing a more modest sensitivity
(81.1%) of the SD Bioline RDT compared to culture
[12], highlight the need for additional prospective results
on larger sample sizes and in different contexts.

The performance of the SD Bioline test reported here
and in Haiti [12] suggest that the specificity of SD Bioline
might be better than that of Crystal VC (49-88%), but
that its sensitivity might be lower than Crystal VC (con-
sistently around 92-97%) [7-11]. High sensitivity is gen-
erally considered the most important criterion for
screening tests, while moderate specificity can be over-
come by re-testing initially reactive samples using more
specific confirmation assays. In the case of cholera, posi-
tive RDT results are currently considered as a cholera
alert, which should prompt the shipment of samples to a
central laboratory for confirmation by culture or PCR
[6]. However, this confirmation step is sometimes chal-
lenging or not available, and further delays the imple-
mentation of response measures. The availability of a
rapid test with high specificity might change the para-
digm, so that positive RDT results could be considered as
highly indicative of cholera, and targeted response mea-
sures can be started immediately. In this case, high speci-
ficity would be crucial, while moderate sensitivity could
be overcome by testing a sufficient number of samples
from suspected cholera cases to ensure that cholera is
detected, as has historically been done with culture.
Indeed, although considered the gold standard for cholera
diagnosis, culture does not have perfect sensitivity [23].
In a recent study in South Sudan, the sensitivity of culture
compared to PCR was estimated at 83% when performed
on-site and 72% for a delayed culture at an international
reference laboratory, which was lower than the sensitivity
of SD Bioline estimated here [13].

In our study, the same number of positive results was
detected by culture on site, PCR at UTH and PCR at IP,

838 © 2018 The Authors. Tropical Medicine & International Health Published by John Wiley & Sons Ltd.



Tropical Medicine and International Health

VOLUME 23 NO 8 PP 834—840 AUGUST 2018

J. Mwaba et al. Evaluation of cholera RDT, Zambia

suggesting that PCR was not much more sensitive than
culture in these conditions. In addition, each set of PCR
taken individually would have missed three culture-posi-
tive results. It should be noted that culture was per-
formed directly on fresh stools, whereas PCR was done
later using stool samples stored on dry filter paper. In
contrast, in the study mentioned above in South Sudan,
both culture and PCR were done at a later stage from
dry or wet filter paper [13]. This highlights the varying
relative performance of culture and PCR depending on
the sample collection and storage conditions and the need
for a proper comparison of these methods. Whereas PCR
could be more sensitive than culture when performed on
the same volume of specimen stored in the same condi-
tions, its added-value compared to good-quality culture
on fresh stool might be limited, considering also the pos-
sible presence of PCR inhibitors in stools. However, con-
sidering the importance of the reference standard in
diagnostic evaluations and the impact of an imperfect ref-
erence standard on performance estimates [7], the few
additional cases identified by PCR do have their impor-
tance for proper patient classification. This should be
considered when defining the reference standard for
future evaluations of cholera rapid tests.

Enrichment in APW for 4-6 h has been reported to
improve the performance of Crystal VC in several studies
[13-15]. Although not recommended by the manufac-
turer, this enrichment step was also tested here with the
SD Bioline RDT and shown to improve performance.
The difference was small and, in practice, the added-
value in performance might not be worth the added com-
plexity and longer turn-around-time of this method for
routine use. However, this method could potentially be
very useful in cases where laboratory confirmation is not
available and a specificity of 100% would be required.

This study had several limitations. First, the sample
size was limited, in particular for cholera-confirmed
cases, leading to wide confidence intervals in the esti-
mates. Whereas studies set up in outbreak situations with
comprehensive outbreak response measures often have
limited sample sizes [11, 24], larger sample sizes can be
obtained in endemic settings [12]. Alternately, performing
meta-analyses using data from different studies and set-
tings with similar study methods might be another way
forward to get better insights into the performance of
these tests. Second, the tests were done by trained labora-
tory technologists in a study setting, which might limit
the possibility to extrapolate these results to more chal-
lenging field conditions with less-trained users.

Several factors, including those discussed above, could
explain the higher sensitivity of the SD Bioline RDT in
our study compared the analysis of routine data collected

in Haiti [12]. First, it should be noted that due to the
limited sample size in our study, the confidence intervals
around the sensitivity estimates do overlap. Second, the
specimen transfer method using a cotton swab might lack
standardisation in the volume of specimen actually trans-
ferred into the sample collection tube, which could affect
sensitivity of the assay. The format of the test kit was
recently modified to include a dropper to transfer liquid
stools, which should make the volume of specimen used
in the assay more reproducible. Third, some characteris-
tics of the study population, such as age, severity of dis-
ease, delay between onset and stool collection, or cholera
endemicity, could have an impact on the bacterial load in
stool specimens, which could in turn influence the clinical
sensitivity if the bacterial loads are close to the analytical
sensitivity of the assay. Population characteristics were
not reported in the routine data from Haiti [12]. Finally,
the reference standards used in these analyses were differ-
ent, as was the type of data collection, prospective vs.
retrospective.

In conclusion, these data on the performance of the SD
Bioline Cholera Ag O1/0139 RDT suggest that this test
could be used in the field to launch cholera alerts and
maybe even start response measures, considering its good
sensitivity (91%) and high specificity (95%). However,
these results need to be reproduced with larger sample
sizes and in different contexts representative of remote
settings where cholera RDTs are most needed. Even if
these evaluations confirm the good performance of this
test, culture and PCR will remain paramount for the
characterisation of cholera strains and understanding of
global epidemiology of cholera in order to better fight
this deadly disease and continuing pandemic.
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Summary

We conducted a matched case-control (MCC), test-negative case-control (TNCC), and case-cohort study
in 2016 in Lusaka, Zambia, following a mass vaccination campaign. Confirmed cholera cases served as
cases in all three study designs. In the TNCC, control-subjects were cases with negative cholera
culture and PCR results. Matched controls by age and sex were selected among neighbors of the
confirmed cases in the MCC study. For the case-cohort study, we recruited a cohort of randomly
selected individuals living in areas considered at risk of cholera. We recruited 211 suspected cases (66
confirmed cholera cases and 145 non-cholera diarrhoea cases), 1055 matched controls and a cohort of
921. Adjusted vaccine effectiveness of one dose of OCV was 88.9% (95% confidence interval (Cl): 42.7-
97.8%) in the MCC study, 80.2% (95% Cl: 16.9-95.3%) in the TNCC design and 89.4% (95% Cl: 64.6-
96.9%) in the case-cohort study. Three study designs confirmed the short-term effectiveness of single
dose OCV. Major healthcare-seeking behavior bias did not appear to affect our estimates. Most of

the protection among vaccinated individuals could be attributed to the direct effect of the vaccine.

Downloaded from hit
https-fwww.cambrid

3.116. on 16 Mar 2020 at 17:16:10, subject to the Cambridge Core terms of use, available at
B22000062X



Introduction

Observational studies are often used to better understand how vaccines perform across a variety of
real populations with different epidemiologic and geographical settings; especially as new vaccines
are introduced into routine immunization schedules and the number and timing of doses changes.
The evidence base produced from these evaluations is key to setting vaccine policy (1,2). Evaluating
vaccine effectiveness typically requires detecting and recruiting individuals with the disease of
interest. For many epidemic-prone diseases, like cholera, outbreaks provide a critical window where

vaccine evaluations may be feasible(3-5).

Among the study designs to evaluate vaccine effectiveness (VE) during outbreaks (6) case-control
studies are the most used because of their practical design for rare diseases, as the odds ratio (OR)
approximates RR and therefore can be used to estimate VE (7,8). These studies are relatively quick to
conduct and less expensive than cohort studies. In the traditional case-control design, controls are
randomly selected members of the study population who have not developed the disease of interest
prior to their inclusion. In the test-negative case-control (TNCC), the analysis is limited to those
seeking health care for similar symptoms; with controls being those who test negative for the disease
of interest. Test-negative controls are a good alternative in emergency situations because of their
time-efficiency (9). The case-cohort is a variant of the case-control design where controls are random
sampled from the initial population at risk, and may thus include both cases and non-cases. Unlike
the case-control design, sampling is done a priori without regard to case status or time, providing an
estimate of the RR (10). Moreover, this approach allows taking into account the variable person-time
at risk in vaccinated and unvaccinated states and provides a VE estimate incorporating some degree

of indirect effects (3).

Irrespective of the study design selected, an accurate estimate of VE requires the accurate
ascertainment of susceptibility to the infection, vaccination status, and disease status among the
study population and comparability in other characteristics among vaccinees and non-vaccinees (11).
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The absence of randomization between study groups in observational studies may lead to differences
that affect their risk of infection, for reasons other than their vaccination status. If not adequately
measured and adjusted for in analyses, these differences may confound the association between

vaccination and the outcome.

Confounders are associated with both probability of vaccination and with the outcome. Solutions at
the design-level, such as matching, or at analysis-level, through stratification or multi-variable
analysis, can control confounding. In matched case-control (MCC), community control recruitment
facilitates matching on key confounders such as age, neighborhood, and time (12). Spatial matching

helps controlling for local variations not only in risk but also in vaccination coverage.

In MCCs, where controls are selected from the community, it is possible that they have different
access to care or health care-seeking behavior compared to cases, which could lead to biased
estimates of VE. This is not the case for the TNCC controls, since they are selected following care
seeking (13). However, TNCC is more sensitive to disease misclassification and, therefore, risk of

selection bias (14).

In February 2016 in Lusaka, Zambia a cholera outbreak was declared after 4 years with no confirmed
cholera in the city. An reactive OCV campaign (15) was carried out between 9 and 25 April 2016 (16).
Due to a global vaccine shortage, the Ministry of Health with support from Médecins Sans Frontiéres
(MSF) and the World Health Organization decided to use a single dose regimen of oral cholera
vaccines (OCV) to vaccinate high-risk areas to halt transmission within Lusaka and limit the

probability of spread within the country.

We conducted a VE study in Lusaka, Zambia (Figure 1), using three methodologies: MCC, TNCC, and
case-cohort design, to quantify the short-term protection provided by one dose of OCV (Shanchol®,
Shantha Biotechnics, Hyderabad, India). This setting provided a unique opportunity to measure the

effect of the vaccine comparing estimates of VE from different designs to better understand the
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Definitions and laboratory confirmation

A suspected cholera case was any person admitted in any of the CTC between 25 April and 15 June
2016 (official declaration of the end of the outbreak) with acute watery diarrhoea (at least three
watery stools in a 24-hour period). All suspected cholera cases were included in the study if (1)
resided in the study area since 9 April 2016 (first day of vaccination (FDV)) (2) was older than 12
months on FDV (3) diarrhoea started after FDV; and (4) her/his residence could be located by the

study team after discharge

During admission, a stool sample was collected from all suspected cases in an unused and
unchlorinated container. Fresh stools were used to perform culture on site, at Kanyama clinic
laboratory, using standard methods (18). If written consent was obtained, two drops of stool sample
were placed on Whatman 903 filter paper for subsequent PCR testing at the University Teaching
Hospital (Lusaka, Zambia) and Institut Pasteur (Paris, France), using previously described methods

(19).

All suspected cholera cases were included and divided into two groups based on cholera culture/PCR
results. Confirmed cholera cases (culture and/or PCR positive result) were compared with non-

cholera diarrhoea controls (negative to culture and PCR).

A neighbor of the same sex and within the same age group (1-4, 5-9, 10-19, 20-29, 30-39, and 240
years) as the confirmed cholera case was eligible to be a matched control if s/he: resided in the study
area since FDV; was at least 12 months; had not sought treatment for diarrhoea between 1 January
2016 and the date of onset of the matched case’s diarrhoea; and would have sought treatment in a

CTC if severe, watery diarrhoea had developed.

Study design

We performed a case control study and a case-cohort study. After obtaining signed consent, study

staff conducted a structured face-to-face interview with each suspected case at the CTC between 25
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April and 15 June 2016. After interviewing the cases, five neighbor-controls were selected per
confirmed cholera case and were interviewed at their houses the same week their matched case was
interviewed. In cases where the participant was a minor, study teams interviewed the

parents/guardian in the presence of the minor, when possible.

From 17 April to 25 May 2016 we recruited a cohort of 906 randomly selected individuals living in
areas considered at high risk of cholera transmission (some of them targeted and some of them non-
targeted by the reactive OCV campaign). Cohort members were selected from townships with a
probability proportional to their population size. We randomly selected households by drawing GPS
positions in georeferenced polygons of the township boundaries (20). One person aged 12 months
and above, from each household was randomly chosen. Participants had same eligibility criteria than

described above.

Study staff first interviewed the selected cohort participants at their houses and then followed them
up 24 July 2016. The occurrence of episodes of diarrhoea, both medically attended and non-
medically attended, and vaccination of non-previously vaccinated participants was checked during
follow-up. Study participants recorded on the master national line list of suspected cholera cases at

the end of the study would be considered as cases.

Participants were asked whether they had been vaccinated - including when, where and whether it
was completely ingested - after showing a picture of a vaccine vial and of an adult taking the vaccine.
The interviewers provided to each participant details of the vaccination campaign to ensure an
adequate identification of the antigen. The vaccination card was systematically checked and

photographed if it was provided.

Vaccination status, clinical, demographic, socioeconomic, and environmental variables were

ascertained through electronic questionnaires using Kobo Toolbox software 1.4.8 (Cambridge, MA,

USA).
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Analysis
The primary analysis of vaccine effectiveness was based on the MCC design, which has been
published elsewhere (4). Here, we reanalysed the data adding two more approaches to estimate the

effectiveness of one dose of OCV: a TNCC and a case-cohort design.

We assessed the protection conferred by the intake of one dose of vaccine against stool culture
orfand PCR confirmed cholera. In our analyses a person was considered to be vaccinated seven days

after ingesting the vaccine (without spit/vomit).

For the TNCC and the MCC, we compared the odds of vaccination between confirmed cholera cases
and controls (non-cholera diarrhoea or matched) using univariate and multivariable conditional

logistic regression models. We calculated the VE as (1-OR) x 100.

In the multivariate analysis, we explored the potential confounding effect of different well-known
risk factors for cholera (Supplementary Tables 51 and 53 are available as Supplementary Material on
the Cambridge Core website) to obtain adjusted VE estimates (Table 1). We defined variables as
possible confounders when they were associated (p-value less than 0.2) with the outcome and with
the exposure (vaccination status). We also considered as potential confounders variables that
modified the VE in more than 5% in the bivariate models (including vaccination status). We included

all possible confounders in the final adjusted model.

All P-values and 95% C| were two-sided. We used R statistical software (version 3.2.3) and the
survival package for the main analyses. Missing data were treated as described in the Supplementary

Material.

For the case-cohort, we estimated unadjusted and adjusted hazard ratios (HR) of medically attended
cholera comparing those who received the vaccine to those who did not. The hazard ratio (HR) was
then translated into overall VE through using the formula: VE = (1 — HR) x 100. We used

proportional hazards models with vaccination as an independent variable and a time origin of 9 April
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2016 (FDV). Cases that did not come from the cohort contributed person-time 0.01 days before
his/her time of symptom onset following standard case-cohort analyses (10). To be conservative,
individuals in the cohort reporting diarrhoea during study follow-up with no evidence of confirmed
cholera (through matching with the line list) remained ‘at risk’ for cholera after the date of diarrhoea.
We explored violations of non-proportionality of hazards visually and through generalized regression

of the Schoenfeld residuals of vaccination with (log) time (21).

Adjusted estimates are using multiple imputation of missing values for all designs.

Ethical aspects

The study protocol was approved by the Ethical Review Boards of the University of Zambia and the
Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health (USA). Privacy and confidentiality of the data
collected from participants was ensured both during and after the study. Informed consents were

signed by all participants.

Results

From 25 April to 15 June 2016, 251 patients with acute watery diarrhoea were admitted and treated
at health centers in the study area and of these, 211 of these suspected cholera fulfilled inclusion

criteria (Figure 2).
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cholera diarrhoea cases are detailed in the Supplementary Material (Table 51). Using unadjusted and
adjusted logistic regression models, VE was 87.1% (95% confidence interval (Cl): 62.4-97.0%) and

80.2% (95% Cl: 16.9-95.3) respectively. (Table 1)

Matched case-control analysis

In total, 330 matched controls were interviewed of which 44 were vaccinated. The median distance
between cases and their matched control households was 49 m (interquartile range: 16.8- 119)
Characteristics of the confirmed cholera cases and their matched controls were similar except that
cases more frequently reported household members with recent cholera and sharing a water

source/latrine with cholera/diarrhoea patients . (Table 51)

Vaccination with one dose of OCV was associated with protection against cholera, in the crude
analysis (VE= 84.7%; 95% Cl: 27.0-96.6%) and after adjustment for potential confounders (VE= 88.9%;

95% Cl: 42.7 -97.8%) (Table 1).

Case-cohort analysis

Overall 360 vaccinated and 561 unvaccinated individuals were recruited as part of the cohort (100%
participation). A total of 811 participants (88%) were successfully contacted for follow-up at the end
of the outbreak. 28 cases of acute watery diarrhoea were reported within this cohort, but none of
them required admission to a health structure and none appeared in the CTC registers. 66 cholera
confirmed cases recruited through passive surveillance were included in the case-cohort analysis

(same as in the MCC and TND).

The crude VE using the case-cohort design was 86.7% (95% Cl: 86.6-95.9%) and the adjusted VE was

89.4% (95% Cl: 64.6 -96.9%) (Table 1).
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Discussion

This study aims to measure the short-term protection of a single dose of OCV. The three study
designs found comparable levels of protection and confirm that single dose of OCV confers high
protection against medically attended cholera infection for at least two months following

immunization.

A recent study in Odisha (India) that used a TNCC as their main analysis and a cohort analysis used to
validate the main results, showed that the incidence of non-cholera diarrhoea among vaccinees was
2.7 times higher than among non-vaccinees, indicating different risk of diarrhoeal diseases or

heterogeneity in healthcare-seeking behavior between vaccinees and unvaccinees (22).

Our analysis using the TNCC design found comparable VE estimates as the MCC. It provides
reassurance that major HSB bias was not at play. Moreover, the indicator bias analysis showed that
the odds of vaccination did not vary significantly between non-cholera diarrhoea cases and their

controls, as described earlier (4).

Self-reported vaccination was then not associated with non-cholera diarrhoea, which supports the

robustness of our VE estimates regarding healthcare-seeking behavior bias.

We considered the analyses restricting the non-cholera diarrhoea to those with moderate to severe
diarrhoea and found no differences in the estimation but in IC because of the reduced sample size.
Unfortunately, we did not enroll enough cases to obtain stable VE estimates when stratifying by age

and severity to explore possible effect modification.

Similarly, the VE estimates from our case-cohort study were similar to those reported in the primary
matched case-control analyses. Spatial matching, if done at the appropriate scale, should control for
the differences in vaccine coverage thus providing an estimate of the direct vaccine protection.(23)
The similarity of the VE from both designs suggests that the protection among vaccinated individuals

was mostly attributable to the direct effect of the vaccine in Lusaka. However, we cannot discount
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the possibility that the spatial matching was imperfect, allowing the inclusion of controls from areas
with different vaccine coverage, and thus allowing the inclusion of indirect protection in the MCC VE
estimates. A sensitive analysis with different neighborhood sizes during a cohort study in Zanzibar
suggest that herd protective effect remained stable up to the size of 500m radius neighborhood (24).
In our sensitive analysis, the estimates remain stable when removing those with a distance more

than 150m and same for those with a distance more than 300m.

Our VE estimates are almost identical to the short-term single-dose effectiveness estimated from a
CC study in South Sudan (87%) (3) but are higher than efficacy estimated in a randomized clinical trial
in Bangladesh against severe cholera (63%) (25). Several factors might explain this difference,
including different follow-up periods, different age distribution (in our study, and that of South
Sudan, tended to be much older (17% under 5 years old) than in the Bangladesh study (58% of cases
under 5 years old), severity profile of cases (our study includes proportionally more severe cases) and
different dominant mode of transmission. Furthermore, we cannot exclude that herd protection was
confounding the true direct effect of cholera vaccine in Bangladesh, since studies have consistently

shown higher direct protection in areas with lower vaccination coverage (26)

Two main biases may affect our results; misclassification and selection bias linked with the non-
random distribution of the vaccine. To reduce the chances of misclassifying case status, we used both
culture and PCR, which is more sensitive and robust to antibiotic use before sample collection. In
addition to the 62 cases confirmed by culture, we detected four additional cases by PCR that were
negative by culture. During control ascertainment, we exclude those who sought treatment for
diarrhoea between 1 January 2016 and the date of onset of the matched case’s diarrhoea because
they were not at risk and might bias the VE estimation. Learning from previous vaccination studies
(3,5), we set up several procedures to limit the risk of misclassification of vaccination status,
including the use of visual aids and asking for proof of vaccination. Unfortunately, the vaccination

card retention (52%) was lower, due to the poor quality of the vaccination cards, than previously
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published studies (5,27). It is possible that study participants were not representative of the at-risk
population; however, our wide coverage of enhanced surveillance in the key areas of Lusaka,
combined with the fact that vaccine coverage in the controls was similar to vaccine coverage

estimated in the general (targeted) population, provides reassurance that these biases were minimal.

Conclusions

Our three different designs provide similar estimates of high level of short-term protection for one
dose of OCV and confirm that this could be an effective tool to prevent cholera during outbreaks,
even in areas with little to no recent exposure to cholera and provides high short-term protection.
This finding is important to support recommendations for the use of the vaccine in response to
outbreaks, where high-levels of short-term protection can greatly determine the impact of any

campaign.(4).

Estimates from MCC design are more precise because we maximized statistical power and efficiency
by matching up to five community controls to each case by age group, neighborhood and calendar
time. Alternative study designs (TNCC and case-cohort) yielded similar estimates of VE than MCC
design with the advantage of having a better control related to HSB and to detect eventual indirect
effects of the vaccine. The TNCC are a good alternative in emergency situations, especially if
community controls recruitment is compromised (i.e. security reasons). Case-cohort design is an

adequate option when there are few cases after vaccination to improve the study power.

Cholera outbreaks are still a major public health threat, and nowadays OCV is considered as part of
the public health measures available for outbreak response. But refining the assessment of the
impact of OCV with observational studies design, especially to measure the long-term protection

conferred by a single dose of OCV, is still necessary to learn how to use best cholera vaccines.
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10.2 Anexo 2. Listado de enfermedades bajo vigilancia semanal e incluida en

el sistema de alerta temprana de Zambia

Table 1: Suspected and Confirmed Cases and Deaths,

IDSR WEEKLY REPORTING FORM

Epid-Week: Month: Year:
District : Lusaka Province : Lusaka Population:
Number of HFs: sl GEE G Target Completeness: 100%
reports:
# of timely facilities % of Health facility
reports: Timeliness:
7 prr
# of late facilities reports : @l el
Lateness:

# of facility reports

. % of completeness:
received :

#  of Cases

Disease /Conditions # of Cases Cases Sent to the Lab .
Confirmed

Deaths (#)

AFP

Cholera

Meningitis

Measles

Neonatal Tetanus

Plague

Rabies

Dog bites

Dysentery

Typhoid fever

Yellow fever

VHF

Anthrax

Avian Influenza (H)

Trypanosomiasis

(Bilharzia

Chicken Pox

Food poisoning

Maternal Deaths

Hypertension

Diabetes

Malaria

Trachoma

Diarrhea non bloody

HIV Tests

TB

Leprosy

Snake bite

Mumps

Cervical Cancer

RTA

Pnemonia

TOTAL
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10.3 Anexo 3. Consentimientos informados

La participacion tanto en el estudio de efectividad vacunal como en la encuesta de
cobertura vacunal fue informada, asentida y firmada por el participante y/o tutor
legal mediante un consentimiento informado, existiendo tres tipos de formularios
segun la edad del participante:

e Adultos: A partir de 18 afos
e Padres/tutores: para los padres o tutores de los menores de 18
e Asentimiento: para los menores entre 14y 17 afios

Para el estudio de efectividad vacunal, los formularios estan adaptados en funcién
del disefio del estudio para:

e (asos
e (Controles pareados
e Miembros de la cohort

Aqui anexamos los consentimientos usados en los casos del estudio de efectividad
vacunal.
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10.3.1 Formulario de Consentimiento Informado para los casos adultos

Study Title: The effectiveness of a single-dose of killed whole cell oral cholera vaccine
(Shanchol) in an outbreak

Principal Investigator: Drs. Andrew Azman and Francisco Luquero (Johns Hopkins
Bloomberg School of Public Health, USA and Epicentre)

IRB No. (JHU): 00006548

Co-Principal Investigator: Dr. Elisabeth Chizema (Ministry of Heath of Zambia)

IRB No. (UNZABREC): 00001131

PI Version, Date: Version 2.0, March 25, 2016

What you should know about this study

® You are being asked to join a research study.

e This consent form explains the research study and your part in the study.

e | will read it to you and answer any questions that you have. You may also read it
yourself and take as much time as you need. Please ask any questions you have as
we go through the information.

e You can choose to participate in this study or you can choose to not participate. If
you decide to participate, you may change your mind and you may quit at any
time.

Purpose of the research

You are being asked to participate in this research study to better understand how
well one dose of oral cholera vaccine protects people from getting cholera. Médecins
Sans Frontieres and The Ministry of Health of Zambia organized a vaccination
campaign to help protect people from getting cholera. The Johns Hopkins Bloomberg
School of Public Health and Médecins Sans Frontieres are working on this study as part
of the follow-up for the vaccination campaign. We hope to learn more about the
vaccine so that we can use it in better ways in future outbreaks.

Why are we inviting you to participate in this study?
You are being asked to be part of this study because you came with diarrhoea to this
health clinic and may have cholera.

What is expected from the participants of this research study?
If you agree to participate in this study, | or another member of my team will ask you
guestions about your current and past health in addition to simple questions about
your age and sex and vaccination history. The questions will take about 20 minutes.
We will also ask for a stool sample from you to test for cholera and other factors
related to diarrhea. We will also visit your home to ask a few more questions in the
coming days but this should take no more than 10 minutes.

Risk and benefits
There are no benefits to you for participating in this study. However, your participation
will help us better understand how well people are protected from cholera after the
vaccine and design new ways to use the cholera vaccine.

The results of this study will be presented to the Ministry of Health of Zambia. We will
also attempt to keep members of your community informed about the study results.
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Payment

You will receive a hygiene kit in return for your participation in this study.

Privacy, anonymity and confidentiality

The information you give to the study team will be kept confidential. We will not use
your name in any report of the study. Other members of the study team may have
access to your personal information. The data from this study may be published. The
publication will not contain any names or data that could be used to identify you or
any member of your household.

Biological specimens

The stool sample and data collected from you during this study are important to
science and public health. We will use these samples to test for cholera and other
things related to diarrhea. Your sample will be stored with a number assigned to it
instead of your name and will be shipped to Europe or the United States for testing.
You will receive no financial benefit from the use of your sample, but you can request
them to be destroyed at any time.

Right not to participate and withdraw

Participating in the study is voluntary and you do not have to participate if you do not
want to. If you agree to join the study now, you can even decide later to withdraw
from the study. If you decide to withdraw from the study, we will not use the
information you provided. We encourage you to ask questions before you decide to
participate in the study. You can get back to us later if you need any other information
about the study.

Who do I call if | have questions or problems?

Please contact the study coordinator with the contact information provided below if
you have any questions or concerns about this study. The principal investigators may
also be contacted with concerns.

Contact details for research team in Lusaka:

Name:

Cholera Study Coordinator

Address: Médecins Sans Frontiéres

Plot 7A/377a Chila Road
P1BaeE8S9L

Box 52 Post net

Lusaka

Tel: +260977403034
Principal investigators:

Name: Dr. Francisco Luquero
Address: Epicentre
55 Rue Crozatier
75012, Paris, France
Tel: +33140215555
email: Francisco.LUQUERO®@epicentre.msf.org

Co-Principal investigator:

Name: Dr Andrew Azman,

Address: Department of Epidemiology
Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health,
615 N. Wolfe Street
Baltimore, MD 21205, USA

Email: azman@jhu.edu


javascript:void(0)
mailto:Francisco.LUQUERO@epicentre.msf.org
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Telephone: +41-79.943.9042
Fax: +1-410-614-2632

If you have questions about your rights in regards to being part of this study, if you feel like
you have not been treated fairly, or if you have other concerns you may contact Dr. Ireen
Subulwa:

The University Of Zambia

Biomedical Research Ethics Committee
(Unzabrec)

Ridgeway Campus

P.0.Box 50110

Lusaka, Zambia

Telephone: 260-1-256067

What does your signature on this consent form mean?
Your signature on this form means (please initial or mark all that you agree to). If you do not
mark the three boxes, we will not collect a stool sample from you.

1. Mark if you confirm that you have read or listened to this information sheet for
this study, you have asked any questions you have about the study and these
guestions have been answered.

2. Mark if you understand that your participation is voluntary: you are free to
withdraw from the study at any time and do not have to say why. If you
withdraw, all information and samples you provided will be destroyed.

3. Mark if you agree to provide a stool sample to be tested for cholera and factors
related to diarrhea.

Print name of Participant Signature of Participant Date

Ask the participant to mark a “left thumb impression” in this box if the
participant is unable to provide a signature above.

Name of person obtaining consent Signature Date
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10.3.2 Formulario para los padres/tutores de los casos menores

Study Title: The effectiveness of a single-dose of killed whole cell oral cholera vaccine
(Shanchol) in an outbreak

Principal Investigator: Drs. Andrew Azman and Francisco Luquero (Johns Hopkins
Bloomberg School of Public Health, USA and Epicentre)

IRB No. (JHU): 00006548

Co-Principal Investigator: Dr. Elisabeth Chizema (Ministry of Heath of Zambia)

IRB No. (UNZABREC): 00001131

PI Version, Date: Version 2.0, March 25, 2016

What you should know about this study

e You are being asked to allow your child to join in a research study.

e This consent form explains the research study and your child’s part in the
study.

e [will read it to you and answer any questions that you or your child may have.
You may also read it yourself and take as much time as you need. Please ask
any questions you have as we go through the information.

e You can choose to allow your child to participate in this study or you can
choose not to allow her or him to participate. If you decide to allow her or him
to participate, you may change your mind and ask that they quit at any time.

e  We will explain the study to your child and if they are 14years or older, we will
ask them if they agree to participate in addition to asking you to allow them to
participate.

Purpose of the research

Your child is being asked to participate in this research study to better understand
how well one dose of oral cholera vaccine protects people from getting cholera.
Médecins Sans Frontieres and The Ministry of Health of Zambia organized a
vaccination campaign to help protect people from getting cholera. The Johns
Hopkins Bloomberg School of Public Health and Médecins Sans Frontiéres are
working on this study as part of the follow-up for the vaccination campaign. We
hope to learn more about the vaccine so that we can use it in better ways in future
outbreaks.

Why are we inviting your child to participate in this study?
We are asking that you allow your child to be part of this study because she/he
presented with diarrhea to a clinic treating cholera patients.

What is expected from the participants of this research study?
If you agree to allow your child to participate in this study, [ or another member of
my team will ask you and/or your child questions about his or her current and
past health in addition to a few basic questions. The questions will take about 20
minutes. We will also ask for a stool sample from your child. We will also visit
your home to ask a few more questions in the coming days but this should take no
more than 10 minutes.

Risk and benefits
There are no benefits to your child for participating in this study. However, your
child’s participation will help us better understand how well people are protected
from cholera after the vaccine and design new ways to use the cholera vaccine.
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The results of this study will be presented to the Ministry of Health of Zambia. We
will also attempt to keep members of your community informed about the study
results.

Payment
Your child will receive a hygiene kit in return for his/her participation in this
study.

Privacy, anonymity and confidentiality
The information you and your child give to the study team will be kept
confidential. We will not use his or her name in any report of the study. Other
members of the study team may have access to his or her personal information.
The data from this study may be published. The publication will not contain any
names or data that could be used to identify your child nor any member of your
household.

Biological specimens

The stool samples and data collected from your child during this study are
important to science and public health. We will use these samples to test for
cholera and other factors related to diarrhea. Your child’s samples will be stored
with a number assigned to it instead of your child’s name and will be shipped to
Europe or the United States for testing. You or your child will receive no financial
benefit from the use of these samples, but you or your child can request them to be
destroyed at any time.

Right not to participate and withdraw

Participating in the study is voluntary and your child does not have to participate if
you or he/she does not want to. If you agree to allow your child to join the study
now, you can even decide later to withdraw him or her from the study. If you
decide to withdraw your child from the study, we will not use the information your
child provided to us. We encourage you to ask questions before you decide
whether your child should participate in the study. You can get back to us later if
you need any other information about the study.

Who do I call if | have questions or problems?
Please contact the study coordinator with the contact information provided below
if you have any questions or concerns about this study. The principal investigators
may also be contacted with concerns.

Contact details for research team in Lusaka:

Name: Cholera Study Coordinator
Address: Médecins Sans Frontieres
Plot 7A/377a Chila Road
P1BaeE89L
Box 52 Post net
Lusaka
Tel: +260977403034
Principal investigators
Name: Dr. Francisco Luquero
Address: Epicentre

55 Rue Crozatier

75012, Paris, France
Tel: ++33140215555
email: Francisco.LUQUERO@epicentre.msf.org
Co-Principal investigator
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Name: Dr Andrew Azman,

Address: Department of Epidemiology
Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health,
615 N. Wolfe Street
Baltimore, MD 21205, USA

Email: azman@jhu.edu
Telephone: +41-79.943.9042
Fax: +001-410-614-2632

If you have questions about your child’s rights in regards to being part of this study, if you
feel like you or your child have not been treated fairly, or if you have other concerns you
may contact Dr. Ireen Subulwa:

The University Of Zambia

Biomedical Research Ethics Committee

Ridgeway Campus

P.0.Box 50110

Lusaka, Zambia

Telephone: 260-1-256067

What does your signature on this consent form mean?

Your signature on this form means (please initial or mark all that you agree to). If you do
not mark all 4 boxes, we will not collect a stool sample from your child.

4. Mark if you confirm that you have read or listened to this information sheet
for this study, you have asked any questions you have about the study and
these questions have been answered.

5. Tam the legal guardian or parent of the child named below

6. Mark if you understand that your child’s participation is voluntary: you are
free to withdraw your consent for their participation in the study at any time
and do not have to say why. If you withdraw your consent, all information
your child provided will be destroyed.

7. Mark if you agree to allow your child to provide a stool sample to be tested for
cholera and other factors related to diarrhea

Assent Statement

Print name of child participant

This research study has been explained to my child in my presence in language my child
can understand. He/she has been encouraged to ask questions about the study now and at
any time in the future.

Print name of Parent/Guardian Signature of Parent/Guardian Date
(for children <18 years)

Ask the guardian to mark a “left thumb impression” in this box if the
parent/guardian is unable to provide a signature above.

Name of person obtaining consent Signature
Date
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10.3.3 Formulario de Asentimiento Informado para los menores maduros

Study Title: The effectiveness of a single-dose of killed whole cell oral cholera vaccine
(Shanchol) in an outbreak

Principal Investigator: Drs. Andrew Azman and Francisco Luquero (Johns Hopkins
Bloomberg School of Public Health, USA and Epicentre)

IRB No. (JHU): 00006548

Co-Principal Investigator: Dr. Elisabeth Chizema (Ministry of Heath of Zambia)

IRB No. (UNZABREC): 00001131

PI Version, Date: Version 2.0, March 25, 2016

Are you 14 years or older but less than 18 years old?

If no, assent should not be taken.
If yes, proceed with reading the following:

Statement to be read to child in the presence of their parent of guardian:

A disease called cholera can make people sick. There is a vaccine that you may have been given
to help make sure you don’t get sick from cholera. Some people who get the vaccine may still
get cholera though. We want to learn how often this happens and how to make sure all kids
and adults are safe.

If you agree to help us, we will ask you some questions. The questions will take about 20
minutes. If you do not want to answer any question, you do not have to. If you want to stop at

any time, tell us and we will stop.

If case:

We would like to test your poop to see if the diarrhea you have is cholera and to look for other
things that may be related to diarrhea. A nurse will take a sample from your poop bucket so it
will not bother you.

Your parent/guardian has said that it would be all right for you to take part in this study, but it
is your decision. If you decide to be in the study now, you can change your mind later. You can
ask me any questions you want. We will keep all the information you give to us private.

If you sign or mark this paper, it means that you understand what | have said and that you
want to be in the study. If you don’t want to be in the study, don’t sign this paper. Being in the
study is up to you, and no one will be upset if you don’t sign this paper or if you change your
mind later.

The above statement has been read to the child and the child agrees to participate in the
research project.

Print Child’s Name Signature or Left Thumb Impression of
Date
Child
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Print name of Signature of Parent/Legal Guardian Date
Parent/Legal Guardian

Print Name Person Obtaining Signature of Person Obtaining
Date
Consent Consent
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10.4 Algoritmo para la confirmacion por PCR.
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10.5 Anexo 5. Cuestionarios
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10.5.1 Cuestionario general estudio de eficacia vacunal

The effectiveness of a single-dose of Killed whole cell oral
cholera vaccine (Shanchol) in an outbreak

IDENTIFICATION OF THE HEALTH FACILITY

X1 PLACE WHERE THE QUESTIONNAIRE WAS COMPLETED: PARTICIPANT'S HOME [_
BAULENI CTC [_

KanyamA CTC ([

MATERO CTC [_

Sy Ty w—

X2 DATE OF COMPLETION, (TODAY DATE): __/__/2016
(dd/mm/yyyy)

X3 Name of interviewer

SUSPECTED c[.] | MATCHED CONTROL T[] SUB-COHORT sc[_]
CHOLERA CASE PERSON wWHO HAD NOT

CHOLERA SINCE

01/01/2016
PATIENT ID [ ] CONTROL FROM THE COMMUNITY : SuB-COHORT ID [ ]
(id register) > Case(code) [ ]

-> Control order rc[ ]

IDENTIFICATION (to be completed for the case and the controls)

X7 SEX : MALE w[_]
FEMALE f[_]
UNKNOWN u[_]

X8 AGE: [ ] YEARS

X9 SPECIFY ADDRESS (AND VILLAGE):

X10  PHONE NUMBER:

(10 piGITS)
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B SUSPECTED CHOLERA PATIENTS
INFORMATION COLLECTED DURING THE CONSULTATION IN THE HEALTH FACILITY
B1 Identification number of the suspected case in the cholera | ]
register
B2 Date of admission at the CTC .. Y Y
B3 Date of diarrheaonset .. [ e Y
B4 Type of diarrhea: Watery 1[_]
Bloody 2[_]
Other 3[_]
B5 Dehydration: No dehydration (A) a[_]
Mild dehydration (B) s[_]
Severe dehydration (C) c[_]
Unknown n[_]
B6 The patient is still admitted in the CTC: Yes1[_] Noo[_]
B7 If « No », date of discharge: ceevneesf veeennnnn /2016
B8 Did the patient receive antibiotics in the CTC Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]
before the sample was collected?
B9 Did patient take antibiotics within the past 2 Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]
days before arriving at the center?
INCLUSION CRITERIA
Yes No
B9 Have you had at least three watery stools in 24 hours since the | 1[_] o]
onset of diarrhea?
B10  Did the diarrhea start after 11/04/2016? 1] o]
B11  Was the patient 12 months or older on 01/04/2016? 1[_] o[_]
B12 Has the patient resided in the same household for at least the | 1] ] o]
past two weeks?
B13  Has the patient (and/or guardian) provided informed consent to | 1] o[_]
participate?
ATTENTION :

Continue the questionnaire ONLY if the person answered « YES » to all the questions
B9 to B13.
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C  MATCHING AND ENROLLEMENT CRTIERIA VERIFICATION
Verify if the healthy person (control) is in the same age group and the same sex
as the case
C1  Sex of the case: Male m[_] Female f[_]
C2z  Sex of the control: Male m[_] Female r[_]
€3 Age of the case: 1-41[] 5-92[] 10-193[] 20-294[] 30-39s[_] 40+ yearss[_]
C4  Age of the control: 1-41[] 5-92[] 10-193[] 20-294[] 30-39s[_] 40+ yearss[_]
INCLUSION CRITERIA Yes No
C5 Were you 12 months or older on 01/04/2016? 1] o[_]
Cé6 Did you go to a health facility for watery diarrhea (3 or more loose 1] ] of_]
stools in a 24 hour period) in 20167
C7 If no, would you go to a health facility in case of severe diarrhea? 1] o[_]
C8 Have you resided in this household for at least the past two | 1]_] o[_]
weeks?
C9 Did you provide written consent accept to participate? 1] o[_]
ATTENTION :

Continue the questionnaire ONLY if the person chosen as a control answered
« YES » on the questions C5, C7, C8 and C9 at the top page and « NO» for questions

cé
Ca COHORT ENROLLEMENT CRTIERIA VERIFICATION
INCLUSION CRITERIA
Yes No
Cal  Were you 12 months or older on 01/04/2016? 1] o]
Ca2  Did you go to a health facility for watery diarrhea (3 or more loose  1[_] o]
stools in a 24 hour period) in 20167
Ca3  Ifno, would you go to a health facility in case of severe diarrhea? 1[_] o[_]
Ca4  Have you resided in this household for at least the past two | 1[_] o[_]
weeks?
Ca5  Did you provide written consent accept to participate? 1] o[_]
ATTENTION :

Continue the questionnaire ONLY if the person answered « YES » on the questions
Cal, Ca3, Ca4 and Ca5 and « NO» for question Ca2




ANEXOS | 268

A RESIDENCE
Al When did you arrive to Lusaka? __/__/____ Bornin Lusaka s[_]
Don't know o[ _]
A2 If unknown, did you arrive in 2016? Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]
A3 What Country or Province in Zambia did you
come from before moving to Lusaka?
K VACCINE STATUS 2016
READ:
In late April this year, MSF carried out a vaccination campaign against cholera in Lusaka.
People had to go to vaccination sites in the community to get the vaccine.
Vaccines were delivered orally and available to all people over 1-years old.
SHOW PARTICIPANT PHOTO OF CHOLERA VACCINE
K1 Did you take oral cholera vaccine in 2016? Yes1[_] Noo[_] Don'tknowo[_]
IF YES, PROCEED TO QUESTIONS BELOW AND ASK FOR VACCINATION
CARD (SHOW THE CARD)
AND
TAKE A PICTURE OF THE CARD IF AVAILABLE
K2 Where did you receive oral cholera vaccine in Bauleni 1[_]
20167 Kanyama 2|[_]
Chawama 3[_]
Matero 4[_]
Elsewhere s[_]
Don’t know o[_]
K3 How many doses did you receive? 0o[_]
11[]
22[]
More than 2 3[_]
Don't know o ]
1st dose
K4 First dose received? Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]
K5 Verified using the vaccination card? Yes1[_] Noo[_]
K6 Date of the first vaccination dose: _/_/2016
K7 Did you spit out or vomit the first dose? Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]
2nd dose
K8 2nd dose given? Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]
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K9 Verified using the vaccination card? Yes1[_] Noo[_]

K10  Date of the second vaccination dose: _/_/2016

K11  Did you spit out or vomit the second dose? Yesi[_] Noo[_] Don’t Know o[_]

3rd dose

K12  3rd dose given? Yes1[_] Noo[_] Don’t Know g[_]
K13  Verified using the vaccination card? Yes1[_] Noo[_]

K14 Date of the third vaccination dose : _/_/2016

K15 Did you spit out or vomit the third dose? Yes1[_] Noo[_] Don’t Knowo[_]

K16 Did you receive a hygiene kit with soap and Yesi[ ] Noo[_ ] Don’t Know [ ]
water treatment supplies at the same time you
got vaccine?

K17  Did anyone explain how to use the soap and/or Yesi[] Noo[_] Don’t Know o[_]
water treatment supplies at the time you were
vaccinated?

K18 Did anyone discuss how to prevent cholera Yesi[] Noo[_] Don’t Know o[_]
and/or diarrhea with you at the time you were

vaccinated?
D SOCIO ECONOMIC STATUS

D1 What is your current job? Vendor 1[_]
Community Health Worker 2][_]
Medical staff 3[_]
Pupil/student/child 4[_]
Cleaner s[_]
No work s[_]
Others 7[_]
Don't know 9 ]
D2 What is the highest education None (illiterate) o[_]
level you have achieved? None (literate) 1[_]
Primary school 2[_]
Secondary school 3[_]
University (or higher) 4[_]
Don't know/don’t remember o[ _]

D3 Does your household have? Radio Yes1[.] Noo[_] Don’t Know o[ ]

(read the questions one by one)  Motorbike Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]

Mobile phone Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[ ]

Generator Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]

Television Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]

Fridge Yes1[.] Noo[_] Don’t Know o[ ]

Oven Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]
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D4 How many people live currently in the household [L_] Don’t know o[_]
(including you)?
D5 How many children less than 5 years old? [L_] Don’t know 9[_]
D6 How many children less than 5 years old are [L_] Don’t know o[_]
vaccinated against measles?
D7 How many children between 5 and 15 years old? [L_] Don’t know 9[_]
D8 How many children between 5 and 15 go to school? [L_] Don’t know 9[_]
E ACCESS TO HEALTH CARE
E1 If you had severe diarrhea, where would you Hospital 1[_]
go first to get treatment? Health Center (PHCC) 2[_]
List in order the way the person tells you Oral Rehydration Post 3[_]
Cholera Treatment Center 4[_]
Traditional Healer s[_]
Private Clinic 6[_]
Nowhere (would stay at home) 7[_]
Others s[_]
E2 Which means of transport would you use to By foot 1[_]
go there? Bicycle 2[_]
Motorbike 3[_]
Car 4[_]
Public transport s[_]
Others ¢[_]
Don’t know o[ _]
E3 How much time does it take you to go to minutes
there?
F HISTORY OF CHOLERA AND CONTACTS WITH SUSPECTED CASES
F1 At this moment, does anyone in Yes1[_] Noo[_] Don’t Know g[_]
your household have cholera?
F2 Did any of your family members Yes1[_] Noo[_] Don'tknow/remember g[_]
(excluding you) suffer from
cholera during the last week?
F3 Did any of your neighbors or Yesi[_] Noo[_] Don'tknow/remember o[ ]
friends suffer from cholera during
the last week?
F4 Have you participated in a burial Yesi[_] Noo[_] Don'tknow/remember o[ ]
or funeral of someone suspected
to have cholera during the last
week?
G WATER SOURCE AND STORAGE
G1 What was the main source of Pump 1[_]
drinking water for your household Water truck 2[_]
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during the last week?
(Tick the case, do not suggest the various
possible answer(s))

Natural source (river, stream, lake, pond) 3[_]

Borehole 4[_]

Shallow well s5[_]

Factory filled bottle ¢[_]
Locally re-filled bottle 7[_]
Other s[_]

Don't know 9 ]

G2 Did you or a member of your family Noo[_] Atleastonedayi[ | Everyday2[_]
treat the water before consuming it Don't know 9[_]
within the last week?

G3 Ifyes, what did you do to the water? Chlorination 1[_] Boiling 2[_] Filters[_] Other 4[_]

Don't know 9 ]

G4 Does the container used to store the Yes1[_] Noo[_]
drinking water in the household Doesn’t Store Drinking Water 3[_] Don't know o_]
have lid?

G5 Did any of the ones you share the Yes1[_] Noo[_]
drinking water with suffered from Don't know o[ ] Not applicable (alone) g[_]
cholera during the last week?

H FOOD CONSUMED DURING THE LAST WEEK

H1 Have you consumed food or drink Nevero[_] Atleastonce1[_] Everyday z[_]
(i.e. fresh juice) prepared in the Don't know 9 _]
market or by a street vendor during
the past week?

I HYGIENE PRACTICE

11 Do you have soap (for hand Yes1[_] Noo[]
washing) in the household at Don't know /don’t remember 9 _]
present?

12 When do you usually wash your No answer o[_]
hands? [ don’t wash my hands 1[_]
(Don’t suggest the answers, cross Before eating 2[_]
only the ones mentioned by the After eating 3[_]
participant). After going to the toilet 4[_]

Before cooking s[_]

After taken care of a child who has been to the toilet
6[]

Others s[_]

J] TOILETS/LATRINES

Jj1 | Where do you normally None, defecation is done anywhere outside 1[_
defecate? Toilet inside the house 2[_

Locked latrine (few families) 4]_
Hole (no cement) s[_
Container or plastic bag ¢[_

]
]
Latrine in common use (shared by several families) 3[_]
]
]
]
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Others [_]
j2 | Do you have a toilet/latrine in Yes1[_] Noo[_]
your house or on your
property?

13 | Did anyone you share your Yes1[_] Noo[_]
latrine with suffer from severe Don'tknowo[_] Notapplicable (NA) s[_]
diarrhea during the last week?

J4 | Is the latrine flooded? Yes1[_] Noo[_]

Not possible tosee 3s[_] NAsg[_] Don'tknowo[_]
THANK YOU!
GPS COORDINATES OF THE HOUSEHOLD: LAT:N .....ccoovsmamsnsnssnnnes LONG: W .......c.ccocriisimeeraaacse
PERSON FILLING THE QUESTIONNAIRE
Name: ... Signature: .......cccccoiniiiniinne
SUPERVISOR

Name: ... Signature: ........ccooviiinie




10.5.2 Cuestionario de seguimiento de la cohorte
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A SUB-COHORT PARTICIPANT INFORMATION

Al Participant Name

A2 Study ID

A3 Phone Number

A4 Address:

A5 Recruitment Date:

B FoLLow Up DATA

Visit Date Mode of | Diarrhea since the last| Did participant seek care
Contact follow-up? for this at a clinic?

1 Phone o[ ] | Noo[.] Yesi[] Noo[.] Yesi[_]
Person 1[_]

2 Phone  o[_] | Noo[_] Yes 1[_] Noo[_] Yes 1[_]
Person 1[_]

3 Phone o[ ] | Noo[.] Yesi[] Noo[] Yesi[]
Person 1]_]

4 Phone  o[_] | Noo[_] Yes 1[_] Noo[_] Yes 1[_]
Person 1[_]

5 Phone  o[_] | Noo[.] Yesi[] Noo[] Yesi[]
Person 1[_]

6 Phone  o[_] | Noo[.] Yesi[] Noo[.] Yesi[_]
Person 1[_]

C DIARRHEA INVESTIGATION (IF PARTICPANT SOUGHT CARE AT CLINIC FOR DIARRHEA)

When did this diarrhea start? __ /__ /2016

Where did you seek care for this diarrhea?

When did you seek care for this diarrhea? __ / __ /2016
Did you have bloody diarrhea? Noo[_] Yes 1[_]

ONCE PATIENT HAS A DIARRHEA INVESTIGATION FORM COMPLETED NO SUBSEQUENT

FOLLOW UP IS NEEDED
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10.5.3 Cuestionario de la encuesta de cobertura vacunal

Post-campaign vaccination coverage survey following the
administration of the second dose of oral cholera vaccine
in Lusaka, Zambia

BAsics
X2 DATE OF COMPLETION, (TODAY DATE): __/__/2017
(dd/mm/yyyy)
X3 Name of interviewer
X+ Assigned GPS ID
IDENTIFICATION
X7 SEX : MALE w[_]
FEMALE f[_]
X8 AGE: [ ] YEARS

X9 SPECIFY ADDRESS (AND VILLAGE):

X10  PHONE NUMBER:

(10 pIGITS)
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Ca ENROLLEMENT CRITERIA VERIFICATION for CS Participants

INCLUSION CRITERIA
Yes No
Cala  Were you 12 months or older on 14/12/2016? 1] o]
Calb  Were you 12 months or older on 9/04/2016? 1] o]

Ca4  Have you resided in this household for at least the past two | 1[] o[_]

weeks?
Ca5  Did you provide written consent accept to participate? 1] o]
ATTENTION :

Continue the questionnaire ONLY if the person answered « YES » on the questions
Cala or Calb, Ca4 and Ca5.

E EDUCATIONAL LEVEL
E1l What is the highest education level you have None (illiterate) o[_]
achieved? None (literate) 1

-]
Primary school 2[_]

Secondary school 3[_]

University (or higher) 4[_]

Don't know/don’t remember o[_]

VACCINE STATUS DECEMBER 2016 CAMPAIGN

K1

Kla

READ:

In december 2016, Ministry of Health carried out a vaccination campaign against cholera in
Lusaka. People had to go to vaccination sites in the community to get the vaccine.

Vaccines were delivered orally and available to all people over 1-years old.

SHOW PARTICIPANT PHOTO OF CHOLERA VACCINE
Did you take oral cholera vaccine in December 20167 Yes1[_] Noo[_] Don'tknowo[_]

IF YES, PROCEED TO QUESTIONS BELOW AND ASK FOR VACCINATION CARD
(SHOW THE CARD)
AND
TAKE A PICTURE OF THE CARD IF AVAILABLE

Has participant received vaccination card? Yesi[_] Noo[_]




Kib  Why participant hasn’t received a vaccination
card? (ifKla=no)

Kic  Does participant have vaccination card?

Kid Can you show me your vaccination card?

Kle Reasons for not be able to show vaccination card

(If k1d=no)

K2 Reason for not taking the vaccine (If K1=no)

K3 Where did you receive oral cholera vaccine in
december 20167
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Yes1[_] Noo[_]
Yes1[.] Noo[_]
Misplace/ lost o[_]
Destroyed/ threw away1][_]
Other o[_]

There was no vaccination campaign where
she/he lived o[_]

Did not know there was another
vaccination campaign 1[_]

Thought he/she wasn't eligible 2[_]

Did not know the date of the campaigns|_]
Did not know the location of the campaign
4[]

Refusal because of tradition s[_]

Refusal because of religious beliefse][_]
The vaccine is considered dangerous7|_]
Wait considered too longs][_]

Vaccination site deemed too far 9[_]

There was not enough vaccine in the
vaccination sitesio[_]

Absent during the campaignii[_]

Did not have time1z[_]

Was ill during the vaccination campaign
13[_]

Bad experiences with other vaccines in the
past 14[_]

Hospitalized at the time of the vaccination
campaignis|[_]

The vaccinator refused to give the person
vaccine 16[_]

Decided not to get vaccinated because she
was pregnant 17[_]

Taste is badis|[_]

No explanationio[_]

Other 20[_]

Bauleni 1[_]
Kanyama 2[_]
Chawama 3[_]

George 4[_]
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Elsewhere 7[_]

Don’t know 9 _]

K5 Did you spit out or vomit the second dose? Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]
Did anyone discuss how to prevent cholera Yesi[_] Noo[_| Don’t Know o[_]
K6  and/or diarrhea with you at the time you were
vaccinated?
K7  Verified using the vaccination card? Yes1[_] Noo[_]
K8 Date of the second vaccination dose : _/_/2016
K8a Did you feel any discomfort after taking the Yesi[_] Noo[_] Don’t Know o[_]
vaccine?
K8b  What type of symptoms did you feel? Fever 1[_]
(if K8a= yes) Diahorrea 2[_]
Abdominal pain 3[_]
Nausea 4[_]
Vomiting s[_]
Headache ¢[_]
General weakness 7[_]
Other (especify)s[_]
K8c  Did you go to a health facility or vaccination post Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[ ]
after feeling unwell?
K8d  Where did you seek care for this adverse event?
(if K8c= Yes)
H VACCINE STATUS APRIL 2016 CAMPAIGN
READ:
In April 2016, Ministry of Health with Medecins sans Frontieres carried out a vaccination
campaign against cholera in Lusaka. People had to go to vaccination sites in the community to
get the vaccine.
Vaccines were delivered orally and available to all people over 1-years old.
SHOW PARTICIPANT PHOTO OF CHOLERA VACCINE
H1 Did you take oral cholera vaccine in April 2016? Yes1[_] Noo[.] Don'tknow o[ ]
IF YES, PROCEED TO QUESTIONS BELOW AND ASK FOR VACCINATION CARD
(SHOW THE CARD)
AND
TAKE A PICTURE OF THE CARD IF AVAILABLE
Hia Has participant received vaccination card? Yes1[_] Noo[_]




Hib  Why participant hasn’t received a vaccination
card? (ifHla=no)

Hic Does participant have vaccination card?

Hid Can you show me your vaccination card?

Hie Reasons for not be able to show vaccination card

(If H1d=no)

H2 Reason for not taking the vaccine (If H1=no)

H3 Where did you receive oral cholera vaccine in
april 20167
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Yes1[_] Noo[_]
Yes1[.] Noo[_]
Misplace/ lost o[_]
Destroyed/ threw away1][_]
Other o[_]

There was no vaccination campaign where
she/he lived o[_]

Did not know there was another
vaccination campaign 1[_]

Thought he/she wasn't eligible 2[_]

Did not know the date of the campaigns|_]
Did not know the location of the campaign
4[]

Refusal because of tradition s[_]

Refusal because of religious beliefse][_]
The vaccine is considered dangerous7|_]
Wait considered too longs][_]

Vaccination site deemed too far 9[_]

There was not enough vaccine in the
vaccination sitesio[_]

Absent during the campaignii[_]

Did not have time1z[_]

Was ill during the vaccination campaign
13[_]

Bad experiences with other vaccines in the
past 14[_]

Hospitalized at the time of the vaccination
campaignis|[_]

The vaccinator refused to give the person
vaccine 16[_]

Decided not to get vaccinated because she
was pregnant 17[_]

Taste is badis|[_]

No explanationio[_]

Other 20[_]

Bauleni 1[_]
Kanyama 2[_]
Chawama 3[_]

George 4[_]




H5

Hé6

H7

H8

H8a

H8b

H8c

H8d

Did you spit out or vomit the first dose?

Did anyone discuss how to prevent cholera
and/or diarrhea with you at the time you were
vaccinated?

Verified using the vaccination card?
Date of the first vaccination dose :

Did you feel any discomfort after taking the
vaccine?

What type of symptoms did you feel?
(if 8a= yes)

Did you go to a health facility or vaccination post
after feeling unwell?

Where did you seek care for this adverse event?
(if H8c= Yes)
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Elsewhere 7[_]

Don’t know 9 _]
Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]
Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]

Yes1[_] Noo[_]
_/_ /2016
Yes1[_] Noo[_] Don’t Know 9[_]

Fever 1[_]

Diahorrea 2[_]
Abdominal pain 3[_]
Nausea 4[_]

Vomiting s[_]
Headache ¢[_]
General weakness 7[_]
Other (especify)s[_]

Yes1[_] Noo[_] Don’t Know o[_]

THANKYOU!

ENTER ANY COMMENTS ABOUT THE VISIT:

PERSON FILLING THE QUESTIONNAIRE

SUPERVISOR

GPS COORDINATES OF THE HOUSEHOLD: LAT:N ........

Name: ... Signature:

|\ E= 0 40 LT Signature:
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