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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la presencia de bacterias patdgenas en el tracto
respiratorio superior de nifios indigenas waraos con edades comprendidas entre 0y 10
afios, que habitaban en la comunidad de Maria Lépez, Municipio Benitez del estado
Sucre, durante los meses enero-marzo de 2008. La identificacién de las especies
bacterianas se realiz6 mediante las técnicas microbiologicas convencionales. Para
determinar la susceptibilidad antimicrobiana se emple6 el método de difusion en
disco, segun los lineamientos del Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos. La
identificacion molecular de S. pneumoniae se determind por la técnica de PCR,
empleando oligonucledtidos especificos para el gen cpsA. El estudio microbiolédgico
revel6 la presencia de los siguientes microorganismos: M. catarrhalis (28,6%), S.
pneumoniae (26,5%) S. aureus (14,3%) y H. influenzae (6,1%), tanto en nifios con y
sin sintomatologia. El gen cpsA se identifico en 21 cepas alfa hemoliticas. Con
respecto a la susceptibilidad antimicrobiana se encontraron cepas de S. pneumoniae
resistentes a tetraciclina (46,2%), trimetoprim-sulfametoxazol (38,5%), clindamicina
(33,3%) y penicilina (23,1%). Todas las cepas de M. catarrhalis fueron productoras
de betalactamasas y resistentes a ampicilina y penicilina; el resto de los
microorganismos fueron sensibles a los antimicrobianos ensayados. Se encontro
asociacion entre la presencia de M. catarrhalis con la edad y los cuadros clinicos. La
presencia de bacterias patdgenas a nivel nasofaringeo en la poblacion infantil,
representa un riesgo para el establecimiento de infecciones severas del tracto
respiratorio.



INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias adquiridas en la comunidad generan un importante
impacto clinico y econdmico, siendo las infecciones respiratorias agudas las mas
comunes en la poblacion infantil. La Organizacion Mundial de la Salud estima que
cada afo 1,9 millones de nifios menores de 5 afios mueren a causa de una infeccion

respiratoria aguda (Organizacion Mundial de la Salud, 2004).

La etiologia de la infeccion respiratoria es variable y esta constituida por un
grupo heterogéneo de patdgenos, entre los que se encuentran: Streptococcus
pyogenes, causante de faringoamigdalitis; Streptococcus pneumoniae, productor de
otitis media, sinusitis, bronquitis y neumonia; y Haemophilus influenzae, causante de
otitis media y sinusitis. Otros agentes patdgenos, como Staphylococcus aureus,
Moraxella catarrhalis y Neisseria meningitidis también han sido valorados como

productores de cuadros clinicos a nivel respiratorio (Garcia et al., 2001).

Normalmente, el tracto respiratorio superior es colonizado en forma temprana
por bacterias relativamente avirulentas, tales como: Streptococcus del grupo viridans,
Streptoccoccus no hemoliticos y difteroides. En forma transitoria pueden prevalecer
patdgenos potenciales como H. influenzae tipo b (Hib) y H. influenzae no tipificable
(Hint) (Garcia et al., 2001). Las infecciones del tracto respiratorio superior asociadas
a H. influenzae, especialmente los microorganismos no tipificables, son considerados
como una causa de morbimortalidad en infantes y nifios menores de 10 afios en los

paises en vias de desarrollo (Pittman, 1999; Nodarse et al., 2002).

La adquisicion de patdgenos y el estado de portador estan influenciados por las

condiciones socioecondmicas de la poblacion. Las tasas de portadores de patogenos



bacterianos son muy extensas, y varian entre diversas poblaciones y una ubicacion
geografica en particular; estas variaciones han sido relacionadas con antecedentes
genéticos y con ciertas condiciones, como el tipo de vivienda que habitan, acceso a
centros de salud, habitos de higiene, familias numerosas, entre otros. Sin embargo, la
relacion entre estos factores y la resistencia individual a la colonizacion aun no esta

clara (Garcia y Fresnadillo, 2002).

Desde el punto de vista epidemiologico, S. pneumoniae es considerado como el
principal agente productor de cuadros de neumonias a nivel comunitario, se estima
gue aproximadamente el 40,0% de los nifios menores de 5 afios son portadores
asintomaticos, encontrandose en este grupo etario las més altas tasas de portadores
nasofaringeos. En el estado de portador, los neumococos son adquiridos Yy
transportados por el individuo en un periodo de semanas o meses, no obstante,
cuando ocurren alteraciones del equilibrio hospedero-patdgeno, ocasionados por
infecciones virales, desnutricién, dafio local de la mucosa, falta de vacunaciéon y
hacinamiento, la colonizacion nasofaringea, precede a la enfermedad (Mulholland,
1999; Kadioglu et al., 2002; Meats et al., 2003; Shimada et al., 2003).

La identificacion de los principales patdgenos del tracto respiratorio superior
estd fundamentada en el diagnostico bacteriologico, considerandose como pruebas
claves la susceptibilidad a la optoquina y solubilidad en bilis para S. pneumoniae;
utilizacion de los factores de crecimiento X (protoporfirina) y V (nicotinamida
adenina dinucledtido) para H. influenzae, la presencia de las enzimas coagulasa y
ADNasa para S. aureus, y ADNasa para M. catarrhalis (Koneman et al., 2008). La
aplicacion de estas pruebas permiten la identificacion correcta de los
microorganismos; sin embargo, desde 1987 se han reportado cepas de S. pneumoniae
resistentes a la optoquina en lugares donde se emplea la quinina como tratamiento

antimalarico, hecho que ha generado la introduccion de pruebas mas especificas y



sensibles, como la reaccion en cadena de la polimerasa, basadas en el empleo de
iniciadores especificos de especie (Kontiainen et al., 1987; Phillips et al., 1988; Pikis
etal., 2001).

Anualmente, en América se reportan, aproximadamente, 60 mil muertes en
nifos menores de 5 afos, ocasionadas por infecciones en el tracto respiratorio, siendo
la neumonia la causa mas frecuente; sin embargo, existen escasos datos que revelen la
frecuencia de las infecciones respiratorias en comunidades indigenas en América, a
excepcion de algunos estudios realizados en Estados Unidos y Canada (Fuchs et al.,
2005).

Leach et al. (1994), realizaron un estudio para conocer los posibles patogenos
que colonizan la nasofaringe de nifios aborigenes en Australia, encontrando que
durante los primeros 8 dias de nacidos, los nifios son colonizados en su mayoria por
M. catarrhalis, mientras que H. influenzae se encuentra después de los 10 dias y S.
pneumoniae después de los veinte dias de nacidos. Este mismo estudio, report6 que la
presencia de estos patdgenos en nifios no aborigenes se presenta a partir del séptimo

mes de vida.

En poblaciones indigenas de Estados Unidos se han reportado altas tasas de
enfermedades respiratorias, donde la neumonia ocupa el primer lugar y en su mayoria
son causadas por S. pneumoniae, situacion que ha traido como consecuencia la
aplicacion de la vacuna neumococcica a los nifios indigenas con edades comprendidas
entre 2 y 4 anos (Williams et al., 2002). El estudio de bacterias patdgenas que
colonizan o causan infecciones respiratorias agudas en poblaciones indigenas de
Norteamérica, ha estado limitado a pocas tribus, siendo las mas estudiadas, las tribus
de Alaska y Mapache (O’Brien et al., 2004).



En el afio 2003, en el estado Delta Amacuro se registraron 1 298 casos de
muertes por neumonia e influenza, sin embargo, no hay datos especificos en los
registros de morbilidad de la regién, sobre la prevalencia de infecciones respiratorias
agudas en la poblacion Warao (Ministerio de Salud y Desarrollo Social, 2003).

Del Nogal et al. (2006), llevaron a cabo un estudio para determinar el estado de
portador y la prevalencia de infecciones respiratorias agudas en nifios menores de 5
afios residentes en las comunidades indigenas de San Francisco de Guayo,
Nabasanuka y Santa Catalina del estado Delta Amacuro, El estudio revelé que de 110

nifilos muestreados, 42,7% estaban colonizados con S. pneumoniae.

Rivera et al. (2007) reportaron 45,0% de nifios waraos menores de 6 afos
portadores de S. pneumoniae en 9 comunidades indigenas ubicadas en el estado Delta
Amacuro. La tipificacion del microorganismo reveld que los serotipos prevalentes
fueron 23F y 6A, los cuales presentaron resistencia a penicilina, tetraciclina y

eritromicina.

Los estudios enfocados a determinar los posibles agentes bacterianos causantes
de infecciones respiratorias a nivel nacional, se han llevado a cabo, en la mayoria de
los casos, en poblaciones escolares, trabajadores del area de salud, guarderias, entre
otros, pero pocos han sido los estudios realizados para establecer los posibles
patdgenos causantes de infecciones respiratorias en las comunidades indigenas
venezolanas, sobre todo en la etnia Warao, la cual representa el segundo grupo

indigena mas numeroso del pais.

La etnia Warao esta conformada por 33 000 individuos aproximadamente y
desde hace siglos, la mayoria habita en los cafios del estado Delta Amacuro y sus

adyacencias, asi como en algunas partes de los estados Monagas, Sucre y Bolivar



(Medina et al., 2007). Debido a su forma de vida, costumbres y tradiciones, durante
muchos afios la mayoria de las comunidades indigenas Warao, han vivido en
precarias condiciones sanitarias, principalmente, al no contar con agua potable, no
tener una adecuada disposicion de excretas y vivir en hacinamiento, hechos que han
desencadenando, la aparicion de ciertas enfermedades, como las infecciones
respiratorias agudas y la tuberculosis respiratoria, ambas principales causas de
morbilidad y mortalidad (Rivera et al., 2007).

De acuerdo con lo sefialado anteriormente, tomando en consideracion los
antecedentes existentes en la poblacion indigena Warao del estado Delta Amacuro y
que las infecciones respiratorias agudas representan un problema de salud publica,
especialmente por contribuir a elevar los indices de morbi-mortalidad infantil, en el
presente trabajo se considerd de interés identificar las bacterias patdgenas presentes
en la nasofaringe de nifios indigenas Warao, menores de 10 afios, que habitan en la

comunidad Maria Lopez, Municipio Benitez, del estado Sucre.



METODOLOGIA

Zona de estudio

El estudio se realizd en la comunidad Maria Lépez, ubicada en las adyacencias
del pueblo de Guariquén, Municipio Benitez, al sureste del estado Sucre. De acuerdo
al censo realizado en esa poblacion durante el mes de noviembre del 2007, en la
comunidad habitaban 126 individuos, de los cuales 58 eran nifios menores de 10

anos.

Muestra poblacional

El estudio estuvo conformado por 49 nifios waraos en edades comprendidas
entre 0 y 10 afios, con o sin clinica de infeccion respiratoria aguda, que habitaban en

la comunidad durante el periodo de muestreo de enero a marzo del afio 2008.

Aspectos éticos

Para contar con la participacion de los nifios, se solicitd el consentimiento de
los padres. Para tal fin, se cont6 con la ayuda de algunos miembros de la comunidad,
quienes explicaron en su lengua nativa los objetivos y la importancia del estudio.
Debido al inconveniente que se presentd al no poder tener comunicacion con los
indigenas, y que el nivel de lectura en la poblacion era bajo, el consentimiento se

firmo con la huella digital del padre (anexo 1).

El estudio se llevo a cabo considerando las normas de ética establecidas por la

Organizacién Mundial de la Salud para trabajos de investigacion en seres humanos y



la declaracion de Helsinki, ratificada por la 522 Asamblea General, Edimburgo,
Escocia en el afio 2000 (De Abajo, 2001).

Estudio clinico-epidemioldgico

A cada representante se le aplicd una encuesta clinica-epidemioldgica (anexo 2)
con la finalidad de determinar los factores de riesgos asociados al establecimiento de
infecciones del tracto respiratorio superior y conocer algunos antecedentes clinicos de

los nifios.

La evaluacion clinica fue realizada por 3 médicos especialistas en salud publica,
quienes colaboraron en el diagnéstico de las infecciones del tracto respiratorio

superior.

Recoleccion y trasporte de las muestras

A cada nifio se le tomé dos muestras de secrecion nasofaringea (Koneman et
al., 2008). Para la toma se introdujo un hisopo flexible (Copan, Italia) hasta la
nasofaringe, realizando ligeros movimientos de rotacién para tomar una cantidad
suficiente y representativa de la muestra, seguidamente, se realizé un extendido para
colorear con la tincion de Gram (Huccker y Coon, 1923). Las muestras se
conservaron en el medio de transporte Amies (Copan, Italia) y fueron trasladadas,
bajo refrigeracion, al laboratorio de bacteriologia clinica del Departamento de

Bioanalisis, UDO-Sucre, para ser procesadas en un tiempo no mayor de 6 horas.

Siembra y valoracion de los cultivos

Las muestras fueron sembradas en agar sangre (AS) (Britania, Argentina), al



5%, agar chocolate (Ach) con 1% de isovitalex, y agar MacConkey (AMC) (Britania,
Argentina). Las placas de AS y Ach se incubaron en una atmoésfera de microaerofilia
y el AMC en aerobiosis durante 24 horas a 37°C (Koneman et al., 2008).

Se valoraron y seleccionaron las colonias con las siguientes caracteristicas
morfologicas, independientemente si se encontraban en cultivos puros o mixtos.
Colonias pequefias, brillantes y alfa hemoliticas en AS y Ach, sugestivas de S.
pneumoniae. Colonias grises, pequefias con crecimiento solo en Ach, presuntivas de
H influenzae, colonias blancas o amarillas, hemoliticas, medianas, mucoides
compatibles con S. aureus y colonias pequefias, grises, brillantes y redondas

caracteristicas de M. catarrhalis (Forbes et al., 2004).

A cada colonia seleccionada, se le realizé un extendido para colorear con la
tincibn de Gram, con el fin de verificar la morfologia y tincion de los
microorganismos (Huccker y Coon, 1923). De acuerdo a los resultados del Gram y de
las observaciones en los medios de cultivo, se llevé a cabo la identificacion

bioquimica.

Identificacion bioquimica

La identificacion bioguimica de los microorganismos se realizé siguiendo los

protocolos estandares descritos por Koneman et al. (2008).

Colonias alfa hemoliticas. Cocos Gram positivos dispuestos en cadenas o pares

(presuntivo de S. pneumoniae).

Previamente se tomo una colonia alfa hemolitica y se purifico en una placa de

Ach, a partir de esta placa se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas.



Prueba de la catalasa: se colocaron en un portaobjeto dos gotas de perdéxido de
hidrogeno al 3% y se mezclaron con 2 0 3 colonias tipicas de la bacteria, teniendo
siempre presente el cuidado de no tomar agar. La no formacion de burbujas en un

lapso no mayor a 30 segundos, fue considerada como una reaccion negativa.

Prueba de la optoquina: para esta prueba se seleccionaron de tres a cuatro
colonias del microorganismo, se tocaron con un hisopo y se diseminaron en una placa
de Ach. Seguidamente, se procedié a colocar un taxo de optoquina de 5 pg en el
centro de la zona inoculada y se incubd durante 18 a 24 horas a 35°C en
microaerofilia. El desarrollo de un halo de inhibicion > a 14 mm alrededor del taxo de
optoquina, indico que el microorganismo es sensible, designandose el

microorganismo como S. pneumoniae.

Prueba de solubilidad en bilis: el desoxicolato de sodio tienen la capacidad de
lisar de forma selectiva a S. pneumoniae. Esta prueba se realizé preparando 0,5 ml de
una suspensién salina del microorganismo. Luego, en un tubo estéril se agregaron
0,5 ml de desoxicolato de sodio al 10,0%. Los microorganismos solubles en bilis
producen un aclaramiento de la turbidez del cultivo dentro de un tiempo aproximado

de 3 horas.

Colonias opacas, cremosas, convexas, blancas o amarillas. Cocos Gram positivos

agrupados aislados o en cadenas (presuntivo de S. aureus)

Las colonias con morfologia tipica de S. aureus fueron purificadas en una placa
de agar tripticasa soya (ATS) (Himedia, India), a partir de la cual se realizaron las
pruebas bioquimicas: catalasa, fermentacion del manitol, coagulasa y

desoxirribonucleasa (ADNasa) (Koneman et al., 2008).



Fermentacion del manitol: para esta prueba se empled el agar manitol salado
(AMS) (Himedia, India), el cual se sembré mediante la técnica de diseminacion en
cuatro cuadrantes. S. aureus tiene la capacidad de crecer en presencia de 7,5% de
cloruro de sodio y de fermentar el manitol, lo cual se evidencié con la presencia de

colonias amarillas, revelando la presencia de acidos como producto final.

Prueba de la coagulasa: en un tubo estéril se colocaron 0,5 ml de plasma,
seguidamente se afiadieron 0,5 ml de un caldo infusion cerebro corazén que contenia
al microorganismo, se incub6 a 37°C por un lapso de 1-4 horas. La prueba se

considero positiva al observar cualquier grado de coagulacion visible dentro del tubo.

Prueba de la desoxirribonucleasa: para la determinacion de la enzima ADNasa
se procedié a inocular el microorganismo en el agar ADNasa (Himedia, India),
seguidamente se incubo a 37°C durante 24 horas. Un resultado positivo fue indicado

por un cambio de color de azul a rosado alrededor de la colonia.

Colonias grises, redondas y brillantes. Diplococos Gram negativos (presuntivo

de M. catarrhalis)

Las colonias sugetivas de M. catarrhalis fueron purificadas en AS. A partir de
este medio se realizaron las pruebas bioquimicas de ADNasa, calatasa Yy

citocromooxidasa. Las dos primeras fueron descritas anteriormente.

Prueba de la citocromooxidasa: para detectar la produccion de esta enzima, se
agregd sobre un papel filtro dos gotas del reactivo tetrametilparafenilendiamina,
posteriormente se coloco una colonia tomada del AS con una palillo de madera, la
aparicion de un color parpura en un lapso de 30 a 60 segundos indicd una reaccion

positiva.
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Colonias grises con crecimiento solo en agar chocolate. Bacilos Gram negativos
pleomdrficos (presuntivo de H. influenzae)

Para la identificacion de H. influenzae se realizaron las pruebas de calatasa,

citocromooxidasa y utilizacion de factores X y V.

Utilizacion de los factores de crecimiento: a partir de un aislamiento puro de
cepas presuntivas de H. influenzae, en Ach con 2% de isovitalex, se tomaron varias
colonias y se realizd una suspension en caldo infusion cerebro corazon;
posteriormente se sembrd en una placa con ATS y luego se colocé en la superficie del
agar un taxo del factor V y otro de factor X, con una distancia aproximado de 1 cm
entre cada uno, seguidamente se incub6 en microaerofilia a 37°C durante 24 horas.
El crecimiento visible en el medio de los dos taxos reveld6 la presencia de H.

influenzae.

La prueba de la catalasa y citocromoxidasa se aplicaron segun la designacion

realizada anteriormente.

Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana para cada especie bacteriana se realizo
mediante el método de difusion en disco (Bauer et al., 1966), siguiendo los
lineamientos establecidos por el Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos, del
inglés “Clinical and Laboratory Standard Institute” (CLSI, 2008).

A partir de un cultivo puro crecido entre 18 a 24 horas, se prepar6 una
suspension bacteriana en 4,5 ml de soluciédn salina fisiologica al 0,85%, ajustando la
turbidez al patron de 0,5 en la escala de MacFarland, el cual contiene
aproximadamente 1,5x10° unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro. Una
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vez obtenida la turbidez, se procedio a impregnar un hisopo estéril, el cual se
disemind uniformemente sobre la superficie del agar indicado para cada bacteria,

como se menciona a continuacion:

S. pneumoniae: se empleo el agar Mueller-Hinton, suplementado con sangre al
5%, y se ensayaron los discos de tetraciclina (30 pg), eritromicina (15 ng),
trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 pg), clindamicina (30 pg) y oxacilina (1 pg).

Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C en microaerofilia.

M. catarrhalis: se empleo el agar Mueller-Hinton, suplementado con sangre al
5%. Se probaron los discos de ampicilina (10 pg), amoxacilina-acido clavulénico
(20/10 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 pg) y penicilina (10 U). Las
placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Para monitorear la produccion de
enzimas betalactamasas se colocaron a una distancia de 20 mm los discos de
amoxacilina-acido clavulanico y ampicilina. La sinergia observada entre ambos

discos revelo la presencia de la enzima.

S. aureus: se utilizé el agar Mueller-Hinton y se ensayaron los discos de
oxacilina (1 pg), clindamicina (2 ng), eritromicina (15 ug), vancomicina (30 ug),
tetraciclina (30 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 pg), ciprofloxacina (5
ug), gentamicina (10 pg) y cefotaxima (30 ug). Las placas fueron incubadas a 37°C

durante 24 horas. El disco de vancomicina fue leido después de las 24 horas.

La lectura de los halos de inhibicion se realizd empleando una regla
milimetrada, los resultados fueron reportados como sensibles, intermedios vy
resistentes, tomando en consideracion las categorias de interpretacién referidas en el
CLSI (2008).
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Control de calidad

El control de calidad se realizé a través del empleo de las cepas de S.
pneumoniae ATCC 49619, S. aureus ATCC 29213y S. aureus ATCC 43300

Identificacién molecular de S. pneumoniae

Con el propdsito de identificar molecularmente a S. pneumoniae, se procedio a
determinar mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, el gen cpsA,
en todas las cepas productoras de alfa hemolisis, EI gen cpsA es el primer gen de
cuatro genes, que conforman el operén que codifica la capsula en S. pneumoniae y
participa en la regulacion de la expresion de la capsula (Guidolin et al., 1994; Pai et
al., 2006).

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd mediante el método de ebullicion. Se tomaron
de 3 a 5 colonias de S. pneumoniae recuperadas a partir de un sub cultivo de AS,
suplementado con 5% de sangre de carnero; éstas se suspendieron en 250 ul de buffer
TE (10 mmol. I"* Tris-HCI, 1 mmol. I'* EDTA, pH 8,0). La suspensién bacteriana fue
sometida a 100°C por 10 minutos e inmediatamente se procedi6 a refrigerar a -20°C,

hasta su utilizacion (Lawrence et al., 2003).

Determinacion del gen cpsA

Para identificar el gen cpsA se emplearon los oligonucleétidos cpsA-f: 5’-GCA
GTA CAG CAG TTT GTT GGA CTG ACC-3’ y cpsA-r : 5’-GAA TAT TTT CAT
TAT CAG TCC CAG TC-3’, los cuales amplificaron un producto de 160 pb.
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Se prepar6 una mezcla de reaccion con un volumen final de 25 pl, la cual
contenfa: buffer 1X (Tris-HCI 20 mmol. I pH 8,0; KCI 100 mmol.I"*; EDTA 0,1
mmol.I"%; dithiothreitol 1 mmol.I™"; tween 20 al 0,5%; Nonidet P-400 al 5%:; (Promega
Inc., Madison, Wis.), MgCl, 2,5 mmol.I"; desoxinucledtidos 1 mmol.I", taq
polimerasa 5 U, oligonucledtidos cpsAf y cpsAr 0,1 umol.I*, en cada caso, agua
libre de nucleasas 4 pl y ADN 5 pl.

Las condiciones de reaccion utilizadas fueron: una fase inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos, 30 ciclos de amplificacion conformados por
una fase de desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, una de hibridacién 54°C por
45 segundos y una de extension a 65°C por 2 minutos y medio (Pai et al., 2006).
Como control positivo de la reaccion se empled la cepa de S. pneumoniae ATCC
496109.

Electroforesis

Los productos amplificados se analizaron en una corrida de electroforesis. Para
esto se prepard un gel de agarosa al 2% con buffer TBE 0,5X (45 mmol.I"*  tris-
borato, 1 mmol.I" EDTA [pH 8,0] y 0,5 pg.ml™* de bromuro de etidio). Este buffer
se utilizd, ademas, para realizar las migraciones electroforéticas, agregandole la
cantidad adecuada a una camara de electroforesis Maxicell modelo EC360M. Para las
corridas electroforéticas se emple6 un buffer de carga (azul de bromofenol 0,25% y
sacarosa 0,25%), el cual se mezcl6 con el producto amplificado en proporcién 1:1y
fue colocado en el gel. La determinaciéon del tamafio de los fragmentos de ADN
amplificados se observaron por comparacién con el marcador de peso molecular de

50 pb (Ladder Noovagen, Inc), colocado en el gel junto a las muestras.

Los geles fueron corridos en buffer TBE 0,5X a 80 V durante una hora y media

aproximadamente, finalmente se observaron con un transiluminador de luz
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ultravioleta. El registro fotografico se llevd a cabo con un sistema Bio-Rad

empleando el programa Quantity One.

Anadlisis de datos

A partir de la informacidn obtenida se construyd una base de datos con la ayuda
del programa SPSS, version 11,5 para Windows. El analisis de resultados se realizd
calculando las frecuencias relativas. Para relacionar la presencia de los factores de
riesgo con la presencia del microorganismo se empleé la prueba de Chi cuadrado
(Sokal y Rohlf, 1979).
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RESULTADOS

En la presente investigacion se estudiaron 49 nifios indigenas con edades
comprendidas entre 0 a 10 afios, los cuales fueron distribuidos arbitrariamente en
dos grupos, uno conformado por las edades de 0 a 5y el otro con edades de 6 a 10.
El grupo de 0 a 5 afios represento el 59,2% de los nifios evaluados. Los nifios del
género masculino representaron el 57,1%, mientras que los del femenino el 42,9%

(Datos no mostrados).

Segun las caracteristicas clinicas evaluadas el 65,3% de los nifios no
presentaron sintomas clinicos relacionados con infecciones respiratorias, solo el
34,7% manifestd tos, secrecion nasal, estornudos, obstruccion nasal, dolor de
garganta y catarro. El principal cuadro clinico diagnosticado fue el sindrome gripal
(76,5%), seguido de rinofaringitis (11,8%) y, en menor numero de casos faringitis y
otitis (5,9%) (Figura 1).

100% -

90% . .
809’2 | 76,5% M Sindrome gripal
70% - ® Rinofaringitis
60% ] . '
50% - M Faringitis
ar
40% M otitis
30% -
20% 11,8%
10% - A 5,9% 5,9%
0% = A —

Cuadros clinicos

Figura 1. Frecuencia de los cuadros clinicos de los nifios de la comunidad Warao
Maria Lopez. Enero — marzo 2008.

16



Del total de nifios evaluados el 75,5% estaban colonizados por bacterias
patogenas. La figura 2 muestra la frecuencia de las especies bacterianas identificadas
en las muestras nasofaringeas de los nifios indigenas, la bacteria que se aislé con
mayor frecuencia fue M. catarrhalis (28,6%), seguida de S. pneumoniae (26,5%), S.
aureus (14,3%) y H. inluenzae (6,1%). En el 80,0% de los casos las especies
reportadas se presentaron en el cultivo como bacteria Unica. Dentro de las
asociaciones bacterianas se detectaron la presencia de S. pneumoniae/M. catarrhalis
(dos casos), H. influenza/S. pneumoniae (un caso) y H. influenzae/ M. catarrhalis

(un caso).

100%

os |
80% B .S pnetinoniae
80% - .
o B 7 influenzae
70% A
B S aurenis
o 60%
‘T B A catarrhalis
2 50% -
)
© 40% -
0,
° 30% | 26,5% 28,6%
20% - 14,3%
10% - 6,1%
0% | —

Patogenos Respiratorios

Figura 2. Frecuencia de patdgenos respiratorios aislados en los nifios de la
comunidad Warao Maria Lopez. Enero — marzo 2008

Al evaluar la frecuencia de las especies bacterianas segun la edad, se observo
que la mayoria de los patdgenos se encuentran colonizando a los nifios menores de 5
afos, con una prevalencia de las especies S. pneumoniae y M. catarrhalis. S. aureus
solo se aislo en el grupo de 6 a 10 afios (Tabla 1). Al asociar la presencia de cada
una de las bacterias con el grupo etareo, se encontrd asociacion estadistica muy

significativa solo para M. catarrhalis (p <0,01).
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Tabla 1. Frecuencia de patdgenos respiratorios en los nifios de la comunidad

Warao Maria Lopez, segun el grupo etario. Enero — marzo 2008.

Edad (afios)

Bacteria 0-5 6-10 Total ?

S. pneumoniae 10 3 13 p >0,05
H. influenzae 3 0 3 ND

S. aureus 0 7 7 ND

M. catarrhalis 13 1 14 p <0,01
Total 26 11 37

ND: no determinado

Con respecto a la frecuencia de bacterias patdgenas aisladas de acuerdo a la

presencia de cuadros clinicos se observo, que S. pneumoniae y M. catarrhalis se

aislaron en ambos grupos, mientras que H. influenzae y S. aureus se presentaron con

mayor frecuencia en los nifios sin clinica (Tabla 2). El analisis estadistico revelo

asociacion muy significativa (p <0,01) solo para M. catarrhalis y la presencia de

cuadro clinicos.

Tabla 2. Frecuencia de patdgenos respiratorios en los nifios de la comunidad
Warao Maria Ldpez, segun la condicion clinica. Enero — marzo 2008

Bacteria Con clinica  Sin clinica Total v?
S. pneumoniae 6 7 13 p >0,05
H. influenzae 1 2 3 p >0,05
S. aureus 1 6 7 p >0,05
M. catarrhalis 9 5 14 p <0,01
Total 17 20 37

La mayoria de los nifios vivian en casas plurifamiliares, como minimo se
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encontrd que en una casa habitaban 5 personas y como maximo 30. Al agrupar a los
nifios en dos categorias, basadas en el nimero de individuos que habitaban en cada
casa, se encontré en ambos grupos la presencia de bacterias, con un predominio de

las mismas en el grupo donde habitaban hasta 15 indigenas por casa (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de patdgenos respiratorios en los nifios de la comunidad
Warao Maria Lopez, segin nimero de habitantes por casas. Enero — marzo 2008.

Habitante n S. pneumoniae  H. influenzae  S. aureus M. catarrhalis  Total
Spor casa

0-15 34 9 (26,3%) 2 (5.9%) 3(8,8%) 9 (26,5%) 23
>15 15 4 (26,7%) 1 (6,7%) 4.26,7%) 5 (33.3%) 14
Total 49 13 (53,0%) 3(12,6%)  7(355%) 14(59,8%) 37

El estudio de la susceptibilidad antimicrobiana de los microorganismos
aislados se presenta en la tabla 4. En las cepas de S. pneumoniae se encontrd un
46,2% de resistencia a tetraciclina, 38,5% a trimetoprim-sulfametoxazol, 33,3% a
clindamicina y 23,1% a penicilina. Todas las cepas de M. catarrhalis fueron
productoras de betalactamasas y resistentes a ampicilina y penicilina; no se encontrd
resistencia a amoxacilina-acido clavulanico. S. aureus presenté sensibilidad a todos
los antimicrobianos ensayados. No fue posible determinar la susceptibilidad

antimicrobiana en H. influenzae debido a que las cepas no se mantuvieron viables.

La identificacion molecular de S. pneumoniae, realizada mediante la técnica de
PCR, revel0 la presencia de un producto de 160 pb en las 21 cepas alfa hemoliticas
(13 sensibles a la optoquina y 8 resistentes), indicando la presencia del gen cpsA 'y
demostrando la existencia de cepas de S. pneumoniae resistentes a la optoquina en

aislados nasofaringeos (Figura 3).
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Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de los patdgenos respiratorios aislados en

los nifios de la comunidad Warao Maria Lopez. Enero — marzo 2008.

M. catarrhalis S. pneumoniae S. aureus

Antibidtico
S (%) R (%) S (%) R (%) S (%) R (%)

Trimetoprim 100,0 0,0 61,5 38,5 100,0 -
sulfametoxazol
Clindamicina - 66,7 33,3 100,0 -
Eritromicina - - 100,0 0,0 100,0 -
Tetraciclina - - 53,8 46,2 100,0 -
Penicilina - - 76,9 23,1 100,0 -
Vancomicina - - - - 100,0 -
Ciprofloxacina - - - - 100,0 -
Gentamicina - - - - 100,0 -
Cefotaxima - - - - 100,0 -
Penicilina 0.0 100,0 - - -
Amoxacilina- 100,0 0,0 - - - -
ac.clavuléanico
Ampicilina 0.0 100,0 - - - -

S: aislamiendos susceptibles; R: aislamientos resistentes.
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Figura 3. Productos de la amplificacion del gen cpsA obtenidos en cepas de S.
pneumoniae aisladas en los nifios de la comunidad Warao Maria Lopez. Enero -

marzo 2008.

Carril 1: marcador 50 pb Ladder (Novagen, Inc.), carril 2: S. pneumoniae 33, carril 3: S. pneumoniae
27, carril 4: S. pneumoniae 47, carril 5: S. pneumoniae 60, carril 6: S. pneumoniae 54, carril 7: S.

pneumoniae 34, carril 8: S. pneumoniae 20, carril 9: S. pneumoniae 52, carril 10: control positivo.
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DISCUSION

La nasofaringe de los nifios normalmente esta colonizada por una variedad de
bacterias no patdgenas entre las que se encuentran: Streptococcus del grupo viridans,
Streptoccoccus no hemoliticos y difteroides, y por patdgenos como S. pneumoniae,
H. influenzae y M. catarrhalis. En la mayoria de los casos, estas especies se
encuentran colonizando, sin producir sintomas clinicos; sin embargo, cuando ocurre
un desequilibrio entre la relacion bacteria-hospedero, éstas pueden establecerse

como causantes de cuadros clinicos (Bogaert et al., 2006).

La presente investigacion revelé que a nivel nasofaringeo el 75,5% de los
nifios estaban colonizados por bacterias, destacandose como los méas prevalentes M.
catarrhalis (28,6%) y S. pneumoniae (26,5%). Este hecho puede deberse a la
existencia en la poblacion infantil de factores de riesgos que predisponen a la
colonizacion, tales como: la presencia de sintomas clinicos asociados a procesos
infecciosos, el predominio de nifios menores de 6 afos, el hacinamiento, entre otros.
A nivel nacional e internacional se han realizado diversos estudios con el propdsito
de evaluar la presencia de bacterias patdgenas en la poblacion infantil (Faden et al.,
1997; O’Brien et al., 2004; Hanna et al., 2006). No obstante, son escasos los
reportes de patdgenos a nivel respiratorio en las poblaciones indigenas en el pais.

A nivel nacional, Del Nogal et al. (2006), reportaron un 42,7% de nifios
indigenas waraos portadores de S. pneumoniae en el estado Delta Amacuro. Asi
mismo, Rivera et al. (2007) reportaron un 45,0% de nifios waraos menores de 6 afos
portadores de S. pneumoniae en 9 comunidades indigenas ubicadas en el estado
Delta Amacuro. Los resultados de esta investigacion coinciden con los reportados

por los autores, ya que se demostrd la presencia de portadores de S. pneumoniae en
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los nifios waraos del estado Sucre. Con respecto a S. aureus, H. influenzae y M.
catarrhalis, actualmente, no se tienen reportes a nivel nacional de la presencia de
estas especies en poblaciones indigenas. A nivel internacional, el estado de portador
de H. influenzae ha sido reportado en nifios indigenas navajos de los Estados Unidos,
mientras que S. aureus y M. catarrhalis, se han reportado en nifios escolares de
comunidades indigenas de Australia (Millar et al., 2000; Vlack et al., 2006;
Mackenzie et al., 2008)

En la poblacién no indigena, el estado de portador para S. pneumoniae, M.
catarrhalis, S. aureus y H. influenzae en nifios menores de 5 afios varia entre 10,0 y
55,0%. Se ha establecido que la edad es un factor epidemioldgico que juega un papel
relevante en la colonizacion, ya que la mayoria de los casos de muerte e infeccidn
respiratoria se presenta en nifios menores de 5 afios, especialmente, si se encuentra
asociada a algunos factores de riesgo, como: hacinamiento, falta de normas
higiénicas, uso de antibidticos, entre otros (Faden et al., 1997; Shimada et al., 2003).
En este trabajo, la mayoria de las especies estaban colonizando los nifios menores
de 6 afos, excepto S. aureus, el cual se presento solo en el grupo de nifios mayores

de 6 afos.

La presencia de las especies en el grupo de nifios de 0-5 afios, esta
condicionada a que en este grupo etario, el sistema inmunolégico no esta
completamente desarrollado, a la existencia de alteraciones fisioldgicas y anatdmicas
en el tracto respiratorio superior, aunado a las condiciones en que vive esta etnia. El
hecho que sélo S. aureus se presentd en el grupo de 6 a 10 afios, contrarresta con los
reportes observados en poblaciones no indigenas, donde se ha establecido que S.
aureus se presenta con mayor frecuencia colonizando nifios menores de 6 afios.
Debido a que no se tiene referencia sobre el estado de portador en poblaciones

indigenas, en este caso, el hallazgo se puede considerar como un evento al azar.
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Al asociar estadisticamente la presencia de bacterias con un grupo etario en
particular se encontrd asociacion estadistica muy significativa para M. catarrhalis,
se ha reportado que la colonizacién por esta especie se establece a edades muy
tempranas y disminuye paulatinamente hacia la edad adulta, esto debido a la
produccion de una respuesta inmune especifica (IgG) en el individuo contra este
patdgeno (De Lencastre et al., 1999). Aun cuando el andlisis estadistico no revelo
asociacion entre S. pneumoniae Y el grupo etario de 0-5 afios, los resultados reflejan
que el 76,9% (10/13) se present6 en este grupo. Estos resultados coinciden con los
reportados por Leach et al. (1994), Del Nogal et al. (2006) y Rivera et al. (2007) en

poblaciones indigenas.

El hacinamiento es considerado el mayor factor de riesgo para la colonizacion
y diseminacion de cepas patdgenas a nivel respiratorio (Bogaert et al., 2004). De
acuerdo con los resultados obtenidos en las encuestas epidemioldgicas, la mayoria
de los nifios vivian en casas plurifamiliares, lo que constituye, un hacinamiento
natural en la comunidad, razén por la cual, en el presente trabajo no se pudo
establecer la asociacion estadistica entre la presencia de los patdgenos respiratorios
aislados y esta variable epidemioldgica. Sin embargo, al agrupar a los nifios en dos
categorias basadas en el nimero de individuos que habitaban en cada casa, se
encontrd6 en ambos grupos la presencia de bacterias, con un predominio de las
mismas en el grupo donde habitaban hasta 15 indigenas por casa. Al respecto,
Rivera et al. (2007) en un estudio realizado en 9 comunidades indigenas waraos del
estado Delta Amacuro, reportaron diferentes tasas de colonizadores nasofaringeos de
S. pneumoniae en cada comunidad estudiada. En su mayoria, en estas comunidades
las condiciones de hacinamiento eran similares, razon por la cual, no esta claro el
papel que juega el hacinamiento en la colonizacion por patdgenos en las

comunidades indigenas.
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En este trabajo, se observo que el 34,7% de los nifios presentaron sintomas
asociados a cuadros clinicos no especificos para estos patogenos, destacandose el
sindrome gripal con un 76,5% como el mas frecuente en la poblacion infantil. El
sindrome gripal es causado principalmente por los virus, los cuales juegan un papel
importante en la colonizacion de patdgenos respiratorios, debido a que producen
dafio al epitelio del tracto respiratorio del hospedero, disminuyen de la actividad
ciliar, ademas estructuralmente presentan ciertas proteinas virales como la
neuroaminidasa, que facilita la union de las bacterias a las células, exponiendo
residuos que son utilizados por las especies patdogenas como receptores de la

adherencia (Arrevillaga y Gomez, 2006).

La colonizacion es un evento que depende de los factores de virulencia

presente en las bacterias, sobre todos aquellos relacionados con la adherencia.

En S. pneumoniae, la union a los receptores de las células epiteliales esta
determinada por la proteina de superficie A y la liberacion de proteasa tipo IgA, la
cual hidroliza e inactiva la IgA presente en la mucosa (Prado, 2001). Con respecto a
M. catarrhalis, la adherencia al epitelio respiratorio, va a estar mediada por proteinas
de membrama externa, como la proteina CD, la cual se une a la mucina presente en
la nasofaringe y la proteina de superficie oblicua Al (UspA;) que se une a los

receptores expuestos en las células epiteliales (Verduin et al.,2002)

En relacion a H. influenzae, la adherencia esta determinada por la existencia de
fimbrias, proteinas de membrana externa, proteasa IgA y adhesinas, las cuales se
unen a los receptores de origen polisacarido facilitando la colonizacion y
permanencia en la nasofaringe (Moxon y Wilson, 1997). En S. aureus los antigenos
de la pared bacteriana como la proteina A, permiten la adherencia de esta especie

bacteriana a la mucosa de las células epiteliales (McNelly y Coonrod, 1993).
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En este estudio no se puede afirmar que las especies bacterianas identificadas
sean responsables de los cuadros clinicos presentados por los nifios, ya que la gran
mayoria de ellos fueron cuadros gripales, pero si se puede inferir, que el
establecimiento de los cuadros clinicos favorece la colonizacion por estos patégenos.
La presencia de patdgenos a nivel nasofaringeo, sobre todo aquellos con capacidad
invasora conocida (S. pneumoniae y H. influenzae), constituyen un riesgo en la
poblacion infantil, es por esta razon, que la identificacion de patdgenos a nivel
nasofaringeo, es de suma importancia para conocer las posibles bacterias asociadas a
cuadros clinicos y predecir su comportamiento como responsables de cuadros

invasivos en la comunidad.

La resistencia a ciertos antimicrobianos por parte de algunos patdgenos
respiratorios, es un problema creciente que compromete desde el punto de vista
clinico el tratamiento empirico de las infecciones respiratorias a nivel comunitario.
Los patdgenos respiratorios aislados en esta investigacion en su mayoria se
mostraron sensibles a los antimicrobianos ensayados. Se encontr6 que S.
pneumoniae  presentd resistencia a varios antimicrobianos, entre los que se
encuentran tetraciclina, clindamicina trimetoprim-sulfamatoxazol y penicilina.
Rivera et al. (2007) reportaron menores porcentajes de cepas de S. pneumoniae

resistentes a la penicilina

En S. pneumoniae la resistencia a la penicilina, esta mediada por alteraciones
estructurales de la pared celular bacteriana. Se han identificado, al menos, cuatro
proteinas fijadoras de penicilina (PBP, por sus siglas en inglés penicillin binding
protein), con alteraciones a nivel estructural que disminuyen su afinidad para unirse
al antimicrobiano. Estas alteraciones son generadas por mutaciones en los genes
localizados en el cromosoma bacteriano, que codifican a dichas proteinas (Hermans
et al., 1997; Zhao et al., 2000).
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La presencia de cepas de S. pneumoniae resistente a la penicilina, es un
hallazgo que complica la conducta terapéutica de las infecciones producidas por este
microorganismo a nivel comunitario (Doherty et al., 2000). La penicilina ha sido el
tratamiento de eleccidn en las diferentes infecciones causadas por S. pneumoniae,
debido a su excelente actividad bactericida (Quintero et al., 2004). Encontrar cepas
de S. pneumoniae resistentes a penicilina en la poblacion indigena, es un hecho
relevante, ya que es de suponer que la comunidad indigena estd expuesta a una
presion selectiva generada por el uso de penicilina. Esta hipétesis fue corroborada al
observar que para el tratamiento de simples cuadros gripales a la comunidad se le

administra amoxicilina y ampicilina como tratamiento.

En este trabajo se encontré que todas las cepas de M. catarrhalis fueron
resistentes a penicilina y ampicilina con produccion de betalactamasas, hecho que
pudiera estar relacionado con la presion selectiva ejercida por el uso indiscriminado
de amoxicilina y ampicilina. Las cepas de M. catarrhalis, en general, son
productoras de diversas betalactamasas. La expresion de las betalactamasas en M.
catarrhalis es inducible y se han reportado tres tipos: BRO-1, BRO-2 y BRO-3, la
primera se encuentra en el 90,0% de las cepas, las dos ultimas en el 10,0% restante.
Las tres son de amplio espectro, hidrolizan penicilina, ampicilina, meticilina y
cefaclor (Christensen et al., 1991; Felmingham y Gruneberg, 2000).

En la presente investigacion el diagndstico molecular realizado a las 21 cepas
alfa hemoliticas revelo la presencia del gen cpsA en todas las cepas. Al comparar los
resultados del diagnoéstico molecular con los microbioldgicos se observéd la

existencia de 8 cepas de S. pneumoniae resistentes a la optoquina.

El diagndstico de S. pneumoniae depende, principalmente, de la realizacion de

pruebas microbioldgicas, como la sensibilidad a la optoquina y solubilidad en bilis;
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sin embargo, la emergencia de cepas resistentes (atipicas) a este compuesto, dificulta
el diagndstico, generando resultados falsos negativos, es por esta razon, que a todos
aquellos microorganismos alfa hemoliticos resistentes a la optoquina, se les debe
realizar una identificacién molecular que determine la presencia de genes especificos

de S. pneumoniae, con el propoésito de confirmar los casos (Murray et al., 1999).

La resistencia a la optoquina se origina por mutaciones puntuales en los genes
atp que codifican las sub-unidades ¢ y a de la ATPasa. Fenoll et al. (1994)
reportaron mutaciones en los genes atpC, las cuales originan cambios de
aminoacidos en las posiciones 48, 49 y 50 de la sub-unidad c de la ATPasa. Pikis et
al. (2001), reportaron mutaciones en las posiciones 20 y 23 de la sub-unidad a,
mientras que Cortés et al. (2008) reportaron la presencia de cambios de aminoacidos

en ambas sub-unidades.

El origen de la resistencia a la optoquina aun no esta claro, pero se infiere que
al igual que todas las resistencias adquiridas por los microorganismos sea favorecida
por la presion selectiva. Esta hipotesis surge del hecho de que la optoquina empleada
en el diagnostico microbiolégico, tiene una composicion similar a la quinina o
mefloquinina utilizadas en el tratamiento y profilaxis de la malaria en zonas
endémicas (Pikis et al., 2001, Nunes et al., 2008). Al respecto, es de interés sefalar,
que el municipio Benitez del estado Sucre, se caracteriza por ser zona endémica de
malaria (Céceres et al., 2005), por lo que la presidn selectiva generada en la zona,
debido a la implementacion del tratamiento malarico, pudiera ser la causa que

induzca a la aparicion de cepas de S. pneumoniae resistentes a la optoquina.

El presente estudio demuestra la importancia que tiene monitorear los
principales patdgenos causante de cuadros respiratorios en la poblacion infantil de la
comunidad indigena Maria Lépez, asi como conocer los patrones de susceptibilidad

antimicrobiana que circulan en dicha comunidad, ademés sefiala la importancia de
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realizar un diagnostico complementario a las pruebas microbioldgicas

convencionales empleadas para identificar S. pneumoniae.
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CONCLUSIONES

El 75,5% de los nifios indigenas estudiados estdn colonizados a nivel

nasofaringeo por bacterias patdgenas.

M. catarrhalis y S. pneumoniae fueron las especies mayormente aisladas en
los nifios menores de 5 afos, mientras que S. aureus solo identifico en nifios

mayores de 6 afos.

Sélo se encontrd asociacion estadistica entre la presencia de M. catarrhalis con

la edad y la presencia de clinica.
Las cepas de S. aureus fueron sensibles a todos los antimicrobianos ensayados.
S. pneumoniae  presentd resistencia a penicilina, clindamicina, trimetoprim-

sulfametoxazol y tetraciclina, y M. catarrhalis resistencia a ampicilina y penicilina.

La prueba de PCR permiti6 identificar la presencia de S. pneumoniae resistente

a la optoquina en los nifios indigenas waraos.
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RECOMENDACIONES

Continuar realizando los estudios dirigidos a determinar el estado de portador
de patdgenos bacterianos en poblaciones indigenas, con la finalidad de incrementar y
establecer datos especificos en los registros de morbilidad sobre la prevalencia de

infecciones respiratorias.

Mantener una vigilancia epidemioldgica para identificar los serotipos presentes
entre las cepas circulantes de S. pneumoniae y H. influenzae, para asi implementar

los programas de inmunizacién que beneficiarian a la poblacion infantil Warao.
A todos los aislamientos alfa hemoliticos que presenten resistencia a la

optoquina se le deben aplicar la prueba de solubilidad en bilis y, si es posible,

realizar adicionalmente pruebas mas sensibles y especificas.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: Diagnéstico clinico y de laboratorio en la poblacién indigena Warao “Maria
Lépez, parroquia Unién, municipio Benitez, estado Sucre.

Coordinacion: Profesora Militza Guzman.

Teléfonos: 0424-8252742

Instituciones: PDVSA GAS DISTRITO SOCIAL SUCRE ESTE Y Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre.

Sr(a): , antes

de que usted decida tomar parte en este estudio de diagndstico de salud, es
importante que reciba la siguiente informacion.

Bajo la supervision de los profesores Militza Guzman, Del Valle Guilarte, Erika
Gomez, Elsa Salazar, y José Betancourt, Nucleo de Sucre, Universidad de Oriente,
se discutira con usted el propdsito de este estudio y se le explicaran todos aquellos
puntos en los que tenga dudas. Si después de haber recibido toda la informacién
usted decide participar, debera firmar este consentimiento en el lugar indicado.

El objetivo general del estudio es: Determinar la prevalencia de parasitosis
intestinales, tuberculosis, infecciones respiratorias, dengue, HIV, infecciones
urinarias, malaria y evaluar el estado nutricional en la poblacion indigena Warao
“Maria L6épez” de la parroquia Uni6n, municipio Benitez, estado Sucre.

Su colaboracion consistira en donar de forma voluntaria una muestra de sangre (10
ml), de heces, de orina, exudado nasofaringeo y de esputo. La sangre sera extraida
por puncién venosa, con previa asepsia del antebrazo por un bioanélista, lo que no
implica ningun riesgo para su salud.

Ademas, es necesario que sepa que la muestra de sangre sera utilizada Unica y
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exclusivamente para la determinacion de parametros hematologicos, bioquimicos,
para la deteccién de Plasmodium (parasitos causantes de la malaria o paludismo) y

de anticuerpos anti-Micoplasma. La muestra de heces.

Yo: , C.I:
., de nacionalidad , de estado civil:
y domiciliado en: . Siendo mayor

de edad y en pleno uso de mis facultades mentales y sin que nadie me obligue,

declaro:

1. Haber sido informado(a) de forma clara y sencilla de todos los aspectos
relacionados con el estudio.

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo general del estudio.

3. Que el equipo que realiza el estudio me ha garantizado confidencialidad
relacionada, tanto con mi identidad como con toda informacion relativa a mi
persona.

4. Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido, ni pretendo recibir ningun
beneficio de tipo econdmico, producto de los hallazgos que puedan producirse en
el estudio.

5. Que el beneficio principal que obtendré, sera recibir el reporte de los examenes
de laboratorio, el diagnéstico clinico y tratamiento en caso de requerirlo.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO
Después de haber sido informado(a) y aclarado mis dudas con respecto al estudio,
autorizo voluntariamente la toma de las muestras (sangre, heces, orina, exudado

nasofaringeo y esputo) y procesamiento de las mismas.

Nombres y Apellidos C.I:

Firma:

En alos dias del mes de de
2007.
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ANEXO 2

EVALUACION EPIDEMIOLOGICA

DATOS PERSONALES

FECHA DE DIA:
EVALUACION MES:
ANO:
NOMBRES APELLIDOS: EDAD SEXO F M
FECHA DE NAC.: LUGAR: SOLT CAS VIU DIVORCI CONCUB
D
DIRECCION:
| TELEFONO
OCUPACION /PROFESION NIVEL DE | NINGU PRIMA SECUND SUPERIO
INSTRUCCION | NA RIA ARIA R
VIDA NING OCAS SEML MENS ANU NS
SOCIAL
TIPO DE VIVIENDA
UNIFAMILIAR PLURIFAMILIAR
N° DE FAMILIAS QUE VIVEN EN LA VIVIENDA.
N° DE PERSONAS QUE VIVEN EN LA CASA
N° DE NINOS QUE VIVEN EN LA CASA
SERVICIOS DE AGUAS:
DISPOSICION DE EXCRETAS
SUFRE FRECUENTEMENTE DE CUADROS GRIPALES
ASISTE A LA ESCUELA
ANTECEDENTES FAMILIARES
HTA Si No DM Si No Asma | Si No Cardio Si No
Convulsion | Si No Lumbalgia | Si No Lente | Si No Oftalmo | Si No
S
Hospitaliza | Si No Quirurgico | Si No Trau | Si No Paludis | Si No
cion ma mo
Alergias Si No Hemorroid | Si No Drog | Si No TBC Si No
es as
Otros:

Observaciones:
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INTERROGATORIO FUNCIONAL

General (Peso/Fiebre) | Cabeza: | Cuello

Ojos: | OR.L.

Cardiopulmonar: | Gastrointestinal: | Genitourinario:
Muscoloesqueletico (columna) | Neuroldgico: Otros:
ALIMENTACION: CARNES PESCADO VERDURAS

EVALUACION MEDICA.

EXAMEN FISICO

T.A. | Pie / Sentado / Acostado / F.C. F.R. Peso Talla
IMC: Piel: Cabeza:

Tension: Temperatura Malestar general

gripe Dolor en el pecho rinorea

Ojos | VOD: | VOI: | Tonometria: | Daltonismo: | Lentes:
Audicié | Oido D Oido | Membrana Timp CAE

n

Boca: Garganta:

Cuello:

Térax | Insp. Forzada | Esp. Forzada

Examen pulmonar Pulso:

Neurolégico:

Abdomen (Ombligo, inguinal, crural):

Coordinacié | Répida Lenta Facil Torpe Recta Oscila
n marcha

Neuroldgico (Fuerza, reflejos, coordinacion, campo visual, reflejo pupilar, marcha de Romberg, coordinacién dedo

nariz, etc.)

IMPRESION DIAGNOSTICA:

SINTOMATOLOGIA CLINICA:

TRATAMIENTO APLICADO:

FIRMA DEL MEDICO FECHA:
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