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RESUMEN

En Latinoamérica, los grupos indigenas se han identificado como una poblacion con
altas tasas de portacion nasofaringea por Streptococcus pneumoniae, en consecuencia,
presentan riesgo elevado de padecer enfermedad neumocdcica invasiva. En el presente
estudio se evalud el estado de portador nasofaringeo y la distribucién de los serotipos de S.
pneumoniae en madres e hijos de la poblacion indigena Warao del Estado Delta Amacuro,
Venezuela; en el marco de un estudio de vacunacién con la vacuna anti-neumococica
conjugada 13 valente (PCV-13), en la fase pre-vacunacion. Para ayudar en la toma de
decisiones y conocer la cobertura global tedrica de la PCV-13, nos propusimos conocer los
serotipos circulantes de S. pneumoniae en la poblacion Warao en el afio 2012. Se
obtuvieron 984 hisopados nasofaringeos, tomados de 308 madres y 676 nifios,
pertenecientes a 9 comunidades indigenas Warao. Se procedié a realizar su analisis
microbiologico, aplicando estudios bacteriologicos convencionales y los aislados obtenidos
fueron serotipificados por PCR multiple. EIl estado de portador en los integrantes de esta
etnia fue 46,04% (n=453); con los serogrupos/serotipos 6 (21,1%), 1 (11%) y 14 (8,6%)
como principales colonizadores de la nasofaringe. EI analisis de los datos obtenidos,
tomando en cuenta la distribucion de los distintos serogrupos/serotipos en madres y nifios
Warao, permite hacer un célculo teérico sobre la cobertura de la vacuna PCV-13, que cubre
los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 19A y 23F; teniendo una cobertura del
59,4% en la poblacién indigena Warao en general (madres e hijos). La presencia de
bacterias patdgenas a nivel nasofaringeo en la poblacion Warao representa un riesgo para el
desarrollo de infecciones severas del tracto respiratorio, la cual puede reducirse por medio
de la vacunacion. Desde 1999 Venezuela participa en el proyecto de Sistema de Redes de
Vigilancia de los Agentes Responsables de Neumonias y Meningitis Bacterianas
(SIREVA). A partir de esta fecha se inicio la vigilancia de los tipos capsulares de S.

pneumoniae causantes de enfermedad neumocdcica invasiva.
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INTRODUCCION

El pueblo Warao es la segunda tribu indigena mas numerosa de Venezuela, después
de los Waylu (Hernandez, 2009). Segun informacion aportada por el Gltimo censo nacional
de poblacién y vivienda en el afio 2011, la poblacion Warao alcanz6 aproximadamente la
cantidad de 507.582 miembros, los territorios habitados por este grupo étnico se encuentran
prevalentemente en el Delta del Orinoco. Suelen vivir en pequefias comunidades en las que
el contacto cercano y el limitado acceso a los sistemas de salud facilitan la diseminacion de
enfermedades, entre ellas infecciones por parasitos, tuberculosis e infecciones respiratorias

agudas.

El tracto respiratorio superior es el nicho ecoldgico para muchas especies
bacterianas tales como Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Shaphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis y otros estreptococos o-
hemoliticos (Gonzalez y col., 2010). De este grupo de patdgenos, S. pneumoniae es la
causa mas frecuente de infecciones respiratorias en paises desarrollados y en via de
desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que las enfermedades
neumococicas causan cerca de 1,8 millones de muertes cada afio, de las cuales 800.000
ocurren en nifios menores de cinco afios (Hsieh y col., 2008). Cabe destacar que la
mortalidad a causa de S. pneumoniae, es mayor a la originada por cualquier otra bacteria
patogena (Hsieh y col., 2008; Gonzalez y col., 2010).

Streptococcus pneumoniae, comunmente conocido como neumococo, fue
identificado por primera vez por Sternberg en 1880 mediante la inoculacion de conejos con

su propia saliva (Sternberg, 1881). En 1884, Gram desarrolld la tincion que lleva su
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nombre, con el objetivo de diferenciar bacterias y facilitar la visualizacion del neumococo
en el tejido pulmonar (Gram, 1884). Ese mismo afio, este microorganismo fue denominado
Micrococcus pneumoniae (Klein, 1884), mas tarde Diplococcus pneumoniae
(Weichselbaum, 1886) y, finalmente, Streptococcus pneumoniae (Chester, 1901). No
obstante, debe hacerse notar que esta Ultima denominacion no fue aceptada oficialmente

hasta 1980 (Skerman y col., 1980).

Sus caracteristicas de tincion con la técnica de Gram lo clasifican como una bacteria
Gram positiva, de 1,2 a 1,8 um de longitud, que presenta una forma oval con extremo distal
lanceolado, generalmente, formando cadenas cortas o en parejas (diplococos). Es inmovil,
no forma endosporas y cuando se cultiva en placas de agar sangre en condiciones de
anaerobiosis presenta una marcada a—hemolisis producto de la accion de la neumolisina
que metaboliza la hemoglobina hasta un pigmento verdoso, debido a la produccion de
per6xido de hidrdgeno, lo que permite clasificarlo dentro de los estreptococos

a-hemoliticos (Barnard y Stinson, 1996; Brzin, 1969; 2008; Donkor, 2013).

Figura 1. Imagen al microscopio electrénico de transmision de un corte ultrafino de un serotipo de
Streptococcus pneumoniae mostrando la capsula polisacaridica que rodea a la célula. Tomado de: Kim y
col., 1999.
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S pneumoniae es capaz de adherirse y colonizar la nasofaringe, y una vez que esto
ocurre, puede replicarse localmente o diseminarse por contigliidad a senos paranasales,
trompa de eustaquio, bronquios y alvéolos, provocando neumonia, sinusitis, otitis media y
bronquitis; o puede invadir el torrente sanguineo o linfatico, para causar meningitis,
peritonitis, artritis séptica o endocarditis. Algunas de estas patologias se presentan en la

figura 2.

Figura 2. Tres enfermedades producidas por Streptococcus pneumoniae. La pulmonia (izquierda)
se produce cuando el neumococo desciende de las vias respiratorias superiores a los pulmones. La meningitis
(centro) es una enfermedad invasiva en la que neumococo se aloja en una zona del cuerpo donde
normalmente no hay bacterias. En la otitis media (derecha), la bacteria pasa de las fosas nasales o de la
faringe al oido. Tomado de: http://www.madrimasd.org/blogs/microbiologia/2008/06/23/95314. (Consulta 01
de junio de 2013).

La posibilidad de ocurrir cualquiera de estos eventos lo determina la compleja
interrelacion germen/hospedero. Entre los factores que dependen del hospedero, se
encuentran: la competencia inmune, la integridad de las barreras de resistencia y el estado
de funcionalidad de su sistema inmune. Entre los que dependen del microorganismo estan:

la presencia de determinados factores de virulencia que ayudan a evadir los sistemas de
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proteccion del individuo y desencadenan una potente respuesta inflamatoria, al interactuar

con determinados receptores de patdgenos en las células del hospedero.

Se pueden distinguir principalmente tres etapas en el proceso de patogénesis:

adhesion/colonizacion, invasion, inflamacion y shock (Nelson y col., 2007).

En la nasofaringe, S. pneumoniae se enfrenta a las barreras naturales de la mucosa
respiratoria del hospedador, al sistema inmune y a otros patdgenos que colonizan el mismo
habitat. Existen dos primeras barreras que pueden impedir que el neumococo colonice la
mucosa respiratoria: el moco y la lisozima (Coonrod y col., 1991; Nelson y col., 2007;
Shimada y col., 2008). Para superar estas barreras, S. pneumoniae ha desarrollado varias
estrategias. La evasion del moco tiene lugar mediante tres vias. En primer lugar, el
polisacarido capsular no se une a los residuos de acido sialico presentes en la mucosa por su
carga negativa, disminuyendo asi la probabilidad de atrapamiento (Nelson y col., 2007). En
segundo lugar, S. pneumoniae tiene varias exoglicosidasas (NanA y NanB) que degradan
los glicoconjugados del moco, disminuyendo asi la viscosidad del mismo y evitando el
atrapamiento de la bacteria (Tong y col., 2001; King y col., 2006; Burnaugh y col., 2008).
En tercer lugar, la neumolisina Ply, una citolisina tiol-activada con afinidad por el
colesterol, produce poros en las membranas celulares, disminuyendo los movimientos
ciliares de las células epiteliales y permitiendo que S. pneumoniae se adhiera a las mismas

con mas facilidad sin ser eliminado (Feldman y col., 1990, 2002).
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En la mayoria de las bacterias la adhesion se lleva a cabo a través de proteinas de
superficie que se unen a carbohidratos del hospedador pero, de manera analoga, el
microorganismo también puede interactuar con otras proteinas tanto del plasma como de la
matriz extracelular eucariotica (Kadioglu y col., 2008). Se han descrito seis exoglicosidasas
neumococicas, la funcion de estas proteinas es, actuando aparentemente de manera
coordinada, poner de manifiesto receptores glicosilados que facilitarian la adhesion del
patdgeno a las células del hospedador (King y col., 2006; Burnaugh y col., 2008; Jeong y

col., 2009; King, 2010).

La migracion paracelular es una importante estrategia utilizada por S. pneumoniae
en la invasion, donde las bacterias atraviesan capas de celulas epiteliales o endoteliales
(Pancholi y col., 2003). El plasmindgeno, junto con las proteinas del neumococo que unen
plasmindgeno tiene un papel central en este proceso. En primer lugar, el plasminégeno, una
proenzima, incrementa la adhesion del neumococo a la superficie epitelial. En segundo
lugar, la activacion de plasminogeno a plasmina, una serin proteasa de amplia actividad,
permite a ésta unirse a las proteinas implicadas en las uniones estrechas intercelulares y
degradar la cadherina del endotelio vascular (Attali y col., 2008), un componente esencial
de tales uniones (Dejana y col., 2008). La ruptura de las uniones estrechas, puede permitir
el acceso a S. pneumoniae a la membrana basal y, asi, producir una posterior enfermedad

invasiva.

La liberacién de productos bacterianos, muchos de ellos altamente inmunogénicos,

puede conducir a una respuesta inflamatoria descontrolada en el hospedador denominada
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“tormenta de citoquinas” (cytokine storm). De hecho, la mayor parte del dafio tisular y
orgénico que tienen lugar durante la infeccion neumococica, tanto en la neumonia como en
la meningitis se produce como consecuencia de un estado inflamatorio excesivo, siendo
esta situacion la que ocasiona el shock que tiene lugar en muchos casos de infeccion

causada por S. pneumoniae (Kimy col., 1999; Hanquet y col., 2010).

Al igual que muchas otras especies patdgenas, en S. pneumoniae la capsula
polisacaridica es esencial para la virulencia (Fang, 2005). La composicion quimica de la
capsula permite la distincion de 93 serotipos distintos con base en los azlcares y enlaces
quimicos que conforman las unidades repetitivas de los polisacaridos, los cuales pueden
ser agrupados en 46 serogrupos que comprenden serotipos inmunolégicamente

relacionados (Mitchell, 2010; Noda y col., 2002).

Un serotipo es la unidad taxondmica basica y esta representado por una cepa de
referencia. Es un microorganismo infeccioso clasificado segun los antigenos que presenta
en la superficie celular o en la composicion de la capsula polisacaridica (Noda y col.,
2002). Los serotipos permiten diferenciar organismos a nivel de sub-especie; algo de gran
importancia en epidemiologia. Adicionalmente los serotipos pueden ser agrupados segun

sus principales afinidades antigénicas en serogrupos.

Los 93 serotipos capsulares actuales de S. pneumoniae se agrupan en 46 serogrupos
numerados del 1 al 48 (los nimeros 26 y 30 no se utilizan). Algunos serogrupos como el 1,
2 y 3 incluyen un Unico serotipo mientras que otros, como el serogrupo 19, pueden contener
hasta cuatro. Normalmente, el primer serotipo descrito en un serogrupo con varios serotipos

se identifica con la letra F (por first) (Lund, 1970) y los siguientes con las letras A, B, C,
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etc. Existen, no obstante, dos excepciones: el serogrupo 6 incluye los serotipos 6A, 6B y
6C; y en el serogrupo 9, las letras de los tres primeros serotipos descritos tienen relacion
con personajes historicos (L por Lederle, N por Neufeld y V por Valdemar) (Henrichsen,
1995).

Se han realizado muchos ensayos controlados, aleatorios y de gran escala, sobre las
vacunas antineumocdcicas. Entre estos se encuentran ensayos con la vacuna polisacarida
23-valente, la primera vacuna antineumocécica de polisacaridos capsulares no conjugados.
Esta Gltima es una mezcla de polisacéaridos de S. pneumoniae preparados a partir de los 23
serotipos mas frecuentes en enfermedad neumocdcica invasiva: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, y 33 (Garcia y col., 2006).
Esta vacuna tiene una eficacia del 60 al 70% en la prevencion de la bacteriemia
neumocacica en adultos, pero no es eficiente para nifios menores a los 2 afios. (SA-Ledo y
col., 2009). Solo se recomienda para grupos selectos mayores de dos afios en riesgo de

adquirir enfermedad neumocdcica invasiva, entre ellos adultos mayores a los 65 afios.

En respuesta a esta serie de limitaciones, se han desarrollado una nueva generacion
de vacunas antineumocdcicas conocidas como vacunas conjugadas. Las mismas conjugan
individualmente el polisacarido capsular de cada serotipo de S. pneumoniae con una

proteina transportadora, dando lugar a una vacuna combinada.

En este sentido, la vacuna antineumocaocica conjugada 7-valente (PCV-7), que cubre
los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F, que causan con mayor frecuencia enfermedad

neumocadcica invasiva en nifios y que presentan una mayor incidencia de resistencia a los
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antibidticos de uso frecuente, fue autorizada en el afio 2000 (Coskun y col., 2012). La
vacuna no solo protege contra este tipo de infecciones sino que se ha demostrado que
disminuye la colonizacién nasofaringea de los nifios que han recibido la vacuna
produciendo una reduccion en el nimero de infecciones por esta bacteria, en poblaciones de

infantes y adultos, incluyendo personas mayores a los 65 afios (efecto rebafio).

La vacuna antineumocdécica conjugada heptavalente dio lugar a una disminucién
significativa de las enfermedades invasivas, causadas por estos serotipos, debido a que
aumenta la proteccion en nifios menores de dos afios e induce inmunidad en las mucosas,
disminuyendo la colonizacién por S. pneumoniae (Whitney y col., 2003). La cobertura
mundial de la PCV-7, se resume en la figura 3. Es de hacer notar que la incidencia de los
serotipos no incluidos en la vacuna se incrementé en pacientes con enfermedad invasiva y

portadores al mismo tiempo (Hanguet y col., 2010).

Figura 3. Cobertura mundial de la vacuna antineumocécica conjugada heptavaleﬁte. La vacuna
tiene una cobertura del 86% de los serogrupos/ serotipos que circulan en Estados Unidos y Canada. La
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cobertura en Oceania alcanz6 el 73%. En Europa, la vacuna solo cubre el 71% de los serotipos frecuentes (en
el caso de Espafia, el 68%). Ademas, en regiones en las que la mortalidad infantil debida a Streptococcus
pneumoniae es mayor, la cobertura estimada de la vacuna es aun inferior, siendo 62% en Africa, 60% en
Latinoamérica y 38% en Asia.

Tomado de: http://www.madrimasd.org/blogs/microbiologia/2008/06/23/95314 (Consulta 01 de junio 2013).

En contraste, en algunas poblaciones como las tribus indigenas americanas la
eficacia de la vacuna es del 50%, por lo que ahora se estan desarrollando nuevas vacunas

para esas regiones donde se espera una mayor proteccion (Cancion y col., 2013).

Existen variaciones en la prevalencia de cada serotipo en las distintas areas
geograficas y cambios a lo largo del tiempo en la circulacién de los mismos. Este hecho
condicionara variaciones en la efectividad de una misma vacuna con un nimero limitado de
serotipos en regiones diferentes y en periodos distintos, por lo tanto, es evidente la

necesidad de vacunas que ofrezcan cobertura a un niUmero mayor de serotipos.

La vacuna antineumocdcica conjugada 13-valente (PCV-13) contiene seis serotipos
adicionales (1, 3, 5, 6A, 7F y 19A), y esta reemplazando a la PCV-7 en varios paises
(Anexo 1). El serotipo 1 fue incluido debido a que representa mas del 10% de todos los
casos de enfermedad invasiva en nifios menores de 5 afios, ademas en conjunto con el
serotipo 5 ha sido sefialado como serotipo asociado a brotes de enfermedad en nifios de
paises sub-desarrollados. El serotipo 19A ha sido también sefialado como un importante
agente causal de enfermedad invasiva (bacteriemia, meningitis y otitis media) en los
altimos afios, al igual que el serotipo 3. El serotipo 7F de S. pneumoniae esta asociado en
Europa a una alta mortalidad. La inclusion del serotipo 6A tiene un impacto mundial,
debido a que se ha mantenido como el principal colonizador, ademas es uno de los mas
virulentos en adultos y es el principal causante de enfermedad invasiva en nifios (Henriques

y col., 2000).
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Es importante realizar estudios donde se determinen los serotipos circulantes en una
poblacion, por medio de analisis que permitan estimar la cobertura tedrica alcanzada de las
vacunas actuales, predecir el resultado de su aplicacion y desarrollar vacunas més eficaces
en el futuro (Coskun y col., 2012). Dichos andlisis se pueden realizar mediante los
polisacaridos capsulares, estos pueden ser detectados y diferenciados en el laboratorio, a
través de métodos inmunoldgicos usando antisueros especificos mediante la reaccion de

Quellung, descrita originalmente por Neufeld en 1902.

Debido a la gran diversidad de serotipos descritos hasta la fecha y el tiempo que se
llevaria diferenciarlos en su totalidad, aunado con el alto costo que implica el uso de una
gran cantidad de antisueros para detectarlos, resulta dificil la aplicacion de esta técnica en
muchos laboratorios, por lo que en los ultimos afios ha sido sustituida por meétodos

moleculares.

El locus que contiene los genes requeridos para la sintesis de la cadpsula se denomina
Locus cps (capsular polysaccharide synthesis, por sus siglas en inglés); por lo tanto codifica
las enzimas necesarias para la sintesis del polisacarido, la proteina flipasa para el transporte
a través de la membrana y la polimerasa para la formacion del polisacarido que finalmente

es ligado a la pared celular. La organizacion del Locus Cps se presenta a continuacion.
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Figura 4. Organizacién genética del Locus cps de S. pneumoniae. Los primeros cuatro genes
cpsA, cpsB, cpsC y cpsD son conservados. A partir de cpskE, los genes comienzan a ser especificos de
serotipo, es decir, genes especificos para la construccién del polisacarido capsular del serotipo indicado, en
este caso serotipo 1. Tomado y adaptado de: Sisco, 2010.

El Locus cps exhibe una organizacion conservada, donde las secuencias especificas
para cada serotipo estan flanqueadas por secuencias comunes a todos los serotipos.
(Mitchell, 2010; Noda y col., 2002; Sisco, 2010). Por ejemplo, se ha demostrado mediante
estudios bioquimicos que los polisacaridos capsulares de los serotipos 6A y 6B son
polimeros lineales con una unidad repetida que contiene cuatro monosacaridos: ramnosa,
ribitol-fosfato, galactosa y glucosa (Park y col., 2007). La diferencia entre ambos radica en
un enlace ramnosa -(a1,3)-ribitol en el serotipo 6A y en un enlace ramnosa -(a-1,4 )-ribitol
en el serotipo 6B, lo cual se relaciona con un polimorfismo de un solo nucledtido en el gen
de la ramnosil transferasa (wciP). La estructura de la unidad repetitiva del serotipo 6C
también ha sido reportada y es mas similar a la del serotipo 6A, presentando el enlace
ramnosa —(al,3)-ribitol. Sin embargo es su configuracion polisacaridica ocurre la

sustitucion de un azucar (galactosa en 6A 'y 6B; glucosa en 6C) (Mavroidi y col., 2007).
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Figura 5. Unidades repetitivas de los cps serotipos 6A, 6B y 6C junto con la organizacion de los
respectivos clusters capsulares de S. pneumoniae. En la parte superior se comparan las estructuras de los
serotipos presentes en el serogrupo 6; las diferencias entre los polisacaridos se muestra enmarcado. Nétese
que la diferencia entre los serotipos 6A 0 6B y 6C radica en la existencia de un azUcar (Galactosa o0 Glucosa)
respectivamente y la diferencia entre los serotipos 6A 0 6C y 6B es en base a un enlace (o-1,3 o a-1,4). En la
parte inferior se detallan los genes capsulares que se encuentran situados entre los genes dexB y aliA en el
genoma de S. pneumoniae. Los genes que poseen mas del 90% de identidad se representan por flechas del
mismo color y sombreado. Para nombrar los genes se ha utilizado la nomenclatura clésica de Bernheimer y
Wermundsen, 1972 .Madificado de trabajos previos de Bentley y col., 2006.

Se han reportado altas tasas de infeccion respiratoria en poblaciones indigenas de
todo el mundo, principalmente en Venezuela, por lo que se hace necesario realizar estudios
para determinar los serotipos de S. pneumoniae circulantes en la poblacién, con apoyo de
técnicas moleculares, como lo es la PCR multiple. Estos trabajos permitiran inferir el
resultado de la introduccion de vacunas neumocadcicas conjugadas, que tendrian un impacto
positivo para la etnia Warao, debido a que permitira disminuir la incidencia de enfermedad

neumocdcica invasiva en estas comunidades.
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ANTECEDENTES

Se estima que todos los nifios en algin momento de su etapa preescolar han sido
portadores de S. pneumoniae en al menos una ocasion, siendo los seis meses de vida la
edad media de la primera colonizacion por S. pneumoniae. Teniendo en cuenta que la
mayoria de los nifios sanos han sido portadores de este microorganismo, muy pocos
finalmente desarrollan enfermedad invasiva. Sin embargo, aunque la mayoria de los nifios
no van a padecer enfermedad, van a ser los principales reservorios y transmisores de la

bacteria en el hogar y la comunidad (Vera, 2010).

S. pneumoniae es parte de la flora comensal del tracto respiratorio superior en
conjunto con Moraxella catarrhalis, Shaphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis y otros estreptococos a-hemoliticos, en donde la colonizacion
nasofaringea es un proceso dindmico por el recambio constante de especies. Existe un
equilibrio entre la flora autoctona y los germenes que transitoriamente invaden la
nasofaringe, por ejemplo: S. pneumoniae compite con  Streptococcus viridans o

Staphylococcus aureus, pero tiene una relacion positiva con Neisseria meningitidis.

Ademas de estas interacciones ecoldgicas, existen factores del entorno
determinantes de las modificaciones de la flora nasofaringea. Estos factores aumentan la
posibilidad de portar S. pneumoniae en la infancia, y van desde el hacinamiento, las
condiciones socioecondmicas, el tabaquismo, la asistencia 0 no a guarderias y centros
escolares, dormir en posicion decubito dorsal (boca arriba) y la infeccion viral

concomitante. Es de hacer notar, que la colonizacidon nasofaringea por S. pneumoniae, asi
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como la enfermedad neumocécica invasiva, es mas prevalente en determinadas etnias,
como los indios Apache y Navajo, poblacién nativa de Alaska, Amerindios y poblacion

aborigen australiana (Watt y col., 2007; Millar y col., 2009; Verhagen y col., 2013)

Los estudios de colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae son de gran utilidad
para determinar los grupos en riesgo y, al mismo tiempo, permiten conocer la distribucion
de los serotipos circulantes en la poblacion y evaluar el impacto de la utilizacion de

vacunas antineumococicas.

Un hecho central en la epidemiologia de las infecciones neumococicas es la
colonizacion nasofaringea, ya que es el paso previo a la infeccion y representa el reservorio
de la enfermedad. Se ha estimado que entre un 25% y un 60% de los nifios menores de 4
afios estan colonizados. En poblaciones no vacunadas frente a S. pneumoniae, los serotipos
gue con mas frecuencia colonizan la nasofaringe son el 1, 3, 6A/B, 14, 19F y 23F (Picazo y

col.,, 2011).

En adultos, debido a que la prevalencia de colonizacion es menor gue en nifios, s
dificil caracterizar el patrén de serotipos presentes de S. pneumoniae. Sin embargo, en un
estudio llevado a cabo por el Departamento de Medicina Interna de Chile, durante el 2007,
se observo que los serotipos mas prevalentes encontrados en la poblacion fueron el
serogrupo 6 (18%) y el serotipo 14 (15%), después en orden de importancia estuvieron los
serotipos 19F (9%), 15 A (9%) y 5 (6%). Es decir, tan sélo 2 serotipos correspondieron casi
a la mitad de los biotipos prevalentes en la portacion en adultos: 6 y 14 (Altuzarra y col.,

2007). Estos resultados coinciden con los obtenidos por el Sistema de Redes de Vigilancia
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de los Agentes Responsables de Neumonias y Meningitis Bacterianas en el periodo 2000-
2005, donde caracterizaron aislamientos invasivos de 3.406 cepas de S. pneumoniae en
adultos de América Latina y el Caribe. Este grupo de investigadores encontrd que el
serotipo 14 fue el principal colonizador de la nasofaringe con 8,9% del total de aislados,

sequido del serogrupo 6 con 8,5% y el serotipo 3 con 7,3% (Gabastou y col., 2008).

Se reconocen 93 serotipos de S. pneumoniae, en base a las diferencias de
composicion de la capsula polisacaridica y se agrupan en 46 serogrupos en el sistema de
nomenclatura Danes, donde al serogrupo se le asigna un ndmero y al serotipo una letra

(Noday col., 2002; Kadioglu, 2008).

La serotipificacion de los neumococos aislados de pacientes con diversos sindromes
clinicos, por lo general no es necesaria. Sin embargo, en algunos estudios donde los
protocolos tienen por objeto evaluar la eficacia de una vacuna y la transmision de
microorganismos sera necesario seroagrupar Yy serotipificar los aislamientos de S.

pneumoniae.

En un principio la reaccién de Quellung era utilizada tradicionalmente para
serotipificar aislados de S. pneumoniae. Es una reaccion bioquimica y especifica que usa
anticuerpos polivalentes para que se unan a la capsula de S. pneumoniae (von Gottberg y

col., 2013); se produce cuando un anticuerpo tipo especifico se une al polisacarido capsular
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de S. pneumoniae y causa un cambio en el indice refractivo de la c&psula, cambiando el

aspecto de la misma (Kadioglu, 2008).
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Figura 6. Reaccion de Quellung. Los anticuerpos empleados reconocen los polisacaridos en la
superficie de la capsula e inducen un cambio en el indice refractivo de la capsula, que al ser visto al
microscopio da la apariencia de un hinchamiento capsular (a la derecha prueba positiva, para esta reaccion).
El resultado debe ser observado al microscopio por untécnico entrenado. Tomado de
http://www.proteomika.com/index.php?option=com_content&task=view&id=339&Itemid=331 (Consulta 06
de Junio de 2013).

Los procedimientos basados en la reaccion de Quellung son procesos laboriosos y
complejos, que requieren de personal especializado para una correcta interpretacion del
resultado, aunado con el alto costo que implica usar una gran cantidad de antisueros en esta

técnica.

En consecuencia, se propone utilizar una PCR multiple que permite la deteccion de
38 serotipos comunes, para ser aplicado en aislados de S. pneumoniae provenientes de
muestras tomadas con hisopados nasofaringeos en nifios y madres, habitantes del pueblo

Warao.
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El desarrollo de la PCR mdltiple para la serotipificacion de S. pneumoniae fue
publicado por primera vez por Lawrence y colaboradores en el afio 2003 (Lawrence y col.,
2003). Los investigadores aseguraron que todos los cebadores empleados tuviesen una
temperatura de alineamiento similar para que ninguna reaccién de amplificacion se viera
favorecida sobre otra, adicionalmente verificaron que los productos de amplificacion
obtenidos fuesen de tamafos diferentes para que pudieran ser distinguidos, tras el empleo

de electroforesis en geles de agarosa.

En la investigacion de Pai y colaboradores en el 2006, se presenta una PCR
multiple capaz de detectar 28 serotipos de S. pneumoniae, reportando discrepancias entre
los resultados obtenidos por el método de PCR mudltiple y la Reaccion de Quellung. En
estos casos, el método de PCR fue preciso debido a que el re-ensayo de las cepas por el
método tradicional, demostré la presencia de errores atribuidos al personal que ejecuta la
técnica, especialmente a la hora de diferenciar serotipos comprendidos dentro del mismo
serogrupo, lo que fortalece el concepto que los métodos moleculares pueden proporcionar
una metodologia mas confiable. El trabajo propuesto por estos autores se resume en la

figura 7.
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Figura 7. Esquema de trabajo propuesto por Pai y colaboradores en el afio 2006, para la
serotipificacion de aislados de S. pneumoniae (a la Izquierda) y su PCR mudltiple estandarizada (a la
derecha). Cada reaccién comprende 4 pares de cebadores destinados a identificar 4 serotipos distintos. La
primera reaccion detecta los serotipos 19A, 22F, 6B y 3. La segunda detecta los serotipos 14, 4, 12F y 9V. La
tercera detecta los serotipos 33F, 23F, 11A y 7F. La cuarta detecta a 19F, 18C, 16F y 35B. La quinta detecta
los serotipos 8, 15B, 38 y 31. La sexta los serotipos 1, 34, 35F y 10A. Por ltimo, la séptima reaccion detecta
los serotipos 7C, 15A, 20y 17F. Tomado y adaptado de Pai y col., 2006.

Siguiendo como modelo el trabajo de Pai y colaboradores, importantes estudios

fueron realizados con el fin de validar esta metodologia.

En el afio 2011 Jourdain y colaboradores, realizaron un ensayo de PCR mudltiple
para la deteccion especifica de 30 serogrupos /serotipos de S. pneumoniae. Este ensayo
multiple se compone de 7 reacciones de PCR consecutivas y fue validado durante un

estudio prospectivo realizado en Bélgica en el momento de adopcion de la vacuna
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antineumocdcica conjugada 7 valente. El ensayo de PCR multiple permitid a los
investigadores la tipificacion del 94% de los aislamientos de S. pneumoniae provenientes
de nifios asistentes de preescolar (n=332). El 75% de los aislamientos se tipificaron después
de las 3 primeras reacciones de la PCR y los resultados fueron concordantes con la

posterior identificacion por la Reaccion de Quellung (Jourdain y col., 2011).

En el afio 2012 Coskun, y colaboradores estandarizaron una PCR multiple para la
deteccion de los 13 serogrupos/serotipos de S. pneumoniae cubiertos en la vacuna
antineumocdcica conjugada 13 valente (PCV-13). De los 182 aislados obtenidos, 150
fueron identificados como serotipos vacunales de la PCV-13. Los 32 aislados restantes,
arrojaron resultados negativos, debido a que correspondian a Streptococcus [-hemoliticos.
Si bien hubo una excelente correlacion de los resultados obtenidos por este método a nivel
de serogrupo, hubo cierta reactividad cruzada a nivel de serotipo. Los cebadores dirigidos a
los serotipos 6A/B, 7F, 9V y 18C no eran completamente serotipo especifico y
reconocieron adicionalmente a los serotipos 1 y 3. Sin embargo, los investigadores sefialan
que el ensayo de PCR mudltiple, de un solo paso, exhibié 100% de sensibilidad y
especificidad, lo que sugiere que su utilizacién puede reducir significativamente el uso de
antisueros por el método tradicional que requiere de reactivos costosos (Coskun y col.,

2012). El producto de amplificacion obtenido en este estudio se presenta en la figura 8.
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826 (7F)
753 (9V)
(18C) 573
(4) 430 478 (19A)
384 (23F
(3) 371 362&.’) )
(1) 280 304 (19F)
(6A/B) 250
(14) 189
(cpsA) 160 160 (cpsA)

Figura 8. PCR mudltiple, de un solo paso, estandarizada por Coskln y colaboradores. Se
detallan los productos de amplificacion de los serogrupos/ serotipos vacunales de la PCV-13 (14, 6A/B, 1,
19F, 5, 3, 23F, 4, 19A, 18C, 9V y7F). M1&M2: corresponden a los marcadores de peso molecular y el cpsA
al control interno positivo (producto de amplificacion 160pb). Tomado de Coskun y col., 2012

Garcia y Levine, indicaron que la distribucion de los principales serotipos en las
Américas ha sido estable a lo largo del tiempo, siendo el serotipo 14 el que mas se aisla en
la mayoria de los paises que participan en el Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes

Bacterianos Responsables de Neumonias y Meningitis (SIREVA) (Garcia y col., 2006).

Rivera y colaboradores, en el afo 2010 con su trabajo: “Estado de Portador
Nasofaringeo de Streptococcus pneumoniae en madres e hijos de la poblacion indigena
Panare del Estado Bolivar, Venezuela”, reportan que la tasa de colonizacion disminuye
con el incremento de la edad, las tasas mas elevadas se presentan en los nifios menores de 2
afios y las més bajas en adultos. Sus datos arrojan una elevada tasa de colonizacion, por S.
pneumoniae lo cual conduce a desarrollar enfermedad neumocadcica invasiva en el pueblo

Panare (Rivera y col., 2010).
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Este mismo grupo de investigadores en el afio 2011 realizaron un estudio para conocer
cudles son los serogrupos/serotipos de S. pneumoniae circulantes en nifios urbanos de
Caracas-Venezuela. Los serotipos méas predominantes entre los portadores fueron 6B
(29%), 19A (13,8%), 23F (10%), 14 (8,3%), 6A (8,3%) y 15B / C (3,3%) y entre cepas
invasoras 6B (25%), 14 (15%), y 19A, 6A, 7F, y 18C (7,5%). Es de hacer notar que los
serogrupos/serotipos 1, 5, 7F y 18C, que cubren conjuntamente 30% de las cepas invasivas,
representan menos del 0,7% de las cepas portadoras (Rivera y col., 2011). Sin embargo, los
investigadores infieren que la introduccion de vacunas antineumocdcicas conjugadas en

nuestra poblacion pediatrica tendria un impacto positivo en la prevencion de la enfermedad.

Todos estos reportes nacionales e internacionales, proponen que un programa de
vacunacion antineumocacica tiene beneficios que van mas alla de la proteccion ofrecida a
nifios vacunados. Si se reduce la circulacion de S. pneumoniae es posible disminuir la
transmision hacia y entre personas no vacunadas, y de esta forma brindar una proteccion
indirecta. Esta inmunidad colectiva se hace evidente al observarse una reduccion en la

circulacion de serotipos incluidos en la vacuna antineumocdcica aplicada a la poblacion.

En la poblacién vacunada norteamericana se ha comprobado un descenso del 80%
en la tasa de incidencia de enfermedad neumocdcica invasiva en nifios menores de 5 afios,
luego de la introduccion de la vacuna antineumocdcica conjugada 7-valente (PCV-7)
(Active Bacterial Core Surveillance Report, 2008). Se observo un descenso en los serotipos

vacunales del 99%, mientras que, por el contrario, se reportdé un aumento en la tasa de
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incidencia de enfermedad neumocdcica invasiva debida al serotipo 19A (Diaz-Conradi,
2008).

En 19 paises Europeos la PCV-7 se encuentra dentro del esquema de vacunacion
recomendado. Aunque existe una variacion en la incidencia de enfermedad invasiva segin
el método de vigilancia, se considera que la PCV-7 en Europa ha reducido los niveles de
enfermedad neumocdcica a causa de los serogrupos/serotipos vacunales (Vestrheim y col.,
2008). En paises como Alemania e Italia se ha observado un descenso en las

hospitalizaciones por neumonia y meningitis a causa de S. pneumoniae.

Con respecto a la PCV-13, Moraga (2009) asegura que en Espafia la cobertura de la
vacuna fue del 79% en nifios menores a los 2 afios, 89% en nifios mayores a los 2 afios y
71% en adultos, teniendo un beneficio aun mayor para la poblacién y reduciendo
drasticamente los serogrupos/serotipos invasivos en las comunidades europeas que
adoptaron la vacuna. Situacion similar se presento en Costa Rica, tras la introduccion de la
PCV-13, donde se reporto que la cobertura alcanzada fue del 81%. Sin embargo se observé
emergencia de nuevos serotipos (7C, 15B y 22F), que representaron el 19,1% del total de

aislados en el afio 2012 (Arguedas y col., 2012).

Con estos datos es evidente que, tanto en América, como en Europa la PCV-7 y la
PCV-13 han contribuido a disminuir la enfermedad neumocécica invasiva global, asi como,
al desplazamiento de los serotipos causantes de enfermedad neumocdcica, incluidos en

estas vacunas.
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Actualmente en el Laboratorio de Tuberculosis, del Instituto de Biomedicina se esta
Ilevando a cabo un estudio encabezado por el Dr. Jacobus H. de Waard, para determinar
los serotipos circulantes de S. pneumoniae en la etnia Warao localizada en el estado Delta
Amacuro, Venezuela. A las muestras obtenidas de hisopados nasofaringeos se le aplicaron
técnicas bacterioldgicas convencionales, incluyendo la prueba de susceptibilidad a la
optoquina (Anexo 2).

Tradicionalmente, la identificacién de S. pneumoniae es realizada con base en la
susceptibilidad a la optoquina. Sin embargo, la emergencia de cepas de S. pneumoniae
resistentes a la optoquina (atipicas) dificulta su identificacion. Kacou y colaboradores, en
el afio 2010, en su estudio sobre la resistencia a optoquina por S. pneumoniae, reporta que
la misma se debe a mutaciones, los autores informan que existen mutaciones puntuales en
los genes que codifican subunidades de la ATPasa, los cuales confieren resistencia a la
optoquina sobre S. pneumoniae (Kacou y col., 2010). También puede haber una asociacion
entre el uso de los farmacos antipalidicos y la evolucion de la resistencia optoquina; por lo
tanto la vigilancia de cepas resistentes a optoquina debe continuar y asi discutir los
métodos empleados para certificar el diagnostico para este agente etiologico (Cortes y col.,
2008).

La presente investigacion tiene como principal objetivo realizar un estudio sobre la
tasa de colonizacion nasofaringea por Streptococcus pneumoniae en comunidades
indigenas Warao del Estado Delta Amacuro y determinar los serotipos presentes en la
poblacion en el marco de un estudio de pre-vacunacion, por ser ésta una poblacion
geograficamente aislada que presenta dificultad al acceso de atenciobn médica y que

demuestra alta incidencia de infecciones respiratorias agudas causadas por S. pneumoniae.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

v Determinar los serotipos circulantes de Streptococcus pneumoniae aislados de nifios de
0 a 12 afios y sus madres, pertenecientes a comunidades indigenas Warao del estado

Delta Amacuro, Venezuela.

Objetivos Especificos:

v Determinar la prevalencia de colonizacién nasofaringea por Streptococcus pneumoniae

en comunidades indigenas Warao del Estado Delta Amacuro.

v Determinar la distribucion de los serotipos de Streptococcus pneumoniae presentes en

las comunidades indigenas Warao.

v' Determinar la cobertura tedrica de la vacuna neumococica conjugada 13-valente en la

poblacion Warao.
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MATERIALES Y METODOS
v Poblacion y Muestra

Para este estudio, se consideraron las normas establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud para trabajos de investigacién en seres humanos. Cada visita contd
con la participacion del personal médico y personal del Laboratorio de Tuberculosis del
Instituto de Biomedicina. Se solicité consentimiento escrito y verbal de los padres, para
la toma de muestra de los nifios. (Anexo 3). Se tomaron 984 muestras de hisopados
nasofaringeos, provenientes de 308 madres y 676 nifios, en visitas organizadas a 9
comunidades indigenas de la etnia Warao, localizadas en el estado Delta Amacuro,
Venezuela, en el marco de un estudio de vacunacion, en la fase de pre-vacunacion con
la PCV-13 (figura 9). Las muestras fueron tomadas por personal médico y fueron
procesadas para bacteriologia por el personal del Laboratorio de Tuberculosis. Es
importante resaltar que el criterio de inclusion de los participantes en el estudio fue de

nifios con y sin sintomatologia, al igual que sus madres.

GUAYANA ESEQUIBA
ZONA EN RECLAMACION

soLivar
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K

ESTADO DELTA AMACURO
Figura 9. Estado Delta Amacuro. Visualizacién de las distintas comunidades pertenecientes a la etnia

Warao para el estudio de vacunacion. Las comunidades que participaron en el estudio: 1 Araguaibisi; 2
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Ibaruma; 3 Guayaboroina; 4 Isla de Bonoina; 5 Araguaimujo; 6 Jobure de Curiapo; 7 Arature; 8 Winikina y
9 Merejina. Tomado y Adaptado de http://pubget.com/profile/author/Ismar%20A%201A%20Rivera-Olivero
(Consulta 05 de Abril 2013).

v Recoleccion de Muestras
De cada individuo se obtuvo una muestra de secrecion nasofaringea. Para ello se
introdujo un hisopo flexible en la nariz, marca Coplan®, el cual es inerte y no téxico para

las bacterias (Madigan, 2010).

Para la toma de muestra, la cabeza del paciente debe desplazarse hacia atras y la
cabeza debe estar inmovilizada, se introduce el hisopo hasta la nasofaringe, realizando

ligeros movimientos de rotacion para tomar una cantidad suficiente y representativa.

Figura 10. Toma de muestra de un
hisopado nasofaringeo. Se observa la
anatomia de la nasofaringe y la via que
necesita seguir el hisopo para alcanzar el
punto en el cual se obtiene la muestra en la
narina posterior.

Tomado de:
http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/gss/publications/documents/ArgentinaLevell/Manualprocedimientos. pdf
(Consulta 07 de abril de 2013)

v' Transporte de las Muestras

Una vez obtenida la muestra, los hisopados nasofaringeos fueron depositados en
tubos eppendorf y transportados en STGG (leche descremada 2%, tripticasa de soya 3%,

glucosa 0,5% vy glicerol 10%), un medio de almacenamiento a largo plazo. Los hisopos
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contenidos en STGG, se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, durante todo el proceso de
traslado y posteriormente fueron almacenados a -20°C, asi se asegurd la sobrevivencia de

las especies bacterianas presentes (O"brien y col., 2001; OMS, 2004).

v Procesamiento Bacterioldgico

Una vez en el laboratorio las muestras contenidas en los hisopados nasofaringeos,
se extrajeron con una pinza estéril y se inocularon en placas de agar sangre y agar sangre
mas gentamicina, seguidamente fueron incubadas en un ambiente de microaerofilia por 24
y 48 horas a 37 °C. Se observé la morfologia de las colonias, seleccionando las de interés
(colonias o hemoliticas) para proceder a realizar un extendido y colorear con la tincion de
Gram (Mindy-Perilla, 2004). El criterio de seleccion se realizo siguiendo los lineamientos
del flujograma de procesamientos de hisopados nasofaringeos, descrito en la seccion de
anexos, (Anexo 2). De este repique se tomd un inoculo para realizar pruebas
bacterioldgicas como sensibilidad a la optoquina y tincion de Gram, que confirman la
identificacion de S. pneumoniae, ambas descritas a continuacion. También se resuspendio
una asada del crecimiento bacteriano en 100 pl de buffer TE 1X (Tris-HCI pH: 8, 10mM vy

EDTA pH: 8, 1Mm), para realizar la posterior extraccion del genoma bacteriano.

Prueba de Susceptibilidad a la Optoquina

La prueba de susceptibilidad a la optoquina (etilhidrocupreina) se realiz6 con un
disco de 6 mm, con 5 pg de optoquina Yy tiene por objetivo diferenciar e identificar las
cepas de S. pneumoniae (CCPF, 2000; Mindy y col., 2004). Las cepas susceptibles a
optoquina correspondian a S. pneumoniae, con un halo mayor o igual a 14 mm de longitud.

El protocolo de esta técnica, se describe a continuacion:
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Se toco la colonia sospechosa a-hemolitica con un asa bacterioldgica estéril y en
una placa de agar sangre se estrio para el aislamiento. Se coloc6 un disco de optoquina con
un didmetro de 6 mm (que contenia 5ug de ethilhidrocupreina) sobre la estria del indculo.
Se incubaron las placas en una incubadora de CO, a 35°C durante 18-24 horas y

posteriormente se interpretaron los resultados.

Figura 11. La prueba de susceptibilidad a la
optoquina para la identificacion de S. pneumoniae.
La cepa de la estria superior, es resistente a la optoquina
y por lo tanto no es neumococo. Las cepas estriadas en
el centro y en la parte posterior son susceptibles a la
optoquina y son identificadas como S. pneumoniae.

Tomado de:
http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/gss/publications/documents/Argentina-Levell/Manual_procedimientos. pdf
(Consulta 07 de abril de 2013)

Tincién de Gram

La tincion de Gram es uno de los métodos de tincion mas importantes en el
laboratorio microbiologico (Madigan y col., 2010). Descrita en forma breve, la secuencia

de la tincion es la siguiente:

Se realiz6 un extendido delgado de la colonia sobre un portaobjetos. Luego de estar
seco, se procedio a fijar el material a estudiar, pasando la lamina 2 o 3 veces por la llama de
un mechero. Se coloco la ldmina sobre un soporte y se cubrié con cristal violeta (1%)
durante un minuto, se lavo con agua corriente. Luego se cubrio la placa con lugol de Gram

durante un minuto, se lavo de nuevo con agua corriente. Se procedid a decolorar con una
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mezcla de alcohol-acetona (2:1) durante 30 segundos. Se cubrié la placa con safranina
(0,5%), durante un minuto, se lavd con agua y se dejé secar al aire libre. Finalmente se
observo al microscopio con aceite de inmersién, objetivo 100X, condensador abierto

totalmente para que la luz pase y se obtenga buena iluminacion.

Es importante resaltar, que si bien se colabor6é con la culminacion de esta
metodologia, la mayor parte del procesamiento bacterioldgico lo llevd a cabo el personal
del laboratorio de enfermedades respiratorias de la Escuela José Maria Vargas de la UCV y
personal del Laboratorio de Tuberculosis del Instituto de Biomedicina. De aqui en adelante
se presenta la metodologia que ayudé a alcanzar los objetivos propuestos en este proyecto

de tesis.

v' Extraccion de ADN

El ADN de las muestras bacterianas se extrajo de manera sencilla, mediante la
aplicacion de un “boiling” (Molmes y col., 1981). Una asada de microorganismos se
resuspendio en 100 ul de buffer TE (Tris-EDTA, 10mM), para ser calentado en un bafio de

Maria a 100°C, por diez minutos.

Esta metodologia se aplico para aislados con micromorfologia de cocos gram
positivos y colonias oo hemoliticas, con susceptibilidad y resistencia a la optoquina, debido
a gque se ha observado un porcentaje de cepas de S. pneumoniae resistentes al antibidtico

(Kacou y col., 2010; Cortés y col., 2008).
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Una vez realizada la extraccion, para obtener el ADN, se centrifugd este lisado
por 3 minutos a 13.000xg y se tomaron 5ul del sobrenadante para la realizacion de la PCR

multiple.

v" PCR Mdiltiple para la serotipificacion de S. pneumoniae

En el laboratorio se emple6 una PCR multiple basada en la deteccion directa de 38

serogrupos/serotipos, la cual se estandarizé a través del trabajo de Pai en el 2006.

La PCR consiste en ocho reacciones organizadas de tal forma que los serotipos y
serogrupos de mayor prevalencia en el pais son detectados en un orden de importancia, de
acuerdo a lo suministrado por trabajos cientificos en otras etnias, aportes del Sistema
Regional de Vacunas, de la Organizacion Panamericana de la Salud y estudios llevados
anteriormente en Venezuela para determinar los serotipos circulantes en la poblacion

venezolana.

El uso de controles internos positivos es necesario para el reconocimiento de
resultados falsos negativos (Sisco, 2010; Coskun y col., 2012). En el caso de S. pneumoniae
se utilizaron secuencias conservadas en el gen cpsA del Locus cps comun a todos los

serotipos.

A continuacién se describen los cebadores empleados, sefialando sus secuencias y

el tamafio del producto de amplificacion que generaron.

Tabla 1. Cebador para el gen CpsA, control positivo interno (Pai y col. 2006).

Cebador Secuencia5'- 3’ Banda Esperada (pb)

cpsA- for GCAGTACAG CAGTTT GTT GGA CTG ACC 160
cpsA-rev. GAATAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC
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Tabla 2. Cebadores empleados en la PCR mdltiple para la deteccion de los
serogrupos/ serotipos de S. pneumoniae (Pai y col., 2006; Rivera-Olivero y col., 2007,

CDC, 2008).
Reaccién 1 Reaccion 2 Reaccion 3
Cebador | Banda Gen Cebador Banda Gen | Cebador Banda Gen
Esperada (pb) Esperada (pb) Esperada (pb)
23A-for 712 Wzy 16F-for 717 wzy 10A-for 628 wcr
23A-rev 16F-rev 10A-rev G
19E-for 607 Wzy 38-for 574 wzy 35F-for 517 wzy
19E-rev 38-rev 35F-rev
19A-for 566 Wzy  15B/C-for 496 wzy 4-for 430 wzy
19A-rev 15B/C-rev 4-rev
19A-for 478 mnaA 34-for 408 wzy 3-for 371 galu
19A-rev 34-rev 3-rev
19F-for 304 Wzy 33F-for 338 wzy 1-for 280 wzy
19F-rev 33F-rev 1-rev
6-for 250 WwCciP 14-for 208 wzy
6-rev 14-rev
Reaccién 4 Reaccion 5 Reaccion 6
22F-for 643 werG  17F-for 693 wciP  24A-for 686 wzy
22F-rev 17F-rev 24A-rev
9N/L-for 516 Wzy  7F/A-for 599 wzy 20-for 514 weil
ON/L- TFIA- 20-rev
rev rev
11A-for 463 Wzy 15A-for 436 wzy  12F-for 376 wzy
11A-rev 15A-rev 12F-rev
5-for 362 galu 2-for 290 wzy 29-for 259 wzy
5-rev 2-rev 29-rev
45-for 238 Wzy  23B-for 200 wzy
45-rev 23B-rev
Reaccion 7 Reaccion Triple
31-for 701 Wzy  9V/A-for 816 wzy
31-rev 9V/A-rev
35B-for 677 wcerH 18-for 573 wzy
35B-rev 18-rev
7C-for 260 wewL  23F-for 388 wzy
7C-rev 23F-rev
8-for 201 Wzy
8-rev

La secuencia de los cebadores empleados se describe en la tabla 5, ubicada en la

seccion de anexos. Las PCR se realizaron imitando al procedimiento de una marcha

analitica, es decir, una vez identificado un serotipo por reaccion 1, el mismo no concursa

para ser pasado por las siguientes reacciones. Las reacciones fueron realizadas en

volumenes de 20pL, cada reaccion contenia: Buffer 2,5uL (1X) [Buffer: Tris HCI (pH:8)

20mM, Cloruro de Potasio, 100mM; EDTA 0,1mM, Dithiothreitol 1M, Tween 20 (0,5%) y

Noridet (0,5%)], MgCl, 2,5 ul (2,5mM), dNTPs 2,5 uL (ImM), Taq polimerasa 0,5 pL

(1U) FUNDAIM, control positivo interno [Cebador CpsA- for 0,25 uL (0,2uM) y Cebador
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CpsA- rev 0,25 pL (2uM)], Agua des-ionizada estéril 4 pL, Enhancer o facilitador
(Sacarosa) 5 uL (1M). Luego se adicionaron 2,5uL de una mezcla de cebadores
previamente preparada en partes iguales y cuya concentracion final en la mezcla de PCR

era de 0,5uM.

Después de haber alicuotado 20 pL de coctel de PCR en cada eppendorf, se
afiadieron los 5uL. de ADN molde. EI programa en el termociclador para todas las
reacciones comprendia una desnaturalizacién a 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos:
94°C por 45 segundos (Amplificacion), 54°C por 45 (Alineamiento) y 65°C por 2 minutos

y 30 segundos (Polimerizacion).

Por ultimo, una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes fueron separados en

funcion de su tamafio por medio de un proceso de electroforesis en geles de agarosa.

v’ Electroforesis para la Visualizacion de los Fragmentos de ADN, en Geles de
Agarosa

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 3% (p/v); preparados con buffer
Tris-Borato (0.5X). (TBE: 45mM Tris-Borato y 1ImM EDTA a pH: 8.0). Se utiliz6 bromuro
de etidio para la coloracion (0,5ug/mL) y se empled buffer de carga 1X [(0,25% p/v) azul

de bromofenol, (30% p/v) glicerol y (0,25% p/v) de xilencianol].

La corrida de los geles se llevo a cabo en una cdmara Maxicell, modelo EC360M
(EC Apparatus), en buffer TBE 0,5X a 70-80 voltios (Welhs, 1999). Los geles tefiidos
con bromuro de etidio se revelaron en un Trans-iluminador UV vy el registro fotografico se

realizd con el sistema Bio-Rad®.
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Para distinguir el tamafio de las bandas obtenidas y ayudar a la identificacion de los
serotipos, se hizo uso de marcadores de peso molecular de 50 y 100pb (Promega®);
comparando las bandas obtenidas con las esperadas para cada cebador especifico

(Sambrook y col., 1889).

v" Andlisis Estadistico

Una vez contabilizados los serogrupos/serotipos de S. pneumoniae encontrados en
las 9 comunidades indigenas muestreadas, se procedio a realizar un analisis estadistico para
conocer si las diferencias encontradas en la cobertura de la vacuna antineumococica

conjugada 13 valente (PCV-13), eran estadisticamente significativas.

El programa utilizado fue Minitab® 16 de Minitab Inc. (State College, Pensilvania,
EE.UU.), siguiendo los lineamientos del estadistico Altman (Altman, 1991), para la

realizacion de la Chi-Cuadrado (Chi-Squared Test).

Se agruparon los serogrupos/serotipos circulantes en la poblacion Warao, en 2
categorias, para facilitar el analisis (Altman, 1991). Las 2 categorias fueron VT donde se
incluyé a los serotipos cubiertos por la PCV-13 y NTV agrupando los serotipos no
vacunales. El resultado obtenido mediante el programa se presenta en la seccion de anexos,

en la tabla 6.
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RESULTADOS

El estudio abarcé 9 comunidades indigenas, donde se muestrearon 308 familias,
incluyendo 676 nifios y 308 madres. El promedio de nifios por familia fue 2,19. El estado
de portador en los integrantes de la etnia Warao fue de 46,04% (n=453), con 414 nifios
colonizados (61,2%) con edades comprendidas entre los 0 y 12 afios; y 39 madres (12,7%),
mayores de 15 afios. Los porcentajes de colonizacion nasofaringea se resumen en los

siguientes graficos.

A B C

Figura 12. Estado de portacién nasofaringea por S. pneumoniae en la etnia Warao ™ pacientes

colonizados por S. pneumoniae, B Ppacientes no colonizados por S. pneumoniae. A. Estado de portacion
nasofaringea por S. pneumoniae en la poblacion Warao en general (madres e hijos). B. Colonizacién
nasofaringea por S. pneumoniae en nifios. C. Colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae en Madres.

La figrura 13 resume la frecuencia de los diferentes serogrupos/serotipos de S.

pneumoniae en la poblacion Warao, en el afio 2012
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Frecuencia de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en la etnia
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Figura 13. Frecuencia de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en la poblacién Warao. NT
cepas no serotipificables por la PCR mdaltiple.

Se obtuvieron 488 aislados de S. pneumoniae; fue posible asignar un serotipo por el
método de PCR multiple a 379 cepas (77,6%), con respecto a los 109 aislados restantes
(22,3%) no se logr6 conocer el serotipo por estar fuera del grupo de los

serogrupos/serotipos identificados por la técnica.

Al evaluar la frecuencia de los serogrupos/serotipos circulantes en la poblacion
indigena Warao del Estado Delta Amacuro, se puede notar que el principal colonizador de
la nasofaringe por S. pneumoniae es el serogrupo 6 con un 21,1% (n=103) de cepas
identificadas con este biotipo. Otros serotipos frecuentes en esta poblacién para el periodo

2012 fueron: serotipo 1 con 53 aislados (11%), serotipo 14 con 42 aislados (8,6%), serotipo
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23F con 31 aislados (6,4%), serotipo 16 con 27 aislados (5,5%), el serotipo 19F con 23

aislados (4,7%) y el serotipo 19A con 22 aislados (4,5%).

El producto de amplificacion obtenido por una PCR Multiple, reaccién 1, se

presenta a continuacion.
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Figura 14. PCR mdltiple, Reacciéon 1. Se detallan los productos de amplificacién obtenidos
mediante los hisopados nasofaringeos de nifios y madres Warao (muestras 1 al 31). 100pb y 50pb:
corresponden a los marcadores de peso molecular (Promega ®). C+: es un control positivo correspondiente al
serogrupo 6 y el C- corresponde a un control negativo (Mezcla de PCR, sin ADN de S. pneumoniae). Noétese
gue las muestras 1, 2, y 28 corresponden a un serogrupo 6 (producto de amplificacion 220pb). Las muestras 3,
7, 8, 17, y 18 corresponden a un serotipo 19A (producto de amplificacion 478pb). La muestra 4 corresponde
a un serotipo 19F (producto de amplificacién 304pb).

Los datos obtenidos de la colonizacién nasofaringea por grupo etario, se resumen en
la figura 15, determinandose que el grupo etario comprendido entre los 0 a 6 meses,
alcanzé el mayor estado de portador con un 74,2% (23/31), seguido por el grupo etario de
los 7 meses a los 2 afios con un 67,2% (129/192) y el grupo etario de los 3 a 5 afios con un
62,3% (172/276). En este sentido la colonizacién nasofaringea en nifios de 6 a 8 afos

estuvo alrededor del 51,8% (71/137), mientras que en el grupo etario comprendido entre
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los 9 a 12 afios fue de 47,5% (19/40); demostrando nuestros resultados que la colonizacién

nasofaringea por S. pneumoniae disminuye paulatinamente con el incremento de la edad.

Porcentaje de colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae en niiios Warao

74,20%

51,80%

Porcentaje, %

Nifios 0-6 Meses Nifiosde 7 Meses-  Nifios 3-5 Afios Nifios 6-8 Anos
2 afios

Nifios 9-12 Aios

Figura 15. Porcentaje de colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae en nifios Warao, por grupo
etario.

La frecuencia de los principales serogrupos/serotipos predominantes en nifios

Warao, separados por grupo etario, se resumen en la figura 16, presentada a continuacion.
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Distribucion de serotipos de S. pneumoniae en niios Warao

35%
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Nifios 0-2 Nifios 3-5 Nifios 6-8 Nifios 9-12
Afios Afios Afios Afios
Grupo Etario

Figura 16. Distribucion de los principales serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en nifios
pertenecientes a comunidades indigenas Warao, por grupo etario. u Serogrupo 6, | Serotipo 1, n

Serotipo 14, n Serotipo 23F, | Serotipo 16, L Serotipo 19F, " Aislados no serotipifados por la PCR
multiple.

El serogrupo 6 es el que se mantiene como principal colonizador de la nasofaringe
en nifios de los grupos etarios de 0 a 2 afios (23,4%), de 3 a 5 afos (21,6%) y de 6 a 8 afios
(26,3%). Sin embargo, el principal colonizador en el grupo etario de 9 a 12 afios es el

serotipo 14 (21,1%).

Es de hacer notar que el serotipo 1 es un importante colonizador en todos los grupos
etarios, alcanzando en todos ellos alrededor del 10% en el nimero de aislados. Los
serotipos 23F y 19F colonizan a los tres primeros grupos (de 0 a 8 afios), al igual que el

serotipo 16. En este Gltimo, la colonizacién declina con el incremento de la edad.

48




La distribucién de los serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en las madres Warao,

se ve reflejada en la figura 17.

Frecuencia de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en madres

Warao

16 1

14

12
10 +

Numero de Aislados

o N B O
1

6 1 14 23F 19F 38 16 34 19A 3 33 10A NT
Serogrupo/Serotipo

Figura 17. Distribucién de serogrupos/serotipos en madres pertenecientes a la etnia Warao. NT
Aislados no serotipifados por la PCR mdltiple.

Se obtuvieron 42 aislados de S. pneumoniae en madres Warao, donde se pudo
asignar un serotipo por el método de PCR multiple a 26 aislados. Con respecto a los 16
aislados restantes no se le logré conocer el serotipo por estar aparentemente fuera del

grupo de los serogrupos/serotipos identificados por la técnica.

El serotipo 1 es el principal colonizador con 6 aislados, lo que representd el 14,2%
del total de aislados obtenidos. Otros biotipos de S. pneumoniae presentes en madres son el

serogrupo 6 con 9,8% VY el serotipo 19A con un 7,3%.
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En este estudio evaluamos los serogrupos/serotipos presentes en madres e hijos y
comparamos la similitud entre ambos grupos. La distribucion de S. pneumoniae en las 39

madres colonizadas y los nifios se resumen en la figura 18.

Frecuencia de serotipos de S. pneumoniae en madres y ninosWarao

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Numero de Aislados

6 1 14  19F 34 19A 3 23F 33 38 16 10A NT

Serogrupo/Serotipo = Madres ® Hijos

Figuera 18. Frecuencia de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en madres y nifios Warao.

En las madres Warao la frecuencia de serogrupos/serotipos circulantes en la
poblacion se comporta de manera similar a la obtenida en nifios; al comparar la presencia
de serotipos en madres e hijos habitantes de estas comunidades, se observo que la
distribucién en madres se asemeja a la encontrada en nifios de 0 a 8 afios de edad, con el
serogrupo 6 y el serotipo 1 como principales colonizadores de la nasofaringe. En el
presente estudio se determind que s6lo 39 madres presentan colonizacion nasofaringea por
S. pneumoniae; de estas 39, so6lo 6 madres comparten el mismo serogrupo/serotipo con sus

hijos. Los nifios que compartieron serotipo con sus madres estuvieron en el grupo etario de
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0 a los 5 afios. Los serogrupos/ serotipos encontrados en ambos grupos fueron: 6, 23F, 10A,

38 y 1. Este ultimo estuvo presente en dos grupos de madre e hijo.

Se recomiendan

estudios a fondo, acerca de la transmision horizontal para asegurar lo antes expuesto.

Las comunidades pertenecientes al pueblo Warao muestreadas se encuentran en la

figura 8 y el porcentaje de colonizacién nasofaringea por S. pneumoniae de estas

comunidades se visualiza en la figura 19, presentada a continuacion.

Colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae en comunidades Warao
57,40% 57,40% 56,60%
51,50%
48,60%
43,70%
35,70% 36,10%

° 32%
)
E I I
c
Q
o
o
o

Ara. Arag. Arat. Bono. Guay. Iba. Job. Mer. Wini

Figura 19. Colonizacién de la nasofaringe por S. pneumoniae en comunidades pertenecientes a
la etnia Warao. Las comunidades que participaron en el estudio: Ara. Araguaibisi; Arag. Araguaimujo;
Arat. Arature; Bono. Isla de Bonoina Guay. Guayaboroina; Iba. Ibaruma; Job. Jobure de Curiapo; Mer.

Merejina y Wini. Winikina.

Las 9 comunidades indigenas Warao presentan altas tasa de colonizacion

nasofaringea por S. pneumoniae. Las comunidades Araguaibisi (31/54) e Ibaruma (74/129)
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se posicionan con el mayor indice de miembros colonizados por el microorganismo, con un
57,4%, sequida de la comunidad Winikina con un 56,6% (47/83) y Araguaimujo con un

51,5% (84/163).

Se observé que las comunidades con menor porcentaje de colonizacion nasofaringea
fueron Jobure de Curiapo con 32% (60/187), Guayaboroina con 35,7% (20/56) y Merejina

con 36,1% (30/83).

En la tabla 3, presentada a continuacion, se puede apreciar la distribucion y

frecuencia de los diversos serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en estas comunidades.
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Tabla 3. Frecuencia de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en los integrantes de
9 comunidades Indigenas Warao del estado Delta Amacuro-Venezuela.
Comunidad

1 2 4 12 9 1 9 4 12
5,7% 4,5% 14,8% 23% 4,2% 11,3% 12,5%  24,5%

6 9 10 11 11 8 13 14 15 12
25,7% 114% 13,6%  28,2% 33,3% 16,3%  233% 46,9%  24,5%

14 8 1 12 2 11 3 2 4
228%  11%  148%  51% 138% 5%  63%  8,2%

S 19A 4 6 6 2 1 1 2
£ 114%  69%  74%  51%  42% 31%  41%
=T e e e s am me
O 23F 12 1 1 4 13
T 13,6% 26%  42% 5%  21,7%
. e —
P
o 33 3 4 2 1 3 6
< 86%  45%  2,5% 12% 5% 12,2%
34 2 2 2 1 2
5,7% 25%  51% 1,2% 4,1%
33 1 1 1 1
1,1% 4,2% 1,7% 2%
23B 3
3,8%
Cobertura de la PCV-13 657% 52,3%  58%  69,2%  70,8% 513%  55%  75%  653%

En la tabla se muestran las comunidades que participaron en el estudio: Ara. Araguaibisi; Arag.
Araguaimujo; Arat. Arature; Bono. Isla de Bonoina Guay. Guayaboroina; Iba. Ibaruma; Job. Jobure de
Curiapo; Mer. Merejina y Wini. Winikina. Los serogrupos/serotipos marcados en AZUL son los cubiertos
por la PCV-13 (serotipos vacunales) y los marcados en ROJO son los no cubiertos por la PCV-13. NT cepas
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no serotipificables por la PCR mdltiple. En la Gltima fila de la tabla 3, se encuentra la cobertura de la
PCV-13 en las comunidades muestreadas.

El serogrupo 6 es el principal colonizador de la nasofaringe en los habitantes
pertenecientes a comunidades indigenas Warao. Sin embargo, en los integrantes de la
comunidad Araguimujo el serotipo 23F fue el que predominé como principal colonizador
de la nasofaringe. Otros serogrupos/serotipos presentes con mayor frecuencia en las

comunidades de esta etnia son: el 19F, 16, 19A, 1y 14.

Segln nuestros datos, hay serotipos encontrados solamente en una Unica
comunidad, como es el caso del serotipo 23B encontrado en Ibaruma y el serotipo 18C

encontrado en Jobure de Curiapo.

Se encontraron diferencias en las 9 comunidades en cuanto a la cobertura teorica de
la vacuna antineumococia conjugada 13-valente (PCV-13); la comunidad Guayaboroina fue
la que alcanzo la mayor cobertura por la vacuna con el 70,8%, comunidad que presentd un
bajo porcentaje de colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae. La comunidad Ibaruma,
una de las comunidades que presentd alta tasa de colonizacion nasofaringea, obtuvo la
menor cobertura por la PCV-13, con un 51,3%. Sin embargo, en el andlisis estadistico
realizado mediante la prueba Chi-Cuadrado (Chi-Squared Test), se demostré que no hay
diferencias estadisticamente significativas en la cobertura teérica de la PCV-13 en las 9
comunidades muestreadas (p=0,152), por lo tanto, podemos suponer que aparentemente la
distribucién de este patdgeno es homogénea, en el pueblo Warao del Estado Delta

Amacuro.
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El analisis de los datos obtenidos, tomando en cuenta la distribucion de los distintos
serogrupos/serotipos en madres y nifios Warao, en el afio 2012, permite hacer un célculo
tedrico sobre la cobertura de la vacuna antineumocdcica conjugada 13-valente (PCV-13),
que cubre los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 19A y 23F; teniendo una
cobertura del 59,4% en la poblacion indigena Warao en general (madres e hijos). La
cobertura tedrica de la PCV-13 es del 45,2% para el grupo de las madres y alcanza el
61,2% en infantes. Los graficos de la cobertura contra la vacuna antineumocécica

conjugada 13-valente, se presentan a continuacion.

Cobertura teorica de la PCV-13 en la etnia Warao

Porcentaje, %

VT ENVT

Madres&Hijos Madres Nifios

Figura 20. Cobertura tedrica de la PCV-13 contra S. pneumoniae en la etnia Warao, para el

afio 2012. Se representan los serotipos cubiertos por la vacuna (VT) y los serotipos no cubiertos en ella
(NVT), en la etnia Warao.
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Del porcentaje de colonizados en la etnia Warao se determin6 que un 7,1% (n=32)
presentaba co-colonizacién por S. pneumoniae, siendo 30 nifios los que presentaban méas de
un serogrupo/serotipo. Estos datos se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Co-colonizacién de la nasofaringe (asociacion entre serogrupos/serotipos)

Serotipo/Serogrupo (2 cepas) N° de Muestra  Serotipo/Serogrupo (3 cepas) N° de Muestra

14/16 1/14/38 1
1/3 23A/16/15B/C 1
19F/6 19A/6/19F 1
14/15B/C
19A/6
38/16
14/34
16/34
19A/19F
23F/19F
23F/23B
23F/9VIA
23A/6
23A/19F
14/6

~

e N TR S S S O S = S S ST R ORI N

A continuacion se describe un gel, donde se visualiza la asociacion entre los

diferentes serogrupos/serotipos, detectados por la reaccion 2.
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50pb

~ 500ph
300ph
> 200phb

> 100pb

MNMEN O NONHAHN HHA AH AANN NANR SRR

Figura 21. PCR mdiltiple, Reaccion 2. Se detallan los productos de amplificacion obtenidos
mediante los hisopados nasofaringeos de nifios y madres Warao (muestras 1 al 28). 100pb y 50pb:
corresponden a los marcadores de peso molecular (Promega ®). C+: es un control positivo correspondiente al
serotipo 14 y el C- corresponde a un control negativo (Mezcla de PCR, sin ADN de S. pneumoniae). Notese
que las muestras 1 y 10 presentan co-colonizacion con el serotipo 14 (producto de amplificacion 208pb) y
serotipo 16 (producto de amplificacion 717pb). Las muestras 7, 8, 18, 22, y 23 corresponden a un serotipo 14.
Las muestras 19 y 20 corresponden a un serotipo 34 (producto de amplificacién 408pb). Las muestras 14 y 26
corresponden a un serotipo 38 (producto de amplificacion 574pb).

La asociacion entre los diferentes serogrupos/serotipos es muy dinamica y a su vez
compleja. Nuestros resultados muestran que aparentemente los serogrupos/serotipos 14 y
16 son los principales que suelen estar juntos a la hora de colonizar la nasofarige, seguida

de la asociacion entre los serotipos 1/3 'y 19F/6.

57



DISCUSION

La neumonia es la novena causa de fallecimientos en Venezuela y ocupa la quinta
posicion en menores de un afio y la cuarta en infantes de entre uno y cuatro afios de edad.
La morbilidad por neumonia para mayores de cinco afios fue de 833 por cada 100.000
habitantes para el afio 2009 con letalidad de 1,1 % (Risquez- Echezuria, 2009). En el afio
2003, se reportd en el Estado Delta Amacuro, cerca de 1.298 muertes en nifios menores de
cinco afios a causa de esta afeccion; representando uno de los principales problemas de
salud que afecta a las comunidades indigenas Warao (Rivera-Olivero y col., 2007). Es
importante resaltar que la mortalidad a causa de Streptococcus pneumoniae es mayor a la
originada por cualquier otra bacteria patdgena, es por ello que la Organizacion Mundial de
la Salud refiere a S. pneumoniae como el principal agente causal de enfermedades

respiratorias en todo el mundo (Hsieh y col. 2008).

Colonizacion Nasofaringea por S. pneumoniae

En este estudio se ha observado un alto indice de colonizacién nasofaringea por S.
pneumoniae. El porcentaje de colonizacion de madres e hijos en la etnia Warao alcanzo el
46,04% (n=453). Este dato concuerda con un estudio realizado en esta misma etnia para el
afio 2004 por Rivera y colaboradores donde el estado de portador nasofaringeo en nifios
alcanzé el 49% (Rivera y col., 2007). Sin embargo la tasa de colonizacion nasofaringea por
S. pneumoniae disminuyo en estas comunidades, pues en el afio 2008 se reportd un 60,2%

en estado de portador de madres e hijos (Sisco, 2010).
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En poblaciones no indigenas, como las zonas urbanas de Caracas, se observa una
frecuencia de portadores neumocdcica global del 27% (Rivera y col., 2011). Esta tasa de
colonizacién nasofaringea es menor a la reportada en diversas comunidades indigenas de
Venezuela: en la etnia Warao para los afios 2004, 2008 y 2012, el estado de portador fue
49%, 60% y 46% respectivamente. En el grupo indigena de los Panare, la tasa de
colonizacién nasofaringea de la poblacion en general fue de 47% y en la etnia Efiepa el
estado de portador reportado en el 2013 fue de 62%, demostrando estos resultados que la
colonizacién nasofaringea por S. pneumoniae es mas prevalente en pueblos indigenas de

América.

Numerosos estudios de colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae se han
realizado a nivel internacional. En Cuba se ha demostrado una baja incidencia de
colonizacion nasofaringea. En esta poblacion caucéasica se encontré un 11,6% de estado de
portador, de 318 muestras analizadas provenientes de nifios sanos (Fuentes y col., 2009).
En México de 573 nifios sanos que participaron en el estudio, se aislé S. pneumoniae de
122, lo que representd un 21,4% de colonizacion nasofaringea para el afio 2005 (Santos y
col., 2005). Esta tasa de colonizacion fue igual a la obtenida en un estudio llevado a cabo en
Peru, donde los investigadores de la Universidad Peruana Cayetano Hereida, se propusieron
determinar la frecuencia y distribucion de los serotipos de S. pneumoniae en adultos e
infantes sanos desde el afio 2007 al 2009 (Mercado y col., 2012). En Sevilla, Espafia se
reportd para el afio 2011 una tasa de colonizacién de S. pneumoniae del 33%, de un total de
848 hisopados nasofaringeos analizados, provenientes de nifios sanos atendidos en 4

centros de salud (Obando y col., 2011).
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En contraste, diversos estudios han sefialado altas tasas de colonizacion
nasofaringea por S. pneumoniae en tribus aborigenes de todo el mundo. En Australia un
total de 1.792 casos de enfermedad neumococica invasiva se produjeron durante el periodo
1997-2007, la tasa de incidencia de enfermedad neumocadcica invasiva fue de 47 casos por
cada 100.000 habitantes por afio entre la poblacién aborigen y 7 casos por cada 100.000
habitantes por afio en la poblacion no aborigen, lo que sugiere una alta tasa de colonizacion
nasofaringea por S. pneumoniae en esta poblacion indigena (Lehmann y col., 2010). En los
White Mountain Apaches y Navajos de Estados Unidos también se llevé a cabo un estudio
para determinar la tasa de colonizacidon nasofaringea por parte de este microorganismo, se
encontro un 65,3% de colonizacion nasofaringea (Millar y col., 2009). La red internacional
circumpolar de vigilancia sobre la enfermedad neumocdcica invasiva del norte de Canada
reporté que en el periodo comprendido entre 1999 a 2010, se suscitaron 433 casos de
enfermedad neumocdcica invasiva en la poblacion aborigen de este pais. La incidencia fue
mayor entre los lactantes menores a los 2 afios y entre los adultos mayores de 65 afios, con
una incidencia anual media de 133 y 67 casos por 100.000 habitantes respectivamente. Una
tasa 2 veces mayor a la encontrada en la poblacién no aborigen de ese pais (Helferty y col.,
2013). En los indigenas venezolanos se han realizado diversos estudios para el monitoreo
de este agente etiologico. En la etnia Efiepa la tasa de colonizacion nasofaringea por S.
pneumoniae reportada para el afio 2013, fue de 38% y 75% en madres e infantes
respectivamente (Vergahen y col., 2013). Situacion similar se present6 en la etnia Panare
donde el 11% de las madres y el 69% de los nifios eran portadores de S. pneumoniae

(Riveray col., 2010).
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Es evidente que los altos niveles de colonizacién nasofaringea por S. pneumoniae
encontrada en tribus indigenas de todo el mundo, trae como consecuencia el desarrollo de
infecciones respiratorias agudas y enfermedad neumocécica invasiva. Muchos autores
atribuyen que el desarrollo de estas patologias en los indigenas venezolanos (Panare y
Efiepa) estda relacionada con la malnutricién y el tabaquismo (por sus costumbres
socioculturales) (Vergahen y col., 2013; Rivera y col., 2010). Las condiciones de
hacinamiento y la infeccion viral concominante, aumenta la posibilidad de portar S.
pneumoniae en los integrantes de la poblacion indigena Warao. Otros estudios sefialan que
la problematica de todas las etnias indigenas venezolanas y del resto de Suramérica se ve
incrementada a causa del limitado acceso a los sistemas de salud; en la mayoria de los casos
son los indigenas quienes no se benefician de los avances cientificos y tecnologicos que

protegen a casi todo el resto de la humanidad (Hurtado, 2001).

Frecuencia de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en nifios pertenecientes a

comunidades indigenas Warao.

En el presente estudio se determind que la tasa de colonizacion en nifios fue de
61,2% (n= 414), mas alta que la reportada para esa misma poblacion en el 2004 en un
estudio realizado por Rivera-Olivero, donde se reporté que la tasa de colonizacién por S.
pneumoniae era del 49% (Rivera-Olivero y col., 2007). Sin embargo en un estudio
realizado por Sisco en el 2008, la tasa de colonizacién en infantes pertenecientes a la etnia
Warao fue del 71,13%. Los serotipos circulantes en estos tres periodos de tiempos se

resumen en la figura 22.
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Serotipos/Serogrupos en nifios Waraos en tres periodos de tiempo
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Figura 22. Distribucion de serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en nifios, durante los afios
2004, 2008 y 2012.

En el afio 2004 se observé que la tasa de colonizacién por S. pneumoniae alcanzé el
49%, siendo los serogrupos/serotipos mas predominantes el 6 (28,9%), 23F (19,6%), 15B

(10,5%) y 19A (3,3%).

En el afio 2008, aumenta notablemente la colonizacién nasofaringea en nifios
llegando al 71,13%. Los principales serogrupos/serotipos circulantes fueron 6 (24,31%),

23F (10%), 19F (9,42%) y 19A (5,5%).

En este estudio se determind que el estado de portador en infantes fue del 61,2%,
con el serogrupo 6 como principal colonizador (22,2%), seguido por los serotipos 1 (11%),

14 (8,7%), 23F (7,6%), 16 (5,6%), 19F (5,2%) y 38 (4%).

Estos resultados demuestran que el serogrupo 6 se ha mantenido como principal

colonizador de la nasofaringe en la etnia Warao, en los periodos 2004-2012, seguida de los
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serotipos 23F y 19F (Rivero y col., 2013). También se evidencia que los serotipos 14y 1

se han incrementado notablemente como colonizadores para el periodo 2012.

Es importante resaltar que existen serotipos que se denominan epidémicos que son
capaces de diseminarse de forma aleatoria en la poblacion cada cierto periodo de tiempo
gracias a su gran capacidad de colonizacion nasofaringea (Diaz-Conradi, 2008), como
ocurre con los serogrupos/serotipos: 5, 15A, 23B, 29, 31, 35F, 38, y 45 en la etnia Warao

del Estado Delta Amacuro.

Estos datos concuerdan con estudios llevados a cabo en la poblacion criolla de
Caracas, donde se encontrd que los serogrupos/serotipos mas frecuentes para el afio 2011
fueron: el 6 (29%), 19A (13,8%), 23F (10%) y 14 (8,3%) (Rivera y col., 2011). En un
estudio llevado a cabo por el Departamento de Medicina Interna de Chile, durante el 2007,
donde tan so6lo 2 serotipos correspondieron casi a la mitad de los biotipos prevalentes en la
poblacion: 14 y 6 (Altuzarra y col., 2007) y en Tailandia donde siete serotipos (19F, 23F,

6A/B, 14, 15B/C) representaron el 67% de los aislamientos obtenidos (Turner y col., 2012).

Los resultados de este estudio también concuerdan con los obtenidos en la etnia
Panare del Estado Bolivar, en donde se observa que los principales serotipos de S.
pneumoniae en la poblacién, para el afio 2008, fueron los serogrupos/serotipos 6 (55%),
33F (21,5%), 19A (3,1%) y 23F (1,5%) (Rivera y col., 2007). En los aborigenes Navajos y
Apaches los serogrupos/serotipos circulantes en la poblacién para el afio 2009 fueron:

6A/B, 23F, 14, 19F, 19A y 9V (Millar y col., 2009).
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Prevalencia de serogrupos/serotipos distribuidos en infantes por grupos etarios y su

relaciéon con la tasa de colonizacién de las madres

La colonizacién nasofaringea por S. pneumoniae disminuye paulatinamente con el
incremento de la edad. EI grupo etario con mayor estado de portador fue el grupo
comprendido entre los 0 a 6 meses con un 74,2%, seguido por el grupo etario de los 6
meses a los 2 afios con un 67,2% y el grupo de 3 a 5 afios con un 62,3%. En el grupo etario
de 6 a 8 afios la colonizacion nasofaringea encontrada fue de 51,8%, mientras que en el
grupo comprendido entre los 9 a 12 afios fue de 47,5%. La tasa de colonizacion de las

madres (> 15 afios) alcanzo el 12,7%.

Los grupos de edad entre los 0 a 5 afos suelen tener altas tasas de colonizacion
nasofaringea por su vulnerabilidad y su baja capacidad de respuesta inmunologica, lo que
constituye la poblacién diana de las diferentes vacunas conjugadas disponibles o por
desarrollar. Existen ademas diversos factores de riesgo a la que esta expuesta esta etnia, en
particular los nifios, lo que facilita la colonizacion nasofaringea por este patdgeno; por
ejemplo la exposicién continua al humo, inflama la mucosa nasofaringea y se ha
demostrado que hay un incremento en la biosintesis del receptor PAF. Este ultimo facilita
la colonizacion nasofaringea por S. pneumoniae, lo cual puede conducir a desarrollar

enfermedad neumocdcica invasiva (Golda y col., 2011)

En el presente estudio, se establece que los serogrupos/serotipos 6, 1 y 14 son los
mas frecuentemente aislados en todos los grupos de edad (figura 15), especialmente en

infantes, donde su frecuencia fue tres veces mayor que la observada en las madres. Algunos
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autores han informado que los serotipos 1 y 14 son los méas frecuentes en los nifios debido
al menor grado de madurez de su sistema inmunitario y a la menor inmunogenicidad de

estos serotipos (Henriques-Normark, 2010).

El estrecho contacto en que viven las madres y los niflos Warao puede facilitar la
colonizacién de las mismas, por lo que es posible que jueguen un rol importante en la
trasmision horizontal de S. pneumoniae. La distribucion de S. pneumoniae en las 39 madres
colonizadas y sus hijos se resume en la figura 18, donde se observa la distribucion y
frecuencia de serotipos compartidos en ambos grupos (madres e hijos). Sin embargo en el
presente estudio se determind que de 308 madres que participaron en el estudid, solo 39
estan colonizadas por S. pneumoniae. De estas 39, solo 6 madres comparten el mismo
serogrupo/serotipo con sus hijos. Situacion similar se presenta en la poblacion indigena
Panare del Estado Bolivar, donde el mismo serotipo se identificé en 3 de los grupos madre-

hijos colonizados (Rivera y col., 2010).

En una investigacion llevada a cabo en Tailandia, en donde los investigadores se
propusieron estudiar 234 madres con sus respectivos hijos para conocer la homologia de
serotipos compartidos en ambos grupos, encontraron que los serotipos comunes tanto en
madres e hijos fueron el 14 y 19F. Sin embargo las madres adquirieron S. pneumoniae con
menor frecuencia, y los llevaron por periodos de tiempo mas cortos; el porcentaje de
colonizacion de la nasofaringe en madres fue del 30,6%; y 29,6% de los aislados obtenidos
en ellas fueron no tipificables. En el estudio se determind que la edad media de la primera

adquisicion de S. pneumoniae en nifios fue de 45,5 dias y el estado de portador de la
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nasofaringe por esta bacteria fue de 75,7% y 97% en nifios de 0 a 3 meses y de 3 a 6 meses

respectivamente (Turner y col., 2012).

Introduccién de la vacunacién contra Streptococcus pneumoniae en la poblacion

Warao.

La alta tasa de colonizacién encontrada junto con la alta mortalidad debida a
infecciones respiratorias registradas en comunidades indigenas sugieren que los nifios
Warao estan en riesgo de padecer enfermedad neumococica, por lo tanto, al igual que la

poblacion en general, pueden beneficiarse con la vacunacion.

La vacunacion neumocdcica ha sido introducida en otras poblaciones indigenas con
gran éxito, como los Navajos, Apaches y en los aborigenes Australianos y Canadienses;
reduciendo significativamente la incidencia en enfermedad neumococica en nifios y
adultos. La Organizacién Panamericana de la Salud/ Organizacién Mundial de la Salud
(OPS/OMS) vy el Fondo de Naciones Unidas para la Nifiez (UNICEF), determinaron que la
vacuna puede aplicarse en poblaciones de riesgo con altas tasas de colonizacion

nasofaringea e incluso debe ser incluida dentro del esquema de vacunacion.

En el presente estudio se evalud la circulacién de serogrupos/serotipos de S.
pneumoniae en la nasofaringe de nifios y madres Warao en el Estado Delta Amacuro,
permitiendo inferir la cobertura tedrica de la vacuna antineumococica conjugada 13-valente

en estas comunidades y poder compararla en tres periodos de tiempo diferentes. En la
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figura 23 se resume la cobertura teorica de la PCV-13, representando los serotipos cubiertos

por la vacuna (VT) y los serotipos no cubiertos en ella (NVT).

Cobertura tedrica alcanzada por la PCV-13 en la etnia Warao,

en tres periodos de tiempo

Porcentaje, %

EVT ENVT
2004 2008 2012

Figura 23. Cobertura teorica alcanzada por la PCV-13, en los afios 2004, 2008 y 2012.
Se representan los serotipos cubiertos por la vacuna (\VT) y los serotipos no cubiertos en ella (NVT).

En el 2012, se observd que la cobertura tedérica de la vacuna PCV-13 en

comunidades pertenecientes a la etnia Warao alcanzo el 59,4%.

En el afio 2004 la cobertura de la vacuna alcanzo el 78%, esta disminuye a un 58%
en el 2008 (Sisco, 2010). Sin embargo en el estudio llevado por Rivera-Olivero en el 2004,

no incluyeron en la investigacion a las madres (Rivera-Olivero y col., 2007).

Durante el periodo 2000-2005 se estudid6 por métodos convencionales la
distribucién de 17.303 aislados de S. pnemoniae en Paises de América Latina y el Caribe,

con el fin de conocer la cobertura tedrica global de las vacunas antineumocdcicas
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conjugadas. Las coberturas potenciales de las vacunas conjugadas antineumocdcicas hepta
y tridecavalentes fueron de 59,0% y 85,9%, respectivamente (Gabastou y col., 2008). Lo
que sugiere que la variabilidad temporal y geogréfica de los serogrupos/serotipos, la
emergencia de serotipos y el reemplazo en la colonizacion nasofaringea, justifican la

necesidad de vacunas antineumococicas que cubran un mayor nimero de serotipos.

Si bien la distribucién de los serotipos de S. pneumoniae es estable en toda América
Latina, no es homogénea entre los paises. Estudios previos, tanto en esta subregion como
en algunos paises especificos como Argentina, Cuba, Colombia, Costa Rica, México, Peri
y Venezuela, han demostrado una alta heterogeneidad en la distribucién geografica de los
serotipos de este patdgeno. Esta heterogeneidad entre paises, confirmada por la
Organizacion Panamericana de la Salud en el Informe Regional de SIREVA, dificulta la
aplicacion de esquemas comunes de vacunacion. Las notables diferencias observadas entre
los paises latinoamericanos y norteamericanos tienen implicaciones importantes para la
cobertura de las diferentes vacunas conjugadas antineumocoécicas seglin los serotipos
circulantes. Por ejemplo, aunque la vacuna heptavalente (serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F
y 23F) cubre entre 80% Yy 97,7% de los casos que se producen en nifios menores de 6 afios
en los Estados Unidos, cubriria solamente 59% (de 41% a 77,4%) de los casos en ese grupo
de edad en América Latina y el Caribe (Sierra-Fernandez y col., 2006; Gabastou y col.,
2008).

El Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes Responsables de Neumonias y
Meningitis Bacterianas, decidid desde 1999 implementar un sistema de vigilancia

epidemioldgica sobre la enfermedad neumocadcica invasiva en la poblacion en general. Se
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trata de un estudio multicéntrico realizado en 19 paises de América Latina y 4 paises del
Caribe, en los que se incluyen: datos epidemioldgicos, variables clinicas y variables
microbioldgicas de los casos en lo que se ha podido aislar S. pneumoniae. EI objetivo de
este sistema de vigilancia es monitorizar las tasas de enfermedad neumocdcica invasiva
segun los diferentes serotipos y clones; monitorizar la resistencia antimicrobiana y analizar

los factores asociados a la enfermedad producida por diferentes serotipos y clones.

Los resultados de éste y de otros sistemas de vigilancia nos ayudaran a conocer los
serotipos productores de enfermedad neumocdécica en cada grupo de edad asi como las
clonas que lo determinan; conocer la evolucion de la enfermedad y poder no solo
implementar la vacuna mas eficaz, sino analizar la patologia clinica predominante de cada
serotipo asi como la resistencia a los antibioticos de aquellos serotipos causantes de

enfermedad neumocécia invasiva.
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CONCLUSIONES

v El estado de portador en los integrantes de la etnia Warao fue de 46,04%, con 414
nifios, de 0 a 12 afios colonizados (61,2%) y 39 madres, > 15 afios (12,7%). Esta alta
tasa de colonizacion por Streptococcus pneumoniae, convierte a la poblacién en

riesgo para el desarrollo de enfermedades neumocacicas.

v El grupo etario con mayor estado de portador fue el grupo comprendido entre los 0 a
2 meses alcanzando una tasa de colonizacion nasofaringea del 74,2%, seguido por el
grupo etario de los 7 meses a 2 afios con un 67,2% Yy el grupo etario de 3 a 5 afos
con un 62,3%; en el grupo de los 6 a 8 afios la colonizacion nasofaringea fue del
51,8%, mientras que en el grupo comprendido entre los 9 a 12 afios alcanzo el
47,5%; demostrando nuestros resultados que la colonizacién nasofaringea por S.

pneumoniae disminuye con el incremento de la edad.

v En este estudio se determind que el estado de portador en infantes fue del 61,2%, con
el serogrupo 6 como principal colonizador (22,2%), seguido por los serotipos 1

(11%), 14 (8,7%), 23F (7,6%), 16 (5,6%), 19F (5,2%) y 38 (4%).

v' En madres el serotipo 1 es el principal colonizador con un 15% seguido por los

serogrupos/serotipos 6 (8%) y 19A (8%).

v' Al comparar los serogrupos/serotipos de S. pneumoniae en tres periodos de tiempo
diferentes, se observa que el serogrupo 6 se ha mantenido como el principal

colonizador de la nasofaringe, en comunidades pertenecientes a la etnia Warao.
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También se evidencia que los serotipos 14 y 1 se han incrementado notablemente

como colonizadores, para el afio 2012.

Los resultados demuestran una poblacion de S. pneumoniae muy dinamica, con
variacion en el tiempo, pero que mantiene cifras altas de colonizacién nasofaringea,
por lo tanto, los serotipos encontrados implican tedricamente una cobertura del
59,4% de la vacuna antineucécica conjugada 13-valente, lo que sugiere que la

poblacién Warao podria beneficiarse con un programa de vacunacion.

La variabilidad temporal y geografica de los serogrupos/serotipos, la emergencia de
serotipos y el reemplazo en la colonizacién nasofaringea, justifican la necesidad de

vacunas antineumocdcicas que cubran un mayor numero de serotipos.
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INFORME DE UTILIDAD TERAPEUTICA

VACUNA ANTINEUMOCOCICA CONJUGADA DE
13 SEROTIPOS, PREVENAR 13

Ests informe estd destinado al personal sanitario

Fecha de elaboracion del informe: 11 de abril de 2013
Version 3

Resumen

La vacuna Prevenar 13, de la compafiia Pfizer Inc, anteriormente Wyeth Lederle
Vaccines S.A. fue aprobada por procedimiento centralizado en diciembre de 2009™.

Prevenar 13 es una vacuna conjugada frente a los serotipos de Streptococcus
pneumomniae 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V 14, 18C, 19A15F y 23F, constituida por dichos
serotipos conjugados covalentemente cada uno de ellos a 2,2 microgramos de la
proteina transportadora CRM;; de Corynebacterium diphteriae, excepto el serotipo
6B con 4,4 microgramos, y adsorbidos en fosfato de aluminio. Se presenta como
suspension inyectable.

Indicaciones

Prevenar 13 esta indicado en la inmunizacion activa para la prevencion de
enfermedad invasora, neumonia y otitis media aguda causadas por los serotipos de
Streptococcus pneumoniae incluidos en la vacuna en lactantes v nifios desde las 6
semanas hasta los 17 anios de edad.

Inmunizacién activa para la prevencion de la enfermedad invasiva causada por
S. pneumoniae en adultos de 50 afios de edad y mayores.

Anexo 1. Caracteristicas de la Vacuna Antineumocécica Conjugada 13-Valente.
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Flujograma de Procesamientos de Hisopados Nasofaringeos

Congelados en medio de tramsporte
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Anexo 2. Criterio de seleccién de diferentes cepas siguiendo los lineamientos del
flujograma de procesamientos de hisopados nasofaringeos. Obteniendo colonias de
Streptococcus pneumoniae, para aplicarle métodos moleculares, (PCR multiple)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
INMUNIZACION CON LA VACUNA ANTI-NEUMOCOCCICA EN LA POBLACION WARAO.

Yo, Representante Legal de T\o d / A O , siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis
facultades mentales y sin que medie coaccion ni vnole@ja alguna, en completo conocimiento naturaleza,
forma, duracién, propdsito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio que mas abajo indico,
declaro mediante la presente:

1.- Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla, de todos los aspectos relacionados al proyecto
de ivestigacion titulado ‘Inmunizacion con la vacuna anti-neumocéecica en la poblacion Warao.’

2.- Tener conocimiento claro de que los objetivos del trabajo antes sefialado son evaluar la eficacia de la
vacuna PCV13 en la poblacion Warao

3.- Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador; en el cual se establece que la
participacion de mi Representado en el trabajo consiste en la toma de muestras de sangre, orina y exudado

nasofaringeo.
4.- Que las muestras que acepto sea donada por mi Rep do asi como la informacion suministre al
quipo de Investigadores coordinados por el jefe del Proyecto de J.H. de Waard, serd utilizada unica y

excluswamente para determinar la eficacia de la vacuna PCV13

6.- Que el equipo de investigadores me ha garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi identidad
como de cualquier informacién relativa Representado a la que tengan acceso por concepto de su participacion
en el proyecto antes mencionado.

7.- Que bajo ningtin concepto podré restringir el uso, para fines s, de los s obtenidos
presente estudio y que autorizo al equipo responsable del estudio a la difusion parcial o total de los resultados
obtenidos en el mismo.

8.-.Que la participacion de mi Repr do en dicho
su salud.

9.- Que cualquier pregunta que yo tenga en relacion con este estudio, me sera respondida oportunamente
parte del equipo de investigadores antes mencionado.

10.- Que bajo ningiin concepto se me ha ofrecido ni pri y recibir ningdn b ) de tipo ecc
producto de los hallazgos que puedan producnrse enel refendo proyecto de mv&stlgaclén Que los rcsultados
de las pruebas realizadas a mi rep > me seran opor

S

Yo,?}ﬁ)i?bk como rep legal del nifio | Sk ?d de_| _afios de edad,

dela COMUNIDAD:I éa UG estoy de do con la participacion de mi rep do en este
proyecto, y permito la evaluacion clinica, asi como la obtencién de muestras de sangre, heces orina y exudado

s ltad,

i 1

no implica riesgo ni inconveniente alguno para

nasofaringeo de mi representado, para su anlisis por parte de los responsables de la ¢j ion de este
proyecto. He sido informado que recibiré copias de todas las evaluaciones clinicas y exa de laboratorio
de rutina que sean practicados a mi rep do. Cabe d que el nifio ha recibido informacion y se le

solicitara su cooperacion para realizar las evaluaciones necesarias.
CUALQUIER INFORMACION AfICIONAL COMUNICARSE CON J.H. de Waard o L.M. Verhagen.

Ll 7 fecha; L

Nombre del representante
legalmente autorizado

Nombre del paciente firma/huglla fecha
usopodls $-0
Nombre del testigo a/huella fecha
D - 9~
a fecha Z

Esq. de San Nicolés a Providencia, Edif. Instituto de Biomedicina, Hospital Vargas, San José, Caracas
Teléfono: 0212- 862.96.04 /5926/4330 Fax 0212- 861.1258 Correo electrénico: jacobusdeward@gmail.com

Anexo 3. Consentimiento informado. Documento que firman los
pertenecientes a la etnia Warao del estado Delta Amacuro, que aceptan ser parte del

estudio.
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Anexo 4. Resultado de una PCR Mdltiple por reaccion 1. Se observa la corrida de un gel
de agarosa al 3%, con distintos aislados de S. pneumoniae logrando identificar varios serotipos,
como se aprecia en la fotografia. A los extremos estan los marcadores de peso molecular de 50 y
100pb (Promega®).

Anexo 5. Resultado de una PCR Multiple por reaccidn 2. Se observa la corrida de un gel de
agarosa al 3%, con distintos aislados de S. pneumoniae logrando identificar varios serotipos, como
se aprecia en la fotografia. C+ (control positivo, serotipo 14), C- (control negativo, mezcla de PCR
y agua). 50pb y 100pb (Marcadores de Peso Molecular).

Anexo 6. Resultado de una PCR Multiple por Reaccidon Triple. Se observa la corrida de
un gel de agarosa al 3%, con distintos aislados de S. pneumoniae logrando identificar varios
serotipos, como se aprecia en la fotografia. C+ (control positivo, serotipo 23F y 9V/A), C- (control
negativo, mezcla de PCR y agua). 100pb (Marcador de Peso Molecular).
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Tabla 5. Secuencia de cebadores empleados en la PCR multiple para la serotipificacion de

S. pneumoniae

Cebador Secuencia 5°-3 Referencia
23A-for TAT TCT AGC AAG TGA CGA AGA TGC G Dias y col., 2007
23A-rev CCA ACA TGC TTA AAA ACG CTG CTT TAC
ot TGA CAATTC TGG TTG ACT TGT TG CDC, 2008

AGT ACG GGT ACC AAG GATTCA C
Re 1 loax GAG AGA TTC ATA ATC TTG CAC TTA GCC A Pimenta, 2009
et o SAIAAHETAR AATOACTRATRESE, vy co, 200
GTA ATA TGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC GAT AG
SIIEL AAT TTG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC TGG Paiy col., 2006
TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT GAC TA
poror GAATTT TTC AGG CGT GGG TGT TAA AAG Carvalho, 2010
CAG CAT ATA GCA CCG CTA AGC AAA TA
oo CGT TCT TTT ATC TCA CTG TAT AGT ATC TTT ATG CDC, 2008
ATG TTT GAA TTA AAG CTA ACG TAA CAA TCC
BT TTG GAA TTT TTT AAT TAG TGG CTT ACC TA Pai'y col., 2006
CAT CCG CTT ATT AAT TGA AGT AAT CTG AAC C
Rx2 — 3for GCT TTT GTA AGA GGA GAT TAT TTT CAC CCA AC CDC, 2008
CAA TCC GAC TAA GTC TTC AGT AAA AAA CTT TAC
3o GAA GGC AAT CAA TGT GAT TGT GTC GCG Pai'y col., 2006
CTT CAA AAT GAA GAT TAT AGT ACC CTT CTAC
o GAA ATG TTA CTT GGC GCA GGT GTC AGA ATT Dias y col., 2007
GCC AAT ACT TCT TAG TCT CTC AGA TGA AT
o tor GGT GTA GAT TTA CCA TTA GTG TCG GCA GAC Pail y col., 2006
GAA TTT CTT CTT TAA GAT TCG GAT ATT TCT C
St GAA CAT AGT CGC TAT TGT ATT TTATTT AAA GCA A CDC, 2008
RX3 GAC TAG GAG CAT TAT TCC TAG AGC GAG TAA ACC =
i CTG TTACTT GTT CTG GAC TCT CGATAATTG G ai'y col., 2006
GCC CAC TCC TGT TAA AAT CCT ACC CGC ATT G
Stor ATG GTG TGA TTT CTC CTA GAT TGG AAA GTA G CDC, 2008
CTT CTC CAA TTG CTT ACC AAG TGC AAT AAC G
Lor CTC TAT AGA ATG GAG TAT ATA AAC TAT GGT TA CDC, 2008
CCA AAG AAA ATA CTA ACA TTA TCA CAA TAT TGG C
gartor GAG TAT AGC CAG ATT ATG GCA GTT TTATTG TC CDC, 2008
CTC CAG CAC TTG CGC TGG AAA CAA CAG ACA AC
N For GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC AGC Dias y col., 2007
ACC AAG ATC TGA CGG GCT AAT CAA T
A GGA CAT GTT CAG GTG ATT TCC CAA TAT AGT G Pai'y col., 2006
GAT TAT GAG TGT AAT TTA TTC CAA CTT CTC CC
5-for ATA CCT ACA CAA CTT CTG ATT ATG CCT TTG TG Pai y col., 2006
5-rev GCT CGA TAA ACA TAA TCA ATA TTT GAA AAA GTA TG
45-for GTTTAATGGCTGATGAAGTTATTATTGTTG CDC, 2008
45-rev TTTACCATCAGTGAAATTTATCTTTGTTC
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Tabla 5 (Continuacién)

Rx. 5

Rx. 6

Rx. 7

RX.
Triple

CAC AAC ACC TAACAC TCG ATG GCT ATATGATTC

Cebador Secuencia 5°-3° Referencia
eor TTC GTG ATG ATA ATT CCA ATG ATC AAA CAA GAG Paiy col., 2006
GAT GTA ACA AAT TTG TAG CGA CTA AGG TCT GC
AT TCC AAA CTA TTA CAG TGG GAA TTA CGG Paiy col., 2006
ATA GGA ATT GAG ATT GCC AAA GCG AC
ALY ATT AGT ACA GCT GCT GGA ATATCT CTT C Pai'y col., 2006
GAT CTA GTG AAC GTA CTA TTC CAA AC
oo TAT CCC AGT TCA ATATTT CTC CAC TAC ACC Carvalho, 2010
ACA CAA AAT ATA GGC AGA GAG AGA CTA CT
o CCA CAA TTA G CG CTA TAT TCA TTC AAT CG Carvalho, 2010
GTC CAC GCT GAA TAA AAT GAA GCT CCG
N TCTCAACCAAGATACAGATTTTGATTTTACTC CDC, 2008
TATAAACCTTTAGTAAACACTCTGCTTGATCG
o GAG CAA GAG TTT TTC ACC TGA CAG CGA GAA G Pai'y col., 2006
CTA AAT TCC TGT AAT TTA GCT AAA ACT CTT ATC
o GCA ACA AAC GGC GTG AAA GTA GTT G Paiy col., 2006
CAA GAT GAA TAT CAC TAC CAA TAA CAA AAC
oo ATTATCTCGGATCAAACAATTCTTTTGTAAAC CDC, 2008
AACGCTAACATTAAAACTAGAACGAGTAAACC
S GGA AGT TTT CAA GGA TAT GAT AGT GGT GGT GC Pai'y col., 2006
CCG AAT AAT ATA TTC AAT ATA TTC CTA CTC
e GAT AAG TCT GTT GTG GAG ACT TAA AAA GAA TG Paiy col., 2006
CTT TCC AGA TAA TTA CAG GTA TTC CTG AAG CAA G
et CTATCT CAG TCA TCT ATT GTT AAA GTT TACGACGGG A Paiy col., 2006
GAA CAT AGA TGT TGA GAC ATC TTT TGT AAT TTC
ofor GAA GAA ACG AAA CTG TCA GAG CAT TTA CAT Carvalho, 2010
CTA TAG ATA CTA GTA GAG CTG TTC TAG TCT
v tor GGG TTC AAA G TC AGA CAG TG AATC TTA A Carvalho, 2010
CCA TGA ATG A AA TCA ACA TT G TCA GTA GC
oo CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT TTT AAG CC Pai'y col., 2006
TTATCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA AAC
a3t GTA ACA GTT GCT GTA GAG GGA ATT GGC TTT TC Paiy col., 2006
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Tabla 6. Resultados arrojados por el programa Minitab® 16 de Minitab Inc; una vez
realizada la prueba de Chi-Cuadrado.

Chi-Square Test: Ara. Arag. Arat. Bono. Guay. Iba. Job. Mer. Wini

Expected counts are printed below observed counts
Chi-Square contributions are printed below expected counts

Ara Arag  Arat Baono Guay Iba Job Mer Wini

Total:
VT 23 46 47 27 17 41 33 24 32
290
20,80 52,30 48,14 23,18 14,26 47,54 35,66 19,02 29,12
0,233 0,758 0,027 0,631 0,52¢ 0,900 0,198 1,306 0,285
NVT 12 42 34 12 7 39 27 8 17
198
14,20 35,70 32,86 15,82 9,74 32,46 24,34 12,98 19,88
0,341 1,110 0,039 0,924 0,770 1,318 0,290 1,913 0,418
35 88 81 39 24 80 60 32 49
488

Chi-Sg = 11,985. DF = 8. RSN N Y

Se agruparon los 17 serogrupos/serotipos circulantes en la poblacion Warao, en 2
categorias, para facilitar el analisis (Altman, 1991). Las 2 categorias fueron VT donde se
incluyé a los serotipos cubiertos por la PCV-13 y NTV agrupando los serotipos no

vacunales.

El valor de p=0,152; demuestra que no hay diferencias estadisticamente
significativas en la cobertura de la PCV-13 en los serogrupos/serotipos de S. pneumoniae
en la etnia Warao. Aparentemente la distribucion de este microorganismo es homogénea en

esta etnia.
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