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Editorial

La donacidn y el trasplante de componentes anatémicos en Colombia: siete décadas de logros

El trasplante de componentes anatémicos es un procedimiento terapéutico que ha marcado la historia
de la medicina desde el siglo pasado. Afortunadamente, Colombia no se ha quedado atras frente a
este avance en salud y, desde mediados del siglo pasado, emprendié un camino de logros cientificos,
institucionales y normativos.

El primer trasplante de cornea en el pais se hizo en 1946, en el Hospital San Juan de Dios. Posteriormente,
se hicieron trasplantes de valvulas cardiacas (1959, Clinica Shaio), de rifién (1966, Hospital San Juan
de Dios), de higado (1979, Hospital Universitario San Vicente de Paul), de corazén (1985, Clinica Santa
Maria), de hueso (1986, Hospital San Ignacio), de pancreas (1988, San Pedro Claver), de pulmén (1997,
Clinica Santa Maria) y de laringe (2002, Universidad de Antioquia/Hospital Universitario San Vicente de
Padul), entre otros procedimientos (1), lo cual refleja una tradicién cientifica relevante consolidada a lo
largo de los ultimos 70 afios.

En cuanto a la normativa, la donacion y los trasplantes se han reglamentado mediante la adopcion de
diversas leyes, especialmente las relacionadas con la donacion, el traspaso y la recepcién de 6rganos,
tejidos o liquidos organicos utilizables con fines terapéuticos (Ley 9 de 1979) (2); la presuncién legal de
donacion como mecanismo de donacion, asi como la prohibicion del lucro en este campo (Ley 73 de
1988) (3); la tipificacion del delito de trafico de 6rganos (Ley 919 de 2004 ) (4) y la modificacion de las
leyes 79 y 919 con el objetivo de ampliar la presuncion de donacién de componentes anatomicos para
trasplantes u otros usos terapéuticos (Ley 1805 de 2016 ) (5). En cuanto a la cobertura en el sistema de
salud, con la Ley 100 de 1993 los trasplantes de cornea, médula 6sea, rifidn y corazon se incluyeron en
el plan de beneficios y, posteriormente, se agregaron los de higado (6).

Las condiciones para la donacién y el trasplante se establecieron mediante el decreto 2493 de 2004,
el cual definid la regulacion “para la obtencion, donacién, preservacion, almacenamiento, transporte,
destino y disposicion final de componentes anatdmicos y los procedimientos de trasplante o implante
de los mismos en seres humanos”, asi como la operacion de la Red de Donacién y Trasplantes a cargo
del Instituto Nacional de Salud, responsable de la coordinacion del sistema de informacion, la lista de
espera, la asignacion de componentes anatémicos de acuerdo con la priorizacién que se debe dar a los
nacionales y extranjeros residentes en el pais, y de los conceptos y certificados para el ingreso y salida
de tejidos (7). A partir de la creacién de dicha Red, se establecieron unidades regionales de coordinacion
para mejorar los procesos de donacion y trasplante y se asignd al Instituto la coordinacion y el control de
los procesos.

En el &mbito internacional, Colombia le solicité a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el apoyo
para definir la regulacion de los trasplantes. Como resultado de este ejercicio, en la 572 Asamblea de
la OMS se presenté un informe sobre la situacion de los trasplantes de érganos y tejidos en el mundo,
documento que sirvid de base para avanzar en la reorganizacion institucional en el pais (8).

Uno de los puntos criticos de dicha reorganizacioén fue el turismo de trasplantes, es decir, la llegada de
extranjeros a nuestro territorio con el objetivo de obtener la donaciéon de un componente anatomico y
hacerse el trasplante lo mas pronto posible, situacién motivada por el prestigio internacional de algunas
de nuestras clinicas y hospitales. Afortunadamente, esta anomalia se superé: de 16,5 % trasplantes que



se hacian a pacientes extranjeros no residentes en el 2005, se pas6 a cero en el 2015 (9). Cabe resaltar
que en el 2009 la Red/Consejo Iberoamericano de Donacién y Trasplante (10) reconocio el gran trabajo
realizado por el equipo de la Red para eliminar dicha anomalia.

En el 2016 se hicieron en nuestro pais 1.059 trasplantes, 70 % de ellos de rifién, 21 % de higado y 5,5 %
de corazon; el porcentaje restante, 3,5 %, correspondio a trasplantes de pulmon, rifién e higado, rifion y
pancreas, intestino y corazén y rifién. En cuanto a la donacion, en ese afio la tasa de donantes fue de siete
por millén de habitantes. Infortunadamente, en los Ultimos afos esta tasa ha tendido a disminuir, pero se
espera que gracias a lo dispuesto en la Ley 1805 de 2016, la donacién de érganos y tejidos aumente.

A lo largo de las pasadas siete décadas se construyé en Colombia un marco institucional que le ha
permitido a la poblacion acceder a diferentes tipos de trasplantes de organos y tejidos y que, ademas,
ha fortalecido la capacidad técnica y cientifica de los grupos de trasplantes, y ha eliminado fendmenos
como el turismo de trasplantes. Sin embargo, los desafios futuros no son deleznables. Es necesario
consolidar los logros, mantener la eliminacion del turismo de trasplantes, aumentar la donacién altruista,
fortalecer alin mas las instituciones encargadas y mejorar el acceso a los trasplantes. No obstante, el
mayor reto en los proximos afios sera el desarrollo de drganos y tejidos bioartificiales (11), un avance que
revolucionara no solo la donacién sino el proceso de trasplante, asi como el marco normativo y bioético,
el financiamiento, la terapéutica posterior a las intervenciones y el marco institucional.

Juan Gonzalo Lopez-Casas
Exdirector, Instituto Nacional de Salud
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HAGA USTED EL DIAGNOSTICO

Hombre de 66 ainos con nodulos exulcerados
del codo de cuatro anos de evolucion

Primera parte

Gerzain Rodriguez

Grupo de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia

Se trata de un hombre de 66 afios con papulas y
ndédulos en el codo izquierdo, de cuatro afios de
evolucion, y adenopatia epitroclear de 1 cm de dia-
metro, moévil y no dolorosa (figura 1). Se tomaron
biopsias de dos nédulos y de la adenopatia.

En las biopsias de piel se observd una lesion
intradérmica bien circunscrita, sin penetracion en
la hipodermis, exulcerada (figura 2A). La lesion
estaba constituida por masas de células fusiformes,
sin atipia, acompafiadas de algunos histiocitos
vacuolados y de escasas células gigantes de tipo
Touton (figura 2, By C). Se detectaron ocasionales
plasmocitos entre las células fusiformes (figuras 2C
y 3). En la superficie de la lesion habia conglomera-
dos importantes de leucocitos polimorfonucleares
y areas de necrosis (figura 2). En la profundidad
de la lesion, ademas de las células fusiformes, se
observo fibrosis e infiltrado rico en plasmocitos, que
rodeaban nervios del limite dermo-hipodérmico,
algunos con perinervio mal definido (figura 4). En
los bordes laterales de la lesion y en su porcion
profunda, se observaron conglomerados de macroé-
fagos vacuolados y epitelioides con pocas células
gigantes (figura 5).

Con estos datos observados, se podia sugerir que
el paciente tenia:

A. fibroxantomas,

B. dermatofibromas,

C. lepromas histioides, o
D. tumores fusocelulares.

Se realizaron coloraciones de Ziehl-Neelsen (ZN) y
de &cido perydédico de Schiff (PAS), que demostraron
abundantes bacilos en masas intracelulares (figura
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Figura 1. Papulas y nédulos exulcerados en el codo izquierdo

6). El ganglio linfatico se presentaba ampliamente
reemplazado por infiltrados semejantes, con mayor
abundancia de histiocitos de citoplasma vacuolado
gue contenian abundantes bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR) (figura 7).

Con estos resultados, se podia concluir que el
paciente tenia:

A. lepra lepromatosa,

B. lepromas histioides,

C. cualquiera de los anteriores, 0
D. ninguna de los anteriores.

Se sugirieron los diagnésticos histoldgicos de lepra
lepromatosa y de inflamaciéon por micobacterias
atipicas. En la revisién de los cortes se encontré
que los nervios estaban bien preservados y que
no contenian BAAR (figuras 4 y 6D). Estos datos
permitian concluir que:

A. El paciente tenia lepra multibacilar, aunque no
se demostraron bacilos intraneurales, o

B. La ausencia de bacilos en los nervios descartaba
la lepra en estas biopsias.
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A.

Figura 2. A. Imagen panoramica que muestra una lesion intradérmica, bien circunscrita, con absceso central superficial
y exulceracion. Hematoxilina y eosina, 2X. B. La lesion es hipercelular, con células fusiformes. Arriba, a la izquierda, se ve el
componente abscedado. Hematoxilina y eosina, 10X. C. El componente fusiforme se acompafia de algunas células vacuoladas y
de plasmocitos escasos, dispersos. Hematoxilina y eosina, 20X.

Figura 3. A. La lesién presenta también algunas células multinucleadas y conglomerados discretos de linfocitos (abajo, derecha).
Hematoxilina y eosina, 20X. B. Este componente fusocelular subepidérmico contiene pocas células gigantes de tipo Touton (abajo,
derecha). Hematoxilina y eosina, 20X. C. Pequefio grupo de células gigantes de tipo Touton. Hematoxilina y eosina, 40X.

Figura 4. A. Fibrosis e inflamacion perineural linfoplasmocitaria en el limite profundo de la lesion. Hematoxilina y eosina, 12X.
B. Células fusiformes profundas y filete nervioso con perinervio mal definido, rodeado de importante infiltrado de plasmocitos
y macréfagos vacuolados. Hematoxilina y eosina, 20X. C. Inflamacién profunda, plasmocitaria, que rodea un filete nervioso.
Hematoxilina y eosina, 20X.
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Figura 6. A y B. La coloracién de Ziehl-Neelsen muestra
abundantes bacilos intracelulares, en grandes conglomerados,
mas aparentes en la superficie de la lesién. 20X y 100X. C.
Los bacilos son también fuertemente positivos con la coloracién
Figura 5. Granuloma de macr6fagos vacuolados, células  del acido peryddico de Schiff. 40X. D. La coloracion de Ziehl-
epitelioides, algunas gigantes, linfocitos y plasmocitos, en los ~ Neelsen no demuestra bacilos intraneurales ni en los infiltrados
bordes laterales de la lesién. Hematoxilina y eosina, 20X. profundos. 40X.

Figura 7. A. El ganglio linfatico estad ampliamente reemplazado por infiltrado semejante al de la piel. Hematoxilina y eosina, 1X. B.
El componente de células vacuoladas y fusiformes es prominente. Hematoxilina y eosina, 20X. C. La coloracién de Zielh-Neelsen
demuestra un enorme nimero de bacilos fagocitados. 20X.
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PRESENTACION DE CASO

Sindrome de hipersensibilidad a medicamentos con exantema,
eosinofilia y sintomas sistémicos inducido por carbamazepina
Jorge Alonso Marin?, Mayra Alexandra Ortega?, Isaura Pilar Sanchez?, José Armando Pacheco?

1 Hospital Marco Fidel Suarez, Bello, Colombia; Facultad de Medicina, Universidad Cooperativa de Colombia,
Medellin, Colombia; Facultad de Medicina, Universidad Pontificia Bolivariana, Medellin, Colombia; Asociacién
de Toxicologia Clinica Colombiana, Medellin, Colombia
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Universitaria Remington, Medellin, Colombia

El sindrome de hipersensibilidad a medicamentos, con exantema, eosinofilia y sintomas sistémicos
(Drug Rash Eosinophylia with Systemic Symptoms, DRESS) es una reaccion a diferentes
medicamentos, principalmente anticonvulsivos, el cual cursa con compromiso sistémico y lesiones
eritematosas, al igual que ocurre en diversas dermatosis por reaccion a medicamentos. Este sindrome
es una condicién clinica poco frecuente, cuyo diagndéstico requiere un alto grado de sospecha por parte
del personal clinico. Si no se hace un diagnéstico oportuno y se suministra el tratamiento adecuado,
puede confundirse con otros tipos de alergias a medicamentos que implican riesgo de muerte.

Se presenta el caso de un paciente de 22 afios de edad con alteracion del neurodesarrollo a quien se le
inicié tratamiento con carbamazepina. Dos meses después consultd debido a la apariciéon de sintomas
generales y lesiones eritematosas en la piel, inicialmente en el tronco. En la atencién ambulatoria se le
prescribieron antihistaminicos y antipiréticos, con los cuales no mejoré adecuadamente; su condicion
empeoro, con la aparicion de lesiones en la piel y sintomas sistémicos propios del sindrome DRESS.
Al cabo del tratamiento farmacoldgico administrado durante su hospitalizacién segun los lineamientos
recomendados, las manifestaciones y complicaciones asociadas con el sindrome remitieron, la
administracion de esteroides pudo reducirse gradualmente y, finalmente, el paciente fue dado de alta.

Palabras clave: sindrome de hipersensibilidad a medicamentos; exantema; eosinofilia; signos y
sintomas; carbamazepina; anticonvulsivos; hipersensibilidad.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3170

Drug rash with eosinophilia and systemic symptoms syndrome induced by carbamazepine:
Case report

Drug rash with eosinophilia and systemic symptoms (DRESS) syndrome is a hypersensitivity reaction
associated with a variety of drugs, mainly anticonvulsants, which is characterized by systemic symptoms
and erythematous lesions, common to other toxicodermas. It is an uncommon clinical entity that
requires a high suspicion by clinical staff given its varied initial presentation, and the fact that symptoms
can overlap with those of other adverse cutaneous reactions to drugs. Without early diagnosis and
appropriate treatment, mortality increases.

We report the case of a 22-year-old patient with impaired neurodevelopment who received treatment
with carbamazepine. Two months later he presented with general symptoms and skin erythematous
lesions that began on his trunk. The patient received outpatient care with antihistamines and
antipyretics without an appropriate response. His case progressed with increased skin lesions and
systemic symptoms that met the diagnostic criteria for DRESS syndrome. He was hospitalized and
received medical treatment according to recommended guidelines. The patient’s condition improved
as his symptoms and associated complications resolved. He was discharged with gradual clearing of
the steroid therapy.

Key words: Drug hypersensitivity syndrome; eosinophilia; signs and symptoms; carbamazepine;
anticonvulsants; hypersensitivity.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3170
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El sindrome de exantema, eosinofilia y sintomas
sistémicos (Drug Rash with Eosinophilia and
Systemic Symptoms, DRESS) fue descrito por
primera vez en 1966 por Bocquet, et al., quienes
establecieron la definicion de la enfermedad y
los criterios de diagndstico, precisando el cum-
plimiento de tres de ellos como minimo. Tales
criterios incluyen erupcién cutanea, alteraciones
hematoldgicas como eosinofilia (>1.500 eosindfilos/
mm?) o linfocitos atipicos, compromiso sistémico
(adenopatias menores de 2 cm de diametro, o
hepatitis establecida por transaminasas dos veces
por encima del valor normal, o nefritis intersticial o
carditis) y fiebre (1-3).

El sindrome corresponde a una reaccién adversa
grave a medicamentos, potencialmente fatal y de
etiologia desconocida. Con una mortalidad de hasta
el 10 %, se caracteriza por exantema, erupcion,
fiebre, leucocitosis con eosinofilia o linfocitos
atipicos, adenopatias y compromiso de érganos
internos, como rifion o higado y, en algunos casos,
mucosa oral (2-5). Los sintomas aparecen entre
las tres y las 12 semanas de haberse iniciado el
tratamiento con la sustancia causante (3).

Entre los farmacos anticonvulsivos mas frecuente-
mente relacionados con el sindrome, se encuentran
la carbamazepina (27 %), el alopurinol (11 %), la
lamotrigina (6 %), el fenobarbital (6 %) y la fenitoina
(4 %) (5,6), medicamentos que son utilizados en el
tratamiento antiepiléptico, la neuralgia del trigémino,
el trastorno bipolar e, incluso, la hiperuricemia. El
sindrome se produce en muy pocos de los pacientes
tratados con estos medicamentos, y su prevalenciay
gravedad varian (7). Las manifestaciones cutaneas
son algunas de las reacciones secundarias mas
comunes a los medicamentos; en los Estados
Unidos, por ejemplo, su incidencia es de 100 casos
por cada 1.000 nuevos usuarios de anticonvulsivos,
especialmente del grupo de las aminas arométicas
(carbamazepina, fenitoina y lamotrigina) (8).

La fisiopatologia del sindrome DRESS incluye
defectos en la eliminacién de los metabolitos acti-
vos de los farmacos, asi como el retardo en su
acetilacion, lo cual da lugar a la acumulacién de
metabolitos reactivos capaces de desencadenar
reacciones inmunoldgicas y de reactivar virus de la
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Sindrome DRESS por carbamazepina

familia Herpesviridae, incluido el virus de Epstein-
Barry el tipo 6 del virus herpes humano. En algunos
estudios se ha demostrado que existe algln tipo
de predisposicion genética asociada a ciertos alelos
del antigeno leucocitario humano en pacientes que
pueden desarrollar este sindrome, la cual podria
explicar estas reacciones (9,10).

La incidencia estimada de este sindrome es de 1
a 1.000 por cada 10.000 exposiciones farmacolo-
gicas y su incidencia en la poblacion general es
de 0,4 casos por 1'000.000 de habitantes, con una
mortalidad estimada de 10 a 30 % (5).

En cuanto a las caracteristicas demograficas de la
poblacion con sindrome DRESS, segun diversos
reportes, la edad promedio de presentacion es de
40,7 £ 20,9 aflos de edad, con una distribucion
por sexo de 53 hombres y 47 mujeres, en quienes
el inicio de las manifestaciones clinicas ocurre,
en promedio, 3,9 £+ 2,6 semanas después de la
administracién del farmaco desencadenante de
las reacciones (10).

En el presente reporte, se presenta el caso de un
paciente joven con sindrome DRESS asociado
a carbamazepina, asi como la revision de los
principales hallazgos reportados en articulos cien-
tificos en torno a los aspectos mas relevantes de
la enfermedad.

Es importante resaltar que se obtuvo el consenti-
miento informado por parte del padre del paciente
para el uso de los datos de la historia clinica, asi
como la autorizacion para el reporte del caso.

Caso clinico

Se reporta el caso de un paciente de 22 afios de
edad con alteracién en el neurodesarrollo asociado
a hipoxia perinatal, sin antecedentes de tratamiento
previo con farmacos, funcionalidad adecuada en el
hogar, y dedicado a labores de agricultura.

Por indicacién del Servicio de Psiquiatria, se le
comenzo a administrar carbamazepina en dosis de
200 mg cada 12 horas. A los 62 dias, el paciente
presentd malestar general, somnolencia, astenia,
adinamia, cambios en el comportamiento y lesiones
eritematosas en la piel del pecho y la espalda
gue una semana después se habian extendido al
tronco y las extremidades, por lo cual consultd en
el servicio de urgencias de su localidad. Alli recibié
tratamiento con antihistaminicos y analgésicos, y
se le dio de alta. Dos dias después, las manifes-
taciones se agudizaron y tuvo que consultar de
nuevo al hospital local.
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En el momento del ingreso, el paciente presentaba
una temperatura de 39,5 °C y lesiones maculopa-
pulares morbiliformes en la piel y las mucosas, sin
evidencia de epidermolisis ni signo de Nikolsky. Se
inici6 tratamiento con esteroides intravenosos, anti-
histaminicos y antipiréticos. Los sintomas sugerian
gue el paciente estaba presentando manifestaciones
concordantes con el sindrome DRESS.

Se le practicaron varios exdmenes de laboratorio,
los cuales evidenciaron un aumento de la crea-
tinina que sugeria falla renal aguda (cuadro 1).
El andlisis de orina fue positivo para proteinuria,
eritrocitos, bacterias y uratos amorfos, por lo
cual se le administré hidratacion parenteral y se
lo remiti6 dos dias después al centro de mayor
complejidad para su valoracién por toxicologia
clinica y medicina interna.

Biomédica 2017;37:150-7

En la evaluacion del Servicio de Toxicologia Clinica,
se observé un paciente orientado, deshidratado,
en regulares condiciones generales, con presion
arterial de 130/90 mm Hg, frecuencia cardiaca de
90 por minuto, frecuencia respiratoria de 21 por
minuto y temperatura de 39,8 °C. Ademas, pre-
sentaba edema facial con predomino palpebral,
queilitis y mucosa oral seca; en el examen de piel,
se encontraron lesiones eritematosas generalizadas
y descamacion (figura 1).

Se inicio su tratamiento con 100 mg de hidrocor-
tisona intravenosa cada ocho horas, la cual se
suspendi6 a las 48 horas, reemplazandola con
la administracién por via intravenosa de 8 mg de
fosfato de dexametasona cada 12 horas, 50 mg
de difenhidramina cada ocho horas, 50 mg de
ranitidina cada ocho horas, dosis Unica de 1 g de

Cuadro 1. Examenes de laboratorio practicados durante la hospitalizaciéon en la localidad de origen del paciente y en el Hospital

San Juan de Dios de Rionegro

Examenes de Hospitalizacion

Hospitalizacién en el Hospital San Juan de Dios de Rionegro

laboratorio en la localidad
de origen Dia 1 Dia 2 Dia4d Dia5 Dia6 Dia8 Dia9 Dia14 Dia16 Unidades Valorde
referencia
Medicado con Ingreso Diagnéstico Fase aguda Fase de
carbamazepina confirmado resolucion
Hemoglobina 14,3 14,2 16,5 14,9 14,3 15,6 - 11,2 10,3 9,7 g/dl 14 - 18
Hematocrito 46,8 38,6 44,6 40,8 29,3 41,6 - 306 28 26,7 % 42 - 48
Leucocitos 9,77 18,62 21,42 29,19 4154 40,14 - 27,54 16,33 13,77 10%mm? 45- 10
Neutrdfilos 79 46,2 60,20 52,60 46,50 51,70 - 72,40 10,51 7,25 % 40 - 74
Eosindfilos 6 30,10 13,10 2,40 3,80 1,30 - - 0,42 0,88 % 0o - 7
Plaquetas 220 231 258 407 477 400 217 130 157 160 10%/mm?3 150 -400
Creatinina 2,4 2,7 3,5 3,3 2,4 1,9 1,3 1,2 0,9 - mg/dl 0,7- 1,3
Sodio - - 142 140 139 141 141 142 - - mEqg/L 135 -145
Potasio - - 4,6 4,3 4,1 4,1 3,0 3,2 - - mEg/L 35- 55
Cloro - - 108 108 - - 113 110 - mEq/L 95 -107
Magnesio - - 1,9 2,3 2,1 2,0 - - - - mg/dl 1,2- 2.2
Calcio - - 7,3 7,6 - 7,5 - 7,3 - - mg/dl 8,6- 10
CPK - 311 - - - 52 234 - - - u/l 0 -175
Urea - - 89,9 107 98,4 1006 20,8 535 449 - mg/dl -
Nitrégeno - - 42 50 46 47 - 25 21 - mg/dI 7 - 25
PCR - 67 105,6 31,2 17,9 9,7 - - 11,3 11,5 mg/L 0o - 3
ALT - - 67 - 65 - - 54 - - u/L 30 - 65
AST - - 32 - 33 - - 29 - - u/L 15 - 37
FA - - 91 - - - - - - - u/L 100 -290
AlbUimina - - - - 2,1 - - - - - g/dl 38- 54
TP - - - 12,6 - - 10,8 - - - S 10,5
TPT - - - 51,1 - - 32 - - - s 32,5
INR - - - 1,39 - - 1,02 - - - s -
Bilirrubina T 1,2 - 0,3 - - - - 0,7 - - mg/dI 0o - 1
Bilirrubina D 0,8 - 0,1 - - - - 0,3 - - mg/dI 0 - 03
Bilirrubina | - - 0,2 - - - - 0,4 - - mg/dI 0o - 1
Glucemia - - - - - - - 86 - - mg/dI 74 -106
PCO, - - - - - 31,1 31,2 3972 - - mm Hg 35 - 45
PO, - - - - - 79 68,5 40,1 - - mm Hg 80 -100
Bicarbonato - - - - - 16,8 19,4 23,3 - - mmol/L 22 - 26

PCO,: presion parcial de dioxido de carbono; PO,: presion parcial de oxigeno; INR: relacion normalizada internacional; TPT: tiempo parcial de
tromboplastina; TP: tiempo de protrombina; FA: fosfatasa alcalina; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; PCR: proteina C

reactiva; CPK: creatinina fosfocinasa; VR: valores de referencia
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Figura 1. Lesiones eritematosas maculopapulares morbiliformes
generalizadas y descamacion asociada, con edema palpebral y
sin evidencia de epidermdlisis ni presencia del signo de Nikolsky

dipirona, asi como la administracion por via oral de
1 g de acetaminofén cada seis horas, albendazol en
dosis Unica de 400 mg, furosemida en dosis Unica
de 20 mg por via intravenosa, y betametasona en
ungiiento al 0,05 %, con lo cual se logro la mejoria.

En el reporte de laboratorio, se encontré leucocitosis
con acentuada eosinofilia, y aumento de la creatinina
y de la creatina-fosfocinasa; aunque las pruebas
hepaticas y el ionograma fueron normales (cuadro
1), se sugirio vigilar los niveles de electrolitos en
sangre, y la funcién renal y hepatica.

Dado que el paciente habia tenido oliguria durante
la infancia y que la falla renal se habia agudizado,
se decidi6 practicar una ecografia renal y de vias
urinarias para descartar una falla crénica. La
valoraciéon por nefrologia y los hallazgos en la
ecografia no evidenciaron cambios sugestivos de
esta condicién clinica, por lo cual se concluyé que
el aumento en la creatinina se debia a una falla
renal aguda. Ademas, los dos primeros andlisis de
orina, que habian mostrado proteinuria (30 mg/ml),
se normalizaron durante su estancia hospitalaria.

Sindrome DRESS por carbamazepina

En el sexto dia de hospitalizacion, el paciente pre-
sentd tres convulsiones ténico-clonicas, disnea y
aumento de la presion arterial, razon por la cual se
inicio la administracién intravenosa de 500 mg de
fenitoina intravenosa diluidos en 250 ml de solucion
salina mas 10 mg de diazepam para el tratamiento
de la convulsién aguda. Sin embargo, debido a
los efectos secundarios de los anticonvulsivos de
tipo de acetiladores lentos, como la fenitoina, y
su incidencia en el sindrome DRESS, se decidio
suspender el tratamiento y reemplazarlo por la
administracion intravenosa de 2 g de lorazepam
cada seis horas y 5 mg de amlodipino cada 12
horas, y tres litros por minuto de oxigeno por canula
nasal; ademas, se solicitaron otros examenes de
laboratorio (cuadro 1).

A los seis dias de la hospitalizacién, el paciente
present6 fiebre y secrecién de material purulento
en el sitio del catéter venoso central que le fue
colocado en el segundo dia de hospitalizacién
debido a la aparicion de complicaciones vascu-
lares, las cuales no podian haber respondido a
la presencia de un absceso venoso periférico; por
ello, se decidi6 iniciar el tratamiento con 1 g de
vancomicina por via intravenosa cada ocho horas.
El paciente se someti6 a cirugia para retirar el
catéter, tomar una muestra para el cultivo destinado
al estudio microbiolégico e implantar un nuevo
catéter. Presentd inestabilidad hemodindmica e
hipertensién arterial sistémica persistente, la cual
se tratd con un bolo de 100 mg de labetalol; dado
que también presentd encefalopatia de posible
origen infeccioso, metabdlico o hipertensivo, fue
trasladado a la unidad de cuidados especiales.

Durante la estancia en dicha unidad, se evidencid
inestabilidad hemodinamica que requirid el uso
de vasopresores: 250 mg de dobutamina por via
intravenosa (4 pg/kg por minuto). Se observo, sin
embargo, una tendencia hacia la hipertensién
arterial, lo cual requirié la administracion por via
intravenosa de 150 ug diarios de clorhidrato de
clonidina, prazosina en tabletas de 1 mg cada
12 horas, amlodipino en tabletas de 5 mg cada
12 horas, y enalapril en tabletas de 20 mg cada
24 horas.

Se detectd una infeccién urinaria por Klebsiella
pneumoniae negativa para betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) y positiva para peni-
cilinasa. Los dos hemocultivos y la punta del
catéter fueron positivos para Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina, por lo cual se suspen-
did el tratamiento con vancomicina y se inicio la
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administracion de cefepime, con una adecuada
reaccion del paciente, lo cual permitié su traslado
a una sala general al cuarto dia de estancia en la
unidad de cuidados especiales.

A partir de ahi, el paciente tuvo una excelente
reaccion al tratamiento, con mejoria clinica y de
laboratorio (cuadro 1, figura 2). Al cabo de la hospita-
lizacion de 17 dias, se le dio de alta sin problemas.
Discusion

El sindrome DRESS es una reaccion adversa por
hipersensibilidad, de tipo idiosincratico, la cual no
esta relacionada con la dosis del medicamento.
Se han descrito algunos factores de riesgo, como
ser de raza negra, tener un pariente en primer
grado con reaccién a anticonvulsivos y ser un
acetilador lento (1). En este informe, se describe
el caso de un paciente joven que, tras el uso de
carbamazepina, presento fiebre, erupcién cutanea
asociada a leucocitosis con eosindfilia y falla renal
aguda, manifestaciones que concuerdan con las
propias del sindrome DRESS (1).

Las manifestaciones clinicas del sindrome DRESS
se presentan entre tres y 12 semanas después del
inicio del tratamiento con el medicamento causante,
en este caso, anticonvulsivos aromaticos; en indi-
viduos previamente sensibilizados, tales manifes-
taciones se desarrollan mas tempranamente. El
primer signo que aparece es la fiebre; los pacientes
pueden cursar con sintomas inespecificos que
simulan el inicio de un cuadro gripal y presentar,
ademads, erupcion cutdnea, malestar general y
faringitis (3,4). En el curso de la enfermedad, la
fiebre cede al cabo de dos dias y la erupcién tarda
10 dias, en promedio (5).

En el presente caso, la fiebre se presenté a las ocho
semanas. Después de estos sintomas generales,
aparecieron las lesiones en la piel, las cuales
pueden asociarse con adenopatias, en tanto que
la afectacion visceral se puede presentar de forma
mas tardia (4). Las manifestaciones cutaneas,
que se presentan en 85 % de los casos, consisten
en lesiones maculopapulares eritematosas de tipo
morbiliforme que aparecen inicialmente en la caray
posteriormente se extienden en sentido cefalocau-
dal, comprometiendo el tronco y las extremidades,
tal como se presentd en este paciente (4,11).

El compromiso sistémico puede presentarse,
incluso, entre una y dos semanas después de
la aparicion de las lesiones en la piel. Pueden
encontrarse adenopatias simétricas de mas de 2
cm de didmetro, asi como hepatoesplenomegalia,
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Figura2.Evolucionclinicadel paciente durante lahospitalizacion.
A. Lesiones de tipo descamativo en cara durante los primeros
seis dias. B. Lesiones petequiales durante su estancia en
la unidad de cuidados especiales. C-D. Disminucién de las
lesiones descamativas y del compromiso microvascularde la
dermis, y resolucion del cuadro clinico inicial.

siendo el higado el 6rgano mas comprometido
(28 a 65 % de los casos), con manifestaciones
gue van desde una elevacion leve de las enzimas
hepaéticas hasta una hepatitis toxica aguda (3,12). El
uso concomitante de otros farmacos hepatotoxicos
(como el paracetamol para la fiebre) puede empeorar
la situacion. También se ha evidenciado el compro-
miso renal con nefritis intersticial y el compromiso
pulmonar con neumonitis intersticial eosinofilica,
disnea, tos seca y broncoespasmo, aunque, en
general, cualquier 6rgano se puede ver afectado
(10). En este paciente, el compromiso sistémico se
evidencié como falla renal.

Las alteraciones hematolégicas reportadas en el
sindrome DRESS incluyen anemia, leucocitosis o
leucopenia con eosinofilia, presencia de linfocitos
atipicos y trombocitopenia (3). El paciente de este
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caso presento una clara leucocitosis con eosindfilia,
ademas de trombocitopenia, criterios que sirvieron
para aclarar el diagnostico.

Las pruebas diagnésticas indicadas ante una
sospecha de sindrome DRESS incluyen el leuco-
grama, las pruebas de funcién hepética y renal,
el analisis de orina, y la radiografia de torax; en
todos los casos, se deben descartar, ademas, las
posibles causas infecciosas (4,6,8-10).

Ante un cuadro clinico en el cual se sospeche el
sindrome DRESS, lo primero que debe hacerse
es suspender el uso del medicamento causante e
iniciar el tratamiento indicado, aplicar las medidas
de soporte, y mantener una adecuada hidratacion
y el equilibrio hidroelectrolitico; asimismo, debe
iniciarse la evaluacion paraclinica (13,14).

Los cuadros leves en los que no haya compromiso
de varios 6rganos, se pueden tratar con esteroides
tépicos y antihistaminicos; sin embargo, en caso
de un mayor compromiso, el tratamiento requerira
esteroides sistémicos, como la dexametasona (15 a
20 mg al dia) o la prednisolona (0,5 a 0,7 mg/kg/dia),
durante periodos de hasta ocho semanas, siempre
teniendo en cuenta que estos deben suspenderse
gradualmente a lo largo de tres a seis meses para
evitar recaidas después de la estabilizacion clinica
y de los resultados de laboratorio (1,15,16). Una
vez suspendido completamente el tratamiento con
esteroides, se ha reportado que 18,5 % de los
pacientes presentan recaidas de las cuales se
recuperan al reiniciarlo, en tanto que 77,8 % de
ellos se recuperan sin complicaciones (12).

Cuando los pacientes presentan necrélisis epidér-
mica toxica, se recomienda el uso de pulsos de
metilprednisolona en dosis diarias de 1 g durante
tres dias (5). En los casos graves, también se ha
recomendado la inmunoglobulina humana en dosis
intravenosas de 2 g/kg/dia durante cinco dias (16).

Dado que en algunos casos se puede presentar
prurito intenso, se recomienda el uso de antihista-
minicos de primera generacién, como la hidroxicina
o la difenhidramina (1). Asimismo, se ha utilizado
la administracion de N-acetilcisteina durante cuatro
a seis dias, con el fin de reponer la capacidad
antioxidante e inhibir las reacciones inmunitarias
mediadas por citocinas, asi como la administracion
de pentoxifilina en dosis de 400 a 800 mg cada ocho
horas durante 7 a 14 dias, con el fin de bloquear
el factor de necrosis tumoral alfa y disminuir asi el
riesgo de que se presenten el sindrome de Stevens-
Johnson o una necrolisis epidérmica toxica (3).

Sindrome DRESS por carbamazepina

Es importante mencionar que el paciente cuyo
caso se reporta presenté complicaciones infeccio-
sas y metabdlicas asociadas tanto a la atencion
de salud como al aumento de su sensibilidad,
debido al compromiso multisistémico y el trata-
miento farmacoldgico.

Los diagnésticos diferenciales del sindrome DRESS
incluyen otras erupciones causadas por medica-
mentos, como el sindrome de Stevens-Johnson
o la necrdlisis epidérmica toxica, las cuales se
caracterizan por la aparicion de leucopenia y
linfopenia, en contraste con la marcada eosinofilia
y la presencia de linfocitos atipicos predominantes
en el sindrome DRESS (6). Considerando que
en su primer episodio este sindrome puede
confundirse con una amplia gama de enferme-
dades eritematosas, como el lupus eritematoso
inducido por medicamentos, la enfermedad de
Kawasaki y el sarampién con compromiso hepatico
(17), resulta imprescindible hacer un diagnéstico
preciso de la enfermedad para administrar el
tratamiento adecuado.

Un aspecto importante de la fisiopatologia del
sindrome DRESS es la reaccion inmunoldgica. En
algunos reportes se ha informado que el exantema
se asocié a la funcién de los linfocitos T CD4+,
aunque diferenciandolo de las lesiones con infiltra-
cién hematica mediada por los linfocitos T citotoxicos
CD8+, los cuales constituyen un marcador de la
gravedad del cuadro clinico (13,14,18,19).

Entre los factores ambientales, bioldgicos y gené-
ticos asociados al desarrollo del sindrome DRESS,
se ha reportado en varios estudios recientes la gran
influencia de los factores genéticos en algunas
poblaciones asiaticas. Mediante el uso de técnicas
de purificacién del ADN, de reaccion en cadena
de la polimerasa y de sondas de oligonucleétidos
de cadenas especificas, se pudo detectar el alelo
HLA-B*1502 en pacientes tratados con carba-
mazepina, lo cual demostr6 que se trataba de
un marcador genético de la predisposicion a las
reacciones alérgicas cutaneas en el 100 % de los
pacientes evaluados (20,21). En otros estudios
se han encontrado marcadores de la reaccion
inmunoldgica, entre los cuales esta la quimiocina
TARC/CCL17, la cual tiene un papel importante en
el desarrollo de la reaccion inflamatoria mediada
por un perfil inmunoldgico de tipo Th2 (22,23).

Es de resaltar que en el caso de este paciente
con sindrome DRESS por carbamazepina hubiese
sido de gran valor contar con estudios genéticos
e inmunoldgicos para confirmar su sensibilidad a
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este medicamento, asi como para una mejor carac-
terizacién paraclinica y para determinar posibles
nuevas causas de la enfermedad (3,20), lo cual
contribuiria a un mayor conocimiento sobre el
factor dominante en este sindrome y a la imple-
mentacién de nuevas técnicas diagnosticas y de
tratamiento en aras de disminuir al maximo la tasa
de morbimortalidad.

Conclusion

El sindrome DRESS es una condicién poco comun
de gran importancia en la practica clinica debido
a que en su fase inicial tiende a confundirse con
otras dermatosis por reaccion a medicamentos.
El presente reporte contribuye a una mejor com-
prension de la patogenia, el diagnostico y el
tratamiento de la enfermedad, lo cual es de gran
importancia, ya que no todas las manifestaciones
maculopapulares asociadas a tales dermatosis
tienen el mismo origen, y es imprescindible conocer
y correlacionar la clinica con los antecedentes
farmacologicos para lograr un diagnéstico preciso
y oportuno.
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PRESENTACION DE CASO

Casos de intoxicacion aguda por plaguicidas
en la colonia Puerto Pirap9, Iltapua, Paraguay, febrero de 2014

Maria Esther Pedrozo?, Sandra Ocampos?, Rosa Galeano?!, Andrea Ojeda'?,
Agueda Cabello!?, Dalva De Assis!

! Programa de Entrenamiento en Epidemiologia de Campo, Direccion General de Vigilancia de la Salud, Ministerio
de Salud Publica y Bienestar Social, Asuncion, Paraguay
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En Paraguay, los plaguicidas, principalmente los compuestos organofosforados, son el agente causal
del 13,7 % de las intoxicaciones reportadas. Las intoxicaciones con estos compuestos inhiben la
enzima acetilcolinesterasa y pueden generar tres cuadros clinicos: la intoxicacion aguda, el sindrome
intermedio y una neurotoxicidad tardia.

Se presentan 15 casos de intoxicacién aguda en diez mujeres y cinco hombres entre los 5y los 67
afios de edad, procedentes de una comunidad rural, cuyos sintomas se iniciaron después de haber
utilizado el agua contaminada con plaguicidas de la red comunitaria. Los sintomas mas frecuentes
fueron nduseas y vémito, seguidos de dolor abdominal, cefalea, fiebre, prurito, hiperemia conjuntival y
sudoracion. En cinco de los pacientes se hizo el hemograma y se midieron los valores de las funciones
renal y hepatica, asi como de la colinesterasa sérica, con resultados dentro de los valores de referencia;
solo uno de los afectados present6 alteracion de las enzimas hepaticas.

En dos muestras de agua de la red comunitaria, se detecté un compuesto organofosforado cuyo
ingrediente activo era el profenofos. Es fundamental que el personal de atencion primaria en salud, sobre
todo en las zonas rurales, sea capaz de detectar los casos de intoxicaciones agudas por plaguicidas
de manera oportuna, con el fin de brindar el tratamiento adecuado. Ademas, es necesario que las
instituciones responsables supervisen el cumplimiento de las leyes ambientales en estas zonas, con el
fin de evitar este tipo de incidentes.

Palabras clave: plaguicidas; insecticidas organofosforados; contaminacion del agua; vomitos; informes
de casos; Paraguay.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3264
Cases of acute pesticide poisoning in Colonia Puerto Pirapo, ltapua, Paraguay, February, 2014

In Paraguay, pesticides are the causative agent in 13.7% of poisonings, especially organophosphorus
compounds. Such poisoning produces the inhibition of acetylcholinesterase generating three possible
clinical conditions: acute poisoning, intermediate syndrome or late neurotoxicity.

We present 15 cases of acute poisoning, ten women and five men from a rural community between 5
and 67 years of age, whose symptoms began after using water contaminated by pesticides from the
community network. The most common symptoms were nausea and vomiting, followed by abdominal
pain, headache, fever, itching, red eyes and sweating. Five patients underwent blood tests for blood
count, renal and liver function and serum cholinesterase, with results within the reference values; just
one patient had high liver enzymes.

In two samples from the community water supply network the active compound detected was
profenophos. It is essential to train primary health care personnel to identify cases of acute pesticide
poisoning in a timely manner to provide appropriate treatment, especially in rural areas. Additionally, it
is necessary that responsible institutions monitor compliance with environmental regulations in these
areas to avoid such incidents.

Key words: Pesticides; insecticides, organophosphate; water pollution; vomiting; case reports; Paraguay.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3264

Desde hace unos afios, Paraguay es el séptimo la produccién agricola ha motivado la utilizacién
productor de soya en el mundo, con cerca de 2 % masiva de plaguicidas agricolas de forma tanto
de la produccion mundial (1,2). Este aumento en  empirica como industrial (3), lo cual ha generado
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un problema para la salud publica debido a las
intoxicaciones y las muertes ocasionadas, en
su mayoria, por la incorrecta manipulacion de
dichas sustancias (4). Segun el Centro Nacional
de Toxicologia, el agente causal en el 13,7 % de
las intoxicaciones registradas son los plaguicidas
(5), en primer lugar, los organofosforados (47,1 %),
seguidos por los piretroides y las piretrinas (6-10).

Los plaguicidas organofosforados son sustancias
extremadamente tdxicas que pueden inhibir de
manera irreversible la enzima acetilcolinesterasa,
si el caso no es tratado oportunamente (11-13).
La excesiva estimulacion de los receptores de la
acetilcolina origina el sindrome colinérgico, con los
consecuentes efectos muscarinicos, nicotinicos y
en el sistema nervioso central (11).

Los efectos muscarinicos varian segun el sitio
afectado: en las glandulas exocrinas ocasiona
aumento de la salivacion, la lacrimacion y la
transpiracién; en los ojos, vision borrosa, miosis
(puntiforme y no reactiva) e hiperemia conjuntival;
en el tubo digestivo, nauseas, vomitos, sensacion
de estrechez, inflamacién y célico abdominal,
diarrea, tenesmo e incontinencia fecal; en las
vias respiratorias, secreciones bronquiales exce-
sivas, rinorrea, jadeo, sensacién de estrechez del
térax, broncoespasmos, broncoconstriccion, tos,
bradipnea y disnea; en el sistema cardiovascular,
bradicardia y disminucion de la presion arterial, y
en la vejiga, frecuencia e incontinencia urinaria.

Los efectos nicotinicos que afectan el sistema
cardiovascular producen taquicardia, palidez vy
aumento de la presion arterial; en los musculos
estriados generan fasciculacion muscular en parpa-
dos y musculos faciales finos, calambres, mialgias,
debilidad, pardlisis flacida, temblor e hiperglucemia,
y en el sistema nervioso central, somnolencia,
letargia, fatiga, cefalea, ansiedad, confusion, irrita-
bilidad, alteracion del estado de conciencia, ataxia,
cianosis, depresion respiratoria y convulsiones
(11-13).

Las investigaciones de las situaciones de salud
publica relacionadas con los plaguicidas son impor-
tantes porque fortalecen el sistema de informacion
sobre las enfermedades que causan, asi como
sobre los perjuicios y los efectos medio-ambientales
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Intoxicacién por plaguicidas, Paraguay, 2014

adversos asociados con la exposicion a plaguicidas
(9). En Paraguay, las intoxicaciones por plagui-
cidas son de notificacién obligatoria mediante
ficha individual.

En este marco, el objetivo de este trabajo fue
describir la investigacion realizada por el equipo de
epidemiologia de campo en el incidente ocurrido
en la colonia Puerto Pirapé, asi como la presen-
tacion de los casos de intoxicacion aguda por
organofosforados.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal
entre el 26 de febrero y el 1° de marzo de 2014
en la colonia Puerto Pirapé del departamento de
ItapuUa, situada a 449 km de Asuncién, capital del
pais. La colonia Puerto Pirap6 es una comunidad
rural compuesta por 70 familias dedicadas al
cultivo de soya y por ocho productores a gran
escala. Tienen dos formas de suministro de agua
para el consumo: los pozos domiciliarios y un
sistema de abastecimiento en red proveido por la
junta local de saneamiento del Servicio Nacional
de Saneamiento Ambiental.

Los datos se recolectaron de las fichas de notifi-
cacion de intoxicaciones agudas por plaguicidas;
ademas de las encuestas a los pobladores, se
hicieron entrevistas no estructuradas al intendente
municipal, al encargado del puesto de salud y al
encargado de la junta local de saneamiento.

Trabajo de campo

Se hizo una busqueda activa comunitaria utilizando
un cuestionario semiestructurado que incluia datos
demograficos, como edad y sexo, y datos ambien-
tales, como el tipo y la procedencia del agua para
consumo, los plaguicidas utilizados, y la forma
de exposicion.

Se hicieron entrevistas en todas las viviendas en
las que, en el momento de la encuesta, se encon-
trara al menos una persona adulta que aceptara
contestarla.

Se utilizaron las siguientes definiciones:

a) caso sospechoso: “Toda persona residente o
no de la zona que haya consumido o estado en
contacto con el agua de la red comunitaria de
Puerto Pirap6 desde el 26 de febrero hasta el 1° de
marzo del 2014, y que haya presentado uno o mas
de los siguientes sintomas: nauseas, vémitos, dolor
abdominal, cefalea, miosis, sudoracion, dificultad
respiratoria o convulsiones”.
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b) Caso confirmado por laboratorio: “Caso sos-
pechoso en el que las pruebas de laboratorio
evidencian una alteracion atribuible a la exposicion
a plaguicidas”.

c¢) Caso confirmado por criterio clinico epidemioldgico:
“Caso sospechoso con al menos uno de los siguien-
tes criterios: antecedente comprobado de exposicion
al plaguicida y que presente manifestaciones clini-
cas como consecuencia de esta exposicion; que las
caracteristicas del cuadro clinico, la o las vias de
exposicion implicadas, la relacion entre el agente
causal y el mecanismo de accién y su asociacion
en el tiempo, se relacionan con las manifestaciones
clinicas de la intoxicacion”.

Se hizo un reconocimiento ambiental de las zonas
afectadas, georreferenciando las viviendas en las
cuales se habian encontrado casos sospechosos,
asi como el tanque de abastecimiento de agua.

La Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA),
entidad responsable del control de la calidad del
agua a nivel nacional, analizé las muestras de agua
de la red comunitaria recolectadas por los afecta-
dos el dia del evento utilizando el método de barrido
MA-023 de pesticidas en agua mediante extraccion
enfase solida por cromatografia de gasesy espectro-
metria de masas (Solid Phase Microextraction-Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, SPME-GCMS).

El andlisis de datos se hizo con el programa infor-
matico Epi Info 7.1.6, usando medidas estadisticas
de tendencia central y dispersion.

Consideraciones éticas

La investigacion de los casos se ajusto a los linea-
mientos para las investigaciones de brotes de la
Direccién General de Vigilancia de la Salud. Los
datos obtenidos se manejaron de forma confidencial
y se usaron exclusivamente para el cumplimiento
del objetivo propuesto.

Resultados

Se visitaron 52 familias compuestas por 214 per-
sonas, de las cuales 111 (52 %) eran hombres;
la mediana de edad fue de 25 afios (rango de 3
meses a 86 afios).

En cuanto al tipo de abastecimiento de agua para
consumo, en 15 % (n=8) de las viviendas habia
pozo domiciliario y el 85 % (n=44) de ellas contaba
con el sistema de la red comunitaria.

En las entrevistas, los integrantes de 15 de las fami-
lias de un mismo sector de la comunidad refirieron
haber percibido un olor anormal en el agua de la
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red de abastecimiento el 26 de febrero del 2014,
y seis de estas familias utilizaron el agua en
esas condiciones.

En cuanto a los plaguicidas utilizados en esa
temporada, la mayoria eran fungicidas como el
acetamiprid (compuesto organico clorado), ade-
mas de herbicidas como el glifosato e insecticidas
como la cipermetrina, entre otros que no pudieron
ser precisados.

Presentacion de los casos

Se detectaron 15 casos: diez mujeres y cinco
hombres entre los 5 y los 67 afios de edad, que
presentaron sintomas después de utilizar el agua
de la red comunitaria con olor anormal en la
preparacién de infusiones (té) y en la coccién de
alimentos, asi como para la higiene personal, con
lo cual se pudo establecer cuales habian sido las
vias de absorcion.

Los sintomas mas frecuentes fueron nauseas y
vomitos, seguidos de dolor abdominal, deshidrata-
cion, cefalea, fiebre, prurito, hiperemia conjuntival,
sudoracion y dificultad respiratoria, entre otros
(cuadro 1).

Siete de los 15 afectados acudieron a consulta
médica pasadas 48 horas de la exposicion, se
les hicieron exadmenes fisicos y fueron hidratados
parenteralmente. Debido a que los sintomas per-
sistian, cinco de ellos acudieron a una segunda
consulta (seis dias después de la exposicion) vy,
ademas de los examenes fisicos, se les tomaron
muestras para analisis de sangre y hemograma, con
el fin de establecer el perfil renal y el hepéatico, asi
como la colinesterasa sérica, con resultados dentro
de los valores de referencia; solo uno de los pacien-
tes presentd elevacion de las enzimas hepaticas
(cuadro 2). Todos los afectados evolucionaron
favorablemente, sin complicaciones aparentes.

Investigacion ambiental

Se constato que, entre los grandes productores de
soya, solo uno contaba con pozo domiciliario; los
demés no contaban con dispositivos de suministro
de agua en grandes cantidades para reabastecer
los pulverizadores con capacidad de 2.000 litros
utilizados en la preparacion y la aspersion de los
plaguicidas en los plantios, por lo que utilizaban
directamente los grifos de la red de abastecimiento
de agua de la comunidad para la preparacion de
los plaguicidas. Segun los pobladores, este mismo
incidente ya habria ocurrido en dos oportunidades
anteriores, pero sin consecuencias aparentes para
su salud.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los casos de intoxicacion por agua contaminada con plaguicidas, colonia Puerto Pirapd, ltapua,

Paraguay, febrero de 2014

Caso Sexo Edad (afios) Vias de exposicion al Sintomas
agua contaminada
1 Masculino 21 Oral Nauseas, vomitos
2 Femenino 23 Oral Nauseas, vémitos, deshidratacion
3 Femenino 22 Oral Nauseas, vomitos, deshidratacion, dificultad respiratoria
4 Femenino 50 Oral-piel Nauseas, vomitos, dolor abdominal, irritacion ocular,
sudoracion, deshidratacion, bradicardia
5 Masculino 67 Oral Nauseas, vomitos, dificultad respiratoria
6 Femenino 5 Piel Fiebre, prurito
7 Masculino 12 Piel Fiebre, prurito
8 Femenino 23 Oral Nauseas, vomitos, dolor abdominal, cefalea, sudoracion
9 Femenino 36 Oral Dolor abdominal, cefalea, sudoracion
10 Masculino 12 Oral-piel Nauseas, vomitos, prurito
11 Femenino 33 Oral-piel Dolor abdominal, cefalea
12 Femenino 17 Oral-piel Vémitos, dolor abdominal, cefalea
13 Masculino 59 Piel Picazon, hiperemia conjuntival
14 Femenino 56 Oral-piel Nauseas, cefalea
15 Femenino 59 Oral Dolor abdominal, cefalea, decaimiento

Cuadro 2. Resultados de los analisis de bioquimica clinica en sangre de los casos de intoxicacion con agua contaminada por
plaguicidas, colonia Puerto Pirapé, ItapUa, Paraguay, febrero de 2014

Casos Hematocrito Glébulos blancos/mm? ALP (GPT) AST (GOT) Colinesterasa sérica
(%) (5.000-10.000)* (0-41 U/L)* (0-39 U/L)* (3.300-9.000 U/L)*
1 46 5.900 100 42 6.722
2 41 7.800 13 23 3.500
3 42 4.400 19 39 4.590
4 46 8.300 17 31 3.200
5 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos 6.108

* Valores de referencia
ALP: alanina amino-transferasa; AST: aspartato amino-transferasa

En cuanto al analisis del agua, en dos de las tres
muestras recolectadas de los grifos por los pobla-
dores el dia del evento, se detecté el compuesto
profenofos, un tipo de plaguicida organofosforado,
en concentraciones de 0,30 mg/dl y 39,26 mg/dl,
respectivamente (figura 1).

Medidas de control

Ante la percepcion de que el agua de la red
comunitaria presentaba condiciones anormales,
los pobladores dieron aviso a sus vecinos, y se
cortd el suministro del agua de consumo en toda la
zona; 24 horas después, se hizo una reunién con
el intendente municipal, los representantes de la
junta de saneamiento y los pobladores, en la cual
decidieron suspender oficialmente la utilizacién del
agua de la red comunitaria por tres dias. En este
lapso se limpid el tanque (con solucidn de hipoclorito
de sodio) y se dejaron los grifos abiertos.

Discusion
Todos los casos fueron confirmados con base en cri-
terios clinicos y epidemiol6gicos: manifestaciones

clinicas de tipo muscarinico o nicotinico sugerentes
de intoxicacién por plaguicidas organosforados
y exposicién al agua de la red comunitaria con
caracteristicas anormales coincidentes en tiempo
y lugar, ademas de la deteccién de residuos de
pesticidas organofosforados en las muestras de
agua de la red comunitaria.

En todos los casos, la via de absorcidon mas impor-
tante fue el aparato digestivo por ingestion de
alimentos preparados con el agua contaminada, lo
cual coincide con otros reportes publicados (14).
Segun la clasificacién de intoxicacion aguda por
plaguicidas propuesta por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), los sintomas observados
con mayor frecuencia (nauseas, vémitos, dolor
abdominal, cefalea, sudoracion e irritacion ocular,
entre otros) corresponden a intoxicaciones leves
o transitorias de resolucion espontanea (15).

Con respecto al equilibrio metabdlico, el incremento
de las enzimas hepaticas y las afecciones en
rifones y sangre, no se pudieron constatar ade-
cuadamente porque los analisis de laboratorio se
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Fuente: elaboracion propia

Figura 1. Ubicacion del tanque de la red de abastecimiento de agua con respecto a las viviendas de las personas afectadas por la
intoxicacion con plaguicidas, colonia Puerto Pirapd, Itapua, Paraguay, febrero de 2014

hicieron solo en un tercio de los casos y luego de
seis dias de ocurrido el incidente. Sin embargo, en
aquellos casos en que si se hicieron los analisis
de sangre, los valores del hemograma resultaron
normales, y Unicamente uno de los afectados pre-
senté alteracion del perfil hepético, hallazgos que
son similares a los descritos por Diaz, et al. (16).

Si bien la confirmacion por el laboratorio de las
intoxicaciones debidas a la exposicion a orga-
nofosforados se evidencia en la disminucion de
la actividad de la colinesterasa, también se ha
visto que en los casos leves debe contarse con
los valores basales de los individuos para, asi,
detectar la posible inhibicion de dicha actividad
(17), lo cual se dificulta cuando se trata de acci-
dentes. Asimismo, la colinesterasa sérica es mas
sensible pero menos especifica para el diagnéstico,
pues se regenera espontdneamente en dias o
semanas (18).

La intoxicacion afecto principalmente a las mujeres
adultas, lo cual probablemente se debié a que en
las zonas rurales son ellas quienes normalmente
permanecen mas tiempo en las viviendas, ocu-
padas en las tareas del hogar y, por ende, mas
expuestas al agua de consumo. Al igual que en
otros paises, se constatd que solo las personas
con manifestaciones graves buscaron atencién
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médica, pues en los casos leves o moderados los
afectados no siempre acuden a los servicios de
salud y no son diagnosticados (19,20).

El hecho de que en las muestras de agua de los
grifos se detectara el pesticida organofosforado
profenofos hace suponer que este compuesto
estuvo en circulacion en dicha zona. Este es un
plaguicida moderadamente peligroso (clase II),
segun la clasificacion de la OMS (21,22). En cuanto
al incidente ocurrido, se presume que durante el
llenado del pulverizador se produjo el retorno del
plaguicida hacia el suministro de agua por un efecto
de sifon, y asi se contamino la red de cafierias del
agua comunitaria.

Dada la poca disponibilidad de biomarcadores, en
especial en zonas rurales, se ha visto la ventaja de
utilizar los cuestionarios sobre los sintomas como
criterio para la definicién de casos (20).

En conclusion, es fundamental que el personal
de atencion primaria en salud, sobre todo en las
zonas rurales, sea capaz de detectar los casos de
intoxicaciones agudas por plaguicidas de manera
oportuna, con el fin de brindar el tratamiento ade-
cuado. Ademas, es necesario que las instituciones
responsables supervisen el cumplimiento de las
leyes ambientales en las zonas rurales, con el fin
de evitar este tipo de incidentes.
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I N

Introduction: Light-emitting diode fluorescence microscopy (LED-FM) has been endorsed by the
World Health Organization (WHO) for tuberculosis diagnosis, but its accuracy in HIV-infected patients
remains controversial, and only some few studies have explored procedural factors that may affect
its performance.

Objective: To evaluate the performance of LED-FM for tuberculosis diagnosis in patients with and
without HIV infection using a newer, less expensive LED lamp.

Materials and methods: We compared the performance of LED-FM and Ziehl-Neelsen (ZN) microscopy
on respiratory specimen smears from tuberculosis (TB) suspects and patients on treatment examined
by different technicians blinded for HIV-status and for the result of the comparative test. We analyzed
the effect of concentrating specimens prior to microscopy using different examination schemes and
user-appraisal of the LED device.

Results: Of the 6,968 diagnostic specimens collected, 869 (12.5%) had positive Mycobacterium
tuberculosis cultures. LED-FM was 11.4% more sensitive than ZN (p<0.01). Among HIV-positive TB
patients, sensitivity differences between LED-FM and ZN (20.6%) doubled the figure obtained in HIV-
negative patients or in those with unknown HIV status (9.3%). After stratifying by direct and concentrated
slides, the superiority of LED-FM remained. High specificity values were obtained both with LED-FM
(99.9%) and ZN (99.9%).The second reading of a sample of slides showed a significantly higher positive
detection yield using 200x magnification (49.4 %) than 400x magnification (33.8%) (p<0.05). The LED-
device had a very good acceptance among the technicians.

Conclusion: LED-FM better performance compared with ZN in HIV-infected patients and user-appraisal
support the rapid roll-out of LED-FM. Screening at 200x magnification was essential to achieve LED-
FM increased sensitivity.

Key words: Tuberculosis; fluorescence; microscopy; diagnosis; sputum; acid-fast bacilli.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3276

Rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED para la deteccion de bacilos acido-alcohol
resistentes en muestras respiratorias en laboratorios periféricos de Argentina

Introduccion. La microscopia de fluorescencia con lampara LED (MF-LED) ha sido recomendada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el diagnostico de la tuberculosis, pero su precision
en pacientes con HIV contintia siendo controversial y en pocos estudios se han explorado los factores
metodoldgicos que pueden afectar su utilidad.

Objetivo. Evaluar el rendimiento de la MF-LED en el diagndstico de la tuberculosis en pacientes con
HIV y sin él mediante un novedoso dispositivo LED.

Materiales y métodos. Se comparo el rendimiento de la MF-LED y la microscopia en frotis de muestras
respiratorias con tincién de Ziehl-Neelsen (M-ZN) examinados por técnicos cegados en cuanto al estado
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de HIV y el resultado de la prueba comparativa. Se analiz6 el efecto de concentrar muestras antes de
la microscopia, usar diferentes esquemas de observacion y la valoracién con el dispositivo LED.
Resultados. De las 6.968 muestras recolectadas, 869 (12,5 %) resultaron con cultivo positivo para
Mycobacterium tuberculosis. La MF-LED fue 11,4 % mas sensible que la M-ZN (p<0,01). Entre los
pacientes con tuberculosis positivos para HIV, la diferencia de sensibilidad entre la MF-LED y la M-ZN
(20,6 %) duplicé la cifra obtenida en pacientes negativos para HIV o con estatus desconocido (9,3 %).
Al estratificar los frotis en directos y concentrados, se mantuvo la superioridad de la MF-LED. Las
especificidades de la MF-LED (99,9 %) y la M-ZN (99,9 %) resultaron elevadas. La lectura de una
muestra de frotis mostré una positividad significativamente mayor con un aumento de 200X (49,4 %) que
con uno de 400X (33,8 %) (p<0,05). El dispositivo LED tuvo una buena aceptacion entre los técnicos.
Conclusion. Debido al mejor desempefio de la MF-LED comparada con la M-ZN en pacientes con HIV
y su facil utilizacion, se recomienda su adopcion. La utilizacion del aumento de 200X fue esencial para
el incremento de la sensibilidad de la MF-LED.

Palabras clave: tuberculosis; fluorescencia; microscopia; diagndstico; esputo; bacilo acido-alcohol
resistente.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3276

LED fluorescence microscopy in TB diagnosis

As of 2011, the World Health Organization has rec-
ommended the use of LED fluorescence microscopy
(FM) as an alternative of Ziehl-Neelsen (ZN) in a
phased manner for a more rapid tuberculosis (TB)
diagnosis (1). FM offers many advantages over
ZN. It can detect approximately 5-10% more acid-
fast bacilli (AFB) positive smears (2) than ZN. The
higher contrast of AFB fluorescence allows the
screening of slides at a much lower magnification
(200X or 400x) than ZN (1,000X), and they can
be examined more quickly, which offers potential
solutions to the high workload in some laboratories
(3). Besides, FM staining quality may be easier to
control because the quality of commercial auramine
dye is less variable than that of basic fuchsine (4).
Furthermore, the staining technique is simpler and
the auramine solution is easier to prepare (5). As
no immersion objective is needed to observe the
bacilli, there is no need to use the immersion olil
and the xylene required with ZN, which are both
expensive and may damage the objectives through
mishandling or due to poor quality (6). However, fluo-
rescent microscopes using mercury-vapor lamps
(MVL) are relatively expensive, they have a short
life span and require a reliable electricity supply,
besides, replacement bulbs may be difficult to obtain
(1). These factors have led to an interest in FM using
LED. Compared to conventional MVL fluorescence
microscopes, LED microscopes are less expensive
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and have fewer maintenance requirements. The
diodes are very durable, do not require warm-
up time, and do not contain toxic products. More
importantly, they are reported to perform equally
well without a darkroom (1).

As HIV-infected patients are considered a popula-
tion in whom ZN microscopy tends to produce a
low yield, interventions to increase the sensitivity
of microscopy are needed. Conventional MVL-FM
has shown promising results in HIV-infected indi-
viduals; two relevant studies have reported that FM
was significantly more sensitive for the diagnosis
of pulmonary TB than ZN microscopy in this group
of patients (7,8). On the other hand, accuracy data
for LED-FM in HIV-infected patients are scarce
(9-12); furthermore, the results of some studies are
conflicting with those obtained with conventional
FM, showing a similar sensitivity (10) or lower
specificity (9, 11) values for LED-FM compared with
ZN smear microscopy. In addition, only few studies
have evaluated the possible effect of sputum
processing on the performance of LED-FM, as
well as the best scheme for smear examination to
achieve increased sensitivity (10,12,13). Besides,
as available commercial LED systems may have
different operational characteristics, to scale up
the replacement of ZN by LED-FM more research
is needed to evaluate the different LED systems
recently introduced in the market. In low and middle
income countries, local production and technology
transfer is a good strategy to increase access to
medical devices. The TK-LED microscope lamp
(Tolket S.R.L.), produced by a technology company
based in Buenos Aires, Argentina, uses the latest
high power LED illumination technology, it is com-
patible with most leading microscope brands and
can be adapted to any of them on requirement.
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Argentina has a well-structured TB laboratory
network which performs approximately 150,000
AFB smear microscopy examinations every year.
The technical quality and agreement of ZN smear
microscopy has been satisfactory over the last
years, but operational and epidemiological analyses
have shown that there is a need of increasing the
number of sputa studied by microscopy in order to
prevent diagnostic delay (14,15). The replacement
of light microscopy by FM would be one of the
immediate options to cope with expected increases
in workload, especially in high-burden settings.

This study evaluated the performance of LED-FM
for the detection of AFB from respiratory samples
of patients with and without HIV infection using a
newer, less expensive national LED lamp mounted
on an Olympus CX31 microscope, taking culture
as the reference standard. We also evaluated
different LED-FM technical requirements under
field conditions.

Materials and methods
Participating laboratories and technicians

In 2012, seven public laboratories were included
in a multicenter project to assess the feasibility of
using LED-FM in Argentina. Two of these labora-
tories had previous experience in conventional FM,
and one of them was designated as coordinating
center responsible for training, monitoring, slide
rechecking and data management. The project
was developed in two phases: (i) The technicians
training phase, and (ii) the LED-FM evaluation
study itself. The first phase was held during 2012,
whereas the assessment study was accomplished
during 2013 and 2014.

Laboratories were selected according to their work-
load, HIV prevalence among TB patients and interest
in the project. Besides, to be eligible the site had to
have acceptable performance in ZN blinded smear
rechecking process during the last three years. A
ZN acceptable performance laboratory was defined
as that with less than 5% error rate and no high
false positive or high false negative errors.

The technicians involved in the project attended a
three-day course followed by a two-month on-site
training in which each technician examined slides
from the same specimen stained by ZN and FM in
unblinded manner in order to acquire confidence to
recognize the bacillus. During this training phase,
technicians proficiency was evaluated using a
monthly testing panel (composed of nine negative
and nine positive smears with different positivity
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degrees), and a monthly random blinded rechecking.
Trainees were evaluated only if they showed an
acceptable performance defined as follows: 1) At
the most, one low false negative (LFN) error, i.e., a
scanty (1-19 AFB/1 length) positive smear misread
as negative, without any high false negative results
(a 1+ to 3+ positive smear misread as negative)
or false positive errors (FP), i.e., a negative smear
misread as positive in the last proficiency testing
panel, and 2) at the most two minor errors (no more
than one LFP, i.e., a negative smear misread as a
scanty one, 1-19 AFB /1 length) without any major
error (high false positive or high false negative) in
the rechecking process.

Clinical specimens included in the evaluation
study and smear microscopy

This study was conducted using specimens sub-
mitted routinely to the participating laboratories
for mycobacterial culture. We included a total of
6,968 diagnostic and 2,419 follow-up respiratory
specimens (comprising sputum, bronchialveolar
lavage, bronchial wash and lung aspirates).

Direct or concentrated smears (16) were prepared
in duplicate following the method routinely used
in each participating laboratory. Hot ZN technique
(0.3% carbolfuchsine and 0.1% methylene blue)
(17) or 0.1% auramine O (counterstained with
0.5% potassium permanganate) for LED-FM (18)
were used for staining each of these slides. ZN
slides were examined with the bright field micros-
copy used routinely in each laboratory at 1,000X
magnification, whereas FM slides were examined
with Olympus CX31 microscopes with a TK-LED
illumination (Tolket S.R.L., Buenos Aires, Argentina),
using 200X magnification for screening and 400X
maghnification for confirming and quantifying the
slides. The laboratory technicians were also advised
to read doubtful slides using higher magnifica-
tion (1,000X) for confirmation. LED-FM grading
of smears was done according to WHO/IUTLD
guidelines (18), whereas ZN grading was made
according to national guidelines (17) (table 1). After
examination, all smears were kept in a dark room
at ambient temperature (23°-27°C). After smear
preparation, all specimens were decontaminated,
concentrated by centrifugation and the deposits
were inoculated on solid and/or liquid media
according to the technique routinely established
in each participating laboratory and following the
national tuberculosis guidelines on culture (16).
The result of diagnostic samples culture was used
as the reference standard. Once contaminated
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Table 1. Grading scale for acid fast bacilli (AFB) found by ZN
and FM

Union/WHO scale
FM (400X magnification,
1 length of 2 cm=40 fields)

National scale
ZN (1,000X magnification,
1 length of 2 cm=100 fields)

Negative Zero AFB/100 fields Negative Zero AFB/1 length

1+2 <99 AFB/100 fields* Scanty® 1-19 AFB/1 length
1+ 20-199 AFB/1 length

24+ 1-10 AFB/1 field 2++ 5-50 AFB/1 field

3+++ >10 AFB /1 field 3+++ >50 AFB/1 field

a <5 AFB/1 length: confirmation required
> <3 AFB/1 length: confirmation required

specimens or those in which a non-tuberculous
mycobacterium was isolated were excluded, 6,637
diagnostic and 2,419 follow-up specimens were
finally analyzed. HIV status data was extracted from
the registers kept in the participating laboratories.

A similar proportion of slides stained by ZN and
FM were read by the microscopists unaware of
patients’ characteristics and comparative tests
results. In one of the laboratories, in which only
one technician was responsible for reading both
slides, blinding was ensured by labelling FM and
ZN slides with different identification numbers;
besides, different registers were used to record ZN
and FM results.

The external quality assurance protocol as specified
by national guidelines for ZN microscopy (17) was
in place in all these services. For the purpose
of this multicenter evaluation, FM performance
was assessed by rechecking all slides at the
coordinating center. Slides were re-stained to avoid
discrepancies in reading. Onsite evaluation was
also carried out by technical consultants from the
coordinating center during supervisory visits, and
no discordances were found between laboratory
technicians and supervisors results.

During all the training phases, patient care was
based on the results of ZN examination and, there-
fore, laboratory comparisons did not affect routine
patient management or involved collection of addi-
tional samples, so individual informed consent was
not necessary.

Comparison of examination schemes

This evaluation was conducted at the coordinating
center: A sample of 160 slides previously read
using TK-LED was selected by picking all scanty
positive slides detected during the study period
at the coordinating center laboratory, as well as
the immediately next smear-negative slide. The
slides were labelled with a different identification,
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re-stained and re-read in blinded manner using two
different examination schemes: (A) Two lengths at
200X magnification with 400X confirmation, and
(B) one or two lengths at 400X. Two distinct LED
devices, TK-LED and Primostari-LED (Carl Zeiss,
Jena, Germany), were used to re-read these slides
in a blinded manner. The decision of enriching our
sample with low positive smears (50% of scanty
and 50% of negative slides) was made in an effort
to target those slides most at risk of being missed by
the different reading schemes, in case there would
be any difference in the accuracy of both checking
diagrams. We chose to evaluate the schemes by
using the Zeiss device in conjunction with TK-LED
microscope considering the wide acceptance of
the Zeiss microscope in global evaluations.

End-user appraisal

A qualitative end-user appraisal survey was
conducted among laboratory technicians after
approximately three months of experience with
LED-FM. The questionnaire included rating of
signal-noise ratio, uniformity and intensity of fluo-
rescent illumination, ease of focusing and scale-up
suitability.

Statistical analysis

Sensitivity and specificity values were calculated for
FM and ZN using culture as the reference standard
for diagnosis specimens. Those specimens con-
taminated in culture were excluded for the analysis
as diagnosis could not be made with certainty.
We calculated ZN and FM positivity rates for
specimens collected from follow-up patients on
anti-tuberculosis treatment.

Statistical analysis was performed using the
Epidat 3.1, version (PAHO) and Medcalc (MedCalc
Software bvba). Results were considered significant
at p<0.05. Comparison of sensitivity, specificity and
positivity rates in samples from follow-up patients
where both methods were applied to the same
specimen were done using the McNemar's test.
We also calculated positive and negative predictive
values with 95% confidence intervals (CI) for each
microscopy test.

Subgroups were set by HIV infection and by concen-
trating or not specimens before smear preparation;
a chi-square test was used to compare sensitivities
in subgroups.

To compare semi-quantitative microscopy results
with LED-FM and ZN, we calculated CI, and statis-
tical significance was defined as non-overlapping
95% CI.
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McNemar’s test was used to compare ZN and LED-
FM positivity obtained by different examination
schemes or using different LED devices applied to
the same sample of smears.

Ethical review was waived as there was no potential
risk to participants’ safety, privacy or confidentiality
since no formal contact occurred between investi-
gators and participants either directly (interview,
guestionnaires, etc.) or indirectly (medical records,
personal identifiers, etc.). Data on respiratory
specimens provided for routine clinical care services
were completely anonymized before their inclusion
in the study.

Results
LED-FM and ZN performance

Out of the 6,637 diagnostic specimens with micros-
copy results, culture and species confirmation, 869
(12.5%) were culture-positive for M. tuberculosis
complex. ZN and LED-FM performance in the
seven participating laboratories is shown in table
2. Overall, the sensitivity of LED-FM was 11.4%
higher than that of ZN (87.7%; 762/869 vs. 76.3%,
663/869; McNemar's test: p<0.001), while the
levels of specificity obtained with both methods
were high and quite similar (5,764/5,768; 99.9% for
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ZN vs. 5,763/5,768; 99.9% for LED-FM; McNemar’'s
test: p=1). We found a statistically significant differ-
ence in sensitivity between the two methods in
all laboratories (McNemar's test: p<0.05) except
for laboratory #5 (McNemar's test: p=0.22).The
overall positive and negative predictive values for
M. tuberculosis detection by LED-FM were 99.4%
(95%CI 98.4-99.8) and 98.2% (95%CI 97.8-98.5),
respectively, whereas the corresponding values
for ZN were 99.4% (95%CI 98.4-99.8) and 96.6%
(95%CI 96.0-97.0), respectively.

In follow-up patients, the positivity rate for LED-FM
(14.2%; 344/2,419) was 3.2% higher than for ZN
(11.0%; 267/2,419; p<0.001 McNemar's test).

Diagnostic sensitivity in HIV-infected individuals

Table 3 shows that LED-FM was more sensitive
than ZN, irrespective of HIV status (p<0.001
for the comparison of sensitivity values of LED-
FM vs. ZN in both HIV positive or HIV negative/
unknown patients, McNemar’s test). Overall, both
ZN and LED-FM had a lower sensitivity among
HIV-infected patients compared with most probably
HIV-negative patients (59.4% vs. 80.1% for ZN in
HIV-infected patients and HIV-negative patients,
respectively, chi-square test: p<0.001; 80.0% vs.

Table 2. Comparison of ZN and LED-FM performance for TB diagnosis using culture as reference standard

TP/C+  Sensitivity Increase in p value TN/C- Specificity p value
sensitivity (McNemar’s test) (McNemar’s test)

Laboratory #1
ZN 69/93 74.2 9.7 0.004 820/821 99.9 1
LED-FM 78/93 83.9 820/821 99.9

Laboratory #2
ZN 125/156 79.5 8.3 0.003 1,452/1,453 99.9 1
LED-FM 137/156 87.8 1,452/1,453 99.9

Laboratory #3
ZN 163/193 84.5 11.9 <0.001 823/823 100.0 1
LED-FM 186/193 96.4 822/823 99.9

Laboratory #4
ZN 47157 82.5 15.8 0.004 850/850 1 1
LED-FM 56/57 98.2 850/850 1

Laboratory #5
ZN 59/88 67.0 5.7 0.22 381/381 1 1
LED-FM 64/88 72.7 380/381 99.7

Laboratory #6
ZN 83/108 76.8 10.2 0.01 714/714 1 1
LED-FM 94/108 87.0 7141714 1

Laboratory #7
ZN 117/174 67.2 17.4 <0.001 724/726 99.7 1
LED-FM 147/174 84.5 725/726 99.9

Total of specimens
ZN 663/869 76.3 <0.001 5,764/5,768 99.9 1
LED-FM 762/869 87.7 11.4 5,763/5,768 99.9

TP: True positive; C+: M. tuberculosis culture-positive specimens; TN: True negative; C-: Culture-negative specimens; ZN: Ziehl-Neelsen; LED-FM: Light

emitting diode fluorescence microscopy
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Table 3. Comparison of the ZN and LED-FM sensitivities stratified by HIV in direct and concentrated smears using culture as

reference standard

Specimens from HIV positive patients

Specimens from negative or unknown
HIV status patients

p value
(chi square)(a)

TP C+ Sensitivity Increase in TP C+ Sensitivity Increase in
(%) sensitivity (%) (%) sensitivity (%)
p value p value
McNemar’s test McNemar’s test
Total smears
ZN 95 160 59.4 568 709 80.1 <0.001
LED-FM 128 160  80.0 20.6 (<0.001) 634 709 89.4 9.3 (<0.001) 0.002
Direct smears
ZN 21 38 55.3(b) 525 657 79.9(d) <0.001
LED-FM 28 38 73.7(c) 18.4 (0.016) 587 657 89.3(e) 9.4 (<0.001) 0.007
Concentrated smears
ZN 74 122 60.7(b) 43 52 82.7(d) 0.008
LED-FM 100 122  82.0(c) 21.3 (<0.001) 47 52 90.4(e) 7.7 (0.388) 0.24

TP: True positive; C+: M. tuberculosis culture-positive specimens; ZN:Ziehl-Neelsen; LED-FM: Light emitting diode fluorescence microscopy

chi square test for the comparison of ZN and LED-FM sensitivities among HIV positive and negative/unknown patients; results presented for all
specimens and stratified by treatment of sample before smear preparation (direct/concentrated smears)

ZN positive in direct smears not significantly lower compared with ZN positive in concentrated smears, chi square test: p=0.69

LED-FM positive in direct smears not significantly lower compared with LED-FM positive in concentrated smears, Chi-square test: p=0.38

ZN positive in direct smears not significantly lower compared with ZN positive in concentrated smears, chi square test: p=0.76

LED-FM positive in direct smears not significantly lower compared with LED-FM positive in concentrated smears, chi square test: p=1.00

89.4% for LED-FM in HIV-positive patients and
HIV-negative patients, respectively, chi-square test:
p=002) (table 3.)

HIV positive and negative culture-positive speci-
mens were stratified according to the method used
for smear preparation. As shown in table 3, both
ZN and FM sensitivities seemed slightly lower,
though not significantly, in direct smears than in
concentrated smears; among HIV patients, ZN
direct and concentrated smear sensitivities were
55.3% vs. 60.7%, respectively (chi-square test:
p= 0.69), whereas values for LED-FM using direct
and concentrated smears were 73.7% and 82.0%,
respectively (chi-square test: p= 0.38). Similarly,
among most probably negative HIV-patients, ZN
sensitivity was slightly lower using direct smears
(79.9%) in comparison with concentrated smears
(82.7%) (chi-square test: p= 0.76), while LED-FM
sensitivities using direct or concentrated smears
were very similar (89.3% vs. 90.4%, respectively,
chi-square test: p=1). In the group of HIV-infected
patients, differences between LED-FM and ZN
sensitivities remained almost equivalent, regard-
less if specimens were concentrated or not before
smear preparation. On the other hand, although
we observed a better LED-FM performance in the
group of most probably HIV-negative patients using
direct or concentrated smear as compared with ZN,
such difference was not statistically significant in
the subgroup of concentrated smears (82.7% vs.

90.4% for ZN and LED-FM sensitivities, respectively;
McNemar's test: p=0.39), possibly due to the small
number of culture-positive specimens available in
this category, which resulted in wide confidence
intervals around estimates of diagnostic sensitivity.

Comparison of microscopy results with LED-
FM and ZN

A total of 227 specimens had discrepant results: 25
slides were positive using ZN and negative using
LED-FM. Another 202 slides that were positive in
LED-FM were reported negative using ZN (table 4).

When low positive smears (scanty and +) were
analyzed, 197 of the 504 (39.1%, 95% CI 34.9-
43.4%) detected by LED-FM were negative by
ZN, while 25 of the 361 (6.9%, 95% CI 4.7-10.2%)
detected by ZN were negative by LED-FM.

Table 4. Comparison of microscopy results with LED-FM and ZN

LED-FM
ZN Negative Scanty 1+ 2+ 3+ Total
Negative 7,920 154 43 5 0 8,122
1+ 25 85 175 75 1 361
2+ 0 3 35 130 85 253
3+ 0 2 7 51 260 320
Total 7,945 244 260 261 346 9,056

ZN: Ziehl-Neelsen
LED-FM: Light emitting diode fluorescence microscopy
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Overall, there was an increase in the proportion of
positivity in all categories of smear quantification
with the use of LED-FM; of the 9,056 specimens
included in the study, the number of positives
increased from 361 slides (4.0%; Cl 3.6-4.4%) with
ZN to 504 smeatrs (5.6%; Cl 5.1-6.1%) with LED-FM
for low positive smears, and from 573 slides (6.3%;
Cl 5.8%-6.8%) with ZN to 607 smears (6.7%; CI
6.2-7.2%) with LED-FM for high positive smears
(++ and +++).

Comparison of examination schemes

There was no difference in smear-positive detec-
tion yield between TK-LED and Primostari-LED;
(McNemar's test: p=1) (table 5). On the contrary,
the proportion of positivity with both microscopes
was significantly higher when using reading scheme
A (two length at 200x/ 400x for confirmation) in
comparison with examining one or two lengths at
400x magnification (scheme B) (table 5).

End-user appraisal

All the fourteen technicians participating in the study
gave positive feedback on TK-LED device signal-
noise ratio, uniformity of fluorescent illumination
and ease to focus. All believed that the use of LED-
FM could improve examination speed and that
the TK-LED microscope could be used without a
darkroom. All technicians said that LED-FM could
be scaled up, and twelve thought that laboratories
with a big daily workload should be given priority in
the employment of LED-FM. No technical problems
were reported during the 36 months of TK-LED
device usage both for the study and in routine
practice in two laboratories.

Discussion

Our findings further confirm the previously reported
better performance of LED-FM over the con-
ventional ZN technique (19,20,21). A significant
increased sensitivity of LED-FM over ZN was found
in all laboratories except in laboratory #5. Although
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it is well known that microscopy performance is
highly dependent upon factors such as the setting
and the population attended in the service (22,23),
we identified no factor that could bias the results in
favor of ZN performance in laboratory #5. On the
other hand, it is unlikely that such result could be
explained by a poor proficiency of the technicians
working in this service, as they showed an accept-
able performance during the training phase and
the rechecking process. Furthermore, given the
small sample size in this laboratory, the power of
the statistical test was about 35%, which suggests
that there was not a very high chance of detecting
differences between both tests, even though LED-
FM showed a higher sensitivity.

Among HIV patients, two relevant studies (7,8)
performed with conventional FM reported increased
sensitivity over ZN. Nevertheless, although published
studies have shown that LED microscopy works
as well as conventional FM, both in research and
in operational settings (19,24,25), the few studies
evaluating LED-FM utility for diagnosing TB in HIV-
infected people have shown doubtful results. Two
studies (9,11) have reported a similar sensitivity
of LED-FM compared to ZN, and one of them,
conducted in Indonesia(11), showed that FM was
less specific than ZN. Conversely, our results are
in line with those performed with conventional
FM, showing that among HIV-positive TB patients,
the difference in sensitivity between LED-FM and
ZN (20.6%) doubled that obtained in the group of
TB patients with negative or unknown HIV status
(9.3%). However, a recent report (26) showed that
LED-FM sensitivity in the HIV-infected population
continued to be lower than that obtained in most
probably HIV-negative patients, possibly due to
the higher occurrence of paucibacillary TB in HIV
population and the difficulties in obtaining good
quality sputum specimens in advanced cases (27).
As various methods of concentrating sputum based
on centrifugation have been shown to increase

Table 5. Smear-positive yield in 160 slides read using different reading schemes and two LED devices

Number of positive smears among 160 slides (%) P value
(McNemar’s test)
Two lengths at 200x One length at 400X (B,) Two lengths at (a)
400X for confirmation (A) 400X (B,)
iLED positivity 79 (49.4) 39 (24.4) 53 (33.1) <0.05
TK-LED positivity 79 (49.4) 38(23.8) 54 (33.8) <0.05
p value (McNemar's test) (b) 1.00 1.00 1.00 NA

NA: Not applicable

(a) p values for the comparison of the proportion of positivity using A reading scheme with both B1 and B2 schemes
(b) p values for the comparison of the proportion of positivity obtained by i-LED and that obtained with TK-LED using different reading schemes
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diagnostic yield when used prior to microscopy
(28), the use of direct or concentrated smears could
behave as a confounding factor when evaluating
LED-FM performance in different populations.

In agreement with results recently reported by
Getachew, et al.(12), when we stratified smears
by their direct/concentrated state, the diagnostic
superiority of LED-FM over ZN remained equivalent.
FM appears to be a more sensitive technique than
ZN due to its ability to detect low bacillary load
in the sputum, as previously reported (11,21). In
accordance with these studies, we found that the
use of LED-FM significantly increased the proportion
of low positive smears in about 40.0% compared
with ZN. A stronger absorbability of mycolic acid
by auramine-O than by fuchsine would partially
explained the increased sensitivity of LED-FM for
AFB. Furthermore, according to results by other
researchers (20,29), applying both microscopy tech-
nigues to follow-up sputum, expected to have an
increased proportion of scanty results compared to
diagnostic sputum (30), the positivity rate with LED-
FM was significantly higher than with ZN. Other
factors that contribute to this higher performance of
LED-FM, such as improvement in the proficiency of
the laboratory technicians due to additional training
in FM and new microscopes, may have played a role
to a lesser extent, especially considering that one
of the conditions for including a laboratory in this
multicenter study was an acceptable performance
in the ZN external quality assessment during the
last three years.

We found that even LED-FM had a higher sensitivity
than ZN, as 25 ZN-positive specimens resulted
negative by LED-FM. This may be explained by two
phenomena: First, as AFB are not homogeneously
distributed in sputum, the portion of sputum used
to prepare ZN-stained slide may have contained
them, whereas the portion used to prepare the slide
stained with auramine may have not, especially in
those specimens with scarce bacilli. On the other
hand, the uneven distribution of AFB on the slide
may also explain this phenomenon; as technicians
can only observe a proportion of fields on a slide,
some AFB may have not been detected simply
because the technicians examined those fields that
were randomly AFB-depleted; this can explain why
different laboratory professionals examining the
same number of fields on a slide may get differing
results, as it has been previously reported (31).

The larger field area subject to examination using
FM compared to the oil immersion fields needed
when ZN is used may also explain FM higher

LED fluorescence microscopy in TB diagnosis

sensitivity. The field of view when a 20x objective is
used is three to four times larger than that of the 40x
objective and 25 times larger than that of the 100x
objective used for ZN microscopy (32). Accordingly,
we found that, in agreement with Kubica's study
(33) using conventional FM, scanning with 200x
magnification enabled a higher positivity yield
than examining smears at 400x only, while AFB
remained clearly visible with both of the stand alone
FM systems used in this study. On the contrary,
other authors have reported that using two LED
modules mounted on routine microscopes screening
smears under 200x magnification did not increase
sensitivity compared to screening under 400x mag-
nification (34,35). These authors also reported that
with these devices AFB were less clearly visible
under 200x compared to 400x magnification, which
may explain the differences between their results
and ours when LED-FM technology but different
devices were evaluated.

The impossibility of comparing TK-LED and
Primostari-Led performance was a limitation of
our study. To ensure a more precise comparison of
positive detection by the two LEDs using different
reading schemes, we analyzed a random selection
of low positives and the same number of negatives
detected with TK-LED. In this small fraction of
TK-LED negative slides, no false negatives were
detected using the i-LED device. However, given
the low proportion of negatives evaluated with both
microscopes, it does not seem unreasonable to
assume that no TK-LED false-negatives would have
been detected if all the negatives had been reread
with the i-LED microscope. In these circumstances
we were able to compare the detection capacity
with the two reading schemes, but not the overall
performance of the two LED devices.

Concerns have been voiced regarding the possi-
bility of false positive smears with LED-FM (due to
impurities in auramine, food particles and artifacts
which produce some fluorescence), and it has been
suggested that all scanty and doubtful cases must
be confirmed by ZN (36). However, this tends to
oversee the increased sensitivity and efficiency
gained with the use of LED-FM, which some experts
have recommended to discourage (37). The level
of specificity of LED-FM in our study was high and
similar to that obtained with ZN. Conversely, in their
evaluation of LED-FM in HIV-infected patients,
Chaidir, et al. (11), reported a significantly lower
specificity compared to ZN microscopy, and they
pointed out that false positive LED-FM results may
have been due to lack of experience or training
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among technicians. Albert, et al. (9), reported a
marked difference in the specificity of LED-FM
among readers recently trained to evaluate LED-
FM performance in HIV-infected patients, which
highlights the importance of implementing careful
guality assurance measures when a new technology
is introduced.

Our study had these additional limitations: (i) it
was performed by specimen and not by patient,
and while this is consistent with most other studies
in this field, we acknowledge that the lack of
independence between specimens from the same
patient may have led to overestimate accuracy,
and (ii) HIV testing was not done systematically as
part of the study; according to laboratory records,
no HIV status had been registered for a significant
number of patients, which underpowered the result
analysis by HIV status.

Regarding feasibility aspects, we confirmed the
wide acceptance of LED-FM by technicians and
the possibility of using it without a dark room. We
also found that new national instruments worked
well during the first three years. These are all very
significant factors in scaling-up LED-FM in national
TB programs with limited resources.

To conclude, our findings confirmed LED-FM better
performance compared to ZN in HIV-infected
patients as previously recorded for conventional
FM. Furthermore, user appraisal supported LED-
FM rapid roll-out, especially when the burden of
HIV-infected population is high. The use of 20x
objective for screening was essential to achieve
increased sensitivity. WHO has recently endorsed
the implementation of Xpert MTB/RIF assay as the
firstinitial TB screeningin HIV patients (38), however,
microscopy is still needed for treatment monitoring.
In their comparison of LED-FM and Xpert MTB/
RIF assay in HIV patients, Alvarez-Uria, et al. (39),
reported that although the molecular assay showed
an increase in positive results in comparison with
LED-FM when performing both tests in the same
specimen, this increase was only modest when
analyzing two specimens by LED-FM. Besides,
the cost of the equipment, the annual maintenance
and the consumables are considerably higher for
the Xpert MTB/RIF assay, and this could hinder its
use in some resource-limited settings. The 2015 TB
Report (40) granted that LED-FM adoption remained
low; in 2014, this technology was reported to be
present in only 2% of microscopy centers in the
Region of the Americas. In this sense, we hope our
findings are useful to increase the implementation
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of this technology. Particularly in Argentina, the
operational and technical evidences we provided will
be a valuable input in the preparation of a national
strategic plan to expand the use of LED-FM.
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Introduccion. La Red Nacional de Donacion y Trasplantes del Instituto Nacional de Salud report6 que
durante 2014 se realizaron en Colombia 1.059 trasplantes de 6rganos, de los cuales 761 fueron de
rifién y, de estos, 643 (84,5 %) correspondieron a érganos provenientes de cadaveres.

Objetivo. Describir las caracteristicas sociodemogréficas de los pacientes con trasplante renal y los
resultados en términos de supervivencia.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional y retrospectivo de cohorte mediante el
andlisis de la base nacional de datos de receptores de trasplante renal. Se estimé la supervivencia
global con el método de Kaplan-Meier, se compararon las curvas segin sexo, edad, tipo de donante,
tipo de régimen de afiliacion al sistema de salud y tiempo en lista de espera mediante la prueba de
hipotesis de Mantel-Cox (log rank) y una regresiéon de Cox.

Resultados. De los 3.980 pacientes incluidos en el estudio, 338 fallecieron segun el Registro Unico
de Afiliados. Con una mediana de seguimiento de 49 meses, la supervivencia global fue de 6,35 afios
(IC,,,, 6,30-6,40), la supervivencia al afio del trasplante fue de 97,2 %, a los tres afios, de 93,2 %, y a
los cinco afios, de 90,8 %. La supervivencia fue mayor en los pacientes menores de 50 afios receptores
de trasplante con donante vivo y con menos de seis meses en lista de espera.

Conclusiones. Los resultados reflejaron el panorama de los pacientes con trasplante renal en el pais en
términos de supervivencia, lo cual sirve de base para estudios prospectivos con seguimiento estricto.

Palabras clave: insuficiencia renal cronica; trasplante de rifion; supervivencia; donantes de tejidos;
Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3246
Survival in renal transplant recipients in Colombia, 2008-2012

Introduction: The Red Nacional de Donaciény Trasplantes of the Colombian Instituto Nacional de Salud
reported that in 2014, 1,059 organ transplants were performed, of which 761 were kidney transplants,
and 643 (84.5%) of these were from cadaveric organ donors.

Objective: To describe the socio-demographic characteristics of patients who received renal transplants,
as well as their outcomes in terms of survival.

Materials and methods: National kidney transplants were analyzed through an observational retrospective
cohort study. Overall survival was estimated using the Kaplan-Meier method. The survival curves by sex,
age, type of donor, type of insurance, and time on the waiting list were compared utilizing the log rank
hypothesis and a Cox regression.

Results: Atotal of 3,980 patients were included, of whom 338 died according to the Registry of Affiliates.
The median follow-up time was 49 months, overall survival was 6.35 years (95% CI: 6.30 to 6.40), the
one-year survival following transplantation was 97.2%, the three-year survival, 93.2%, and the five-year
survival, 90.8%. The survival rate was higher in patients under 50 years of age, receptors of living donor
transplants, and with less than six months on the waiting list.
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Conclusions: The results obtained serve as the basis for future studies with strict monitoring of survival

among kidney transplant recipients in Colombia.

Key words: Renal insufficiency, chronic; kidney transplantation; survival; tissue donor, Colombia.
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El trasplante de 6rganos es uno de los procedimien-
tos que permiten salvar vidas en todo el mundo,
sin embargo, su accesibilidad es limitada debido
al escaso numero de donantes. Se le considera
el tratamiento de eleccion para pacientes con
insuficiencia renal crénica terminal debido a su
clara ventaja frente a otras formas de tratamiento
sustitutivo en cuanto a la calidad de vida de los
pacientes, su reincorporacion a la vida productiva,
la supervivencia y los costos (1-7).

Segun reportes del Observatorio Global de Dona-
cion y Trasplante, en el 2013 se hicieron 78.952
trasplantes de rifion en el mundo, de los cuales
30.614 se hicieron en el continente americano;
en 63,1 % de estos, los organos provenian de
cadaveres (8). La Red Consejo Iberoamericano
de Donacion y Trasplantes (RCIDT) reportd que
en el 2014 se hicieron en Latinoamérica 11.770
trasplantes de rifion, 34,6 % de los cuales se hizo
con organos de donante vivo (9). La Red Nacional
de Donacion y Trasplantes del Instituto Nacional
de Salud report6 que durante el 2014 se realizaron
en Colombia 1.059 trasplantes de érganos, 761 de
ellos de rifién, en 643 (84,5%) de los cuales los
organos provenian de cadaveres (10).

La supervivencia global se define como el tiempo
gue transcurre desde el inicio del tratamiento hasta
su resultado. Entre los receptores de trasplante renal
la supervivencia puede verse afectada por diferen-
tes factores como la edad, el sexo del receptor, el
tipo de donante, la enfermedad renal primaria, las
enfermedades concomitantes, el tiempo previo de
dialisis, el tiempo de isquemia fria, la necrosis tubu-
lar aguda, la calidad del 6rgano que se trasplantay,
especialmente, la aparicion de rechazo agudo.

En varios estudios en Colombia se ha caracterizado
a los pacientes con trasplante renal. En el estudio
llevado a cabo en el Hospital Universitario Ramén
Gonzalez de Bucaramanga entre 1981 y 1990 con
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76 pacientes, se describieron las caracteristicas
clinicas del rechazo en los 66 episodios de este
tipo registrados y se encontr6 una supervivencia
de 86,9 % al afio del trasplante, de 83,3% a los
dos y de 66,6% a los cinco (11). En un estudio
mas reciente en la Clinica Shaio de Bogoté, se
describieron las caracteristicas generales de una
cohorte de pacientes con trasplante renal y se
analizaron las diferencias de supervivencia del
injerto y del paciente (12).

El presente estudio describe las caracteristicas
demograficas de los pacientes con trasplante renal
en Colombia entre 2008 y 2012, y su supervivencia
después del procedimiento, asi como la relaciéon de
esta con diversas variables de interés en el contexto
de la Red Nacional de Donacion y Trasplantes.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio observacional de cohorte
retrospectiva con la informacion de la base nacional
de datos de receptores de trasplante renal. La
poblacion de estudio incluy6 a todos los pacientes
receptores de trasplante renal entre 2008 y 2012
registrados en el sistema de informacion de la Red
Nacional de Donacién y Trasplantes del Instituto
Nacional de Salud, por lo cual no se requirié un
muestreo. Se excluyeron los pacientes que tuvieron
que recibir un nuevo trasplante, asi como aquellos
que recibieron trasplantes combinados.

El fallecimiento se definié como el hecho de interés 'y
la “censura” como el estado de “vivo” de un paciente
a la fecha de corte, es decir, el 30 de septiembre
de 2014, la cual correspondia al periodo para el
cual se contaba con los datos de defuncién. La
supervivencia se determind como el tiempo en dias
entre el trasplante renal y la muerte del paciente o
su estado de “vivo”.

Ademés de los datos del sistema de informacion
de la Red Nacional de Donacién y Trasplantes del
Instituto Nacional de Salud, se utilizé la bodega
de datos del Sistema Integral de Informacion de
la Proteccion Social del Ministerio de Salud vy
Proteccidon Social (SISPRO), la cual cuenta con
el Registro Unico de Afiliados. El Registro Unico
de Afiliados es un sistema de informaciéon que
contiene el registro de los afiliados al Sistema
Integral de Seguridad Social en salud, pensiones
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y riesgos profesionales, de los beneficiarios de sub-
sidio familiar, de cesantias y de los programas
ofrecidos a través de la red de proteccién social. El
Registro Unico de Afiliados contiene un médulo de
nacimientos y defunciones, el cual se utiliz6 como
fuente de informacion sobre el estado vital de los
pacientes y la fecha de defuncién en los casos
correspondientes.

Variables

Las variables incluidas fueron la edad, el sexo, el
grupo sanguineo, el municipio de residencia, el
régimen de afiliacion al sistema de salud, la regio-
nal que origin6 el reporte, el tiempo en lista de
espera, el tipo de donante y el estado vital.

La variable “regional” se refiere a la division geogra-
fica segln el area de prestacion de los servicios
de donacién y trasplantes; segun la normatividad
vigente, el pais esta dividido en seis regionales:
regional 1 (Bogota), regional 2 (Medellin), regional
3 (Cali), regional 4 (Bucaramanga), regional 5
(Barranquilla), y regional 6 (Neiva) (13).

La variable “edad” incluyo las siguientes categorias:
pacientes pediatricos (menores de 15 afios) y adultos
(de 15 aflos 0 mas), asi como aquellos pacientes
en edades con menor y mayor probabilidad de
complicaciones, o sea, menores de 50 afios y de
50 afios 0 més.

En la variable “tiempo en lista de espera” se
establecieron dos categorias: mediana de dias
en lista de espera y menos de seis meses o seis
meses 0 mas en lista de espera.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se hizo en tres etapas. En
la primera, se describieron las variables utilizando
el calculo de medidas de tendencia central y de
dispersion para las variables cuantitativas, y el
calculo de frecuencias absolutas y relativas para
las variables cualitativas. Ademas, se caracterizd
por tipo de donante de acuerdo con las variables
de sexo, edad, regional de reporte y tiempo en lista
de espera. En la segunda etapa, se hizo un analisis
de supervivencia con el método de Kaplan-Meier
mediante el cual se estimo la supervivencia global
y se compararon las curvas segun sexo, edad, tipo
de donante, tipo de régimen de afiliacion al sistema
de salud y tiempo en lista de espera, utilizando
la prueba de hipotesis de Mantel-Cox. Durante
la tercera etapa, se hizo un andlisis multivariado
en el cual se ajustd un modelo de regresion no
paramétrico de riesgos proporcionales de Cox para

Supervivencia de receptores de trasplante renal

medir la relacion de la supervivencia con las varia-
bles independientes que mostraron hipotesis log
rank significativas en el analisis bivariado.

Se escogié el modelo mas parsimonioso usando
el método “introducir”, el cual correspondié al del
menor nuamero de las variables mas precisas y
validas. Para todas las pruebas de hipoétesis, se
considero significativo que el intervalo de confianza
de 95 % (IC,,,,) no pasara de uno, es decir, un valor
de p menor de 0,05. Los datos se analizaron con el
programa IBM SPSS Statistics 22° con licencia del
Instituto Nacional de Salud.

Consideraciones éticas

Este es un estudio retrospectivo que utilizé infor-
macion secundaria; se utilizaron los datos de
los receptores de trasplante renal, los cuales se
ingresan en el sistema de informacion de la Red
Nacional de Donacion y Trasplantes en cumpli-
miento de la normatividad vigente. No se hizo
ninguna intervencion ni modificacion intencionada
de variables biolégicas, fisiolégicas, sicolégicas o
sociales de los individuos participantes, por lo cual
el estudio se clasific6 como investigacion sin riesgo
segun lo establecido en la Resolucién 8430 de 1993
del Ministerio de Salud. La confidencialidad de la
informacion se protegido segun los lineamientos
establecidos y la normatividad vigente para la Red
Nacional de Donacion y Trasplantes (13).

Resultados

Entre el 2008 y el 2012, 4.060 pacientes recibieron
trasplante de rifién; de ellos, 3.980 cumplian con los
criterios de inclusién en el estudio. De los pacientes
excluidos por haber recibido trasplante combinado,
el 55,3 % era receptor de trasplante de rifién e
higado, el 42,1 %, de rifidn y pancreas, y el 2,6 %,
de rifidn y corazén. El 60,7 % de los pacientes
analizados eran hombres, el rango de edad fluctué
entre uno y 83 afios, y la mediana de edad fue de
44 afios: 46 en hombres y 40 en mujeres.

Durante el 2010, se hizo el mayor niumero de
trasplantes (22,0 %) y Bogota fue la regional que
reporté el mayor niumero de ellos en el periodo
de estudio (38,7 %). La mayoria de pacientes
residia en la capital del pais (36,4 %), seguida por
Medellin (33,3 %) y Cali (17,7 %). Los pacientes
pertenecian principalmente al régimen contributivo
(78,3 %) y el grupo sanguineo de la mayoria fue el
O positivo (56,2 %) (cuadro 1).

La mediana de dias en lista de espera fue de 107
dias, con un minimo de 0 y un maximo de 6,7 afios.
En la regional de Medellin se registraron menos
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los pacientes con
trasplante renal, Colombia, 2008-2012

Parametros n %

Sexo (N=3.980)

Hombres 2.414 60,7
Mujeres 1.566 39,3
Afo (N=3.980)
2008 680 17,1
2009 854 21,5
2010 875 22
2011 801 20,1
2012 770 19,3
Regional (N=3.980)
Bogota 1.539 38,7
Medellin 1.391 34,9
Cali 724 18,2
Bucaramanga 130 3,3
Barranquilla 33 0,8
Neiva 163 4,1
Tipo de sangre (N=3.960)
A+ 1.082 2,1
A- 85 27,3
AB+ 70 0,1
AB- 5 1,8
B+ 313 0,7
B- 26 7,9
O+ 2.237 56,5
O- 142 3,6
Tipo de donante (N=3.980)
Cadavérico 3.648 91,7
Vivo 332 8,3
Tipo de régimen (N=3.877)
Contributivo 3.036 78,3
Subsidiado 841 21,7

dias en lista de espera, con una mediana de 46
dias, y Bogotéa presenté el mayor nimero de dias
en lista de espera, con 210; los pacientes del grupo
sanguineo A negativo y AB positivo tuvieron el
menor tiempo de espera, con una mediana de 49
dias en lista, y el tiempo de espera mas prolongado
correspondié a los pacientes del grupo O positivo,
con una mediana de 132 dias, y un tiempo maximo
de 6,7 afos. Segun el régimen de afiliacion al siste-
ma de seguridad social en salud, los pacientes que
pertenecian al régimen subsidiado permanecieron
menos tiempo en lista de espera, con una mediana
de 73 dias, comparados con los del régimen
contributivo, con una mediana de 120 dias.

La mayor proporcion de trasplantes renales se hizo
con donante cadavérico (91,7 %), y los receptores
eran en su mayoria hombres (61,1 %), con una
mediana de edad de 45 afios (minimo de 2 afios
y maximo de 83). Los pacientes receptores de
trasplante proveniente de donante vivo fueron prin-
cipalmente hombres (55,7 %), con una mediana
de edad de 35 afios (minimo de un afio y maximo
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de 78). Los receptores de trasplante de cadaver
residian principalmente en Medellin (36,0 %), en
tanto que la mayoria de los receptores de trasplante
de donante vivo residia en Bogota (58,4 %). La
mediana de dias en lista de espera para receptores
de trasplante de donante cadavérico fue de 112
dias, con un maximo de 6,7 afios de espera, y para
los de donante vivo, de 60 dias, con un tiempo
maximo en lista de cuatro afos.

De los pacientes receptores de trasplante de
donante vivo, el 90,7 % recibi6 el érgano de
donantes relacionados genéticamente, con una
mediana de edad de 33 afios (edad minima de
un afio y maxima de 72), y el 9,3 %, de donante
relacionado emocionalmente, con una mediana de
edad de 44,5 afios (edad minima de 20 y maxima
de 78); la mediana de dias en lista de espera fue
de 60y 63, respectivamente.

Anélisis de supervivencia

Segun el Registro Unico de Afiliados, de los 3.980
pacientes con trasplante incluidos en el estudio,
338 (8,5%) habian fallecido antes del 30 de sep-
tiembre de 2014. El 2010 fue el afio con el mayor
namero de defunciones y el 2008 aquel con el
menor nimero.

La mediana de edad de defuncion de los pacientes
con trasplante fue de 55 afios: 56 afios en hombres
y 51 en mujeres. La letalidad general para hombres
fue de 8,7 % y para mujeres de 8,1 %, sin registrar
diferencias estadisticas (p=0,5612).

La mediana de dias en lista de espera para los
pacientes fallecidos fue de 117 dias, con un
méaximo de tiempo en lista de 6,5 afios; la mediana
del tiempo transcurrido entre el trasplante y la
defuncion fue de 20,4 meses.

La letalidad general en los pacientes con trasplante
de cadaver fue de 8,82 %, con una mediana de
edad de muerte de 55 afios y una mediana de dias
en lista de espera de 119, con un minimo de 0 y
un méximo de 2.375 dias (6,5 afios). La letalidad
general en los pacientes con trasplante de donante
vivo fue de 4,81 %, con una mediana de edad de
muerte de 45 afios y una mediana de dias en lista
de espera de 73, con un minimo de 8 y un méaximo
de 805 dias (2,2 afios). Las letalidades segun tipo
de donante mostraron diferencias estadistica-
mente significativas (p=0,0122). De los pacientes
receptores de trasplante de donante vivo, el 100 %
de los fallecidos habia recibido el trasplante de un
donante relacionado.
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Con una mediana de seguimiento de 49 meses, la
supervivencia global fue de 6,35 afios (IC,,,, 6,30-
6,40); la supervivencia al afio de trasplante fue de
97,2 %, a los tres afios, de 93,2 % y a los cinco
afios, de 90,8 % (figura 1).

Al comparar la supervivencia no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las
variables de sexo, edad (en las categorias de

Funcién de supervivencia

1,00 A
0,99 ~
0,98 A
0,97 A
0,96
0,95 ~
0,94
0,93 A
0,92 A
0,91 ~
0,90 ~
0,89
0,88 A
0,87 A
0,86 -
0,85 -

Supervivencia acumulada

0 1,00 2,00 3,00 4,00 500 6,00 7,0
Afios de seguimiento

-7 Funcién de supervivencia —+ Censurado

Figura 1. Supervivencia global de los pacientes con trasplante
renal, Colombia, 2008-2012

Cuadro 2. Supervivencia por afios

Supervivencia de receptores de trasplante renal

pacientes pediatricos de 15 afios 0 menos y de
mayores de 15 afios) o régimen de afiliacion; la
supervivencia fue mayor en los pacientes menores
de 50 afios con trasplante de donante vivo y menos
de seis meses en lista de espera (cuadro 2).

El andlisis multivariado evidencio que los pacientes
con trasplante de donante vivo y con menos de
seis meses en lista de espera tuvieron una mayor
supervivencia (cuadro 3).

Discusion

En 1965 se hicieron los primeros trasplantes de
organos en Colombia, los cuales fueron de rifidn
proveniente de donantes con muerte cerebral;
posteriormente, en 1973, se hizo el primer tras-
plante de donante vivo. En el pais se han realizado
alrededor de 9.000 trasplantes renales desde 1999,

segun los informes de la Red Nacional de Donacion
y Trasplantes del Instituto Nacional de Salud (14-21).

Los trasplantes renales y el ingreso de pacientes
a la lista de espera deberian haber aumentado,
pero en los Ultimos afios se ha evidenciado una
disminucién en el nimero de trasplantes coincidente
con el descenso en la tasa de donacion real a partir
del 2010, la cual pasé de 10,5 en ese afio a 8,5 en
el 2011, hasta llegar a 7,3 en el 2014. Esta situacién
se debe principalmente a que ha aumentado la
negativa de los familiares frente a la donacion, asi
como a las contraindicaciones médicas y legales
de los potenciales donantes (10).

Parametro Supervivencia (afos)
1 (%) 3 (%) 5 (%) Log rank p

Sexo

Hombres 97,0 93,4 91,0

Mujeres 97,3 93,6 90,9 021 0,647
Edad (afios)

<15 98,6 94,9 92,8

>15 97,0 93,2 90,8 1,266 0,260

<50 98,3 95,3 94,2 "

>50 95,0 89,8 85,0 72,803 0,000
Tipo de donante

Cadavérico 97,0 93,3 90,5 "

Vivo 98,2 95,3 94,7 4,854 0,028

Vivo relacionado 98,0 94,7 94,2

Vivo relacionado emocionalmente 100 100 100 1,698 0,193
Régimen de afiliacion

Contributivo 97,2 93,4 91,0

Subsidiado 96.8 92,5 89,3 1,212 0.271
Tiempo en lista de espera (meses)

<6 97,8 94,5 91,7 .

>6 96,1 92,0 89,5 6,716 0,010

* Diferencias estadisticamente significativas
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Cuadro 3. Modelo de regresion de Cox

Biomédica 2017;37:175-83

Exp (B) ICqs., p
Inferior Superior
<6 meses en lista de espera 0,752 0,605 0,933 0,010*
Tipo de donante 0,572 0,346 0,945 0,029*

ICqs0,: intervalo de confianza de 95 %
Exp (B): hazard ratio

En el presente estudio, se encontré un predominio
constante de los hombres con trasplante renal
durante el periodo analizado, diferencia explicable
por el hecho de que la prevalencia de la enfermedad
renal cronica en nuestro pais es mayor en hombres
gque en mujeres y, por lo tanto, hay menos mujeres
en lista de espera (22).

En cuanto a las ciudades de residencia de los
pacientes con trasplante de donante fallecido,
se encontrd que la mayoria residia en Medellin,
lo cual probablemente se relacione con carac-
teristicas socioculturales de esta poblacién, en
la cual entre el 70 y el 80 % de los familiares
aceptan la donacién de 6rganos. Los receptores
de trasplante de donante vivo se concentraron
principalmente en Bogota, donde se concentra
la mayoria de las instituciones prestadoras de
servicios de trasplantes; ademas, los donantes
cadavéricos no alcanzan para cubrir la demanda
de pacientes en lista de espera, lo cual favorece
gue se busquen otras opciones como el trasplante
de donante vivo.

En cuanto al tiempo en lista de espera, se encontrd
que los pacientes receptores de trasplante en la
regional de Medellin habian permanecido menos
tiempo en lista de espera, probablemente porque
los criterios de asignacion y distribucién de 6rga-
nos en el pais obedecen, en primera instancia, a
aspectos geograficos, es decir que al ser Medellin
la regional con mas donantes, se hicieron alli un
mayor nimero de trasplantes y, consecuentemente,
disminuy6 la cantidad de pacientes en lista de
espera. De igual manera, Bogota presenté la mayor
mediana de tiempo en lista de espera, lo cual se
explicaria porque alli la demanda de trasplantes
supera la oferta de donantes. En cuanto al tipo
de donante, los pacientes receptores de trasplan-
tes de donantes vivos permanecieron en lista de
espera casi la mitad del tiempo que los de donante
cadavérico, lo cual representa otra ventaja de este
tipo de donante. Ademas, entre estos receptores se
registré una tendencia a ser mas jovenes que los
receptores de trasplante de donante cadavérico.
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A pesar de que los trasplantes de donante vivo
ofrecen claras ventajas al paciente, como un menor
riesgo de complicaciones después del trasplante,
una menor tasa de rechazo y una mejor compatibi-
lidad de antigenos leucocitarios humanos (Human
Leukocyte Antigen, HLA) (23), en la mayoria de los
trasplantes renales en el pais los érganos provienen
de donantes cadavéricos; debe sefalarse, sin
embargo, que ha habido un leve aumento de
donantes vivos en los Ultimos afios. El nimero de
trasplantes por tipo de donante es muy variable en
todo el mundo: en Iran, por ejemplo, méas de 90 %
de los trasplantes son de donante vivo, en tanto que
en Estados Unidos y en Brasil, la proporcion entre
donantes vivos y cadavéricos es de 50 % (24). En
su estudio, Valdivia reporta que la mayoria de tras-
plantes en Cuba son de cadaveres (60,2 %) (25).

La supervivencia global de los pacientes con tras-
plante en este estudio fue de 97,2 % al afo, de
93,2 % a los tres aflos y de 90,8 % a los cinco
afios. Estos resultados difieren de lo reportado en
otros estudios. En un estudio en el Hospital Ipol de
Malasia llevado a cabo entre el 1° de enero de 1993
y el 1° de junio de 2003 con 91 pacientes, se encon-
tré una supervivencia a los dos y a los cinco afios de
93,1y 77,4 %, respectivamente (26). En un estudio
de cohorte en Cuba, el analisis de 88 pacientes que
recibieron trasplante entre enero de 1999y diciembre
de 2004 arrojo una supervivencia general de 82,7 %
al afio, de 78,3 % a los tres afios y de 73,4 % a los
cinco afios, con una media de supervivencia de 4,5
afos, la cual fue de 6,35 afios en el presente estudio
(24). En otro estudio en Colombia, se reporté que
la supervivencia global fue de 90,7 % a los 27 afios
en una cohorte de 323 pacientes y, en el presente
estudio, fue de 90,8 % a los cinco afios en 3.980
pacientes, diferencia que puede estar relacionada
con el tamafio de la poblacién analizada, ya que
se incluyeron los trasplantes hechos en las seis
regionales que conforman la red, lo cual incide en
la diversidad de las caracteristicas demogréficas y
clinicas, asi como de los tratamientos de induccion
y el manejo de infecciones, aspectos que no se
tuvieron en cuenta en el presente estudio (12).
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La mediana de edad de los pacientes receptores
de trasplante se mantuvo estable en el transcurso
del periodo de estudio y la supervivencia fue mayor
en los pacientes que en el momento del trasplante
tenian menos de 50 afios, lo cual responderia a
gue los mayores de 50 tienen mayor probabilidad
de presentar enfermedades concomitantes y, por
consiguiente, mayor riesgo de complicaciones.

La supervivencia fue mayor en los pacientes que
permanecieron menos de seis meses en lista de
espera que en quienes superaban este tiempo
debido, seguramente, a las complicaciones que
pudieron haber surgido en el transcurso de la
espera, asi como a la obligada prolongacion de
la didlisis y la aparicion de enfermedades conco-
mitantes, entre otras.

Los trasplantes renales en Colombia se hacen
principalmente con donantes cadavéricos, y se
sabe que en estos casos la supervivencia es
menor tanto para el injerto como para los pacientes
(23,25). Aunque los trasplantes de donante cada-
vérico han registrado una disminucién progresiva
y los de donante vivo han aumentado, la lista de
espera sigue creciendo en tanto que el numero
de 6rganos disponibles para trasplante ha venido
disminuyendo (10).

Los resultados de este estudio fueron levemente
superiores a los datos reportados por la Organ
Procurement Transplant Network para Estados
Unidos entre 2008 y 2014, en cuyo reporte se
registré una supervivencia al afio del trasplante de
94,3 %, a los tres afios de 87,7 %y a los cinco afios
de 80,4 % con donantes cadavéricos, comparados
con 97,9, 94 y 89,3 % con donantes vivos, respec-
tivamente (27). En un estudio realizado en México
en el 2010 se analizaron 467 pacientes (31 donantes
fallecidos y 436 donantes vivos) y se encontro
una supervivencia al afio de 90,3 % con donante
cadavérico y de 96,9 % con donante vivo (1).

Debido a limitaciones del sistema de informacion,
no se pudieron establecer relaciones entre donantes
y receptores, ni calcular la supervivencia de los
donantes vivos ni establecerla segun la correspon-
dencia de los HLA. Tampoco se pudo establecer la
causa especifica de muerte, de modo que no fue
posible evaluar la letalidad especifica del trasplante
renal ni la supervivencia segun el diagndstico de
muerte. Por otra parte, no se sabia cuantos de los
pacientes que estaban vivos a la fecha de corte del
estudio conservaban el injerto y cuantos habian
requerido didlisis de nuevo.

Supervivencia de receptores de trasplante renal

Sin embargo, los resultados obtenidos dan una
vision global de la supervivencia de los pacientes
receptores de trasplante renal en el pais, y pueden
servir de base para estudios prospectivos. Es
importante resaltar que este tipo de estudios es
posible cuando los registros de las instituciones
de salud con programas de trasplante estan dis-
ponibles en los sistemas de informacion de forma
oportuna y con la adecuada calidad.

Es necesario hacer estudios para evaluar la super-
vivencia del injerto e incluir los episodios de rechazo,
y las causas y factores de riesgo asociados, como el
tipo de donante, las enfermedades concomitantes,
el tiempo de isquemia fria, la compatibilidad HLA,
los farmacos inductores administrados y las infec-
ciones, sobre todo las de las vias urinarias y las
causadas por citomegalovirus, por estar asociadas
al rechazo y la mortalidad global (12,28-30). Ademas,
en futuros estudios debera evaluarse el efecto del
tiempo transcurrido en lista de espera. Las tasas de
supervivencia encontradas en este estudio concuer-
dan con lo reportado en otros e, incluso, estuvieron
por encima de algunos de dichos registros.

Por dltimo, es importante resaltar la importancia
de contar con una fuente de informacion como
la del Sistema Integral de Informacion de la
Proteccién Social (SISPRO) del Ministerio de Salud
y Proteccion Social en este tipo de proyectos que
pretenden generar informacion de gran relevancia
para el pais.
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Introduccion. Los genes que codifican para el sistema de antigenos leucocitarios humanos (Human
Leukocyte Antigen, HLA) son muy polimorfos y de gran importancia en procedimientos de trasplante
de érganos, ya que la determinacion de las frecuencias alélicas en poblaciones especificas se tiene en
cuenta entre los criterios cientificos para la asignacion de érganos.

Objetivo. Establecer las frecuencias antigénicas y haplotipicas de HLA-A, -B y -DRB1 en donantes de
o6rganos con muerte encefalica, representativos de la poblacién colombiana.

Materiales y métodos. En este estudio descriptivo retrospectivo de 2.506 donantes cadavéricos de
organos, se hizo un analisis alélico y de haplotipos de HLA-A, -B y -DRB1, y se determino el equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Resultados. Se encontraron 21, 43y 15 grupos alélicos para los loci A*, B* y DRB1*, respectivamente.
Se detectaron 1.268 haplotipos HLA-A, -B y -DR, 409 haplotipos HLA A-B, 383 haplotipos HLA-B-DR
y 218 haplotipos HLA-A-DR. Los tres loci se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg entre el
namero de heterocigoticos observados y el esperado, con valores de p<0,05.

Conclusiones. En este estudio se proporciona informacion sobre la distribucion de los alelos HLA de
clase Iy Il en la poblacién de donantes de 6rganos provenientes de las seis regionales en las que esta
dividido el pais para la prestacion de servicios de trasplante.

Palabras clave: antigenos HLA; alelos; haplotipos; trasplante; donantes de tejidos; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3263

Determination of HLA-A, -B and -DRB1 polymorphism in brain dead organ donors representative
of the Colombian general population, 2007-2014

Introduction: Genes encoding for human leukocyte antigens (HLA) are highly polymorphic and of
great importance in organ transplantation procedures, as determining allelic frequencies in defined
populations is taken into account among the scientific criteria for organ allocation.

Objective: The objective of this study was to establish the antigen HLA-A, -B, and -DRB1 haplotype
frequencies in organ donors representative of the Colombian population after brain death.

Materials and methods: We conducted a descriptive retrospective study involving 2,506 cadaveric
organ donors including an allelic and haplotype analysis of HLA-A, -B and -DRB1; we also determined
the Hardy-Weinberg equilibrium.

Results: We identified 21, 43 and 15 allelic loci for groups A*, B* and DRB1*, respectively. We detected
1,268 HLA-A, -B and -DR, 409 HLA-A-B, 383 HLA-DR-B, and 218 HLA-A-DR haplotypes. The three loci
were found to be in Hardy-Weinberg equilibrium between the number of heterozygotes observed and
the expected number, with p values of <0.05.
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Determinacion del polimorfismo en donantes de érganos

Conclusions: This study provides information on the allelic distribution of HLA class | and Il in organ
donors from the six regions in which Colombia is structurally divided to provide transplant services.

Key words: HLA antigens; alleles; haplotypes; transplantation; tissue donor, Colombia.
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Los genes que codifican para el sistema de anti-
genos leucocitarios humanos (Human Leukocyte
Antigen, HLA) son muy polimorfos y estan asociados
con un amplio nimero de funciones que van desde
la presentacion antigénica hasta la regulacion de
la reaccién inmunitaria celular y humoral, por lo
cual influyen de forma considerable en el reconoci-
miento alogénico en procedimientos de trasplante
de o6rganos, en los cuales la compatibilidad del
HLA tiene un papel fundamental (1-4).

Dada la importancia del HLA en los procedimientos
de trasplante de érganos, la determinacion de las
frecuencias alélicas en poblaciones definidas debe
tenerse en cuenta en el establecimiento de los
criterios cientificos para la asignacién de érganos.
En Colombia, esta se realiza bajo tres consideracio-
nes generales: criterios regionales o geograficos,
criterios bioéticos y criterios clinicos (5,6).

La Red de Donacién y Trasplantes esta organizada
en dos niveles (Decreto 2493): el nivel nacional,
en el cual se encuentra la Coordinacion Nacional
a cargo del Instituto Nacional de Salud, y un nivel
regional constituido por seis cordinaciones a cargo
de las direcciones departamentales y distritales
de salud (5).

El objetivo de este estudio fue establecer las
frecuencias alélicas y haplotipicas de HLA-A, -B
y -DRB1 en donantes de 6rganos con muerte
encefélica provenientes de las seis coordinaciones
regionales de donacion y trasplante del pais.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio descriptivo retros-
pectivo en donantes cadavéricos de O4rganos
registrados en el sistema de la Red Nacional de
Donacién y Trasplantes del Instituto Nacional de
Salud de Colombia, entre el 2007 y el 2014, que
contaban con informacion del perfil HLA tipificado
mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) de iniciadores especificos de secuencia

Correspondencia:

Yazmin Arias-Murillo, Coordinacion Red Nacional de Donacion y
Trasplantes, Direccion Redes en Salud Publica, Instituto Nacional
de Salud, Avenida calle 26 N° 51-20, Bogoté, D.C., Colombia
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(sequence-specific primers PCR) y PCR con son-
das de oligonucle6tidos especificos de secuencia
(sequence-specific oligonucleotide probes PCR), y
cuyos datos pudieron ser validados por los labora-
torios de inmunogenética en las seis regionales de
trasplantes que conforman la Red.

El andlisis estadistico se realiz6 en dos etapas: en
la primera, se describieron las variables mediante
el calculo de medidas de tendencia central y de
dispersién para las variables cuantitativas, y el
calculo de frecuencias absolutas y relativas para
las variables cualitativas con el programa IBM
SPSS Statistics 22°, y en la segunda, se hicieron
los andlisis alélico y de haplotipos de los HLA-A,
-B, y -DRB1 de los donantes cadavéricos, asi
como la determinacion del equilibrio de Hardy-
Weinberg, utilizando el programa de analisis gené-
tico Arlequin 3.1.

Consideraciones éticas

En este estudio retrospectivo se utilizé informacion
secundaria, pues se utilizaron los datos de donantes
de érganos, registrados en el sistema de informacién
de la Red Nacional de Donacion y Trasplantes,
cuyos familiares habian firmado un consentimiento
informado segun la normatividad vigente y cuyos
organos ya habian sido recolectados y procesados
antes del estudio.

No se intervinieron ni se modificaron de forma
intencionada las variables bioldgicas, fisioldgicas,
sicologicas o sociales de los individuos partici-
pantes y, por lo tanto, el estudio correspondié a
una investigacion sin riesgo segun la clasificacion
establecida en la Resolucién 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud. Se protegi6 la confidencialidad
de la informacion segun los lineamientos estable-
cidosy la normatividad vigente parala Red Nacional
de Donacion y Trasplantes (5).

Resultados

Se analizaron 2.506 donantes de Grganos regis-
trados entre el 2007 y el 2014, de los cuales la
mayoria correspondia al 2009 (14,6 %) y al 2010
(14,6 %); 71,6 % eran hombres, y la mediana
de edad fue de 33 afios, con un minimo de 2 y
méaximo de 69 afios: 30 afios en hombres y 44 en
mujeres. El grupo sanguineo mayoritario fue el O
positivo (60,0 %). La regional donde se reportaron
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mas donantes fue Medellin (38,1 %), seguida de
Bogota (36,6 %). La principal causa de muerte fue
el trauma craneoencefalico (66,7 %), sobre todo en
los hombres, en tanto que en las mujeres lo fue el
accidente cerebrovascular (cuadro 1).

Frecuencias alélicas

Se detectaron 21 grupos alélicos para el locus A*,
43 para el B*y 15 para el DRB1*. En el locus A* las
mayores frecuencias correspondieron a los alelos
A*02 (22,5 %), A*24 (20,2 %), A*03 (7,6 %), A*68
(6,9 %) y A*01 (6,6 %). Los alelos menos frecuentes
en la poblacién analizada fueron el A*69 y el A*80,
con porcentajes por debajo de 0,1 %, mientras
gue los demas alelos presentaron frecuencias que
fluctuaban entre 0,1y 5,7 %.

Los alelos mas frecuentes en el locus HLA-B*
fueron el B*35 (20,9 %), el B*44 (9,5 %), el B*07
(6,4 %), el B*51 (6,3 %) y el B*39 (4,7 %); los

Cuadro 1. Caracteristicas de los donantes de 6rganos en
Colombia, 2007-2014

Variable n %
Sexo
Masculino 1.794 71,6
Femenino 712 28,4
Afio
2004 262 10,5
2008 300 12,0
2009 366 14,6
2010 365 14,6
2011 360 14,4
2012 285 11,4
2013 243 9,7
2014 325 13,0
Regional
Bogota 918 36,6
Medellin 954 38,1
Cali 430 17,2
Bucaramanga 71 2,8
Barranquilla 32 1,3
Neiva 101 4,0
Grupo sanguineo
o+ 1.504 60,0
A+ 664 26,5
B+ 172 6,9
O- 97 3,9
A- 43 1,7
AB+ 24 1,0
B- 2 0,1
Causa de muerte
Trauma craneoencefalico 1.466 66,7
Accidente cerebrovascular 566 25,8
Otra causa 73 3,3
Encefalopatia hipoxica 66 3,0
Tumor cerebral 26 1,2
Tumor extracerebral 1 0,0
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alelos menos frecuentes fueron el B*67, el B*73 y
el B*82, cada uno con una frecuencia de 0,02 %.
En los demas alelos la frecuencia fluctué entre 0,1
y 4,5 %.

En el locus HLA-DRB1*, las mayores frecuencias
correspondieron al DRB1*04 (23,0 %), el DRB1*13
(11,7 %), el DRB1*07(11,0 %), el DRB1*15 (9,8 %)
y el DRB1*01 (9,5 %). Los alelos DRB1*12 y DR18
(3) presentaron frecuencias mas bajas, con 1,1y
0,9 %, respectivamente. Los otros alelos presen-
taron frecuencias entre 1,5y 7,0 % (cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de los alelos HLA-A, -By -DR en donantes
de 6rganos en Colombia, 2007-2014

A % B % DR %
02 22,50 35 20,91 04 23,02
24 20,15 44 9,50 13 11,75
03 7,65 07 6,39 07 10,97
68 6,89 51 6,27 15 9,82
01 6,55 39 4,72 01 9,54
30 5,73 18 4,48 08 7,03
11 5,24 61 4,36 11 6,91
29 4,88 40 3,09 14 5,10
23 4,42 08 3,05 16 4,44
31 3,72 15 2,95 17 4,16
33 3,46 38 2,91 10 2,03
26 3,42 65 2,87 09 1,69
32 2,15 14 2,55 03 1,51
25 0,96 49 2,55 12 1,12
74 0,82 58 2,17 18 0,92
34 0,72 27 1,95
66 0,46 57 1,81
36 0,20 53 1,67
69 0,06 52 1,63
80 0,02 50 1,57

62 1,53

41 1,43

45 1,35

48 1,31

13 1,08

60 1,00

37 0,74

64 0,74

55 0,68

72 0,60

42 0,58

63 0,54

81 0,20

56 0,16

71 0,16

78 0,16

47 0,10

46 0,08

54 0,08

70 0,04

67 0,02

73 0,02

82 0,02
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Frecuencias de haplotipos

Se detectaron 1.268 haplotipos HLA-A, -B y -DR;
se encontraron 409 haplotipos HLA-A y -B; 383
HLA-B y -DR y 218 HLA-A y -DR. De los 1.268
haplotipos HLA-A, -B y -DR encontrados, la mayoria
correspondié al A*24-B*35-DR*04, con 5,3 %,
seguidos por el A*29-B*44-DR*07 (1,7 %), el A*24-
B*61-DR*04 (1,6 %), el A*24-B*35-DR*08 (1,5 %),
el A*02-B*35-DR*04 (1,4 %) y el A*03-B*07-DR*15
(1,4 %) (figura 1).

Los haplotipos HLA-A 'y -B mas frecuentes fueron
el *A*24-B*35, en 10 % de la poblacion, seguido
del A*02-B*51 (3,4 %), el A*02-B*35 (2,7 %) y el
A*29-B*44, el A*02-B*39 y el A*24-B 61(B*40),
cada uno con 2,5 % (figura 2).

De los 383 haplotipos HLA-B y -DR detectados, el
que presentd mayor frecuencia en la poblacién fue
el B*35-DR*04 (9 %), seguido por el B*44-DR*07
(4,1 %), el B*07-DR*15 (3,4 %), el B*35-DR*08
(2,5 %) y el B*35-DR*01 (2,4 %) (figura 3).

De los 218 haplotipos HLA-Ay-DR, el mas frecuente
fue el HLA A*24-DR*04, en 10 % de la poblacion,
seguido por el A*02-DR*04 (5,8 %), el A*02-DR*13
(3,5 %), el A*02-DR*07 (2,4 %), y por los haplotipos
A*02-DR*08, A*03-DR*15, A*03-DR*15 y A*24-
DR*08, cada uno con 2,2 % (figura 4).
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Figura 1. Frecuencia superior a 0,66 % de los haplotipos HLA-A,
-By-DR
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Figura 3. Frecuencia superior a 1,0 % de los haplotipos HLA-B
y -DR

Equilibrio de Hardy-Weinbwerg para cada locus

Los tres loci se hallaron en equilibrio de Hardy-
Weinberg con valores de p<0,05 para la relacion
entre el numero de heterocigéticos observados y
el de los esperados (cuadro 3).
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Discusion

En este estudio se registré informacién sobre la
distribucion de los alelos HLA de clases | y Il en
la poblacion de donantes de érganos provenientes
de las seis regionales en las que esta dividida

estructuralmente Colombia para el funcionamiento
de la Red de Donacién y Trasplantes (5,6).

La Red funciona mediante la coordinacion regional,
con sedes administrativas en Bogota, Medellin,
Cali, Bucaramanga, Barranquilla y Neiva, y las
siguientes areas de influencia: Regional 1: Cundina-
marca, Tolima, Boyacda, Casanare, Meta, Caqueta,
Vichada, Vaupés, Guaviare, Guainia, Putumayo y
Amazonas; Regional 2: Antioquia, San Andrés y
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Figura 4. Frecuencia superior a 1,0 % de los haplotipos HLA-A
y -DR

Cuadro 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus
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Providencia, Choc6, Cérdoba y Caldas; Regional
3: Valle, Risaralda, Quindio, Cauca y Narifio;
Regional 4: Santander, Norte de Santander, Cesar
y Arauca; Regional 5: Atlantico, Bolivar, Magdalena,
La Guajira y Sucre, y Regional 6: Huila.

Los donantes reportados por cada regional pueden
proceder de cualquier municipio de su jurisdiccion.
Esto influye directamente sobre la asignacion
de organos con fines de trasplante, ya que los
criterios de dicha distribucion obedecen, en primer
lugar, a criterios geogréficos, motivo por el cual
es importante conocer las frecuencias de HLA
por regionales.

Los criterios cientificos y técnicos para la asigna-
cion, por ejemplo, de un rifién, incluyen el tener un
grupo sanguineo idéntico o compatible en casos
especiales; la compatibilidad de los HLA-A, -B 'y -DR;
la demanda metabdlica determinada por la edad;
la sensibilizacion de los pacientes; el antecedente
de haber sido donante vivo, y los dias en lista de
espera. Entre estos criterios, la compatibilidad del
HLA otorga el segundo puntaje mas alto después de
la identidad del grupo sanguineo, por lo cual es un
factor determinante en la asignacién de 6rganos.

Las caracteristicas generales de la poblacién estu-
diada, la distribucién por edad, el grupo sanguineo
y las causas de muerte son datos que se reportan
rutinariamente en los informes de la Red de
Donacion y Trasplantes de Colombia (7-10).

Los alelos mas frecuentes fueron el A*02 (22,5 %)
y el A*24 (20,2 %), lo cual coincide con los datos
reportados en otros estudios en Colombia, en
Latinoamérica y en la poblacion hispana en general,
los cuales evidencian que estos dos alelos aparecen
con una frecuencia superior al 40 % (11-25).

Tal como ha sucedido en estudios anteriores en
la poblacion colombiana (10,21), no se detecté
el alelo A*43, el cual solo se ha encontrado, con
poca frecuencia, en un estudio en la poblacién
de Medellin (11). El alelo menos frecuente fue
el A*80 (0,02 %), informacién ya registrada en
otros estudios de varias poblaciones en Colombia
(11,14,25).

Locus Numero de Heterocigotos Heterocigotos p Desviacion estandar
HLA genotipos observados esperados

A* 2.511 0,88132 0,87928 0,00938 0,00007

B* 2.511 0,92314 0,92432 0,00000 0,00000
DRB1* 2.511 0,88252 0,88546 0,00000 0,00000
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En el locus B fue posible detectar 43 alelos, de los
cuales el 40 % se presento con frecuencias inferiores
a 1 %. Solo el B*35 tuvo una frecuencia superior a
20 %, es decir, fue el mas representativo, tal como
se ha registrado para la poblacién colombiana y
latinoamericana en otros estudios (11-19).

El locus B es el mas polimorfo, y en él se detectd
un nimero mayor de alelos, de los cuales los B*35,
B*44, B*07, B*51, B*39, B*18, B*61, B*40 y B*08,
tuvieron frecuencias por encima del 3 % en la
poblacién estudiada y representaron el 63 % de la
variacion determinada en este locus.

Se detectaron, en esta ocasion, los alelos B*54,
B*67, B*73 y B*82, los cuales no se habian encon-
trado anteriormente en poblacion colombiana. Los
alelos del locus B* con menor representacion en
la poblacién analizada fueron el B*70, el B*67,
el B*73 y el B*82, con frecuencias por debajo de
0,1 %. Se evidenciaron diferencias con lo reportado
en estudios anteriores en poblacién colombiana
en cuanto a los alelos B*14, B*15 y las variantes
alélicas ya claramente detectadas, variaciones
determinadas, ante todo, por la disparidad en la
resolucion de las técnicas utilizadas para la tipifi-
cacion del HLA.

Dado que el presente estudio fue retrospectivo y
utilizé informacion suministrada por los laboratorios
de inmunologia de los hospitales y las clinicas
habilitadas para la prestacion de servicios de tras-
plante entre 2007 y 2014, y dado que no todos los
laboratorios migraron en el mismo afio alatecnologia
Luminex, es dable suponer que en los afios 2010 y
2011 no se detectaban todas las variantes alélicas
de HLA-B*14, HLA-B*15, y DRB1*03 (11,12,14,25).

En cuanto al locus DRB1*, las frecuencias mas
altas fueron para los alelos DRB1* 04, DRB1* 13,
DRB1* 07, DRB1* 15 y DRB1* 01, con valores
por encima de 9,5 %, los cuales, en su conjunto,
representaron el 65 % de la variacién para este
locus, resultados que concuerdan con reportes
anteriores en poblacion colombiana (11,14,25).

El DRB1*04 fue el alelo méas frecuente (23 %),
resultado similar a lo reportado por Ossa, et al.,
Arias, et al. y Arrunategui, et al. (12,14,25); la
frecuencia de este alelo es diferencialmente alta
comparada con la de los demés alelos del locus
DRB1*, pues duplica la del que ocupa el segundo
lugar, el DRB1*13 (11,7 %).

Los alelos que presentaron las frecuencias mas
bajas fueron el DRB1*12 y el DR 18(3), lo cual
coincide con lo reportado en estudios anteriores

Determinacion del polimorfismo en donantes de érganos

en poblacién colombiana (11). Sin embargo, es
necesario mencionar que, al igual que las posibles
deficiencias en la tipificacion de las variantes alé-
licas B*14 y B*15, es posible que las relacionadas
Unicamente con la resolucién de la técnica hayan
resultado en un menor registro de la frecuencia del
DR18 (3), la cual podria haberse subsumido en
las tipificaciones reportadas como DRB1*03. Para
determinar frecuencias mas exactas en este tipo
de alelos, seria necesario evaluar una muestra de
individuos con la misma técnica para homologar,
asi, la resolucién utilizada.

El haplotipo HLA A*24 B*35 DRB1*04 fue el mas
frecuente, con 5,3 %, lo cual concuerda con lo
reportado en estudios anteriores (11,14,25); sin
embargo, dado que en este estudio la poblacion
provenia de diferentes regiones de Colombia, se
pudieron observar algunas diferencias con estu-
dios anteriores en poblaciones especificas, como
las del suroccidente colombiano, y las de Medellin
y Bogota.

En este estudio se proporciona informacion sobre la
distribucion de los antigenos HLA de clases |y Il en
la poblacion de donantes de 6rganos provenientes
de las seis regionales en las que esta dividida la
Red de Donacion y Trasplantes, resultados que
permitiran a los grupos de trasplante del pais
tener una base para calcular la probabilidad de
encontrar donantes compatibles con los pacientes
registrados en las listas de espera, asi como con
aquellos pacientes en espera de trasplante renal
y cardiaco que por sus condiciones clinicas estén
sensibilizados con anticuerpos contra HLA, pues
los resultados presentados permiten utilizar el
panel de anticuerpos reactivos con las frecuencias
antigénicas y de haplotipos de HLA de la poblacion
colombiana.

Con la informacion de la Red de Donacion y
Trasplante sobre donantes de las seis regionales
del pais, sera posible determinar si existen dife-
rencias significativas en la frecuencia de alelos y
haplotipos por regién geogréfica.
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Introduccion. La resistencia al metronidazol es un factor clave relacionado con el fracaso del
tratamiento contra la infeccion por Helicobacter pylori asociada, principalmente, con mutaciones en la
nitrorreductasa RdxA. A pesar de su importancia, los estudios sobre esta proteina son aun incipientes
en Popayan, Colombia.

Objetivo. Evaluar la frecuencia de las mutaciones en la nitrorreductasa RdxA en una poblacién de
pacientes con enfermedad gastrointestinal por H. pylori.

Materiales y métodos. El ADN de 170 biopsias gastricas se amplific6 mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para detectar las mutaciones en la nitrorreductasa RdxA. Se analizaron las
secuencias traducidas a aminoacidos y se compararon con la cepa de referencia 26695.

Resultados. La frecuencia de mutaciones de la nitrorreductasa RdxA en la poblacién de estudio fue
de 78 %. Su distribucion mas frecuente se detecto en las posiciones D59N (en 153 muestras), R131K
(en 101 muestras), R90K (en 97 muestras), A118T (en 42 muestras), I1160F (en 32 muestras), HO7T
(en 26 muestras) y en los codones de parada Q50*; D59*; E75*; C159* y I1160* en cinco, una, tres, diez
y seis muestras, respectivamente. El genotipo de virulencia més frecuente fue el vacAs1/m1 negativo
para cagA (48,6 %).

Conclusiones. La gran frecuencia de mutaciones en la nitrorreductasa RdxA en aislamientos de H.
pylori en Popayan sugiere que los tratamientos empiricos con metronidazol no serian una opcion
valida para su erradicacion en pacientes de la poblacién estudiada.

Palabras clave: Helicobacter pylori; mutacion; nitrorreductasas; metronidazol; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3007

Frequency of Helicobacter pylori nitroreductase RdxA mutations for metronidazole activation in
a population in the Cauca Department, Colombia

Introduction: Resistance to metronidazole is a key factor associated with Helicobacter pylori treatment
failure. Even though resistance is mostly associated with RdxA nitroreductase mutations, studies of this
H. pylori protein in Popayan (Colombia) are still incipient.

Objective: To evaluate the frequency of mutations in the RdxA nitroreductase in a population of patients
with H. pylori-positive gastrointestinal disease.

Materials and methods: We amplified the DNA of 170 gastric biopsies by PCR to detect mutations
in the RdxA nitroreductase. An analysis of DNA sequences translated into amino acid sequences was
done and then compared to the reference strain 26695.

Results: The frequency of RdxA nitroreductase mutations in this study population was 78%. Its most
frequent distribution was found in positions D59N (153 samples), R131K (101 samples), R90K (97
samples), A118T (42 samples), 1160F (32 samples) and H97T (26 samples), and meaningful stop
codons Q50*, D59*;, E75*, C159* and 1160* in five, one, three, ten and six samples, respectively. The
most common virulence genotype was vacAsl/ml cagA negative (48.6 %).
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Conclusions: The high frequency of RdxA nitroreductase mutations in H. pylori isolates in Popayan
(Colombia) indicates that empirical therapy with metronidazole may not be a valid option for the
eradication of H. pylori in patients of the studied population.

Key words: Helicobacter pylori; mutations; nitroreductases; metronidazole; Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3007

Las nitrorreductasas son un grupo de enzimas
gue catalizan la reduccién de grupos nitro de com-
puestos estructuralmente diversos que incluyen los
nitrotoluenos, los nitrofuranos y los nitroimidazoles.
Estas enzimas se pueden subdividir en dos clases
generales: sensibles al oxigeno e insensibles al
oxigeno (1).

En Helicobacter pylori, bacteria que infecta a los
seres humanos y se asocia con el desarrollo de
gastritis, Ulcera péptica, linfoma gastrico de tejido
linfoide asociado a mucosa (Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue, MALT) y cancer gastrico (2,3),
la nitrorreductasa RdxA insensible al oxigeno cata-
liza la reduccion del medicamento antimicrobiano
metronidazol y genera productos intermedios y
finales, como la hidroxilamina y el peréxido de
hidrogeno, y radicales libres de oxigeno que pro-
ducen dafio en el ADN y la muerte celular del
microorganismo (1).

Esta nitrorreductasa es esencial para la activacion
del metronidazol en H. pylori (4), el cual se consi-
dera un antimicrobiano efectivo contra organismos
con poca reaccion de oxidorreduccion (redox)
intracelular, como las bacterias anaerobias, los pro-
tozoos y los microrganismos microaerofilos, entre
ellos, H. pylori (5).

Uno de los medicamentos utilizados en los esquemas
de tratamiento para la erradicacion de esta infec-
cion es el metronidazol; sin embargo, la aparicion
de aislamientos que no responden al medicamento
ha fomentado el interés en las investigaciones para
comprender las causas principales de la resistencia
de la bacteria a su accion (4-6).

En varias revisiones sisteméaticas se ha reportado
una gran heterogeneidad en las frecuencias de
prevalencia de la resistencia primaria al metronida-
zol en los paises latinoamericanos, y cabe resaltar
gue Colombia presenta la tasa de resistencia mas
alta, 83 % (7,8).
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Los resultados de diversos estudios han demostrado
que la resistencia de H. pylori al metronidazol se
debe a la presencia de diferentes mutaciones
en el gen rdxA, las cuales se evidencian como
inserciones o deleciones en diferentes sitios del
gen. Estos cambios en la secuencia del genoma
llevan a que la nitrorreductasa RdxA codificada por
el gen se inactive y no logre reducir el metronidazol
a nivel celular, generando asi la resistencia de la
bacteria al antimicrobiano (4,9,10). Las mutaciones
que inactivan el gen rdxA originan codones de
parada o sustituciones que tornan disfuncional la
proteina. En algunos casos, el gen frxA promueve
la aparicién de resistencia y en otros muta con el
gen rdxA (9,11).

La participacion del gen rdxA en el desarrollo de
la resistencia al metronidazol se ha estudiado
mediante modelos en ratones para determinar
SuU secuencia en cepas sensibles y resistentes al
medicamento. Se ha encontrado que las cepas
resistentes presentan mutaciones por el cambio
en el marco de lectura resultado de la pérdida o
ganancia de adenina (A) o de timina (T), mutaciones
de sentido erroneo que contienen la sustitucion de
aminoacidos como la prolina (P) por la leucina (L),
la tirosina (YY) por la histidina (H) y la alanina (A)
por la valina (V) (12,13). Aldana, et al. (9), utilizaron
muestras de pacientes sometidos a endoscopia,
cultivadas y posteriormente inducidas a resisten-
cia al someterlas a diversas concentraciones de
metronidazol. En los andlisis de la secuencia del
gen rdxA, se han encontrado sustituciones de
aminoacidos, como el cambio de serina (S) por
asparagina (N).

Segun las recomendaciones del Consenso de
Maastricht 1V (14,15), la secuenciacién es una
técnica utilizada con éxito en la determinacién de
mutaciones, en especial en areas geograficas donde
los cultivos de la bacteria no estan disponibles.
El uso de los tratamientos de erradicacion de la
infeccion debe basarse en estudios de prevalencia
de la resistencia a los antimicrobianos en cada
region (2,7).

Puesto que en Colombia son pocos los estudios
en que se ha determinado la presencia de mutacio-
nes en la nitrorreductasa RdxA y, dado que en el
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departamento del Cauca no existe un laboratorio con
la infraestructura para cultivar H. pylori, el objetivo
de este estudio fue determinar la frecuencia de
mutaciones de RdxA y describir los cambios que,
segun los reportado en varios estudios, estarian
asociados con la resistencia al metronidazol.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Seincluyeron 170 pacientes remitidos a las unidades
de gastroenterologia del Hospital Universitario San
José y el Susana Lopez de Valencia, y a la Unidad
ENDOVIDEO 2000 (29, 40 y 101, respectivamente)
de Popayan, entre octubre de 2011 y junio de 2013.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes:
pacientes mayores de 18 afios, nacidos en el
departamento del Cauca, con sintomas de dis-
pepsia, y que no hubieran recibido tratamiento de
erradicacion de H. pylori, ni antibioticos ni sales de
bismuto durante el ultimo afio.

Los pacientes aceptaron su participacion en el
estudio mediante la firma de un consentimiento
informado, segun lo dispuesto en la Resolucion
N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.
Esta investigacion fue aprobada por los comités
de ética de la Universidad del Cauca y de la
Pontificia Universidad Javeriana. Los participantes
respondieron un cuestionario estandarizado sobre
algunas variables sociodemogréficas y clinicas.

Se tomaron ocho biopsias de cada paciente: tres del
antro, tres del cuerpo y dos de la incisura angular,
segun los criterios de Sydney (16). Para el andlisis
histopatoldgico, se utilizaron dos biopsias de antro
y cuerpo, y una de incisura, todas examinadas
por un uUnico patologo experto, siguiendo los cri-
terios establecidos internacionalmente (17). Las
biopsias restantes se utilizaron para la extraccion
del ADN.

Extraccion del ADN y amplificacion mediante
PCR

Las muestras de las biopsias gastricas (antro,
incisura y cuerpo) de cada paciente se colocaron
en recipientes independientes y se transportaron
en medio de cultivo de caldo de Brucella spp. con
20% de glicerol para la extraccién genémica, usando
el estuche Wizard Genomic DNA Purification®
(Promega, Madison, WI, USA) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. EI ADN se
reconstituyé en 100 pl de solucién de rehidratacion
y se almacend a -30 °C hasta su uso.

Mutaciones en RdxA de Helicobacter pylori en poblacién del Cauca

La calidad del ADN se determind estableciendo la
relacion de absorbancia A260/A280 con un espec-
trofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000™.

La presencia de H. pylori se determiné por los
alelos s y m del gen vacA, segun la metodologia
descrita previamente (18). Se utiliz6 una prueba
de PCR mudltiplex (Qiagen Multiplex PCR®)
para amplificar los genes vacA y cagA, con las
siguientes secuencias de cebadores: vacA s F
5" — ATGGAAATACAACAAACACAC - 3, R 5 -
CTGCTTGAATGCGCCAAAC - 35 vacA m F 5
- CAATCT GTC CAATCAAGC GAG -3; R 5" -
GCG TCTAAATAATTC CAAGG -3y cagA F5'-
GTTGATAACGCTGTCGCTTC-3, R 5-GGGTT
GTATGATATTTTCCATAA’3". La reaccion incluyé
una mezcla de 2 pl de ADN gendmico bacteriano,
1X de Qiagen Master Mix®, 0,3 pmol/ul de cada
cebador, y 2 ul de agua libre de ARNasa en un
volumen de 12 pl de reaccién.

Los productos de amplificacion se evidenciaron
en geles de agarosa al 1,5 % por tincién con
bromuro de etidio bajo luz ultravioleta, tomando
como referencia las bandas de amplificacion de las
cepas NCTC 11637 (genotipo: cagA, vacA s1/m1l)
y 3062 (genotipo: cagA negativo, vacA s2/m2) de
H. pylori.

Andlisis del gen rdxA

Se amplifico una region de 460 pb del gen rdxA en
las muestras positivas para H. pylori determinadas
por histopatologia y mediante la genotipificacion
del gen vacA. Se usaron los iniciadores rdxA F
5'- GACAATTATTAAACGAGCGC-3' y rdxA R 5'-
CCTCCAATAATGCAACTATC-3' correspondientes
a las posiciones 1013697 a 1014157 de la cepa
de referencia 26695 (acceso en Genbank: gb|
CP003904.1) (19), reportados por Kwon, et al. (20).

Para la PCR, se us6 una mezcla con 2,7 U de
Tag ADN polimerasa recombinante (Invitrogen™,
Brasil), 5 pl de ADN genomico bacteriano, 0,5
pmol/ul de cada cebador, 1,0X de solucion tam-
pén de reaccion proporcionada por el fabricante
(Invitrogen™, Brasil), 2 mmol/L de MgCL, y 0,5
mmol/L de cada deoxinucleoétidotrifosfato (dNTP)
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) en un volumen
final de 50 ul de reaccion.

Las muestras fueron llevadas al termociclador
(MyCycler Termal Cycler™, BIORAD) bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial
durante 9 minutos a 95 °C, 40 ciclos de desnatura-
lizacién a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion
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a 50 °C durante 45 segundos, extension a 72 °C
durante 45 segundos, y una extension final a 72 °C
durante 5 minutos.

Los productos de amplificacion de 460 pb se
evidenciaron en geles de agarosa al 2 % por
tincién con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta y
por comparacion con la banda de amplificacion de
la cepa de H. pylori NCTC 11638.

Los productos de la PCR se enviaron a Macrogen®
Inc. Company (Corea) para el analisis de secuencia-
cion del gen rdxA. Posteriormente, las secuencias
obtenidas se evaluaron usando la herramienta
BLASTXx (Basic Local Alignment Search Tool) (21).
Para determinar los cambios de la nitrorreductasa
RdxA, se compar6 con la region amplificada de la
cepa de referencia 26695 (Genbank HP26695 ) (22)
sensible al metronidazol segun estudios previos
(23). Ademas, se compararon con las secuencias
de las cepas 11638 (identificacion de la secuencia:
emb|CAC83809.1| y gi|9858509|gb|AF180408.1]).
Los cambios reportados fueron relacionados luego
con los codones de parada y las mutaciones de
cambio de aminoécidos. Se utiliz6 el programa
CLUSTAL W (24) para el andlisis de los cambios
mas significativos en la nitrorreductasa RdxA.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa
SPSS®, version 19.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), y se hizo la prueba de ji al cuadrado, con un
valor de significacion estadistica de p<0,05.

Resultados

Caracteristicas sociodemogréficas de la
poblacién

Se incluyeron 170 pacientes diagnosticados por
histopatologia con infeccién por H. pylori, y mues-
tras sometidas a genotipificacion y andlisis del
gen rdxA. La distribucion de las caracteristicas
de sexo, edad, procedencia y escolaridad de los
participantes se muestra en el cuadro 1. La edad de
la poblacion de estudio fluctuaba entre los 18 y los
84 afos, y la edad promedio fue de 51 + 13,6 afios;
la mayoria eran mujeres (103, 60,6 %). EI 51 % de
la poblacién provenia del area rural y el 62 % tenia
un nivel educativo menor o igual a primaria.

Se hizo la genotipificacion de todas las muestras y
el genotipo mas frecuente en esta poblacion fue el
vacA s1/ml negativo para cagA (49,4 %), seguido
por el genotipo vacA s1/ml positivo para cagA
(39,7 %), otros genotipos s2/m2 negativos para
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cagA (5,3 %), el s1m2 negativo para cagA (1,8 %),
y el s1m2 positivo para cagA (0,6 %); en 3,2 % de
los pacientes se detectaron infecciones multiples.

Analisis de secuencia de la proteina RdxA

En 92,9 % de las secuencias de la proteina RdxA se
detectaron cambios en, al menos, un aminoacido
en comparacion con la cepa de referencia 26695.
En el cuadro 2 se presentan todas las mutaciones
distribuidas en codones de parada y mutaciones
puntuales desde la posicion 46 hasta la posicion
160 de la proteina RdxA. Por otra parte, el 78,2
% de las muestras presentd mutaciones relaciona-
das con la resistencia a metronidazol (49,10,13,22,
25), especificamente mutaciones puntuales tales
como R131K (en 101 muestras), R90K (en 97
muestras), en A118T (en 42 muestras), H97T (en
26 muestras), E133K (en 11 muestras), y S108A
(en 9 muestras), en tanto que el 21,8 % de las
mutaciones puntuales no habian sido reportadas
en aislamientos resistentes: la D59N (en 153
muestras), la G98S (en 27 muestras), la H97Y (en
18 muestras), la A118S (en 5 muestras) y la 1160F
(en 32 muestras) (4,6,12,22,26). Se encontraron,
ademas, mutaciones relacionadas con los siguien-
tes codones de parada: Q50*(en cinco muestras);
I1160* en seis muestras, E75* en tres, C159* en
diez, y en la posicion 162* en dos muestras.

En la figura 1 se observan los tres sitios con
mayor variabilidad en la proteina RdxA (R90, H97,
R131), asi como los codones de terminacién en
las posiciones 50, 78 y 102. En la posicion 133,
se encontré una doble sustitucion asociada a un
cambio en el marco de lectura. En el cuadro 3
se relacionan las mutaciones de insercién en las

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion
estudiada

Caracteristica n (%)
Sexo
Masculino 67 (39)
Femenino 103 (61)
Edad (afios)
18 a 40 35 (20)
41a60 93 (55)
61a>71 42 (25)
Procedencia
Urbana 84 (49)
Rural 86 (51)
Nivel de educacion
Primaria 105 (62)
Secundaria 39 (23)
Técnico 10 (6)
Superior 16 (9)
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Cuadro 2. Frecuencia de mutaciones de aminoéacidos en la
nitrorreductasa RdxA de Helicobacter pylori

Tipo de mutacién Cambios n (%)
en RdxA
Codon de terminacion Y47* 1 2,9
D59* 1 2,9
Q65 * 1 2,9
E74 * 1 2,9
K78* 1 2,9
N103* 1 2,9
E107* 1 29
R112* 1 2,9
V144* 1 2,9
162* 2 57
E75* 3 8,5
Q50* 5 14,2
1160* 6 17,1
C159* 10 28,5
Total 35 100
nl702
Mutaciones puntuales S46R 1 0,6
c87Y 1 0,6
E133Q 1 0,6
T31E 2 1,2
C87R 2 1,2
K64S 2 1,2
M149H 4 2,3
1160K 4 2,3
H53R 4 2,3
K64N 5 2,9
A118S 5 2,9
AB8V 6 3,5
S108A°® 9 53
E133K?® 11 6,5
C159S 11 6,5
M561 14 8,2
1160L 18 10,6
HI7Y 18 10,6
H97T?® 26 15,3
G98S 27 15,9
1160F 32 18,8
A118T?® 42 24,7
R90K 97 57,1
R131K® 101 59,4
D59N 153 90,0

a: nimero de muestras analizadas para mutaciones puntuales en RdxA
b: cambios asociados a resistencia segun los estudios consultados (8,10)
*: codon de terminacion en la proteina RdxA

posiciones Q50*, D59* y E74*, y de sustitucion en
las posiciones E75*, K78*, N103* y C159*, las cua-
les generaron codones de terminacion y posibles
interrupciones del marco abierto de lectura.

Por otro lado, se compararon los tipos de mutaciones
distribuidos en las lesiones gastricas (cuadro 4)
en las que fueron mas frecuentes las mutaciones
puntuales en las diferentes enfermedades gastricas,
aunque no se registraron diferencias estadistica-
mente significativas (p=0,74) en comparacion con
las mutaciones en los codones de parada.

Mutaciones en RdxA de Helicobacter pylori en poblacién del Cauca
Discusidn
La resistencia de H. pylori al metronidazol se
ha atribuido a la inhibiciéon de la actividad de las
nitrorreductasas, especialmente por mutaciones
en el gen rdxA, las cuales se relacionan con
la estabilidad de la proteina, en tanto que la
dimerizacion y la actividad enzimatica dependen
de la unidn al cofactor fosfato de lactoflavina (FMN)
(1,5). Las mutaciones que afectan las posiciones
A68V, A118T, R90K, R131K, R16H, S88P y HI7T, y
las que introducen un codén de parada, como N73*
y Q50*, se han correlacionado con la resistencia al
metronidazol, especialmente cuando hay valores
altos en las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) (13,20,27) y cuando la CIM por dilucién en
agar es igual o superior a 12 pg/ml (13,22,25).

Dichos resultados coinciden con los hallazgos
del presente estudio, en el cual las mutaciones
R90K, R131K, D59N y H97T fueron las mas
representativas, en tanto que las mas frecuentes
fueron la D59N (153/170), seguida por la R131K
(101/170), la R90K (97/170), y la A118T (42/170).
Mendz, et al.,, reportaron una compilacion de
mutaciones en RdxA, incluidas aquellas que
representan pérdida de la funcion de la proteina
(4), datos que coinciden con los encontrados
en este estudio, especialmente en cuanto a las
mutaciones en las posiciones 56, 59, 90, 97, y 118,
en las cuales se han documentado cambios en los
diferentes aislamientos.

Las mutaciones H53R, M56I, L62V, A68V,HI7T y
G98S halladas en este estudio concuerdan con lo
reportado en otros estudios en aislamientos resis-
tentes al metronidazol (12,13,22); sin embargo,
los aislamientos sensibles también han presentado
estas mutaciones, lo cual confirmarialas limitaciones
del empleo de las mutaciones en RdxA como Unico
marcador de resistencia al metronidazol en H. pylori
(22). Por ello, se necesitan estudios posteriores de
transformaciéon con cepas resistentes y sensibles,
para avanzar en la comprension del papel del gen
rdxA en la resistencia a este medicamento (27).

Se hareportado que las sustituciones e inserciones
gue causan un codon de terminacion prematuro en
la proteina RdxA estan asociadas con el fenotipo de
resistencia (27). Las mutaciones de los codones de
parada encontradas en el presente estudio podrian
estar asociadas con dicho fenotipo.

En un estudio reciente en Kuala Lumpur, en el
cual se emplearon métodos fenotipicos, se esta-
blecié que la resistencia primaria al metronidazol
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Figura 1. Posiciones variables relacionadas con los cambios en la proteina RdxA de Helicobacter pylori a partir del alineamiento
de la secuencia traducida y analizada. A: secuencia rdxA de referencia 11638; B: secuencia de consenso, las letras en mintscula
reflejan cambios en los amino&cidos y las letras en mayuscula muestran las zonas conservadas de RdxA; C: regiones poco variables
de la proteina RdxA; D: regiones hipervariables de la proteina RdxA (R90, H97, R131)

Cuadro 3. Mutaciones de cambio de lectura (inserciones y
sustituciones) relacionadas con la presencia de codones de
parada en la proteina RdxA de Helicobacter pylori en la poblacion
de estudio

Tipo de mutacion Efecto RdxA n
Insercioén
A posicion 141 Cambio de lectura, TAA D59* 1
CDP? posicion 175
A posicion 135 Cambio de lectura, TAA Q50* 1
CDP posicién 148
A posicion 193 Cambio de lectura, TAA E74* 1
CDP posicién 193
Sustitucion
C por T posicién 148 TAG CDP posicién 148 Q 50* 4
T por G posicién 223 TAA CDP posicion 223 E 75 3
Apor T posicion 234 TAA CDP posicién 234 K 78* 1
C por T posicién 304 TAA CDP posicion 304 N103* 1
T por A posicion 479 TGA CDP posicion 479  C159* 4

CDP?; codon de terminacion

*: codon de terminacion en la proteina RdxA

Cuadro 4. Frecuencia de mutaciones en RdxA de Helicobacter

pylori en lesiones géastricas

Lesion gastrica n Mutacion Codonde p

puntual parada

n (%) n (%)

Gastritis cronica no atrofica 46 37 (80,4) 9 (19,6)
Gastritis cronica atrofica 23 16(69,6) 7(30,4)
Metaplasia intestinal 78 63(80,8) 15(19,2) 0,74
Displasia 9 8(88,9) 1(11,1)
Cancer gastrico 14 11 (78,6) 3(21,4)
Total 170 135(79,4) 35 (21,4)

p=0,74, prueba de y?
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en aislamientos clinicos fue de 32,3 %. Al evaluar
las variaciones en el gen rdxA y la correspondiente
alteracion de la proteina RdxA se encontraron cam-
bios en los aminoé&cidos en 70,2 % de las cepas
resistentes y mutaciones asociadas con codones
de parada en 56,8 % (28), lo cual evidencia la
importancia de evaluar la resistencia mediante
pruebas moleculares (29).

En contraposicién a estos hallazgos, en otros
estudios se ha reportado la presencia de aisla-
mientos resistentes en los cuales las proteinas
RdxA estaban intactas, lo cual sugiere que habria
otros genes involucrados en la resistencia al
metronidazol, como el gen frxA, el cual participa
en su activacion en el interior de la célula (20,26).
Se ha postulado que las mutaciones en la proteina
FrxA pueden aumentar los valores de la CIM
en los aislamientos resistentes y que las que
ocurren en los codones de parada reforzarian
el fenotipo resistente (25). Por consiguiente, no
hay que desconocer el papel que cumplen otras
nitrorreductasas como la frxA, la fdxAy la rpsU en
la resistencia al metronidazol (26,27,30).

También, se ha postulado que existen otros meca-
nismos de resistencia diferentes a las proteinas
RdxA o FrxA. Algunas mutaciones en genes
relacionados con el potencial de oxidorreduccién
asociado con el metabolismo del metronidazol y sus
productos intermedios activos contra la bacteria,
por ejemplo, en la proteina Fur de H. pylori, pueden
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afectar la sensibilidad al metronidazol al alterar
el equilibrio de oxidorreduccion mediado por esta
proteina, y detener la activaciéon de los productos
bactericidas (31).

La combinacion de metronidazol con otros anti-
bidticos se utiliza ampliamente en el tratamiento
estandar contra la infecciéon por H. pylori y otras
infecciones bacterianas anaerobias (32-37). Sin
embargo, laresistencia de la bacteria al metronidazol
es una de las causas del fracaso del tratamiento
de dolencias gastricas (7). En los estudios en los
gue se emplearon métodos fenotipicos (dilucién en
agar) en Bogotd, Trespalacios, et al., encontraron
una prevalencia de resistencia al metronidazol de
81 % (38); en otro estudio en Pereira, la prevalen-
cia fue de 88 % (29). Estos valores en diferentes
poblaciones colombianas indican que la prevalencia
de la resistencia a este nitroimidazol supera los
limites maximos de 40 % recomendados por el
consenso europeo de Maastricht IV (14,39). Segln
dichas recomendaciones, en areas geograficas en
donde la prevalencia de resistencia sea superior
a 40 %, el metronidazol no puede utilizarse en los
tratamientos empiricos (39).

A diferencia de los estudios mencionados en
Colombia, en otros paises latinoamericanos se han
reportado datos distintos (8,34): en Chile, se encontrd
una resistencia al metronidazol de 44,9 %, en una
regién de México, del 37,1 %, detectada mediante
la técnica de E-test (40), y en Brasil se reportaron
valores de resistencia de 40,2 % (41). Estas
diferencias entre poblaciones indican la importancia
de vigilar los niveles de resistencia regional y local,
ya que existen diferencias en la prevalencia de la
resistencia segln las areas geograficas, lo cual
significa que los resultados obtenidos en una region
no pueden extrapolarse a otras y, por lo tanto, es
fundamental disponer de informacion especifica
sobre los niveles de resistencia del microorga-
nismo a los antibidticos usualmente utilizados en
los esquemas de erradicacion, con el fin de elegir
aquellos eficaces y replantear el uso de algunos
en el tratamiento empirico (7).

Anivel local no hay publicaciones sobre la resisten-
cia al metronidazol, y aun asi, se sigue utilizando
frecuentemente en la practica clinica como trata-
miento de primera linea. Lo mas preocupante
es la ausencia de protocolos para verificar la
eficacia de los tratamientos en la erradicacion del
microorganismo; de hecho, en un estudio en el cual
se hizo una encuesta entre médicos generales,
especialistas y gastroenterdlogos, se encontré que

Mutaciones en RdxA de Helicobacter pylori en poblacién del Cauca

todavia se prescribe el metronidazol como trata-
miento de primera linea para la infeccion por H.
pylori (42).

En el presente estudio, se determin6 por primera
vez la frecuencia de las mutaciones en la nitrorre-
ductasa RdxA en pacientes infectados por H. pylori
en el departamento del Cauca. En esta zona del
pais, se ha reportado una gran prevalencia de
H. pylori, y se ha sugerido que los aislamientos
circulantes en su poblacién estan expuestos a la
presién de seleccion dado el uso indiscriminado
de antimicrobianos del tipo de los nitroimidazoles
como tratamiento antiparasitario, asi como contra
infecciones gastrointestinales (42) y, especialmente,
en infecciones urinarias y vaginales (8,34). Por ello,
debe implementarse la vigilancia de las tasas de
erradicacion de H. pylori en poblaciones con riesgo
de céncer gastrico. La gran frecuencia de mutacio-
nes (78 %) en la nitrorreductasa RdxA podria estar
relacionada con la resistencia al metronidazol.

Se sugiere hacer estudios fenotipicos adicionales
para relacionar los resultados de los analisis
genéticos obtenidos con las CIM del antibiético.
En los eventuales estudios que se lleven a cabo,
deberia hacerse el antibiograma de las muestras
seleccionadas en pacientes con recurrencia de
la infeccién para establecer la relacion con los
hallazgos que aqui se presentan. Por ello, se
propone emplear el cultivo bacteriano como una
herramienta necesaria en pacientes en quienes el
tratamiento ha fallado, segun lo recomendado por
Malfertheiner, et al. (14). Por lo pronto, el andlisis
de las mutaciones de la proteina RdxA es una
excelente aproximacion para analizar la resistencia
en un gran namero de muestras en poblaciones
como la de Popayan, en donde los estudios son
escasos Yy, ademas, no existen las condiciones para
cultivar la bacteria. Dada la alta tasa de incidencia
de la enfermedad gastrointestinal en Popayan, se
deberian proponer programas de prevencién de
la infeccién por H. pylori y de promocién del uso
adecuado de medicamentos.

En conclusién, este es el primer estudio en el
departamento del Cauca en el cual se han evaluado
las mutaciones de la nitrorreductasa RdxA, aso-
ciadas en diversos estudios con la resistencia de H.
pylori al metronidazol en pacientes con dispepsia
funcional. Se requieren nuevos estudios para
evaluar el impacto de la resistencia en el fracaso
del tratamiento en la poblacién de esta regién y
para establecer la prevalencia de la resistencia a
los otros antimicrobianos utilizados para combatir
la infeccion.
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Introduccidn. Las candidiasis son un grupo de infecciones oportunistas causadas por levaduras del
género Candida. Candida albicans es la especie de mayor prevalencia en las infecciones superficiales
y profundas. Sin embargo, en la Gltima década, la frecuencia de especies diferentes a C. albicans ha
aumentado y, por ende, su relevancia clinica, lo cual exige la utilizaciéon de técnicas diagnosticas que
permitan su deteccion y el tratamiento adecuado de los pacientes afectados.

Objetivo. Disefiar y optimizar una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa maltiple (PCR multiple)
considerando parametros termodinamicos para la deteccién simultanea de cinco especies de Candida
relevantes en la etiologia de la candidiasis humana.

Materiales y métodos. Para el disefio de los cebadores se consideraron restricciones fisicas y
termodinamicas que afectan la PCR mdiltiple, usando el programa Gene Runner y la herramienta Mult-
PSOS. Como plantillas se utilizaron la region transcrita interna 2 (ITS2) (AJ249486.1) para C. albicans
y la topoisomerasa Il (TOPII) para C. parasilopsis (AB049144.1), C. krusei (AB049139.1), C. tropicalis
(AB049141.1) y C. guillermondii (AB049145.1), y como moldes, extractos de ADN total obtenidos de
cepas ATCC y de aislamientos clinicos de las especies de Candida.

Resultados. Se disefiaron diez cebadores para la amplificacion simultanea de las especies de Candida.
Se obtuvo el siguiente patrén de bandas: C. albicans (206 pb), C. guillermondii (244 pb), C. tropicalis
(474 pb), C. parasilopsis (558 pb) y C. krusei (419 pb).

Conclusion. El ensayo disefiado de PCR multiple permitié la amplificacion simultanea y eficiente de
todos los amplicones correspondientes a las especies estudiadas de Candida, asi como su adecuada
resolucion en gel de agarosa al 1,3 %.

Palabras clave: candidiasis/diagnéstico; reaccion en cadena de la polimerasa; Candida albicans;
diagndstico molecular.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3202
A new multiplex PCR for species-specific diagnosis of human candidiasis

Introduction: Candidiases is a group of opportunistic infections caused by yeasts belonging to the
genus Candida. Candida albicans is the most prevalent species in both superficial and deep infections,
however, the clinical importance of non-albicans Candida has increased during the last decade, driving
an urgent need for diagnostic tests that allow for species-level resolution and selection of the optimum
therapeutic approach.

Obijective: To design and to optimize a new multiplex PCR assay for the simultaneous identification of
the five most relevant species of Candida involved in human candidiasis etiology.

Materials and methods: For primers design, the physical and thermodynamic restrictions that affect
multiplex PCR performance were analyzed using Gene Runner and Mult-PSOS. As templates, the
internal transcribed region 2 (ITR2) was selected for C. albicans (AJ249486.1), and topoisomerase
Il (TOPII) for C. parasilopsis (AB049144.1), C. krusei (AB049139.1), C. tropicalis (AB049141.1), and
C. guillermondii (AB049145.1). We used ATCC strains of all these five species and clinical isolates
as templates.

Results: We designed ten oligonucleotides for the simultaneous amplification of the Candida species.
The electrophoresis band profile was: C. albicans (206 bp), C. guillermondii (244 bp), C. tropicalis (474
bp), C. parasilopsis (558 bp), and C. krusei (419 bp).

Contribucién de los autores:

Liliana Torcoroma Garcia: disefio de las pruebas moleculares, orientacion en aspectos tedricos y experimentales, y escritura
del articulo

Liany Johanna Luna y Tania Katherine Velasco: disefio y ejecucion de pruebas moleculares

Beatriz Elena Guerra: soporte técnico, orientacion tedrica y experimental, y revision del articulo

200



Biomédica 2017;37:200-8

PCR miuiltiple para candidiasis humana

Conclusion: The new multiplex PCR assay designed in this study allowed a simultaneous and efficient
amplification of the amplicons corresponding to the five species of Candida under study, with an adequate

resolution in standard agarose gel.

Key words: Candidiasis/diagnosis; polymerase chain reaction; Candida albicans; molecular diagnosis.
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Las candidiasis son un grupo de infecciones opor-
tunistas comunes de gran variabilidad clinica que
incluye desde manifestaciones leves a moderadas
en mucosas, piel, orofaringe, cavidad oral y eséfago,
hasta micosis invasivas, especialmente en pacientes
hospitalizados con enfermedades graves, pacientes
con sida y otros con compromiso inmunoldgico
(1,2). La etiologia de estas infecciones se ha aso-
ciado con mas de 17 especies, siendo Candida
albicans la de mayor relevancia epidemiolégica,
pues se la relaciona con, aproximadamente, 50 %
de los casos de infecciones profundas provocadas
por Candida spp. (3,4). Sin embargo, en las dltimas
décadas, el conglomerado de especies diferentes a
C. albicans ha emergido como patdégeno principal
en la etiologia de la candidiasis sistémica (5-7).

En la actualidad, el método de referencia para el
diagnéstico de la candidiasis invasiva es el cultivo
microbiolégico de especimenes sanguineos y de
otras muestras procedentes de sitios estériles. Esta
forma de diagndstico tiene algunas desventajas,
entre ellas: a) la falta de sensibilidad (alrededor del
50 %) asociada con la baja magnitud y corta duracién
de la candidemia (8-10); b) las demoras derivadas
de una extensa fase de latencia del crecimiento
en este tipo de microorganismos, lo cual puede
retrasar el tratamiento oportuno y pertinente; c) la
necesidad, en algunos casos, de procedimientos
invasivos para tener acceso a tejidos o liquidos
estériles, y d) los falsos negativos asociados al uso
profilactico o empirico de antifiingicos en pacientes
con factores de riesgo de candidemia (11).

En consecuencia, la blisqueda y validacion de nue-
vos métodos diagnosticos que permitan la deteccién
rapida y sensible de los agentes etiolégicos de las
candidiasis profundas a nivel de especie, continla
siendo un problema. Recientemente, han surgido
herramientas diagnosticas que han demostrado
mayor sensibilidad que la de los cultivos tradiciona-
les (12-14). Estos métodos incluyen la cuantificacion
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de particulas especificas provenientes de la pared
celular de Candida spp., tales como el -1,3-D-
glucano, pero en estudios anteriores se evidencid
su poca sensibilidad (<60 %) y especificidad (<50 %)
para el caso de las candidiasis profundas (12,14).

Por otro lado, los ensayos basados en lareacciéon en
cadenade la polimerasa (PCR) para la deteccion de
moléculas de ADN a partir de muestras sanguineas
han registrado altos porcentajes de sensibilidad
y especificidad, con limites de amplificacién de
secuencias génicas que rondan las 80 copias/ml
(0,4 CFU/ml) (14). Sin embargo, en infecciones de
diversa etiologia, tales como las candidiasis, es
necesario recurrir a técnicas de PCR multiple que
permitan la amplificacion simultanea, especifica y
sensible de varias secuencias blanco en reacciones
Unicas y rapidas (15).

En este contexto, este trabajo tuvo como objetivo
disefiar un ensayo de PCR multiple fundamentado
en secuencias blanco especificas para las cinco
especies del género Candida de mayor relevancia
a nivel hospitalario: C. albicans, C. guillermondii, C.
tropicalis, C. parasilopsis y C. krusei (4,7). El disefio
de las secuencias cebadoras se hizo con ayuda de
programas de bioinformatica de acceso libre (Gene
Runner™, http://www.generunner.net/) y algoritmos
de optimizacion de secuencias cebadoras para
ensayos de PCR multiple (Mult-PSOS) (16). Las
condiciones de ensayo (concentraciones de reac-
tivos y parametros del ciclo) se estandarizaron para
la amplificacion eficiente de todas las secuencias
blanco en una Unica reaccion, garantizando una
sensibilidad y una eficiencia suficientes para su
interpretacion mediante geles de agarosa comunes.
El desemperio in vitro de las secuencias cebadoras
en el ensayo multiple se determin6 usando, como
molde para la reaccion, el ADN extraido de las cepas
de referencia (ATCC) y de aislamientos clinicos.
Ademas, se usé ADN total extraido de muestras
sanguineas de pacientes con hemocultivos positivos
para Candida spp.

Materiales y métodos
Levaduras

En los experimentos de microbiologia convencio-
nal y molecular, se utilizaron cinco cepas ATCC

201



Garcia LT, Luna LJ, Velasco TK, Guerra BE

del género Candida: C. albicans (HQ876043.1), C.
parasilopsis (ATCC58904), C. krusei (AY126274.1),
C. tropicalis (ATCC20336) y C. guillermondii (NUM4).
También, se utilizaron aislamientos clinicos de leva-
duras provenientes de pacientes con diagnéstico
de candidiasis profunda internados en hospitales
regionales para los ensayos confirmatorios y de
validacion de la prueba. En los ensayos de
especificidad, se usaron extractos de ADN total
proveniente de levaduras de Saccharomyces
cerevisiae, Rhodotorula rubra y C. lusitania.

Identificacion de las especies de Candida

con base en las caracteristicas morfoldgicas
y fisiol6gicas

Las cepas ATCC y los aislamientos clinicos de
mucosa oral se sembraron en medios de agar
cromégenico CHROMagar Candida® de BioMérieux
(CHROMagar, Microbiology, Francia). Los cultivos
se incubaron a temperatura ambiente durante 48
horas y se hizo una identificacion presuntiva de
las especies de Candida mediante observacion
macroscoépica de la coloracion de la colonia en
el medio. Para las pruebas de identificacién, se
sembraron colonias aisladas en agar de dextrosa
Sabouraud con suplemento de antibidticos e incu-
badas a temperatura ambiente durante 24 horas.
La identificacion mediante ensayos fisioldgicos se
hizo con la prueba de tubo germinal. Para ello, se
inocularon colonias individuales en 0,5 ml de suero
humano, se incubaron a 37 °C durante dos a cuatro
horas, y se observaron entre lamina y laminilla con
microscopio éptico a 40X y 100X.

Deteccion de las especies de Candida mediante
PCR multiple

Para el disefio por simulacion computacional de
los cebadores y de los experimentos de PCR multi-
ple, se escogieron secuencias consignadas en el
GenBank™ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
Para C. albicans, se selecciond la region transcrita
interna 2 (ITS2) (AJ249486.1) y la secuencia génica
de la topoisomerasa Il (TOPII) para C. parasilopsis
(AB049144.1), C. krusei (AB049139.1), C. tropicalis
(AB049141.1) y C. guillermondii (AB049145.1).

Con el fin de optimizar el disefio de las diez
secuencias cebadoras (un par especifico para cada
especie de Candida), se consideraron parametros
relevantes descritos anteriormente (16-18) para
experimentos de PCR mdltiple, tales como: a)
un tamafio del cebador de 18 a 26 pb, con una
diferencia maxima de 6 pb entre cebadores; b)
un porcentaje de citosina-guanina de 40 a 60 %;
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c) una temperatura de fusion de 45 a 65 °C, con
una diferencia maxima de 6 °C entre cebadores;
d) ausencia de repeticiones de bases en mas de
cuatro bases seguidas; e) presencia de G, C, GC o
CG en la extremidad 3"; f) ausencia de estructuras
intermoleculares o intramoleculares con G relevan-
tes (AG=-6 kcal/mol) (14,17,18); g) una secuencia
blanco con un grado de variacion suficientemente
significativo para la identificacion especifica del
organismo y, en lo posible, con mdltiples copias
en el genoma, y h) una diferencia minima de 50 pb
entre amplicones que permita la resolucién de las
bandas en geles de agarosa comunes.

Para ello, se evalu6 el ajuste de los parametros de
restriccion del disefio de las secuencias cebadoras
mediante la aplicacién del algoritmo Multi-PSOS,
desarrollado recientemente en nuestro grupo para
ensayos de PCR mudltiple (Mult-PSOS) (16). El cum-
plimiento de los parametros de ajuste se verificd
mediante el programa Gene Runner™ (http://www.
generunner.net/).

Extraccion del ADN gendmico

Para la obtencion de las muestras de ADN total,
se utilizaron cultivos liquidos de levaduras (ATCC
y aislamientos clinicos) en fase logaritmica (DO)
sembrados en caldo Luria Bertani (BioMérieux),
los cuales se procesaron con el estuche comercial
QlAamp ADN Mini Kit® (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante, con las siguientes
modificaciones: la degradacion de la pared celular
fungica se hizo mediante procedimientos repetitivos
(siete veces) de choque térmico en nitrégeno liquido
durante 30 segundos, seguidos de incubacion a
42 °C durante dos minutos.

El ADN obtenido se almacend a -20 °C hasta su
uso como molde en los ensayos de amplificacién
por PCR. Para la extraccion del ADN total a partir
de muestras de sangre total anticoagulada con
EDTA, se us6 el estuche QlAamp DNA Blood
Mini Kit® (Qiagen) segun las recomendaciones
del fabricante. EI ADN se cuantifico usando un
espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 UV-Vis
(ThermoScientific) y se analizé con el programa
NanoDrop 2000/2000c (ThermoScientific). Todas
las muestras sanguineas se procesaron antes de
cumplirse los seis meses de su recoleccion.

Ensayos de PCR mdltiple

Para las reacciones de PCR muiltiple, se prepar6
una mezcla que contenia 4 pl de ADN molde (50-
200 ng ADN), 0,4 a 0,6 mM de cada cebador, 1,5 U
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de GoTaq Flexi ADN polimerasa (Promega), y 1,5
mM de cloruro de magnesio para un volumen final
de 50 pl.

Las reacciones ciclicas de PCR se programaron
en el termociclador (Labnet International, Inc.
Multigene) con las siguientes condiciones: un ciclo
de cinco minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos
a 94 °C durante un minuto, a 53 °C durante 50
segundos y a 72 °C durante 80 segundos; por
ultimo, hubo una fase posterior a la amplificacion
a 72 °C durante siete minutos.

La calidad y el tamafio de los amplicones se verifi-
caron mediante electroforesis de agarosa al 1,3 %, y
se revelaron con SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain
(Molecular Probe, Invitrogen Life Technologies).
Se usaron los marcadores de peso molecular de
1 kb y 100 pb (DNA Ladder,Thermo Scientific). La
especificidad de la secuencia de los cebadores
se verificO mediante simulacion computacional
comparando las secuencias con bases de datos
gendmicos de humanos, bacterias, hongos y proto-
zoos con la herramienta Blast (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST _
SPEC=WGS&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&
PAGE_TYPE=BlastSearch).

Resultados
Extraccion del ADN

Los métodos de extraccion propuestos permitieron
la obtencién de muestras de ADN total de buena cali-
dad, cuya pureza se verifico mediante electroforesis
de agarosa. En los andlisis cuantitativos realizados
mediante el programa del espectrofotometro Nano
Drop 2000/2000c (ThermoScientific), se verifico que
las muestras de ADN extraido a partir de colonias
puras tenian concentraciones variables entre 70 y
800 ng/ul, siendo C. albicans la levadura con mayor
rendimiento en todos los procesos de extraccion y
C. parasilopsis, la especie con menor rendimiento.
En el caso de los extractos de ADN total a partir
de muestras sanguineas humanas, se obtuvieron
rendimientos superiores, los cuales oscilaron entre
300 y 850 ng/pl.

Disefio de los oligonucleétidos iniciadores

En los cuadros 1y 2 se presentan las secuencias
cebadoras disefiadas en este estudio para los
ensayos de PCR muiltiple, y el resumen de algunos
de los parametros fisicoquimicos y estructurales
obtenidos en el analisis de estos oligonucleoti-
dos mediante el programa Gene Runner 3.01°
(http://www.generunner.net/). Se han determinado
parametros similares con esta misma herramienta

PCR miuiltiple para candidiasis humana

computacional usando secuencias cebadoras pre-
viamente descritas en ensayos de PCR para la
identificacion de especies de Candida (19-23).
Estos resultados se incluyeron en el cuadro 1 con
fines de comparacion.

Especificidad y sensibilidad de los cebadores
disefiados por bioinformética paralalTS 2y la
topoisomerasa ll

Para determinar la especificidad y la sensibilidad
de los cebadores durante las reacciones de ampli-
ficacion, se hicieron montajes de PCR usando
como molde diversas concentraciones de ADN
total (entre 50 y 100 ng) provenientes de las cepas
ATCC y de aislamientos clinicos de mucosas
de C. albicans, C. parasilopsis, C. tropicalis, C.
guillermondii y C. krusei.

Por otro lado, se obtuvieron extractos de ADN total
a partir de muestras sanguineas de pacientes con
hemocultivos positivos para Candida spp., los cuales
se usaron como molde para la prueba molecular,
con el objetivo de determinar su aplicabilidad en
muestras biolégicas. Se probaron diez muestras,
de las cuales seis fueron positivas para C. albicans,
dos para C. tropicalis, una para C. parasilopsis y una
para C. krusei. La figura 1 muestra el perfil electrofo-
rético en gel de agarosa al 1,3 % de los amplicones
obtenidos en las reacciones de la PCR mudiltiple.

Los resultados de Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=
WGS&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE
_TYPE=BlastSearch) evidenciaron que no habia
regiones significativas de homologia cruzada en
las secuencias de oligonucleétidos disefiadas para
este estudio. La especificidad del ensayo de la PCR
multiple propuesto también se confirmo in vitro
mediante el montaje de reacciones con las mismas
condiciones descritas anteriormente, pero usando
como molde extractos de ADN total provenientes de
levaduras de S. cerevisiae, R. rubra, C. lusitaniae.
Los resultados de estas reacciones no evidenciaron
la presencia de ninguna banda de amplificacion en
el andlisis electroforético.

Correlacion de la deteccion microbioldgica
convencional y la molecular

En la correlacion de los resultados obtenidos
mediante la deteccién fenotipica y la molecular,
se evidencié la formacién del tubo germinal con
formacion rapida de filamentos (dos horas) en
levaduras de C. albicans, y con formacion lenta de
filamentos (cuatro horas) en las especies C. krusei
y C. tropicalis. Las caracteristicas morfol6égicas
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Cuadro 1.Comparacion de los pardmetros fisicos y estructurales de las secuencias cebadoras de la PCR mdltiple con los de otros

estudios reportados

g Gen Cebador T,GC AG Dimeros Repeticiones Bucles en Bucles Bucles Amplicén Ref
-§ 3’End de bases horquilla en bulto internos
>
3 Secuencia 5- 3" Numero °C % (kcal/ # # # # # (# bases)
de bases mol)
C.a ITS2 F CGCATCGATGAAGAACGCAGC 21 55 57 - 9.6 1 1 - - - 206 Este
R AGACGGTAGTGGTAAGGCGGGAT 23 55 57 - 75 - - - - - estudio
Cp TOP2 F AGCAATCAAGGAGAGGTCGCCA 22 55 54 - 9.6 - - - - - 558
R CTCGTACCAGCCTTGTTTGCATC 23 53 52 - 53 2 - - - -
Ck TOP2 F CCCTCAAGAAAACAGACGGCG 21 54 57 -11.3 - 1 - - - 419
R TTAGAGGCATCGTTTCCGGGC 21 56 57 - 5.7 1 - -
C.g TOP2 F ACCCTGCATTCACCTCACAAAC 22 51 50 - 5.2 1 - - - - 244
R CCCGCCTTATTAGCATCAACC 21 51 52 -12.6 - - - - -
Ct TOP2 F GCATGGAGAGATGGTGAAGGTGC 23 55 57 -79 5 - 2 - 1 474
R TTCTTTTCCTCCGCTTATTG 20 45 40 - 4.7 3 - 1 - 1
UNI1 ITS1 F GTCAAACTTGGTCATTTA 18 31 33 - 4.7 4 - 1 1 2 929*  (19,20)
C.a* ITS1 R AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA 20 52 60 - 5.4 5 1 1 - 1
Cgl* ITS1 R TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG 20 44 55 - 4.6 9 - 2 9 1 590*
C.tr ITS1 R GATTTGCTTAATTGCCCCAC 20 47 45 -10.6 4 1 1 - 1 583*
C.p* ITS1 R GTCAACCGATTATTTAATAG 20 34 30 - 37 4 - 1 1 2 570*
C.g* ITS1 R TTGGCCTAGAGATAGGTTGG 20 44 50 - 79 4 - 1 2 668*
UNI2 ITS2 F TTCTTTTCCTCCGCTTATTG 20 45 40 - 47 - 1 - - 590**
C.k** ITS2 R CTGGCCGAGCGAACTAGACT 20 49 60 - 3.6 2 - - -
C.a |ITS1 F TTTATCAACTTGTCACACCAGA 22 42 36 - 6.4 4 - - - 2 272 (21,22)
ITS2 R ATCCCGCCTTACCACTACCG 20 50 60 - 6.8 - - - - -
Cgl ITS1 F TTATCACACGACTCGACACT 20 39 45 - 6.3 3 - - - 1 423
ITS2 R CCCACATACTGATATGGCCTACAA 24 50 46 - 5.7 6 - 3 - 1
Ct ITS1 F CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT 22 49 50 - 5.3 4 - 2 - - 357
ITS2 R TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT 22 51 46 - 74 2 1 - - -
Cp ITS1 F GCCAGAGATTAAACTCAACCAA 22 46 41 - 7.0 3 1 - 2 297
ITS2 R CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC 24 47 41 - 9.3 7 - 3 2 1
Ck ITS1 F ACTACACTGCGTGAGCGGAA 20 48 55 - 99 2 - 1 1 362
ITS2 R ACTACACTGCGTGAGCGGAA 20 48 55 - 99 2 - 1 - 1

T,: temperatura de fusion calculada con 250 mM de NaCl; F: cebador sentido; R: cebador antisentido; C.a: C. albicans; C.p: C. parasilopsis; C.k:
C. krusei; C.g: C. guillermondii; C.t: C. tropicalis; UNI1: Universal 1; UNI2: Universal 2; C.gl: C. glabata; C.I: C. lusitaniae; C.d: C. dubliniensis; ITS1:
espaciador interno transcrito (Internal transcribed spacer) 1; ITS2: espaciador interno transcrito (Internal transcribed spacer) 2; C.pel: C. peliculosa

* Acoplado con el cebador sentido: UNI1; ** Acoplado con el cebador sentido: UNI2

Cuadro 2. Caracteristicas microscopicas de las especies de Candida a partir del cultivo

Especie Blastoconidias Hifas Pseudohifas Artroconidias Clamidioconidias Capacidad de
formar filamentos

C. albicans Si Si Si No Si Rapida

C. guillermondii Si No No No No No

C. krusei Si No No No No Lenta

C. parasilopsis Si No No No No No

C. tropicalis Si No No No No Muy lenta
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244pb
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,3 % de los
productos de la PCR mudiltiple para la identificacion de Candida
spp. Marcador de peso Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (Invitrogen)
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coincidieron con los resultados moleculares, ya
que no se observé formacion de artroconidias
en ninguna de las especies ensayadas. Otras
estructuras fungicas, como hifas, pseudohifas y
clamidioconidias, se observaron Unicamente en C.
albicans (cuadro 2).

Discusion
En los dltimos afios, la incidencia de la candidiasis

invasiva se ha incrementado ostensiblemente;
por ejemplo, en los hospitales de Estados Unidos
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constituye la cuarta causa de infeccion del torrente
circulatorio (6), con tasas de mortalidad que
superan el 40 % (5). Sin embargo, a pesar de su
importancia epidemioldgica y clinica, el diagnostico
de la candidiasis profunda es dificil, frecuentemente
tardio, y se basa principalmente en la historia cli-
nica, en biopsias y en cultivos micoldgicos (9,24).

Debido al aumento de las candidiasis invasivas
asociadas a cepas diferentes a C. albicans, la
tipificacion de la etiologia de este tipo de infec-
ciones a nivel de especie tiene mayor relevancia,
especialmente por el comportamiento diferenciado
de los distintos tipos de Candida en cuanto a su
perfil de resistencia a los antifngicos, asi como
por la potencial virulencia del microorganismo,
y las caracteristicas clinicas y de prondstico de
la infeccién (25,26). Es el caso de la sensibilidad
diferenciada frente al fluconazol, con especies muy
resistentes (casi de 100 % en C. krusei, y de 50 %
en C. guillermondii y C. glabrata), y otras muy
sensibles, como C. parasilopsis, C. albicans y C.
tropicalis, que presentan porcentajes minimos de
resistencia (25,27). Asimismo, se ha descrito la dis-
minucion de la sensibilidad a las equinocandinas y
a la anfotericina B en cepas de C. parapsilosis (26)
y C. krusei (28), respectivamente.

Por otro lado, se han atribuido caracteristicas cli-
nicas especificas a las infecciones causadas por
determinadas especies de Candida: C. parasilopsis
se ha asociado principalmente con infecciones
en neonatos, y con infecciones relacionadas con
implantes y soluciones contaminadas; C. tropicalis
se ha relacionado con infecciones profundas en
personas inmunosuprimidas; C. albicans, especie de
mayor ubicuidad, se ha asociado con infecciones
mucocutaneas, pielonefritis, peritonitis, infecciones
hematdgenas, candidemia, meningitis e infecciones
hepatoesplénicas; C. krusei se ha relacionado con
candidemia, endoftalmitis y diarrea en neonatos,
y C. guillermondii, con candidiasis sistémica y
endocarditis en adictos a drogas intravenosas (29).
Ademas, se ha reportado que en los pacientes con
cancer, aquellos que sufren de leucemia presentan
una mayor propension a infecciones causadas
por C. albicans o C. tropicalis (30). Asimismo, las
personas con trasplante de médula ésea son mas
propensos a infecciones por C. krusei (31).

En este mismo sentido vale la pena mencionar
gue, aunque la evolucion de las infecciones pro-
fundas por Candida guarda relacion directa con
ciertas condiciones del paciente (edad avanzada,
enfermedades graves de base y tratamientos
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prolongados con antibidticos, entre otras), la
mortalidad que se les atribuye varia segin la
especie (29,32). Asi, las candidemias causadas
por especies resistentes a triazoles (C. krusei o C.
glabrata) tienen un peor prondstico que aquellas
originadas por especies sensibles (29,33), entre
las cuales se ha reportado que C. parasilopsis
causa las infecciones con la evolucion clinica mas
favorable (29,34).

Como puede verse, la caracterizacion de las
especies implicadas en un episodio de candidiasis
profunda puede ser determinante para el éxito de
las intervenciones terapéuticas y el seguimiento
oportuno de un paciente. Las pruebas de laboratorio
rutinarias para la deteccién de especies de Candida
se basan actualmente en técnicas microbiolégicas
para la produccion del tubo germinal, tamizacion
mediante medios cromogénicos, como el CHRO
Magar Candida® (Biomerieaux), y pruebas bio-
guimicas.

Sin embargo, estos ensayos muestran desventajas,
entre ellas, las siguientes: a) la poca sensibilidad
en aislamientos primarios (8,11), ya que frecuente-
mente la positividad de los cultivos de secreciones
o tejidos estériles se hace aparente Unicamente en
la fase tardia de la infeccion (9,24,35); b) la limitada
especificidad ligada al alto riesgo de contaminacion
(9); ¢) la gran variabilidad de los morfotipos, lo cual
puede producir resultados falsos en los ensayos de
asimilacion de los sustratos cromogénicos y en las
pruebas de tubo germinal (5 a 10 % de las cepas de
C. albicans no producen tubo germinal y, también, es
probable encontrar falsos positivos en C. tropicalis y
C. parasilopsis) (36), y d) la necesidad de periodos
de casi 72 horas para el completo crecimiento e
identificacién de los microorganismos.

En la practica clinica, todas estas dificultades para
el diagnostico imponen el tratamiento empirico
de las candidiasis profundas, a pesar de su alto
costo y su significativa toxicidad (37), con las
consecuentes fallas asociadas al retraso en el
inicio de un tratamiento antifingico adecuado, las
cuales se traducen en el aumento de la mortalidad
hospitalaria en pacientes con candidiasis (40 a
78 %) (38), incluso, cuando se emplean los nuevos
medicamentos antifiingicos.

En este contexto, el diagndstico de la candidiasis
profunda sigue siendo un problema (24) que exige
la adopcién de nuevos métodos diagnésticos de
mayor sensibilidad y especificidad para la oportuna
deteccion de las especies de Candida implicadas
en este tipo de infecciones. En este sentido, las
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técnicas moleculares, en especial la PCR y sus
diversas variantes, han revolucionado, sin duda
alguna, el diagnéstico y el manejo clinico de las
infeccionesfungicas, ofreciendo unaplataformaideal
para el desarrollo de herramientas de caracterizacién
a nivel de especie de agentes infecciosos de interés
clinico. Debido a sus indudables ventajas, como su
facilidad de empleo, mayor rapidez, menor riesgo de
contaminacion y gran especificidad y sensibilidad,
en las Ultimas décadas la PCR ha pasado a susti-
tuir las técnicas microbiologicas tradicionales y hoy
constituye la prueba de referencia para la deteccion
de las especies causantes de un amplio nimero de
enfermedades infecciosas (39-41).

En este estudio se describi6 una nueva PCR
multiple para la deteccién rapida, especifica y
sensible de las especies de Candida causantes de
infecciones de importancia hospitalaria. Para ello,
se disefiaron cebadores especificos que amplifican
las secuencias ITS2 y topoisomerasa Il de las
especies C. krusei, C. albicans, C. tropicalis, C.
parasilopsis y C. guillermondii. Las secuencias de
los oligonucledtidos utilizados se optimizaron para
garantizar la sensibilidad y la especificidad con
base en todos los pardmetros de disefio termodi-
namicos y de resolucion descritos por Garcia, et al.
(16), y por Allawi, et al. (17), mediante la evaluacién
de las secuencias disefiadas con el algoritmo
computacional Mult-PSOS (16). Los analisis com-
parativos por simulacion computacional de los
parametros fisicos y estructurales de las secuencias
de la PCR mudltiple en este estudio se compararon
con las secuencias reportadas con otros métodos
(19-23). Como queda evidenciado en el cuadro 1,
los resultados predijeron una mayor eficiencia de
nuestro ensayo, pues las secuencias disefadas
presentaron: a) una menor formacion de estructuras
secundarias (dimeros, bucles internos, bucles en
horquilla y bucles en bulto), las cuales afectan
negativamente la sensibilidad de la corrida; b) un
mejor ajuste de las temperaturas de fusion (en su
mayoria superiores a los 50 °C y con menores
diferencias entre el conjunto de cebadores) y
del porcentaje de GC (entre 40 y 60 %), y c) una
diferencia entre el tamafio de amplicones que
permitidé su diferenciacion en geles comunes de
agarosa (cercana a las 50 pb).

Por otra parte, los ensayos in vitro corroboraron
que el método molecular propuesto permitié la
deteccién con gran sensibilidad (12,5 ng/puL de
ADN, menos de una célula/ml) y especificidad de
las cinco especies estudiadas de Candida. Sin
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embargo, dado que los métodos moleculares, asi
como la deteccion de particulas provenientes de
la pared (por ejemplo, la determinacién del B-D
glucano), no permiten la distincién de las infeccio-
nes activas de aquellas de reciente resolucion, es
necesario utilizar estos métodos como ensayos
complementarios del diagndstico microbiolégico
tradicional, ya que incrementan la sensibilidad
de los cultivos casi en un 100 % en los casos de
micosis invasivas (14). Esto es muy significativo
si se tiene en cuenta la poca sensibilidad reportada
para el hemocultivo (20 a 50 %) en pacientes con
infeccion confirmada en érganos profundos o por
necropsia (9,11), en tanto que, en los mismos casos,
los ensayos de PCR han evidenciado rangos de
sensibilidad muy superiores (de 73 a 95 %) (13,14).

Por dltimo, es importante sefialar que, dado que
el desempefio de la PCR mudiltiple se ve sensible-
mente afectado por los parametros de disefio de
la prueba —principalmente los relacionados con el
comportamiento termodinamico de las secuencias
cebadoras y con la seleccion adecuada de las
secuencias blanco para garantizar una correcta
resolucion—, es necesario hacer estudios compara-
tivos con muestras clinicas mediante las pruebas
de PCR multiple reportadas en los diversos
estudios. Ello permitiria evaluar el desempefio de
los diferentes métodos descritos para determinar
su validez y aplicabilidad rutinaria en el diagnéstico
oportuno de infecciones profundas ocasionadas
por especies de Candida.
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Diversidad genética de cepas extraintestinales de Escherichia coli
productoras de las betalactamasas TEM, SHV y CTX-M
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Introduccion. En Venezuela existen pocos reportes que describan las bases genéticas del potencial
patogénico y filogenético de las cepas de Escherichia coli provenientes de hospitales.

Objetivo. Determinar la diversidad genética de cepas extraintestinales de E. coli productoras de las
betalactamasas TEM, SHV y CTX-M asociadas a la atencién de salud.

Materiales y métodos. Se estudié una coleccion de 12 cepas extraintestinales de E. coli con sensibilidad
disminuida a las cefalosporinas de amplio espectro. La sensibilidad antimicrobiana se determiné por
concentracion inhibitoria minima. La deteccién de los grupos filogenéticos, de los factores de virulencia
y de los genes que codifican la resistencia antimicrobiana se hizo mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa y la relacion clonal se establecié mediante reaccion en cadena de la polimerasa
de elementos palindromicos extragénicos repetitivos (Repetitive Element Palindromic-PCR, rep-PCR).
Resultados. Todas las cepas analizadas presentaron resistencia a las cefalosporinas, y resistencia
conjunta a quinolonas y aminoglucésidos. La distribucién filogenética evidencié que los grupos Ay B1
fueron los mas frecuentes, seguidos por D y B2; en este Ultimo, se detectaron todos los factores de
virulencia evaluados, y el gen mas frecuente fue el fimH. En todas las cepas analizadas, se encontrd
bla_., ,, con predominio de las bla_,, ,, . ¥ €n dos de estas cepas se evidencio la presencia simultanea
de bla_,, ,, ., variantes bla_, ..y bla_. . ...

Conclusion. Las cepas estudiadas demostraron diversidad genética y albergaron diferentes genes
de virulencia y betalactamasas de espectro extendido (BLEE) sin predominio de ningun filogrupo en
particular. Este estudio constituye el primer reporte de la variante bla_, .. €n Venezuela y de la
variante bla, en el mundo, en cepas no relacionadas genéticamente aisladas de hospitales,

CTX-M-147
situacion que merece atencion y la racionalizacion del uso de los antimicrobianos.

Palabras clave: Escherichia coli; infeccion hospitalaria; betalactamasas; filogenia; reaccién en cadena
de la polimerasa.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3324

Genetic diversity of extraintestinal Escherichia coli strains producers of beta-lactamases TEM,
SHV and CTX-M associated with healthcare

Introduction: There are few reports from Venezuela describing the genetic basis that sustains the
pathogenic potential and phylogenetics of Escherichia coli extraintestinal strains isolated in health
care units.

Objective: To establish the genetic diversity of extraintestinal E. coli strains producers of beta-
lactamases TEM, SHV and CTX-M associated with healthcare.

Materials and methods: We studied a collection of 12 strains of extraintestinal E. coli with diminished
sensitivity to broad-spectrum cephalosporins. Antimicrobial susceptibility was determined by minimum
inhibitory concentration. We determined the phylogenetic groups, virulence factors and genes encoding
antimicrobial resistance using PCR, and clonal characterization by repetitive element palindromic-
PCR rep-PCR.

Results: All strains showed resistance to cephalosporins and joint resistance to quinolones and
aminoglycosides. The phylogenetic distribution showed that the A and Bl groups were the most
frequent, followed by D and B2. We found all the virulence factors analyzed in the B2 group, and fimH
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gene was the most frequent among them. We found bla,
two of these strains showed coproduction of bla

CTX-M-8’

bla
and bla

M-65 CTX-M-147 by sequencing.
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in all strains,with a higher prevalence of
and were genetically identified as bla.,

CTX-M

CTX-M-9

Conclusion: The strains under study showed genetic diversity, hosting a variety of virulence genes, as

well as antimicrobial resistance with no particular phylogroup prevalence. This is the first report of bla

CTX-M

alleles in Venezuela and in the world associated to non-genetically related strains isolated in health care
units, a situation that deserves attention, as well as the rationalization of antimicrobials use.

Key words: Escherichia coli; cross infection; beta-lactamases; phylogeny; clonal diversity; polymerase

chain reaction.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3324

Escherichia coli constituye parte de la microbiota
habitual del intestino de muchos animales, incluidos
los humanos. Segun su relacidon con el huésped
se agrupa en cepas comensales, patotipos intesti-
nales y patégenas extraintestinales (Extraintestinal
Pathogenic Escherichia coli, EXPEC) (1). Este
ultimo grupo es la causa principal de infecciones
urinarias, abdominales y de tejidos blandos, asi
como de meningitis, neumonia, bacteriemias y
osteomielitis (2).

Las cepas de E. coli son genéticamente diversas y
las diferencias entre las patdgenasy las comensales
se fundamentan en sus antecedentes filogenéticos,
con base en los cuales se clasifican en cuatro gru-
pos principales: A, B1, B2y D (3). Las cepas Ay B1
se consideran de bajo poder virulento, en tanto que
las patégenas extraintestinales albergan genes que
codifican factores de virulencia responsables de
promover las etapas de colonizacion, adherencia,
invasion y evasién de los mecanismos de defensa
del huésped humano, y pertenecen principalmente
a los filogrupos B2 y D (1,4,5).

Tradicionalmente, los antibidticos betalactamicos se
han utilizado para el tratamiento de las infecciones
producidas por E. coli. Sin embargo, en los Ultimos
afos su efectividad se ha visto amenazada por el
incremento en la prevalencia de cepas produc-
toras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) (6). La mayoria de las BLEE producidas
por miembros de la familia Enterobacteriaceae son
variantes alélicas de las conocidas betalactamasas
TEM y SHV (7), pero desde los afios 90, otras
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enzimas identificadas como CTX-M de la clase
A de Ambler, se han diseminado rapidamente en
todo el mundo (6).

La relacién entre los genes que median la resisten-
cia antimicrobiana, los grupos filogenéticos y la
presencia de factores determinantes de virulencia
como indicadores de patogenia es controversial
(2,8). No obstante, Lee, et al. (9), encontraron una
estrecha relacion entre los genes involucrados en
el transporte del hierro (iutA), la supervivencia en
el suero (traT) y la presencia de CTX-M-1y CTX-
M-9 en aislamientos de E. coli extraintestinales
del grupo B2.

En este contexto, recientemente se reportd por pri-
mera vez en Latinoamérica la presencia de cepas
de E. coli uropatégenas productoras de CTX-M-15,
filogrupo B2, provenientes de la comunidad, que
portaban por lo menos cinco genes asociados a
virulencia (fimH, kpsMTII, papAH, fyuA y usp), asi
como islas de patogenia (10). La diseminacion
mundial de la CTXM-15 y de clones patdgenos,
como el tipo ST131, parece responder a una
eficiente plataforma genética de transferencia
horizontal de genes de resistencia y virulencia
mediante la insercion de secuencias genéticas
especificas, transposones y plasmidos (11).

Las técnicas de genotipificacion se han convertido en
herramientas valiosas para el andlisis de bacterias,
especialmente, las involucradas en infecciones
hospitalarias. Entre dichas técnicas se encuentra
la amplificacién de elementos repetitivos palindré-
micos por PCR (repetitive element palindromic-
PCR, rep-PCR), la cual tiene una gran capacidad de
discriminacién y puede emplearse para la deteccion
rapida de la diversidad y la evolucion de los genomas
bacterianos (12).

En Venezuela son pocos los reportes que describen
las bases genéticas que sustentan el potencial pato-
génico de los grupos filogenéticos y la relacién clonal
de E. coli extraintestinales (EXEC) productoras de
BLEE asociadas a la atencién en salud (13).
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En este sentido, en el presente estudio se deter-
mino la diversidad genética de cepas aisladas de
pacientes recluidos en el Servicio de Medicina
Interna del Instituto Autbnomo Hospital Universitario
de Los Andes (IAHULA) de Mérida, Venezuela.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se estudié una coleccion de 12 cepas extraintes-
tinales de E. coli con sensibilidad disminuida a las
cefalosporinas de amplio espectro, provenientes
de aislamientos de adultos hospitalizados en el
Servicio de Medicina Interna del IAHULA con infec-
cién asociada a la atencién en salud, de marzo a
julio de 2013.

La edad promedio de los pacientes incluidos en
el estudio fue de 39,25 afios (rango de 20 a 82)
y la distribucion de las cepas aisladas fue igual
para ambos sexos. En cuatro casos, se diagnos-
tic6 neumonia adquirida en el hospital, en tres,
infecciones de heridas no quirdrgicas, en dos,
infeccion de las vias urinarias, y en cada uno de los
tres casos restantes, sepsis, absceso e infeccion
de la herida quirurgica, respectivamente. Los aisla-
mientos habian sido caracterizados parcialmente
en un estudio previo (14).

Prueba de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana se determiné con la
concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante el
método de dilucién en agar, segun lo establecido
por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (15). Los antibiéticos probados fueron
cefotaxima, ceftazidima, piperacilina/tazobactam,
aztreonam, imipenem, ertapenem, meropenem,
gentamicina, tobramicina, amikacina, acido nali-
dixico y ciprofloxacino.

Se hizo el estudio fenotipico de todas las cepas
para determinar la presencia de BLEE mediante
la prueba de sinergia de doble disco, segun lo
establecido por el CLSI (15).

Preparaciéon del ADN gendmico

El ADN total se extrajo mezclando varias colonias
provenientes de cultivos frescos en 200 pl de agua
destilada estéril. Estas suspensiones se congelaron
a -20 °C durante 30 minutos y luego se sometieron
a ebullicion durante 15 minutos. Los residuos celu-
lares se separaron por centrifugacion (13.000 rpm
durante cinco minutos a temperatura ambiente) y
el ADN disuelto en el sobrenadante se recuper6 en
un tubo Eppendorf estéril, el cual se almacené a
-20 °C hasta el momento de su uso.

Diversidad genética de cepas de E. coli productoras de BLEE

Deteccion de los grupos filogenéticos

Los aislamientos se clasificaron en los filogrupos
A, B1, B2 y D con base en la presencia de los
genes chuA, yjaAy el fragmento génico TspE4.C2,
mediante amplificacién por PCR en las condiciones
previamente establecidas (16) y utilizando los ini-
ciadores descritos en el cuadro 1.

Los resultados se interpretaron con base en el
esquema de Clermont, et al. (4), estableciendo la
ausencia (-) o presencia (+) de los elementos ya
mencionados, asi: grupo A: chuA(-) y TspE4.C2 (-);
B1: chuA(-) y TspE4.C2 (+); B2: chuA(+) y yjaA (+), y
D: chuA(+) y yjaA (-). En estos ensayos se utilizaron
como cepas de control E. coli LMM36-ULA (chuA+
y yjaA +) y E. coli LMM32-ULA (TspE4.C2 +).

Deteccion y secuenciacion de los genes bla
blag,, y bla

TEM’
CTX-M

En la deteccion de los genes codificantes para
TEM, SHV y CTX-M en las cepas estudiadas, se
utilizaron los iniciadores sefialados en el cuadro
1 y las condiciones de amplificacion descritas en
estudios previos (17-20).

En los ensayos se utilizaron las siguientes cepas
de control: Klebsiella pneumoniae AMKP135-ULA
(TEM-1 y SHV-5), K. pneumoniae LMM28-ULA
(CTX-M-1), K. pneumoniae LMM29-ULA (CTX-
M-2), K. pneumoniae Kpn206-ULA (CTX-M-8) y
Citrobacter freundii LMMO07/10-ULA (CTX-M-9).

Los amplicones se purificaron utilizando el sistema
PCR-Accuprep (Bioneer) y se secuenciaron utili-
zando los servicios de Macrogen, Inc. (Sedl, Corea)
mediante electroforesis capilar en un secuenciador
modelo ABI3730XL (Applied Biosystems, CA, USA),
con los mismos iniciadores usados en la reaccion de
PCR. Las secuencias de nucledtidos resultantes se
analizaron con el programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del National Center for Bio-
technology Information (NCBI) y se compararon con
las secuencias genéticas incluidas en las bases de
datos (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Deteccion de genes de virulencia

Se estudiaron seis genes de virulencia: la capsula
polisacarida especifica del grupo Il (kpsMTII), la
adhesina de la fimbria de tipo 1 (fimH), la fimbria
P (papAH), el marcador de isla de patogenia, la
yersiniabactina (sideroforo fyuA) y la proteina espe-
cifica uropatégena (usp). Los genes kpsMTIIl y
fimH y la isla de patogenia se detectaron mediante
una PCR multiple y, el resto de genes estudiados
mediante PCR simple, utilizando los iniciadores
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados en este estudio
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Gen Iniciador Secuencia (5'- 3) Referencia

chuA Fw-chuA GAC GAACCAACG GTC AGG AT 4)
Rv-chuA TGC CGC CAG TAC CAAAGACA

yiaA Fw-yjaA TGAAGT GTC AGG AGA CGC TG (4)
Rv-yjaA ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC

TspE4.C2 Fw-TspE4C2 GAG TAATGT CGG GGC ATT CA (4)
Rv-TspE4C2 CGC GCC AACAAAGTATTACG

bla,, ., Fw-bla,,,, ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 17
Rv-bla_,,, CCG CTG CCG GTY TTATCV CCB AC

blag,y ., Fw-blay,., ATG GTTAAAAAATCACTG C (18)
Rv-blaz,,,, GGT GAC GAT TTT AGC CGC

blag,, .., Fw-bla .., TTAATG ATG ACT CAG AGC ATT C (19)
Rv-bla_,,,., GAT ACC TCG CTC CAT TTATTG C

blagy s Fw-blay . TGAATACTT CAG CCACAC G 17)
Rv-bIaCTX_M_8 TAG AAT TAATAACCG TCG GT

blag,, o Fw-bla, . AAC ACG GAT TGA CCG TCT TG 17)
Rv-bla_,, TTA CAG CCC TTC GGC GAT

blag y v s Fw-bla ., 5 CGC CGATAA CAC GCA GAC a7)
RV-bla_, CGG CTC CGACTG GGT GAA GTA

bla,,, Fw-bla,,, GGG TTATTC TTATTT GTC GC (20)
Rv-blag,, TTAGCG TTG CCAGTG CTC

bla,,, Fw-bla,, ATAAAATTC TTG AAG ACG AAA (20)
Rv-bla GAC AGT TAC CAATGC TTAATCA

kpsMTII Fw-kpsMTII GCG CATTTG CTGATACTG TTG (21)
Rv-kpsMTII CATC CAG ACG ATAAGC ATGAGCA

fimH Fw-fimH TGC AGAACG GAT AAG CCG TGG (21)
Rv-fimH GCAGTCACC TGC CCT CCG GTA

PAI Fw-PAI GGA CAT CCT GTTACAGCG CGCA (21)
Rv-PAI TCG CCACCAATCA CAG CCG AAC

papAH Fw-papAH ATG GCAGTG GTG TCTTTT GGT G (21)
Rv-papAH CGT CCCACCATACGTGCTCTTC

fyuA Fw-fyuA TGATTAACC CCG CGA CGG GAA (21)
Rv-fyuA CGC AGT AGG CAC GAT GTT GTA

usp Fw-usp ATG CTACTG TTT CCG GGTAGT GTG T (22)
Rv-usp CAT CAT GTAGTC GGG GCG TAACAAT
FWREP-PCR 111G CGC CGI CAT CAG GC (23)
RVREP-PCR ACG TCT TAT CAG GCC TAC

sefialados en el cuadro 1 y las condiciones de
amplificacién previamente establecidas (16). Las
cepas de control utilizadas en estos ensayos fueron
E. coli LMM/EO2-ULA (fimH+, fyuA+, kpsMTII +y
PAI +), E. coli LMM/Sc03-ULA (papAH+) y E. coli
LMM/EO2-ULA (usp+).

Relacién clonal de E. coli mediante rep-PCR

La relacion clonal de esta colecciéon de cepas se
determiné mediante la amplificacién de secuencias
repetitivas por PCR (rep-PCR) a partir del ADN
total, utilizando los iniciadores sefialados en el
cuadro 1y las condiciones previamente descritas
(23). La mezcla de reaccion se hizo en un volumen
final de 25 pl. Los patrones obtenidos en la rep-
PCR se analizaron con el programa TREECON
1.3b, el cual genero el dendrograma, o arbol de
similitud, para establecer las relaciones entre las
cepas estudiadas. Los patrones con coeficientes
de similitud superiores a 90 % se consideraron
relacionados a nivel clonal.
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Todos los ensayos de PCR se hicieron en un
termociclador Perkin ElImer (GeneAmp PCR System
2400°, USA), los productos amplificados se sepa-
raron en geles de agarosa (Sigma-Aldrich Co.®, St.
Louis, MO, USA) al 1 %, se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml; Sigma-Aldrich) y se fotografiaron
con un equipo UVP Biodoc-ItSystem®, USA. Como
marcadores de peso molecular se utilizaron esca-
leras de 50 y 100 pb (Bioneer).

Resultados

Las aislamientos evaluados en este estudio, prove-
nientes de pacientes con infecciones asociadas
a la atencion en salud, fueron resistentes a las
cefalosporinas de amplio espectro en rangos que
oscilaron entre 4 y >128 pg/ml. Nueve (75 %)
de las 12 cepas demostraron sensibilidad a
piperazilina-tazobactam, con una CIM entre 2y 16
pg/ml, mientras que el 100 % fue sensible a los
carbapenémicos (CIM: 0,008-0,125 ug/ml). Estos
resultados y los obtenidos al utilizar la prueba
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SDS evidenciaron que las cepas estudiadas eran
productoras de BLEE. Por otra parte, ocho (66,6 %)
de las 12 cepas presentaron resistencia conjunta a
las quinolonas y los aminoglucésidos, y en el resto
(4/12; 33,3 %) se encontré una disminucién de la
sensibilidad a un solo grupo de estos antibidticos
(cuadro 2).

Las caracteristicas genéticas de las cepas EXEC
se muestran en la figura 1. Cuatro de las cepas
pertenecian a los grupos A (33,3%) y B1 (33,3 %),
tres al D (25 %) y una al B2 (8,3 %). En relacion
con la distribucion del nimero y el tipo de betalac-
tamasas, se pudo observar que el gen bla_,,,
fue el mas frecuente al detectarse en todas las
cepas estudiadas; la CTX-M-8 fue la variante
mas comun, seguida por CTX-M-15 y CTX-M-2.
La presencia asociada de, por lo menos, dos

Diversidad genética de cepas de E. coli productoras de BLEE

tipos de betalactamasas se demostrd en cinco
cepas, de las cuales tres pertenecian al filogrupo
Bl y, las dos restantes, a los grupos A y B2,
respectivamente. Dos de las cepas pertenecientes
al filogrupo B1 eran productoras de CTX-M-9 y
de CTX-M-8, y una de ellas se asocio, ademas,
a una betalactamasa del tipo TEM-1. Mediante el
analisis de la secuencia genética de estas cepas,
se determind la presencia de dos alelos de CTX-
M-9: bla_, .. CON un porcentaje de identidad
de 98 % con el patrén de referencia KC121030.1
(GenBank), y bla_,, ,,,,,» con un 83 % de identidad
con el patron KF513180.1 (GenBank).

En dos cepas pertenecientes a los filogrupos A
y B1, se observo la produccion de SHV-2a y de
blacry.; €n ambos grupos filogenéticos, esta BLEE
se asocio especificamente con la CTX-M-2 y la

Cuadro 2. Perfil de sensibilidad antimicrobiana de cepas EXEC productoras de betalactamasas

Numero CIM (pg/ml) Resistencia asociada
de cepa a otros antibidticos
PIP/TZ CTX CAZ AZT ERT IMP MER PSDD
X3 8 8 8 32 0,016 0,125 0,064 + ACN, CIP, GEN
X5 2 32 32 32 0,016 0,125 0,064 + ACN, GEN
X7 4 16 16 32 0,016 0,125 0,125 + ACN
X9 32 32 32 > 64 0,032 0,025 0,032 + ACN, GEN, TOB
X13 4 16 16 32 0,064 0,125 0,064 + ACN, CIP, GEN, TOB
X15 16 128 8 64 0,016 0,064 0,032 + ACN, CIP, GEN, TOB
X16 32 > 128 64 64 0,008 0,064 0,125 + ACN, CIP, GEN, TOB
X21 4 128 8 32 0,064 0,064 0,064 + GEN
X24 2 4 8 16 0,008 0,032 0,032 + ACN, CIP, GEN, TOB
X28 > 32 > 128 64 > 64 0,008 0,032 0,032 + ACN, CIP, GEN
X30 16 > 128 32 > 64 0,064 0,125 0,064 + ACN,CIP
X33 8 64 16 > 64 0,064 0,064 0,064 + ACN, CIP

CIM: concentracion inhibitoria minima; PIP/TZ: piperacilina-tazobactam; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; AZT: aztreonam; ERT: ertapenem; IMP:
imipenem; MER: meropenem; ACN: &cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; AMK: amikacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; PSDD: prueba de

sinergia de doble disco

o

OI-G 0;5 0;4 0;3 0;2 0;1 %egae Filogrupo Tipo de BLEE Genes de virulencia
T T T T T T
X16 A blacryws fyuA, papAH, PAI
X33 D blacrys fimH, fyuA, usp, kpsMTII
X13 B1 blacrys fimH, usp, papAH
X15 D blacrws fimH, fyuA, usp, kpsMTII
X24 B2 bla;ey..tblaco, fimH, fyuA, usp, papAH, PAI, kpsMTII
X5 B1 blacrwstblacrom s fimH
X7 D blacryu. fimH, fyuA, papAH, PAI, kpsMTII
X21 B1 blarey i +blacrs thlacmamss  fimH, usp
——— X28 A blacrymas fimH, fyuA
L——— x30 A blatgyblacry fyuA, usp, PAI
X3 A blacnys fimH, usp, papAH,
X9 B1 blagyy.z.tblacrxs fyuA, PAI

Figura 1. Dendrograma de los patrones obtenidos mediante rep-PCR que muestran la diversidad clonal y las caracteristicas

genéticas de las cepas EXEC
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CTX-M-15, respectivamente. En cuanto a los
factores determinantes de virulencia, 11 (91,7 %)
de las 12 cepas presentaron, por lo menos, dos de
los seis genes estudiados, y el fimH (9/12; 75 %)
fue el mas frecuente. No obstante, el kpsMTII
solo se detectd en las cepas pertenecientes a
los filogrupos B2 y D. Independientemente del
filogrupo y del perfil de betalactamasas, los genes
de virulencia se distribuyeron en distintos patrones;
es de resaltar que en la Unica cepa del grupo B2 se
expresaron los seis genes en estudio. Esta cepa
y las que conformaron el filogrupo D, albergaron
el mayor nimero de los factores determinantes de
patogenia analizados en este trabajo.

La relacién clonal establecida mediante rep-PCR
permiti6 demostrar que méas de la mitad de las
cepas estudiadas se distribuyeron en tres grupos
principales, aproximadamente, con 72 % de simi-
litud (figura 1), aunque se destac6 un subgrupo
conformado por dos cepas (LMM-X5 y LMM-X7)
con una relacion cercana al 82 %. Las cepas con
relaciones distantes no superaron un indice de
similitud de 40 %. La distribucion clonal fue diversa
e independiente de las caracteristicas fenotipicas
y genéticas de cada cepa.

Discusion

En este trabajo se demostré que el 100 % de las
cepas analizadas provenientes de hospitales eran
resistentes a las cefalosporinas de amplio espectro y
alos monobactamicos. Este perfil fenotipico era con-
gruente con la deteccion de varios genes de BLEE,
como el bla,_,, el blag,, vy el bla_, .y, ademas, en
el andlisis fenotipico todas las cepas demostraron
resistencia a otros grupos de antimicrobianos, como
los aminoglucésidos y las quinolonas. Guzman, et
al. ( 24), obtuvieron resultados similares a partir de
aislamientos de enterobacterias de pacientes con
infecciones asociadas a la atencién en salud en el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”
de Cumand en Venezuela, ya que se encontraron
los genes bla ., ., blag,,, ., blag,, ., blag,, ... ybla
w1+ POr otra parte, en otros estudios se ha reportado
el aislamiento de E. coli productoras de BLEE en
heces de nifios asintoméaticos residentes en zonas
urbanas de Bolivia, lo cual demuestra la amplia
diseminaciéon de ExXEC portadora de genes BLEE
en la comunidad (25).

El empleo de técnicas moleculares ha permitido la
caracterizacion de las diferentes betalactamasas,
asi como determinar su distribucién y sus variantes
alélicas. Se han reportado seis grupos principales
en la CTX-M: bla bla bla, bla,

CTX-M-17 CTX-M-2? CTX-M-8’ CT-XM-9’
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bla. y yos Y Blac s Blac, .5 ha sido el de mayor
diseminacién, con un comportamiento pandémico.
En los ultimos afios, se ha reportado en Argentina,
Bolivia, Colombia, Pert y Venezuela (24-29) la pre-
senciadeotrasvariantes:bla_., ,,,.bla_, ,, ;ybla
wo (variente bla_., , ..), ademas de la asociacion
con blag,, y bla,.,, y la resistencia simultanea a
otros grupos de antimicrobianos en aislamientos
provenientes de hospitales y de la comunidad
(8-9,30). Dichos hallazgos coinciden con los de
la presente investigacion, en la cual se evidencié
un predominio de aislamientos productores de
bla_, e Plac, .Y bla, ... @ pesar del nimero
reducido de cepas no relacionadas a nivel clonal
que se analizaron.

Es importante destacar que en este estudio se
detectaron dos variantes alélicas infrecuentes, la
bla_,, e Y la bla.,,, .., asociadas a otras BLEE.
No hay descripciones de bla_,, ,,,,,a nivel clinico
0 veterinario, y solo se conoce el registro de la
secuencia genética en el Genbank (KF513180.1),
en tanto que la bla_,, ., s€ ha reportado en
China en aislamientos provenientes de heces de
animales sanos de granja y de mascotas, asi
como en muestras humanas (31-33). La primera
descripcion de bla ., ,, .. €n Suramérica se hizo en
Bolivia en el 2012, a partir de hisopados rectales
de nifios sanos (25).

En cuanto a los grupos filogenéticos, los grupos Ay
B1 fueron los mas frecuentes seguidos por el grupo
Dy, en menor proporcion, el B2. Estos resultados
difieren de los datos reportados en diversos paises,
donde el filogrupo B2 se ha reportado como el mas
prevalente en infecciones asociadas a la atencién
en salud (34-39).

A pesar de que los grupos Ay B1 se caracterizan
por la presencia de pocos genes de virulencia,
dicha condicién no constituye un impedimento
para la produccion de infecciones extraintestinales
(5,21,40); de hecho, los factores que median la
adhesion bacteriana y los sistemas de captacion de
hierro (fimH y fyuA), se han detectado en todos los
grupos filogenéticos investigados, lo que evidencia
el papel fundamental que desempefian estos genes
en la colonizacion, la supervivencia, el desarrollo y
la instauracion de un proceso infeccioso (41-43).

La relacion de los genes que median la resistencia
a los betalactamicos y la carga conjunta de factores
de virulencia no demostraron ser especificas de un
filogrupo en particular, lo cual coincide con lo
descrito por Yun, et al. (44). Por el contrario,
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Johnson, et al. (21), determinaron la existencia
de una relacion inversamente proporcional entre
el nimero de factores de virulencia y la presencia
de genes de resistencia en cepas de E. coli de
filogrupos diferentes. Es probable que la coexis-
tencia de factores determinantes de virulencia y
de mecanismos de resistencia en cepas de E.
coli sea el resultado de un proceso de evolucion
gradual concertada; ademas, la asociacion de estas
caracteristicas depende del nicho ecologico, la
presion selectiva del ambiente, las caracteristicas
bacterianas en diferentes regiones geograficas y
de la reaccion del sistema inmunitario del huésped
sensible (2,8,44).

Los resultados permiten concluir que, en las
diferentes areas del Servicio de Medicina Interna del
IAHULA, circulan cepas de E. coli extraintestinales
con una diversidad genética amplia y sin relacién
clonal estrecha. Esta caracteristica se evidencié
por la presencia de todos los filogrupos en los
aislamientos de E. coli estudiados, en los cuales se
expresaban diversos factores de virulencia y fac-
tores determinantes de resistencia antimicrobiana.

Es importante destacar, ademas, que en este trabajo
se describen por primera vez variantes alélicas
emergentes de BLEE del tipo CTX-M descono-

cidas en Venezuela, la bla ., ,, Y labla_, ...

Estos hallazgos indican que es imperativo mantener
las medidas basicas de higiene, asepsia y antisep-
sia, con el fin de evitar la transmisién horizontal
de microorganismos potencialmente patdgenos,
asi como implementar programas de vigilancia
epidemioldgica que permitan racionalizar el uso de
los antimicrobianos de amplio espectro, y reforzar los
protocolos para prevenir y controlar las infecciones
asociadas a la atencion en salud.
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Posible transmision oral de la enfermedad de Chagas en trabajadores
del sector de los hidrocarburos en Casanare, Colombia, 2014

Liliana Patricia Zuleta-Duefias?, Angela Johana Lépez-Quiroga?,
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1 Grupo de Vigilancia en Salud Publica, Secretaria de Salud de Casanare, Yopal, Colombia
2 Grupo de Enfermedades Transmitidas por Vectores, Secretaria de Salud de Casanare, Yopal, Colombia

Introduccidn. Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, puede transmitirse
por via oral tras la ingestién de alimentos o bebidas contaminadas. En la semana epidemioldgica 14
del 2014, se notificaron dos casos de enfermedad aguda de Chagas en Paz de Ariporo, Casanare,
entre trabajadores del sector de los hidrocarburos, episodio que motivo la investigacion epidemiolégica
en el area.

Objetivo. Caracterizar la poblacion afectada, establecer medidas de control y confirmar el brote.
Materiales y métodos. Se hizo una investigacién de brote con los siguientes componentes: a)
busqueda de personas sintomaticas (cuadro clinico sugerente de enfermedad de Chagas segun la
definicion de caso), para remitirlas a atencion médica; b) aplicaciéon de una encuesta entomolégica
en 192 de 197 viviendas; c) inspeccion sanitaria y andlisis microbiolégico de muestras de alimentos,
y d) estudio de reservorios. La organizacion y el andlisis de los datos se hicieron mediante estadistica
descriptiva con el programa Epi-Info 7.1.5. Asimismo, se establecieron los indices de infestacion en el
domicilio y el peridomicilio.

Resultados. Se registraron 552 personas expuestas y se confirmaron por laboratorio 40 casos (7,2 %);
siete casos se dieron en mujeres (17,5 %) y 33 en hombres (82,5%), es decir, en una relacion de 1:5. La
edad promedio fue de 39,1 (+ 10,8) afios, la tasa de ataque, de 7,2 %, y la letalidad, de 5 % (2/40). Los
signos y sintomas incluyeron fiebre en el 100 % de los casos, cefalea en el 80 %, mialgias y artralgias
en el 65 %, edema facial en el 55 %, y dolor abdominal en el 37,5 %. El tiempo promedio de incubacion
fue de 17 (3-21) dias. El indice de infestacion de Rhodnius prolixus fue de 3,3 % en el domicilio y
de 2,2 % en el peridomicilio. En los cinco restaurantes inspeccionados, se encontraron condiciones
sanitarias deficientes y alimentos con niveles de contaminacion microbioldgica inaceptables. Por Gltimo,
un perro y dos zarigtieyas fueron positivos para los anticuerpos IgG en la prueba ELISA.
Conclusiones. Mediante el andlisis de las caracteristicas epidemioldgicas, ambientales y sanitarias,
se confirmé un brote agudo de enfermedad de Chagas por exposicion ocupacional y de posible
transmision oral, que podria ser el de mayor proporcion reportado hasta la fecha en Colombia.

Palabras clave: enfermedad de Chagas/transmision; Trypanosoma cruzi; salud laboral; epidemiologia
descriptiva.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3153

Possible oral transmission of Chagas disease among hydrocarbons sector workers in Casanare,
Colombia, 2014

Introduction: Trypanosoma cruzi, the etiological agent for Chagas disease, can be transmitted by oral
intake of contaminated food or drinks. During epidemiological week 14 of 2014, two cases of acute
Chagas disease were notified among hydrocarbons sector workers in Paz de Ariporo, Casanare.
Objective: To characterize the affected population, to establish control and prevention measures and
to confirm the outbreak.

Materials and methods: We conducted an outbreak investigation that included the following
components: a) Search for symptomatic people compatible with Chagas disease according to the case
definition for their referral to medical services; b) entomological survey (192/197 houses); c) sanitary
inspection and microbiological analysis of food samples; and d) study of reservoirs. Data management
and analysis were done with Epi-Info 7.1.5 using descriptive statistics. We also calculated intradomicile
and peridomicile triatomine infestation indexes.

Contribucion de los autores:

Liliana Zuleta-Duefias, Angela Johana Lépez-Quiroga y Fernando Torres-Torres: concepcion y disefio del estudio
Oneida Castafieda-Porras: organizacion del manuscrito
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Results: We detected 552 exposed people; 40 had the disease (7.2%), of whom seven were women
(17,5%) and 33, men (82.5%), i.e., a male-female ratio of 5:1. The mean age was 39.1 + 10.8 years;
the attack rate was 7.2% and lethality, 5% (2/40). Symptoms included fever (100% of cases), headache
(80%), myalgia and arthralgia (65%), facial edema (55%), and abdominal pain (37.5%). The mean
incubation time was 17 days (range: 3-21). Rhodnius prolixus domiciliary infestation index was 3.3 %
and 2.2% in the peridomicile. In the five restaurants inspected sanitary conditions were deficient and
food samples were microbiologically hon-conforming. We found a dog and two opossums positive for
IgG antibodies by ELISA.

Conclusions: Environmental, sanitary and epidemiological conditions at the place confirmed an
outbreak of Chagas diseases related to occupational exposure, possibly by oral transmission, which
may be the largest to date in Colombia.

Key words: Chagas disease/transmission; Trypanosoma cruzi; occupational health; epidemiology,
descriptive.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3153

Posible transmision oral de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es causada por el
protozoario Trypanosoma cruzi (1,2), y pasa por
dos fases sucesivas: aguda, la cual dura de seis a
ocho semanas, y cronica, con una duracion inde-
terminada que, en la mayoria de los pacientes, se
prolonga varios afios después de su inicio e, incluso,
indefinidamente, y es detectable solo mediante prue-
bas seroldgicas o parasitolégicas. De 10 a 40 % de
las personas infectadas puede sufrir dafio cardiaco
0 gastrointestinal cronico; la mortalidad durante la
fase aguda es de alrededor de 5 % y en la fase
cronica se ubica por encima de 50 % cuando hay
disfuncion cardiaca (3,4).

La enfermedad se transmite de diversas formas,
principalmente por contacto de las mucosas o la
piel herida con las heces del vector infectado, o
también por transfusiones, por la via congénita,
por trasplante de organos, por accidentes de
laboratorio y por via oral (5), la cual es causa fre-
cuente de la enfermedad aguda de Chagas (6,7).
La contaminacion de los alimentos por vectores
selvaticos y reservorios vertebrados de T. cruzi es
un factor importante para la transmisiéon por esta
via, que en el ser humano se produce de forma
esporadica mediante el consumo de carne cruda
0 poco cocida y jugos de frutas contaminados con
heces de triatominos infectados, con orina o con
secreciones anales de marsupiales infectados, o,
incluso, por el consumo de insectos.

El periodo de incubacion de la enfermedad es de
cinco dias en promedio, y puede provocar una mio-
carditis aguda por transmisién parasitaria masiva,
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con una alta tasa de mortalidad y manifestaciones
clinicas mas graves en edades mas tempranas
(5,8-12).

En Brasil, Venezuela y Bolivia, se han documentado
brotes por posible transmision oral, en los cuales las
circunstancias comunes han sido la estadia de las
personas en zonas geograficas con presencia de
vectores, y la transmisién por consumo de jugos de
frutas, como la guayaba, el agai o el majo. En dichos
brotes, el nUmero de personas afectadas ha osci-
lado entre tres y 103 casos confirmados (13-26).

En los departamentos colombianos de Antioquia,
Cesar, Magdalena, Norte de Santander y Santander,
se han reportado desde 1992, por lo menos, 12
brotes de enfermedad aguda de Chagas aso-
ciados con la transmision oral por ingestion de
alimentos contaminados (vino de palma y jugos
de naranja) con T. cruzi proveniente de restos
de triatominos o excrementos de marsupiales, en
los que el nimero de afectados oscil6 entre uno
y 14 casos confirmados (27-33), con una morta-
lidad de 38,5 % (5/13) en 1999 (27), de 20,0 %
(2/10) en 2008 (28), de 15,0 % en 2008-2009
(33) y de 9,1 % (1/11) en 2009 (30). Debido a las
caracteristicas epidemiolégicas de los brotes y a
las manifestaciones clinicas de la enfermedad,
el mecanismo de transmisién se atribuyé a la via
oral; sin embargo, en la mayoria de los estudios
no se determind la fuente de contaminacion ni el
vector implicado (34). En ninguno de los brotes
reportados, la poblacion afectada habia involucrado
trabajadores del sector de los hidrocarburos.

En la semana epidemiolégica 14 del 2014, la
Secretaria de Salud de Casanare recibi6 la noti-
ficacion de dos casos de enfermedad aguda de
Chagas confirmados por exadmenes parasitologi-
cos directos, y observacion de gota de sangre en
fresco y gota gruesa. El primero se notifico el 2 de
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abril y, el segundo, el 4 de abril, en trabajadores
procedentes de la vereda Centro Gaitan en el
municipio de Paz de Ariporo. Los dos manifestaron
frecuentar sitios como el restaurante y el hotel de
la zona. Ante la presencia de dos casos agudos
confirmados y relacionados, se ratificé la aparicion
de un brote de la enfermedad segun los criterios
establecidos en los lineamientos nacionales (35,36).
La Secretaria de Salud expidi6 la alerta epidemiol6-
gica departamental el 8 de abril, notificé el brote al
Centro Nacional de Enlace (CNE) del Ministerio de
Salud y Proteccion Social (Minsalud) y coordind las
acciones para efectuar la investigacion de campo.

En ese marco, el objetivo de este estudio fue des-
cribir el brote de enfermedad aguda de Chagas
en el corregimiento de Cafio Chiquito, vereda de
Centro Gaitan, en el municipio de Paz de Ariporo
(Casanare), caracterizar la poblacion estudiada,
determinar la posible forma de transmision, y
establecer medidas de control y mecanismos de
prevencion.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de investigacion
del brote mediante: a) la blisqueda de personas
sintomaticas con cuadro clinico de enfermedad
de Chagas acorde con la definicion de caso, para
remitirlas a atencion médica; b) la aplicacion de una
encuesta entomoldgica; c¢) la inspeccién sanitaria y
el analisis microbioldgico de muestras de alimentos,
y d) el estudio de los reservorios del parasito.

Area de estudio

Paz de Ariporo, municipio colombiano ubicado en
el nororiente del departamento de Casanare, se
encuentra a 456 km de Bogota y a 90 km de Yopal,
su capital. En cuanto al nimero de habitantes, es el
segundo municipio de Casanare después de Yopal
y el primero en extension (1'380.000 hectareas);
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tiene una temperatura promedio de 28 °C, una
altura de 270 msmn (37), una precipitacion de
2.150 mm al afio y una humedad relativa entre
70 y 90 %; los tres primeros meses del afio son
los de mayor temperatura, y los mas frios y de
mayor humedad son junio y julio. Limita al norte
con el municipio de Hato Corozal, al este, con
los departamentos de Arauca y Vichada, al sur,
con el municipio de Trinidad, y al oeste, con los
municipios de Pore y Tamara. El municipio esta
conformado por 53 veredas integradas en cinco
corregimientos, entre ellos, Cafio Chiquito, el cual
tiene diez veredas, entre ellas Centro Gaitan,
conformada por los sectores Normandia, San
Esteban, Trinidad y Cafio Chiquito, sitio este de
gran concentracion de compafiias de explotacion
petrolera (38) (figura 1).

Busqueda de personas sintomaticas

La busqueda de personas sintomaticas con cuadro
clinico de enfermedad de Chagas en fase aguda
para remitirlas a atencién médica, se llevo a cabo
mediante la busqueda activa institucional y la bus-
gueda activa comunitaria, segun lo dispuesto en los
lineamientos nacionales para la vigilancia y control
de eventos de interés en salud publica (39).

La definicion de caso confirmado de la enfermedad
aguda se ajusto a lo estipulado en el protocolo de
vigilancia, es decir, todo caso probable que cumpla
con uno o mas de los criterios de laboratorio
establecidos (35).

Blsqueda activa institucional. En las instituciones
prestadoras de servicios de salud publicas y pri-
vadas del municipio de estudio y de los cercanos
(Yopal, Hato Corozal, Pore, Trinidad y San Luis de
Palenque), se revisaron los registros individuales
de prestacién de servicios (39,40) que tuvieran
consignados los sintomas asociados descritos en la
décima version de la Clasificacion Internacional de

Departamento
de Casanare

Municipio de
Paz de Ariporo

Vereda Centro Gaitan

Area del brote
en Centro Gaitan

Figura 1. Localizacion de la vereda Centro Gaitan, sector Cafio Chiquito, Paz de Ariporo, Casanare
Fuente: Laboratorio de Entomologia Médica, Secretaria de Salud de Casanare
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Enfermedades (CIE-10): fiebre persistente, fiebre
no especificada, fiebre recurrente no especificada,
fiebre del dengue (dengue clasico), hepatomegalia
no especificada en otra parte, conjuntivitis por
clamidias, fiebre tifoidea, edemalocalizado, infeccion
urinaria de sitio no especificado, otras enfermeda-
des virales no especificadas, enfermedad aguda
de Chagas, rinofaringitis aguda, resfriado comun y
dolor localizado en otras partes del abdomen.

La definicion de caso probable fue la siguiente:
pacientes procedentes del municipio de Paz de
Ariporo, corregimiento de Cafio Chiquito, vereda
de Centro Gaitan y areas de desplazamiento de
personas debido a la actividad petrolera, que
hubieran consultado entre el 15 de febrero y el 15
de abril de 2014 por fiebre continua o intermitente
durante mas de siete dias.

Busqueda activa comunitaria. Se llevd a cabo
en las instalaciones del pozo de explotacién
de hidrocarburos ubicado en la zona, y en los
restaurantes, hoteles y demas establecimientos
comerciales del area.

El caso probable se defini6 como cualquier per-
sona procedente del municipio de Paz de Ariporo,
corregimiento de Cafio Chiquito, vereda de Centro
Gaitan, y de las areas de desplazamiento debido
a la actividad petrolera, que hubieran visitado la
zona y consumido alimentos en los restaurantes y
otros sitios de expendio, o pernoctado en el hotel o
en otros lugares disponibles entre el 15 de febrero
y el 15 de abril de 2014, y hubieran presentado
fiebre continua o intermitente durante mas de siete
dias, ademas de signos y sintomas indicativos de
enfermedad de Chagas.

Se analizaron las variables de sexo, edad, fecha
de inicio de sintomas, tipo de atencién, afiliacién
al Sistema General de Seguridad Social en Salud,
lugar de residencia, lugar de trabajo, ocupacion
seguln los diez grandes subgrupos de la Clasifica-
cién Internacional Uniforme de Ocupaciones (CIUO)
(41), tipo de atencion médica y condicién final (vivo
0 muerto).

Recoleccion de muestras

Previa firma del consentimiento informado, se
obtuvo una muestra de sangre capilar obtenida
por puncion digital y venopuncion a las personas
clasificadas como casos probables, en tubos con
citrato de sodio al 3,8 % (4 ml), que luego se
transportaron a temperatura ambiente y sin refri-
gerantes para el procesamiento de las muestras y
la obtencién del suero.

Posible transmision oral de la enfermedad de Chagas

Se hizo el examen de gota gruesa para el diag-
néstico de parasitos en sangre, el frotis de sangre
periférica especifica para el de protozoarios
hematicos y el microhematocrito para las formas
tripomastigotas de T. cruzi, sometiendo las mues-
tras de sangre de cada paciente a centrifugacion
en un capilar de 5 pl para la deteccién bajo el
microscopio de los parasitos en el sobrenadante
(fraccion no celular).

Mediante el andlisis serolégico, se identificaron
anticuerpos por IgG utilizando el ensayo inmuno-
enzimatico UMELISA CHAGAS, en el cual se utilizan
como fase sdlida tiras del ultramicro-ELISA reves-
tidas con tres péptidos sintéticos representativos
de diferentes regiones inmunodominantes de la
membrana de T. cruzi obtenidos mediante sintesis
guimica en fase solida. Esta prueba se considera
reactiva cuando la fluorescencia de la muestra es
igual o mayor que el nivel de corte de 0,300 y se
confirma mediante inmunofluorescencia indirecta
(IFI) cuando el anticuerpo especifico anti-T. cruzi
presente en la muestra de suero reconoce y se
une al antigeno (epimastigotes de T. cruzi, cepas
DTU Tcl colombianas), fijado a las laminas a una
concentracion de 10 mg/ml en una solucion salina
de fosfato, con punto de corte igual o mayor de
1/32, formando un complejo antigeno-anticuerpo al
gue se le adiciona el conjugado que corresponde
a una globulina anti-lgG humana marcada con
fluoresceina, el cual reconoce al anticuerpo y se
une a él formando un complejo fluorescente que es
detectado mediante microscopia de fluorescencia
UV (42).

Paralas pruebas moleculares, se obtuvo sangre com-
pleta en acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA)
e igual proporcion de clorhidrato de guanidina 6M,
y se la analiz6 mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa convencional en tiempo
real con TacMan marcadas con dos fluorocromos
(gPCR Tagman Multiplex) para la deteccién y cuan-
tificacion simultanea de ADN satelital de T. cruzi y
del inserto Arabidopsis thaliana en el plasmido IAC
(42); la tipificacion se hizo mediante la secuencia
intergénica del mini-exon (SL-IR) del gen 24 Sa
y de las regiones 18S (Hernandez DC, Ledn CM,
Valencia-Hernandez C, Vera MJ, Cucunubd AM,
Flérez AC, et al. Molecular tracking of Chagas
disease outbreaks by possible oral transmission
route in Colombia. 13th International Congress of
Parasitology; México: ICOPA XllI; 2014. p. 1). Las
reacciones de gPCR se llevaron a cabo con 5pl de
ADN resuspendido en un volumen final de 20 pl; las
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condiciones optimas del ciclo fueron de 10 minutos
a 95 °C seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15
segundos y a 58 °C durante 1 minuto (43).

En el Laboratorio de Salud Publica de la Secretaria
de Salud de Casanare, se hicieron las pruebas
parasitolégicas y de inmunodiagnéstico, y en el
Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional
de Salud - Red Chagas, las pruebas moleculares
en muestras de humanos y reservorios. Los casos
confirmados fueron remitidos a revision médica.

Aplicacién de la encuesta entomoldgica

Se aplicd una encuesta entomologica mediante
inspeccién y captura del vector en 90 de las 93
viviendas de la vereda de Centro Gaitan y en 102
de las 104 de Cafio Chiquito, incluidos los lugares
de expendio de alimentos. Para la captura de
triatominos, se utilizé la trampa descrita por Angulo,
et al. (44,45), en la cual se emplea un cebo vivo
con adhesivos o refugios para atrapar insectos,
y se evita la exposicion del investigador al riesgo
y la intervencién de ecétopos naturales (45); se
colocaron varias durante tres dias entre las 15:00
y las 6:00 horas en los sitios de muestreo.

Asimismo, hubo blusqueda activa por diseccién de
ecotopos (45) en el domicilio y el peridomicilio. Los
sitios de muestreo fueron el pozo de la zona (5°32’
4,3" N; 71° 6’ 49,5” O), el hotel donde pernoctaban
los trabajadores (05°29'23.8” N; 071°07'05.9” O) y
el restaurante donde se consumian los alimentos
(05°29'25.5; 071°07°09.7” O).

indice de infestacién domiciliaria de triatominos

El material entomologico recolectado, debidamente
rotulado y empacado, fue transportado por los téc-
nicos al Laboratorio de Entomologia de la Secretaria
de Salud del municipio, para su posterior andlisis
y calculo del porcentaje de viviendas infestadas
(indice de infestacion en domicilio y peridomicilio)
(46,47).

Inspeccién sanitaria y andlisis microbioldgico
de muestras de alimentos

Se levantd un acta de inspeccidon sanitaria con
los datos sobre preparacion, consumo, expendio
y depdsito de alimentos y bebidas recolectados
mediante observacion. Se verifico el estado de las
instalaciones y las condiciones de saneamiento en
las areas de preparacion de alimentos, asi como lo
concerniente al manejo, la preparacion y el servido
de alimentos, al personal manipulador, a la conserva-
cion, el manejo y el rotulado de las materias primas,
y a la seguridad y la salud en el trabajo (48).
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Asimismo, se tomaron muestras de los alimentos
preparados (arroz, sopa) y del punto de recoleccién
del agua para cocinar, y de los frotis de las superfi-
cies inertes (mesa, cubiertos) y de superficies vivas
(manos de las manipuladoras de alimentos). Las
muestras se conservaron en neveras idoneas a
temperatura de refrigeracion y bajo condiciones de
asepsia. Por ultimo, se dio asistencia técnica sobre
buenas practicas de manufactura y conservacién
de alimentos (49,50).

Estudio de reservorios

Los equipos del Ministerio de Salud, el Instituto
Nacional de Salud y la Secretaria de Salud de
Casanare inspeccionaron diversos puntos para
detectar reservorios domésticos e hicieron bus-
gqueda pasiva de reservorios silvestres mediante
la ubicacién de seis trampas Tomahawk medianas
en el peridomicilio del restaurante y cinco en el del
hotel. Dentro del restaurante y en sus alrededores,
se detectaron perros, murciélagos, ratas y ratones.
A dos perros que permanecian en el area social
del restaurante se les tom6é muestra de sangre
completa para la deteccion y cuantificacion simul-
taneas de ADN satelital de T. cruzi mediante qPCR
(TagMan Multiplex) (42). También, se capturaron
dos zarigtieyas (Didelphis marsupialis) y se detec-
taron primates del género Alouatta.

Consideraciones éticas

El estudio se apeg6 a las pautas y recomendacio-
nes éticas internacionales y a la normativa nacional
vigente (51) para la realizacién de acciones de
control y prevencion en salud publica (52,53). Se
leydyfirmd el consentimientoinformado autorizando
la toma de muestras y el respectivo examen de
laboratorio para la deteccion de los portadores
de la enfermedad de Chagas. Los pacientes con
la enfermedad aguda fueron remitidos a atencién
médica y recibieron tratamiento etiolégico con
benzonidazol durante 60 dias, aproximadamente.
Asimismo, se solicité el consentimiento de los
participantes para la inspeccion domiciliaria, la
captura de triatominos y la toma de muestras de
los reservorios del parasito.

Resultados
Caracterizacion del brote

Durante la blsqueda activa institucional, se revi-
saron 13.479 registros de prestacion de servicios
de salud, de los cuales se seleccionaron 1.308
(9,7 %) de pacientes con sintomatologia suges-
tiva de enfermedad de Chagas. Se encontraron
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55 (4,2 %) que cumplian con la definicién de
caso probable y 28 se confirmaron por laboratorio
(50,9 %).

En la busqueda activa comunitaria, se encuestaron
28 personas, 23 (82,1 %) en el pozoy cinco (17,9 %)
en el restaurante o el hotel; de estos, 20 (71,4 %)
cumplian con la definicion de caso probable, 19
(95,0 %) se confirmaron por laboratorio y uno
(5,0 %) se descarté por transmision vectorial.

En la busqueda de personas sintomaticas, se
encontré que siete (4,9 %) de los 47 casos confir-
mados estaban duplicados, es decir, correspondian
a personas halladas en las blsquedas activas
institucional y comunitaria, por lo cual, finalmente,
hubo 40 (85,1 %) casos confirmados (cuadro 1).

De estos, 33 (82,5 %) correspondian a hombres y
ocho (17,5 %) a mujeres, en una relaciéon de 5:1;
la edad media fue de 39,1 (+ 10,8) afios (cuadro 2)
Yy, por grupos de edad, los casos se distribuyeron
asi: entre 20 y 29 afios, siete (17,5 %), entre 30 y
39, 16 (40,0 %), entre 40 y 49, 11 (27,5 %), entre
50 y 59, cuatro (10,0 %), y de 60 y mas afios, dos
(5,0 %).

En cuanto a la afiliacion a salud, 33 (82,5 %)
pertenecian al régimen contributivo, seis (15,0 %)
al subsidiado y uno (2,5 %) no estaba afiliado.
Provenian de Casanare 23 (59,0 %), seis (15,4 %)
de Bogota, tres (7,7 %) de Boyaca, dos (5,1 %) de
cada uno de los departamentos de Antioquia, Sucre
y Tolima, uno (2,6 %) de Cauca y otro (2,6 %) de
Santander; 34 (85,0 %) de los pacientes trabajaban

Posible transmision oral de la enfermedad de Chagas

con empresas vinculadas al sector petrolero, tres
(7,5 %), en el restaurante, dos (5,0 %), en el hotel,
y de uno (2,5) de ellos no habia datos.

Con base en la CIUO, las ocupaciones se dis-
tribuyeron asi: 12 (30,0 %) auxiliares, 11 (27,5 %)
oficiales u operarios, cinco (12,5 %) profesionales,
cuatro (10,0 %) operadores, dos (5,0 %) técnicos,
un (2,5 %) trabajador no calificado, y de cinco
(12,5 %) de ellos no se tenia informacion. Tuvieron
atencién médica ambulatoria 25 (62,5 %) pacientes
y 15 (37,5 %) fueron hospitalizados; en cuanto a
la condicion final, 38 (95,0 %) sobrevivieron y dos
(5,0 %) murieron. En cuanto a los signos y sintomas
manifestados por los pacientes, su distribucion se
presenta en la figura 2.

Los resultados de las pruebas parasitolégicas
fueron positivas en 15 (37,5 %) pacientes, en
otros 15 (37,5 %) fueron negativos, y de siete
(17,5 %) no hubo informacion, en tanto que en
tres (7,5 %) casos no se hicieron; en las pruebas
de inmunodiagndstico, el 95,0 % (38/40) tuvo un
resultado positivo y el 5,0 % (2/40), uno negativo;
en 37,5 % (15/40) de los casos se hizo la PCR
con resultado positivo en nueve (60,0 %) de ellos,
negativo en uno (6,7 %) y en cinco (33,3 %) no
se registré un resultado; un afio después todos
tuvieron un resultado negativo en la prueba de
seguimiento (cuadro 3).

Todos los pacientes manifestaron tomar su alimenta-
cién en el mismo restaurante y haber permanecido
en la zona entre el 1° de febrero y el 30 de marzo

Cuadro 1. Busqueda de personas sintomaticas durante el brote de enfermedad aguda de Chagas, Paz de Ariporo, Casanare, 2014

Busqueda activa institucional

Municipio No. IPS Total Eventos Casos Casos
registros relacionados probables confirmados
n (%) n (%) n (%) n (%)
Paz de Ariporo 6 7.011 (52,0) 114 (8,7) 29 (52,7) 17 (60,7)
Hato Corozal 2 1.367 (10,1) 2 (0,2 2 (3,6) 2 (7,1)
Yopal 1 242 (1,8) 11 (0,80) 11 (20,0) 6 (21,4)
San Luis de Palenque 1 4.800 (35,7) 1.167 (89,2) 8 (14,5) 1 (3,6)
Pore 1 13 (0,1) 13 (1,0 4 (7,4) 1 (3,6)
Trinidad 1 46 (0,3) 1 (01) 1 (1,8) 1 (3,6)
Total 12 13.479 (100,0) 1.308 (100,0) 55 (100,0) 28 (100,0)
Busqueda activa comunitaria
Municipio Lugar Personas Casos Casos Casos
encuestadas probables confirmados descartados
n (%) n (%) n (%) n (%)
Paz de Ariporo Pozo 23 (82,1) 16 (80,0) 16 (84,2)
Restaurante/Hotel 5 (17,9) 4 (20,0) 3 (15,8) 1 (100,0)
Total 28 (100,0) 20 (100,0) 19 (100,0) 1(100,0)

IPS: Institucion prestadora de servicios de salud
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Cuadro 2. Estadistica descriptiva de los casos de enfermedad
aguda de Chagas durante el brote por posible transmisién oral,
Paz de Ariporo, Casanare, 2014

Medida estadistica Mujeres Hombres Total
Media 36,4 39,7 39,1
Mediana 38 38 38
Moda 38 30 26
Varianza 67,6 126,9 116,0
Desviacién estandar 8,2 11,3 10,8
Minimo 26 20 20
Maximo 48 70 70
25% 30 31 30,5
75 % 46,5 46 46
Total 7 33 40
Disfagia| 5,0
Erupcion cutanea 7,5
Diarrea 15,0
Palpitaciones 17,5
Dolor precordial 17,5
Edema en miembros inferiores 17,5
Distension abdominal 17,5
] Vémito 20,0
g Inapetencia 20,0
% Tos 22,5
3 Epigastralgia 27,5
e Nauseas 32,5
2 Disnea 32,5
Dolor abdominal 37,5
Edema facial 55,0
Artralgia 65,0
Mialgia 65,0
Cefalea 80,0
Fiebre de més de 7 dias 100,0
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0120,0
Porcentaje

Figura 2. Signos y sintomas manifestados por las 40 personas
con enfermedad aguda de Chagas durante el brote por posible
transmision oral, Paz de Ariporo, Casanare, 2014

de 2014; con base en este tiempo de permanencia,
en las fechas de inicio de sintomas y el tiempo de
incubacién de la infeccion (establecidas segun
el protocolo del Instituto Nacional de Salud), se
establecié que la exposiciébn probablemente se
presenté entre el 2 y el 6 de marzo, y que el tiempo
promedio de incubacion fue de 17 dias, con un
minimo de tres dias y un maximo de 21 (figura
3). La tasa de ataque fue de 7,3 % (40/552) y la
letalidad fue de 5,0 % (2/40).

Encuesta entomolégica

Seinspeccion6el 97,5% (192/197) de las viviendas,
102 (53,1 %) en Cafio Chiquito y 90 (46,9 %) en
Centro Gaitan; 74 (38,5 %) de ellas se ubicaban en
el centro poblado, 56 (75,7 %) en Cafo Chiquito y
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18 (24,3 %) en Centro Gaitan, y 118 (61,5 %) en
el area rural dispersa, de las cuales 46 (39,0 %)
pertenecian a Cafio Chiquito y 72 (61,0 %) a
Centro Gaitan. La poblacion total era de 796 habi-
tantes: 47,7 % (380) en Cafo Chiquito y 52,3 %
(416) en Centro Gaitan (cuadro 4). La mediana
de habitantes por vivienda fue de cuatro (£2,5),
con un valor minimo de 0 y uno maximo de 15;
52 (27,1 %) de los habitantes manifestaron haber
visto triatominos: 16 (30,8 %) en Cafio Chiquito vy,
36 (69,2 %), en Centro Gaitan (figura 4).

Descripcién de la vivienda

Se registraron 151 (78,6 %) viviendas construidas
con bloque, 49 (25,5 %) eran de adobe, 10 (5,2 %)
de madera y sin paredes, y una (0,5 %) de
bahareque; 82 (42,7 %) tenian paredes emparie-
tadas, 56 (29,2 %) sin empafietar y 53 (27,6 %)
parcialmente empafietadas; 164 (85,4 %) tenian
techo de cinc, 48 (25,0 %) de palma, 38 (19,8 %) de
teja de Eternit®, y una (0,5 %) de paja y de madera;
172 (89,6 %) tenian piso de cemento, 53 (27,6 %)
de tierra, 18 (9,4 %) de baldosa y una (0,5 %) de
madera; 66 (34,4 %) contaban con gallinero, 41
(21,4 %) con marranera, 22 (11,5 %) con caney
(enramada), 16 (8,3 %) con caballeriza, 12 (6,3 %)
con granero, 10 (5,2 %) con pesebrera y rancho,
una con conejera, una con galpén y otra con horno
(0,5 %, cada una).

Se encontr6 una poblacién total de 214 perros y
192 gatos. En las viviendas se encontraron 112
(58,3 %) perros, 100 (52,1 %) gallinas, 88 (45,8 %)
gatos, 67 (34,9 %) cerdos, 44 (22,9 %) vacas, 47
(24,5 %) animales de la especie equina, un pato
y un venado (1,0 %, cada uno). Los encuestados
manifestaron haber visto animales silvestres: 97
(50,5 %) de ellos habian visto zariglieyas en los
alrededores de la vivienda, y 35 (36,1 %), dentro
de ella; 35 (18,2 %) habian visto armadillos; 41
(21,4 %), ratas en los alrededores y 33 (80,5 %),
dentro de la vivienda; 71 (37,0 %) habian visto
ratones, 58 (81,7 %) de ellos dentro de la vivienda;
148 (68,9 %), murciélagos, 102 (68,9 %) de ellos
dentro de la vivienda; cuatro (2,1 %), conejos; 77
(40,1 %) vieron osos hormigueros, 13 (16,9 %) de
ellos dentro de la vivienda; ocho (4,2 %) vieron
0s0s perezosos, dos (25,0 %) de ellos, dentro de
la vivienda; 42 (21,9 %), primates, cuatro (9,5 %)
de ellos dentro de la vivienda; 25 (13,0 %) habian
visto lapas, y 41 (21,3 %), picures, tres (7,3 %)
de ellos dentro de la vivienda. Los materiales o
cultivos de riesgo en el entorno de las viviendas
se presentan en la figura 5.
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Cuadro 3. Resultados de las pruebas de inmunodiagndstico y moleculares de las 40 personas con enfermedad aguda de Chagas
durante el brote por posible transmision oral, Paz de Ariporo, Casanare, 2014

No. Sexo Lugarde Condicion ELISA en suero IFl en suero PCR Estado
de trabajo final - cardioldgico
caso Resultado Absorbancia Indice Titulo Prueba ADN Parasitemia Prueba ADN Parasitemia

(IFl) inicial T.cruzi T.cruzi final T.cruzi T.cruz

01 H Pozo Vivo Positivo 1,794 598 1/256
02 H Vivo Positivo 0,305 1,02 1/64)
03 M Restaurante  Vivo Positivo 1,186 3,95 1/256
04 M Restaurante  Vivo Positivo 1,65 55 1/128)
05 H Vivo Positivo 1,71 57  1/256)
06 M Vivo Positivo 0,707 2,36 1/64)
07 H Vivo Positivo 4,93 - 1/256 18/04/ Positivo 33,5 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 11, Falla
cardiaca
AHAC
08 H Vivo Positivo 1,303 4,34 1/128 09/05/ Positivo 3,32 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, ECO FE
53 %
09 M Restaurante  Vivo Positivo 1,058 3,53 1/64)
10 H Vivo Positivo 1,16 - 1/256
1 H Vivo Positivo 0,52 - 1/256 29/08/ Negativo 0 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, FE 55 %
12 H Vivo Positivo 1,509 5,03 1/128
13 H Vivo Positivo 0,39 13 1/64
14 M Vivo Positivo 0,545 - 1/515 09/04/ Positivo 13,35 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 Il, FE 61 %
15 H Vivo Positivo 1,215 3,708 1/32
16 H Vivo Negativo 1,598 - 1/598 18/04/ Positivo 2,55 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, FE 61 %
17 H Vivo Positivo 0,616 - 1/128 18/04/ Positivo 1,03 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, ECO FE
55 %
18 H Muerto Positivo 0,071 323 1/64
19 H Vivo Positivo 1,214 4,05 1/64
20 H Vivo Negativo 0,24 - 1/64  No No No 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
registra registra  registra 2015 I, ECO FE
55 %
21 H Vivo Positivo 1,394 - 1/1024 18/04/ Positivo 0,98 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, FE 45 %
22 H Hotel Vivo Positivo 1,233 4,11 1/152
23 H Vivo Positivo 0,884 2,95 1/64
24 H Vivo Positivo 0,646 2,15 1/128
25 M Vivo Positivo 0,675 2,25 1/64
26 H Vivo Positivo 2,091 6,97 1/128
27 H Vivo Positivo 1,486 - 1/512 18/04/ Positivo 6,42 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, FE 60 %
28 H Vivo Positivo 1,824 6,08 1/64 16/04/ Positivo 7,15 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 1, FE 60 %
29 H Vivo Positivo 1,76 5,87 1/256
30 H Vivo Positivo 0,512 1,71 1/512
31 H Vivo Positivo - - 1/64  No No No 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
registra registra  registra 2015 I, FE 56 %
32 H Vivo Positivo 0,451 15 1/128 No No No 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase |
registra registra  registra 2015
33 H Vivo Positivo - - 1/256 18/04/ Positivo 7,09 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
2014 2015 I, FE 65 %
34 H Vivo Positivo 0,946 3,15 1/32
35 M Vivo Positivo  67,09/20,42* - -
36 H Hotel Vivo Positivo - - 1/32
37 H Vivo Positivo 29 - - No No No 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
registra registra  registra 2015 I, FE 50 %
38 H Vivo Positivo 3,3 - 1/256
39 H Vivo Positivo 2,87 - 1/128 No No No 09/04/ Negativo 0 NYHA Clase
registra registra  registra 2015 Il, ECO FE
58 %
40 H Muerto Positivo - - 1/512

* La prueba se hizo en el Laboratorio de Salud Publica de Casanare: ELISA IgG Chagas (Tecnosuma), fluorescencia - punto de corte

Fuente: informes de andlisis de caso Chagas, Red Chagas Colombia, Fundacién Cardio Infantil, Instituto Nacional de Salud

NYHA: New York Heart Association; Clase I: actividad ordinaria sin sintomas; Clase II: el paciente tolera la actividad ordinaria, pero existe una ligera
limitacion de la actividad fisica y aparece disnea con esfuerzos intensos. No hay limitacion de la actividad fisica; AHA: American Heart Association Task
Force; AHA C: pacientes sintomaticos, con anormalidad estructural; ECO: ecocardiografia; FE: fraccion de eyeccion
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Cuadro 4. Distribucion de la poblacién afectada durante el brote de enfermedad de Chagas de posible transmision oral en Cafio
Chiquito y Centro Gaitan, segun grupo etario y sexo, Paz de Ariporo, Casanare, 2014

Grupo etario Cano Chiquito Centro Gaitan Total
(afos)
Mujeres Hombres Mujeres Hombres Mujeres Hombres
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<1 4 (21) 1 (05) 1 (05) 7 (3,0 5 (1,3) 8 (1,9
la4d 19 (10,2) 17 (8,8) 18  (9,8) 15  (6,5) 37 (10,0) 32 (7.5)
5al7 50 (26,7) 46 (23,8) 43 (23,4) 55 (23,7) 93 (25,1) 101 (23,8)
18 a 44 83 (44,4) 96 (49,7) 95 (51,6) 120 (51,7) 178 (48,0) 216 (50,8)
>44 31 (16,6) 33 (17,1) 27 (14,7) 35 (15,1) 58 (15,6) 68 (16,0)
Total 187 (100,0) 193 (100,0) 184 (100,0) 232 (100,0) 371 (100,0) 425 (100,0)
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Figura 3. Curva epidémica y tiempo probable de exposicion en el brote por posible transmision oral de enfermedad aguda de
Chagas, Paz de Ariporo, Casanare, 2014. En gris claro aparece el tiempo probable de exposicion; con barras en gris oscuro se
presenta el nimero de casos, y los recuadros en gris oscuro representan el tiempo minimo de incubacion.

indice de infestacién domiciliaria de triatominos

Se detectaron triatominos en cuatro viviendas: tres
(75,0 %) en Centro Gaitan y una (25,0 %) en Cafio
Chiquito, es decir, indices de infestacién domici-
liaria de 3,3y 0,98 %, e indices de infestacion en el
peridomicilio de 1,1 y 0,98 %, respectivamente. No
se detectaron estados inmaduros de triatominos.
Los especimenes correspondieron a la especie
R. prolixus.
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Inspeccién sanitaria y andlisis microbioldgico
de muestras de alimentos

El resultado de los analisis microbiolégicos de las
muestras de alimentos se presenta en el cuadro 5.

En todos los lugares de expendio de alimentos se
detectaron, ademas, las siguientes deficiencias:

a) el lavaplatos de la cocina no era adecuado, pues
se rebosaban los residuos liquidos y caian al piso,



Biomédica 2017;37:218-32

Cuadro 5. Resultados del andlisis microbiolégico de muestras de
alimentos y superficies fijas y vivas, Paz de Ariporo, Casanare,
2014

Muestra Analisis Resultado

Agua de grifo Coliformes totales No aceptables

Arroz Coliformes totales No aceptables
Coliformes fecales No aceptables
Mesofilos No aceptables
Staphilococcus aureus Conforme
positiva para coagulasa
Bacillus cereus Conforme
Salmonella Conforme
Sopa Coliformes totales Conforme
Coliformes fecales Conforme
Mesdfilos Conforme
Staphilococcus aureus Conforme
positiva para coagulasa
Bacillus cereus Conforme
Salmonella Conforme
Frotis de manos  Coliformes totales Conforme
de manipuladores Coliformes fecales Conforme
de alimentos Staphilococcus aureus Conforme

positiva para coagulasa
Microorganismos

mesofilos aerobios
Hongos y levaduras

Frotis de mesa No aceptables

No aceptables

Frotis de Microorganismos No aceptables
cubiertos mesdfilos aerobios
Hongos y levaduras No aceptables
90,0
78,8
80,0

7.7
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Figura 4. Presencia de triatominos en el domicilio y en el peri-
domicilio segin reporte de los habitantes, Paz de Ariporo,
Casanare, 2014

habia malos olores, el lugar tenia mal aspecto y
proliferaban las plagas;

b) la construccion no estaba protegida contra las
plagas en dos de las ventanas y en la entrada a
la cocina;

c) las paredes, pisos y techos estaban en mal
estado, agrietados y sucios, y presentaban residuos
de insectos y huevos de arafia, y el techo de cinc
incrementaba la temperatura y la humedad;
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Entorno de la vivienda

Figura 5. Materiales y cultivos de riesgo hallados en el entorno
de las viviendas encuestadas durante el brote por posible
transmision oral de enfermedad aguda de Chagas, Paz de
Ariporo, Casanare, 2014

d) las canecas de recoleccion de residuos organi-
cos expedian mal olor y en el entorno proliferaban
las plagas;

e) el cuarto de almacenamiento de materias primas
tenia huecos, se registraban altas temperaturas y
humedad, y las alacenas, al ser de madera, eran
de dificil limpieza y desinfeccion;

f) no habia protocolos de limpiezay desinfeccion de
frutas y verduras, pues se lavaban y se preparaban
con agua de un pozo profundo;

g) los utensilios para el consumo de alimentos
pertenecientes a los usuarios del restaurante se
dejaban en canastillas plasticas sin proteccién
sobre una mesa de madera bajo un arbol de mango,
en la cual también se encontraban cuatro botellas
plasticas adecuadas para ponerle alimento y agua
a los pajaros;

h) las manipuladoras de los alimentos no habian
recibido capacitacibn en buenas practicas de
manufactura de alimentos y bebidas y no tenian
controles periddicos;

i) las mascotas deambulaban cerca de la cocina, y

j) se detectaron riesgos locativos por la irregularidad
de los pisos y su mal estado.

Estudio de reservorios

Los resultados de la IFI fueron positivos en uno de
los dos perros y la serologia fue positiva en las dos
zariglieyas capturadas.

Discusidén

Con base en las caracteristicas epidemioldgicas,

ambientales y sanitarias encontradas, se confirmé
el brote de enfermedad aguda de Chagas por
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exposicion ocupacional y de posible transmision
oral, el cual ha sido el de mayor magnitud reportado
hasta ahora en Colombia (27-33), con 40 personas
afectadas, todas trabajadoras del sector de los
hidrocarburos, pero con una mortalidad inferior a la
reportada en el pais (27,28,30,33).

Los dos hombres fallecidos tenian 45 y 46 afios de
edad, eran empleados de compafiias petroleras, y
no fueron detectados durante la busqueda de perso-
nas sintomaticas en el marco de la investigacion del
brote, sino posteriormente, durante las actividades
de seguimiento del brote por parte del Centro
Nacional de Enlace del Ministerio. Ambos individuos
estuvieron hospitalizados y la causa de su muerte fue
infarto agudo de miocardio, sin otra especificacion.

Todas las personas afectadas consumian sus ali-
mentos en el mismo restaurante y permanecieron
en el sector durante el mismo periodo. Aun cuando
se establecio un posible periodo de exposicién, no
hubo un dia o evento especifico que indicara cual
0 cuales alimentos o bebidas estaban implicados,
y no se presentd ninguna minuta por parte del
restaurante, lo cual constituyé una limitacion para
el estudio.

Por otra parte, en la caracterizacién molecular hecha
por el Instituto Nacional de Salud, se encontraron
similitudes entre los tripanosomas identificados
en los reservorios del parasito y en los humanos
(Hernandez DC, Ledn CM, Valencia-Hernandez C,
Vera MJ, Cucunubd AM, Flérez AC, et al. Molecular
tracking of Chagas disease outbreaks by possible
oral transmission route in Colombia. 13th Interna-
tional Congress of Parasitology; México: ICOPA
XIlIl; 2014. p. 1). Esto, aunado a las caracteristicas
masivas del brote y dada la presencia reportada
en la encuesta entomologica de zariglieyas en las
viviendas o cerca de ellas, sugeriria que hubo con-
taminacion de los alimentos consumidos, pues la
carga parasitaria y la gran transmision encontradas
descartarian la via vectorial.

La mayoria (33; 82,5 %) de los casos confirmados
se produjo en hombres, en una razon de cinco por
cada mujer. Todos los afectados estaban en edad
productiva y, ademas de las consecuencias genera-
les de la infeccién por T. cruzi (evolucion a la fase
cronica, probabilidad de desarrollar enfermedades
del corazén e incapacidad para donar sangre y 6rga-
nos), debieron afrontar otras consecuencias como la
incapacidad laboral o la pérdida de su trabajo (14).

Uno de los casos confirmados se dio en una per-
sona sin vinculacion formal a ningdn régimen de
seguridad en salud que trabajaba con el proveedor

228

Biomédica 2017;37:218-32

de alimentos, lo cual evidencia la importancia de
garantizar y verificar la afiliacion al sistema de
seguridad social para el reconocimiento de inca-
pacidades e indemnizaciones por enfermedad
0 accidente laboral. Asimismo, se evidenciaron
barreras en el acceso a la atencion integral del tra-
bajador afectado por parte de las administradoras
de riesgos laborales, posiblemente por no conocer
la enfermedad y sus consecuencias, y en el recono-
cimiento de los casos como accidentes de trabajo
y enfermedad laboral (48,54) por exposicion a un
riesgo bioldgico poco comun. La enfermedad no
distingue profesion, actividad laboral ni estrato
social y ello exige que en los procesos de atencién
de pacientes expuestos a factores de riesgo bio-
I6gico se minimicen las barreras de acceso a la
atencion integral.

En el 2013, la Organizacibn Panamericana de
la Salud verifico la interrupcion de la transmisién
vectorial domiciliaria de T. cruzi por R. prolixus en
diez municipios de los departamentos priorizados
en el subprograma para la prevencion y control
de la enfermedad de Chagas en el pais (46,55),
entre ellos, el municipio de Tamara, en Casanare
(56). Sin embargo, desde el 2008 se han reportado
brotes de la enfermedad aguda en zonas donde
no hay presencia de vectores domiciliados y que,
por lo tanto, se consideran de baja endemia (5). En
ellas, es probable la transmision oral (28,30,32,33),
pues no se presenta en los pacientes el signo
de entrada (signo de Romafa o chagoma de
inoculacién), y la fiebre prolongada es el sintoma
mas frecuente, seguido por el edema facial (57),
tal como se evidenci6 en este estudio; tales casos
deben diagnosticarse, tratarse de inmediato y
hacer el seguimiento de las complicaciones cardio-
vasculares, con frecuencia arritmias, para asegurar
la recuperacion de los pacientes (5,12).

La vigilancia entomolégica de la enfermedad de
Chagas comprende un conjunto de acciones que
suministran la informacion necesaria para la imple-
mentacién de acciones tendientes a la eliminacién
de las infestaciones por insectos domiciliados de
forma permanente en la vivienda humana y en su
peridomicilio (46).

El cumplimiento de las acciones de vigilancia,
generales y por el laboratorio contempladas en los
lineamientos nacionales (35,36,46,47,58), resultan
esenciales, no solo para la confirmacién de casos de
transmision oral, sino también, para documentar las
deficiencias de salubridad indicativas de pobreza,
falta de difusién de las estrategias de informacion,
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educacién y comunicacion en buenas practicas de
manufactura entre los pobladores, insuficiencia de
servicios publicos de aseo, acueducto y alcantari-
llado, implementacion insuficiente de estrategias
como las de “vivienda saludable” para mejorar
las condiciones de la vivienda y, por ende, las de
salud (59).

Merece mencionarse la cantidad reducida de per-
sonas que manifestaron haber visto triatominos
y, sobretodo, el hecho de haberlos visto en el
domicilio y no tanto en el peridomicilio, lo cual podria
atribuirse al poco conocimiento del vector entre los
habitantes del sector. Se necesitan, igualmente,
mayores controles y mayor actividad y movilidad
de los equipos de saneamiento basico y ambiental
y de los encargados de la vigilancia y el control
de alimentos, asi como una mayor articulacion e
intercambio de informacion entre estos equipos y
los de vigilancia epidemioldgica y por el laboratorio.

En el departamento de Casanare, se ha registrado
la presencia de diez especies de vectores transmi-
sores del parasito T. cruzi: Psammolestes arthuri,
Eratyrus cuspidatus, Rhodnius pictipes, Triatoma
dimidiata, Rhodnius R. robustus, Cavernicola pilosa,
R. prolixus, Triatoma maculata, Panstrongylus
geniculatus y Eratyrus mucronatus, de los cuales R.
prolixus es el mas abundante (60), como se confirmd
en este estudio. Los indicadores histéricos de la
localidad muestran que, en 1999, Cafio Chiquito
presenté un indice de infestacién domiciliaria de
9,5 %, y Centro Gaitan, de 9,3 %, que, comparados
con los resultados obtenidos en este estudio, evi-
dencian una importante disminucién, aunque los
gue se registraron siguen siendo superiores a los
propuestos en las metas nacionales de menos de
0,1 %, en tanto que el indice de infestacion en el
peridomicilio estuvo dentro del limite propuesto de
menos de 1,0 % (46).

La falta de higiene en el area de manipulacion y
preparacion de alimentos, y de almacenamiento y
lavado de utensilios, es un factor de riesgo impor-
tante de la contaminacion por insectos rastreros
(cucarachas) o alados (moscas) contaminados
con heces frescas de triatominos, o por la orina
0 secrecion anal de marsupiales infectados como
la zariglieya (1). Se establecio un alto riesgo de
contraer enfermedades transmitidas por alimentos
en estos establecimientos de consumo debido a la
ausencia de buenas practicas de manufactura de
alimentos y de vigilancia del agua utilizada para
su preparacion, y a la deficiencia en el servicio de
energia, por lo cual las carnes se almacenaban
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a temperatura ambiente durante periodos pro-
longados, creando asi un medio 6ptimo para el
crecimiento de bacterias patégenas (58).

En el diagnostico de las condiciones de salud y
de seguridad de las empresas, sobre todo las
dedicadas a la explotacion de hidrocarburos, se
priorizan los riesgos asociados a factores fisicos,
guimicos, biomecanicos o locativos, pero no siempre
se detectan o se consideran los riesgos biolégicos.
Ello demuestra la importancia de determinar los nive-
les de dichos riesgos y su efecto potencial en la salud
del trabajador, y de correlacionarlos con el perfil
epidemiolégico del municipio o departamento. En
este sentido, en areas endémicas de enfermedades
transmitidas por vectores se sugiere considerar la
implementacion de programas de vigilancia epide-
mioldgica especialmente disefiados para empresas
y su integracion con el Sivigila (53).

Dada la frecuencia de la transmision oral de la
enfermedad de Chagas, suficiente para conside-
rarla una enfermedad transmitida por alimentos, la
vigilancia también debe apuntar a la seguridad de
los alimentos, sobre todo en el ambito institucional
(comedores, restaurantes y ventas ambulantes
de jugos, entre otros), y a promover acciones de
educacion orientadas a crear conciencia sobre
el riesgo de contaminacion de los alimentos con
excrementos y secreciones de triatominos, asi
como a evitar que los alimentos y bebidas pre-
paradas permanezcan sin refrigeracion, sobre todo
por la noche, e insistir en el lavado rutinario de
frutas y verduras, la revisién de los utensilios de
cocina y la preparacion adecuada de alimentos y
bebidas de frutas (14).

Por otra parte, la constatacién de 40 casos aso-
ciados al brote de la enfermedad exige que los
médicos contratados para las actividades de pre-
vencion y promocién afinen su habilidad para la
sospecha clinica.

Para prevenir la contaminacion de alimentos o
bebidas por vectores domiciliarios, peridomiciliarios
o0 selvaticos en las zonas rurales, es esencial que,
ademas de las medidas habituales para su control,
se mantengan limpias las zonas periféricas de las
casas, se evite la presencia de roedores y otros
animales que sirven de reservorios, y se mejoren
las viviendas rurales que siguen teniendo techos
de palma y paredes de adobe (14).
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Introduction: Mycobacterium tuberculosis Beijing lineage isolates are considered to be especially
virulent, transmissible and prone to acquire resistances. Beijing strains have been reported worldwide,
but studies in Latin America are still scarce. The only multinational study performed in the region
indicated a heterogeneous distribution for this lineage, which was absent in Chile, Colombia and
Ecuador, although further studies found the lineage in Chile and Colombia.

Objective: To search for the presence of the Beijing lineage in Ecuador, the only country in the region
where it remains unreported.

Materials and methods: We obtained a convenience sample (2006-2012) from two hospitals covering
different populations. The isolates were genotyped using 24-MIRU-VNTR. Lineages were assigned by
comparing their patterns to those in the MIRU-VNTRplus platform. Isolates belonging to the Beijing
lineage were confirmed by allele-specific PCR.

Results: We identified the first Beijing isolate in Ecuador in an unexpected epidemiological scenario: A
patient was infected in the Andean region, in a population with low mobility and far from the borders of
the neighboring countries where Beijing strains had been previously reported.

Conclusion: This is the first report of the presence of the Beijing lineage in Ecuador in an unusual
epidemiological context that deserves special attention.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; case reports; virulence; molecular epidemiology;
Ecuador.
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Deteccion de Mycobacterium tuberculosis, linaje Beijing, en Ecuador

Introduccion. Los aislamientos de Mycobacterium tuberculosis pertenecientes al linaje Beijing
se consideran especialmente virulentos y transmisibles, y con mayor tendencia a la adquisiciéon de
resistencia. El linaje Beijing se ha reportado en todo el mundo; sin embargo, en Latinoamérica los
estudios al respecto son mas escasos. En el Unico estudio multinacional llevado a cabo en la region,
se detect6 una distribucion heterogénea del linaje, y no se le encontré en Chile, Colombia y Ecuador,
aungue en estudios nacionales posteriores se identificaron aislamientos en Chile y Colombia.
Objetivo. Rastrear la presencia del linaje Beijing de M. tuberculosis en Ecuador, Unico pais en la regién
en el que aun no se reporta.

Materiales y métodos. Se analiz6 una muestra de conveniencia (2006-2012) en dos hospitales que
atendian poblaciones diferentes. La genotipificacion de los aislamientos de M. tuberculosis se hizo
mediante la plataforma 24-MIRU-VNTR. La asignacion de linajes se hizo mediante la comparacion
de los patrones genotipicos con los incluidos en la plataforma MIRU-VNTRplus, y aquellos
pertenecientes al linaje Beijing fueron confirmados mediante reaccién en cadena de la polimerasa
especifica de alelo.
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Resultados. Se detecto el primer aislamiento Beijing en Ecuador, en una circunstancia epidemioldgica
inesperada: un paciente de la regién andina, proveniente de una comunidad con escasa movilidad y
alejada de las fronteras con los paises limitrofes, Perl y Colombia, en los que ya se han identificado
aislamientos de M. tuberculosis pertenecientes al linaje Beijing.

Conclusiones. En este trabajo se reporta por primera vez la presencia del linaje Beijing de M.
tuberculosis en Ecuador en un contexto epidemiolégico inusual que merece especial atencion.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis; informes de casos; virulencia; epidemiologia

molecular; Ecuador.
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Tuberculosis remains a major health concern in
many countries and regions around the world. Data
from the World Health Organization report an inci-
dence of 54 cases per 100,000 inhabitants and a
prevalence of 78 cases per 100,000 inhabitants in
Ecuador (1).

The genotypic analysis of Mycobacterium tuber-
culosis isolates is a valuable aid in the study of
transmission patterns of the disease. Genotyping
techniques are useful for the identification of isolate
clusters, and they provide researchers and clinicians
with a better understanding of the transmission
dynamics of this pathogen in different settings
(2-4), allowing the differentiation of M. tuberculosis
lineages as well. Some of them, such as the Beijing
lineage, are considered to be more “successful” due
to their virulence, transmissibility and acquisition of
resistance (5,6).

The Beijing family belongs to the East Asian lineage
(lineage 2) and is considered to have emerged
6,600 years ago in northeast China, Korea and
Japan. Migration movements have expanded the
Beijing lineage around the world, with the highest
prevalence currently found in Central Asia, the
Black Sea area, Russia, Eastern Europe, and South
Africa; however, in other areas, such as North
America, its prevalence is low (7).

Many studies have focused on the analysis of the
Beijing lineage in high prevalence areas, whereas
studies in other areas of the world such as Latin
America are still scarce. One of the few multinational
studies in this region revealed a heterogeneous
distribution of the Beijing lineage in the seven coun-
tries surveyed (8). In the four countries where it was
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detected, its prevalence varied widely: Pera (5.9%),
Argentina (1.0%), Brazil (0.8%) and Paraguay
(0.6%). In the remaining three countries (Chile,
Colombia and Ecuador) no Beijing isolates were
identified. Subsequent nationwide studies, however,
found Beijing lineage isolates in Colombia and Chile
(9-11). Ecuador is the only country among those
considered in the study where this lineage had not
been reported yet.

The aim of our study was to look for the presence
of the Beijing lineage in Ecuador based on regional
epidemiology indicating its presence in Colombia
and Peru, both bordering countries with Ecuador.

Materials and methods
Clinical isolates

We obtained a convenience sample of 28 M.
tuberculosis isolates (2006-2012) from independent
cases diagnosed in two teaching hospitals: The
“Alli Causai” Hospital (Ambato, Tungurahua), which
serves three provinces in the Ecuadorian Sierra
region, and the “Carlos Andrade Marin” Hospital
(Quito, Pichincha), a third level referral hospital.

Microbiological procedures

Following culture in Léwenstein-Jensen medium,
M. tuberculosis isolates from pulmonary and extra-
pulmonary specimens were obtained (table 1).
Culture and susceptibility testing were performed
by experienced hospital laboratory staff at partici-
pating hospitals based on standard methods.
Isolates in Loéwenstein-Jensen medium were stored
under standard conditions in hospital microbiology
laboratories.

Molecular procedures

DNA extraction. Mycobacterium tuberculosis iso-
lates were resuspended in Tris HCI-EDTA (TE) and
inactivated by boiling at 95°C for 45 minutes. DNA
was purified following standard procedures (12).

Lineage identification by MIRU-VNTR analysis. The
isolates were genotyped by MIRU-VNTR (24-loci)
based on the simplex-PCR format followed by allelic
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Table 1. Geographic origin, type of specimen and susceptibility profiles for Mycobacterium tuberculosis isolates

Province Type of specimen Drug susceptibility
Respiratory  Extra-respiratory N/D Monoresistant Poliresistant MDR
INH RMP INH /SM INH / RMP
Bolivar 1
Cotopaxi 10 1 2 1
Imbabura 6
Pichincha 2
Sucumbios 3 1 2
Tungurahua 4

INH: isoniazid; RMP: rifampicin; SM: streptomycin; N/D: no data

discrimination through agarose gel electrophoresis
of the PCR products (12). Lineages for the isolates
were assigned by comparing their MIRU-VNTR
patterns with those in the MIRU-VNTR plus plat-
form (http://www.miru-vntrplus.org/) (13,14).

Analysis of lineage-specific SNP. Lineage identifi-
cation from comparative analysis in the MIRU- VNTR
plus platform was confirmed by the identification
of lineage-specific SNP (15) using PCR and DNA
sequencing. A lineage 2 isolate corresponded
to the Beijing lineage, and the lineage was con-
firmed by Beijing allele-specific SNP [Rv2154724
(G526A)] PCR.

Phylogenetic analysis. MIRU-VNTR data were ana-
lyzed with the software packages available at www.
miruvntrplus.org. A dendrogram based on these data
was constructed using the Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA). Isolates
showing 100% identity were considered clustered.

Ethical considerations

The study was approved by the participating hos-
pitals ethics committees.

Results

Our convenience sample included 28 isolates
from six provinces in Ecuador. Six isolates were
resistant, of which two were MDR (table 1). Twenty
seven different VNTR genotypes were detected
among the 28 MTB isolates genotyped. Two
isolates from the Sucumbios province (isolate 5
with INH-SM resistant phenotype and isolate 22
with INH-RMP resistant phenotype) were clustered
into one separate cluster (figure 1). Lineages for the
28 isolates were determined based on the MIRU-
VNTR data. From these 28 isolates, 27 clustered
to the MIRU-VNTRplus lineage 4 (Euro-American)
entrances.The remaining isolate from the Coto-
paxi province (isolate 49, susceptible phenotype)

grouped together with the lineage 2 entrances in
the database. A second analysis based on the
determination of lineage-specific SNP confirmed
our MIRU-VNTR-based lineage assignment as
lineage 2 Beijing for isolate 49.

Discussion

The detection of certain M. tuberculosis lineages
in different geographic areas should rely on
consistent sampling to ensure population-based
representativeness. Unfortunately, these features
are not easily found in all settings, and convenience
samples are thus used for these purposes. The
Beijing lineage was absent in isolates from Chile,
Ecuador and Colombia in a study conducted in
several Latin American countries from 1997 to
2003 (8). However, it might have remained unde-
tected due to limitations in the study’'s sample
representativeness. Subsequent nation-wide studies
of M. tuberculosis lineages demonstrated the
Beijing lineage in Colombia (10), where the first
case of multidrug-resistant tuberculosis by a rare
Beijing strain was reported, and more recently, in
Chile (9,11), where Beijing strains were found in
isolates from Santiago.

Ecuador remained the only country in Latin America
among those included in the multinational study not
reporting the Beijing lineage. Perti and Colombia,
the two countries that share a border with Ecuador,
had communicated the presence of this lineage
with a high prevalence in certain settings (16,17).
This information led to the consideration that limi-
tations in sample size could be responsible for the
lack of detection of Beijing isolates in Ecuador.
More importantly, the Beijing lineage was initially
assumed to be associated with resistance, but this
association has not been found on a global context.
The Ecuadorian sample in the above multinational
study included MDR isolates exclusively, and those
included in the study corresponded to a single site
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Figure 1. Phylogenetic tree and dendrogram based on the 24-locus-MIRU-VNTR analysis in MIRU-VNTRplus. The two clustered
isolates from Sucumbios province (isolates 5 and 22) and the Beijing isolate (isolate 49) are indicated within the red and blue

boxes, respectively.

in Quito (18). In our opinion, including multidrug-
resistant tuberculosis isolates from only one site
severely limited the study.

To minimize these potential biases, in this study
we adopted a less restrictive approach. Isolates
from six different Ecuadorian provinces, including
susceptible isolates, were collected. As a result, we
succeeded in identifying the Beijing lineage in the
country. It is interesting to note that we were able to
detect one isolate even in a small sample. However,
more extensive studies are needed to know the true
prevalence of the Beijing lineage in Ecuador.

Although the Beijing lineage has been reported
in Perd and Colombia, isolates from Ecuadorian
provinces near these countries do not belong to
this lineage. Unexpectedly, the Beijing isolate
corresponded to a patient from Cotopaxi, a non-
touristic, agriculture-based Andean province. The
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population in this province has low mobility and little
interaction with other regions. We were not able
to obtain additional information from the patient
infected with the Beijing strain. In this sense, it
may be necessary to actively search for new cases
that may reveal an unexpected epidemiological
scenario for this lineage in Ecuador.

Only two isolates from our collection were clustered.
It is interesting that they were both from the
Sucumbios province and they had a resistant phe-
notype. Although the number of isolates collected
was low, transmission of resistant strains in this
province deserves attention.

This is the first report of the presence of the Beijing
lineage in Ecuador. The epidemiological context
where it was detected is unexpected. Despite the
importance of the identification of this lineage in the
country, our study was based on the analysis of a
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limited collection from a convenience sample and,
therefore, it should be expanded to help determine
the prevalence of the Beijing lineage and clarify
whether a peculiar epidemiological scenario is
associated with its presence in Ecuador.
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Purificacion parcial de péptidos presentes en el veneno
del escorpion Tityus macrochirus (Buthidae)
y evaluacion preliminar de su actividad citotéxica
Clara Andrea Rincon-Cortés'2, Edgar Antonio Reyes-Montafio?, Nohora Angélica Vega-Castro*

1 Grupo de Investigacion en Proteinas, Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia,
Bogota, D.C., Colombia
2 Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales - U.D.C.A., Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. El veneno del escorpion posee péptidos con actividad neurotoxica que actian
principalmente en los canales ionicos del sistema nervioso de insectos y mamiferos. También se
ha establecido su accién citolitica y anticancerigena, caracteristicas biolégicas que ain no se han
explorado en el veneno del escorpién Tityus macrochirus.

Objetivo. Evaluar si tanto el veneno total de T. macrochirus como la fraccion de péptidos parcialmente
purificados disminuyen el porcentaje de viabilidad de diferentes lineas celulares provenientes de tumores.
Materiales y métodos. Mediante métodos cromatograficos, electroforéticos y de ultrafiltracion con
membranas de Amicon Ultra 0.5, se identificaron y purificaron parcialmente los péptidos del veneno
de T. macrochirus obtenido mediante estimulacion eléctrica. Los ensayos de actividad citotdxica del
veneno y de la fraccion de péptidos se hicieron en lineas celulares provenientes de tumores con el
método colorimétrico de reduccion de la sal de tetrazolio (Mossman'’s Tetrazole Test, MTT).
Resultados. El veneno de T. macrochirus posee péptidos con pesos moleculares entre 3 y 10 kDa,
los cuales se purificaron parcialmente mediante ultrafiltracion y se evaluaron mediante cromatografia
liquida de alta resolucion en fase inversa (Reverse Phase-High Pressure Liquid Chromatography,
RP-HPLC). Los ensayos de citotoxicidad del veneno total de T. macrochirus evidenciaron una mayor
disminucion de la viabilidad en la linea celular PC3 que en las demas lineas celulares evaluadas,
en tanto que la fraccion parcialmente purificada de péptidos logré disminuir la viabilidad de la linea
celular HelLa.

Conclusioén. Los péptidos del veneno de T. macrochirus presentaron actividad citotoxica en algunas de
las lineas celulares provenientes de tumores, y se observé algun grado de selectividad frente a ellas.

Palabras clave: venenos de escorpion; péptidos/aislamiento y purificacion, neoplasias.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3265

Partial purification of peptides present in the Tityus macrochirus (Buthidae) scorpion venom
and preliminary assessment of their cytotoxicity

Introduction: Scorpion venom contains peptides with neurotoxic action primarily active on ion channels
in the nervous system of insects and mammals. They are also characterized as cytolytic and anticancer,
biological characteristics that have not yet been reported for the Tityus macrochirus venom.
Objective: To assess if the total T. macrochirus venom and the fraction of partially purified peptides
decrease the viability of various tumor-derived cell lines.

Materials and methods: The scorpion venom was collected by electrical stimulation and, subsequently,
subjected to chromatography, electrophoresis, and ultrafiltration with Amicon Ultra 0.5® membranes for
the partial identification and purification of its peptides. The cytotoxic activity of the venom and the
peptides fraction trials on tumor-derived cell lines were carried out by the MTT method.

Results: The T. macrochirus scorpion venom has peptides with molecular weights ranging between
3 and 10 kDa. They were partially purified using the ultrafiltration technique, and assessed by the
RP-HPLC method. Cytotoxicity trials with the whole T. macrochirus venom showed a higher viability
decrease on the PC3 cell line compared to the other cell lines assessed, while the partially purified
peptides decreased the HelLa cell line viability.

Contribucion de los autores:

Clara Andrea Rincon-Cortés: extraccion, purificacion, caracterizacion y evaluacion citotoxica del veneno obtenido

Edgar Antonio Reyes-Montafio: asesoria, purificacion y evaluacion del veneno y de las fracciones obtenidas en los procesos
de purificaciéon

Nohora Angélica Vega-Castro: asesoria en los temas de purificacion y evaluacién de citotoxicidad
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Purificacion parcial y actividad citotéxica del veneno de T. macrochirus

Conclusion: Peptides in the T. macrochirus scorpion venom showed cytotoxic activity on some tumor-
derived cell lines. We observed some degree of selectivity against other cell lines assessed.

Key words: Scorpion venoms; peptides/isolation & purification; neoplasms.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3265

El veneno de escorpion es una mezcla de enzimas,
proteinas, nucledtidos, sales, aminoacidos y pép-
tidos (Ayerbe S, Guerrero-Vargas JA, Rivas-Pava
MP. Introduccién a la toxicologia, importancia en la
conservacion de especies consideradas peligrosas
por ser venenosas. En: Polanco-Ochoa R, editor.
Manejo de fauna silvestre en Amazonia y Latino-
américa: seleccion de trabajos del V Congreso
Internacional. Bogota: CITES-Fundacién Natura.
2003. p. 381-5), que poseen caracteristicas far-
macoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas, las cuales
se han determinado y caracterizado estructural y
funcionalmente mediante técnicas bioquimicas,
como la cromatografia de exclusién (filtracién en
gel) (1), el intercambio iénico (2) y la cromatografia
de alta resolucién (HPLC), entre otras (3,4). La
determinacion de la secuencia de aminoacidos
se hace mediante la degradacion de Edman o
la espectrometria de masas (5); otras técnicas
incluyen ensayos de clonacion molecular (6-8).

Los péptidos estudiados hasta la fecha se han clasi-
ficado en dos grupos: aquellos unidos por medio
de puentes disulfuro (disulfide-bridged peptides,
DBP) (9-11), y aquellos sin puentes disulfuro (non-
disulfide-bridged peptides, NDBP) (12,13). Los DBP
poseen entre 30 y 70 residuos de aminoacidos y tres
o cuatro puentes disulfuro, con un peso molecular
entre 4 y 7 kDa, y se caracterizan por tener una
estructura alfa-hélice anfipatica, similar a otras
moléculas con actividad antimicrobiana (10,11).
En este grupo se encuentran las neurotoxinas,
las cuales actlan principalmente en los canales
i6nicos de sodio (Na'v), potasio (K*v), cloro (CI) o
calcio (Ca?'v) del sistema nervioso, bloqueandolos
o activandolos, y son las responsables de los sinto-
mas que produce la picadura de escorpién en los
mamiferos e insectos (9-11).
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Estos venenos también han servido para el desa-
rrollo de nuevos farmacos contra enfermedades,
como las canalopatias, o de herramientas para
estudios electrofisiologicos (11-13). Por ejemplo,
el péptido TsNP, purificado a partir del veneno de
Tityus serrulaus, con 21 residuos de aminoéacidos,
una masa molecular de 2,19 kDa y con un puente
disulfuro, se ha propuesto para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (4).

Los NDBP, por su parte, son de interés por sus
caracteristicas estructurales y funcionales, entre
las cuales se han determinado sus actividades
citolitica, inmunomoduladora, potenciadora de bra-
dicinina, antimicrobiana y anticancerigena (13-16).
Pocos péptidos anticancerigenos se han reportado;
sin embargo, en el veneno de T. discrepans se
detectaron las toxinas neopladina 1 y 2, capaces
de afectar células de carcinoma de seno humano
(SKBR3), uniéndose a su superficie e induciendo la
expresion de FasL y BcL-2 (17). Otro ejemplo son
los péptidos TSAP 1y 2, los cuales han demostrado
ser citotéxicos en diversas lineas celulares de
cancer (18).

Esta actividad se ha observado tanto en el veneno
de escorpién como en sus péptidos. En general,
estas sustancias inhiben el crecimiento celular
y la sintesis de ADN, e inducen la apoptosis en
células tumorales (16-18). Por ejemplo, el veneno
del escorpion Rhopalurus junceus es un agente
antitumoral en células epiteliales (19,20); el veneno
de Heterometrus bengalensis induce la apoptosis y
posee efectos antiproliferativos en lineas celulares
de leucemia humana (21), y los venenos de Buthus
martensii y Leirus quinquestriatus actian como
inhibidores del crecimiento de tumores cerebrales
primarios y gliomas, respectivamente (22,23).

En este contexto, en el presente estudio se puri-
ficaron parcialmente los péptidos presentes en el
veneno del escorpidn T. macrochirus (Pocock, 1897)
(figura 1) y se evalud su capacidad citotoxica en
diferentes lineas celulares provenientes de tumores.
La hipotesis del trabajo planteaba que la actividad
citotoxica del veneno de T. macrochirus depende
principalmente de aquellos péptidos con un rango de
peso molecular entre 3y 10 kDa. Este es el primer
estudio bioquimico del veneno de T. macrochirus,
especie endémica de Colombia (figura 2).
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David A. Hernandez-Mora, Bogota, D.C., Colombia

Figura 1. Tityus macrochirus, macho adulto de la vereda Placitas
del municipio de Fosca, Cundinamarca. Pertenece a la familia
Buthidae, género Tityus; el género es el mas abundante en
Colombia y causa el mayor nimero de casos de escorpionismo
en el pais.

David A. Hernandez-Mora, Bogota, D.C., Colombia

Figura 2. Tels6n ubicado en el Gltimo segmento del metasomaen
donde se encuentra el par de glandulas apocrinas productoras
del veneno; termina en un aguijon que es una espina hueca
caracteristica de los escorpiones de esta familia.
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Materiales y métodos
Obtencién del veneno

Se recolectaron 13 escorpiones de la especie
T. macrochirus (24) en el municipio de Choachi,
Cundinamarca, bajo el permiso otorgado en el
marco de recoleccion de especimenes de especies
silvestres de la diversidad bioldgica con fines de
investigacion cientifica no comercial, estipulado en
el Decreto 1376 de 2013 de la Autoridad Nacional
de Licencias Ambientales, ANLA, del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible.

El Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional de Colombia avalo la
realizacion de este proyecto en el acta 06 del 22 de
junio de 2015, en la cual se autoriz6 la recolecciéon
de los animales, su manejo en el laboratorio y la
extraccion del veneno, asi como la manipulacion de
las lineas celulares en un ambiente de bioseguridad
de nivel 1.

El veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica
con 10 a 20 voltios en la parte dorsal y en la glan-
dula productora de veneno de los escorpiones (25)
(figura 3). La muestra de veneno se recolecté en
tubos Eppendorf, se diluyd con agua desionizada
y se almacend a -20 °C (figura 4).

Cuantificacion de los pesos moleculares del
contenido proteico del veneno

La proteina total del veneno y la de las fracciones de
péptidos purificados se cuantificaron con el método
de &cido bicinconinico usando albumina sérica
bovina como referencia, segun el procedimiento
descrito por Smith, et al. (26). En la cuantificacion
se empled, asimismo, el método de absorcién en
la siguiente relacién: [Proteina mg/ml]= (1,56 x Abs
280 nm) — (0,76 x Abs 260 nm) (27). Sin embargo,
debido a la poca cantidad del veneno total y de
las fracciones parcialmente purificadas, el método
de acido bicinconinico no fue adecuado, pues
no permitié recuperar la muestra para ensayos
posteriores. El método de absorcion se escogid
como el mas apropiado, ya que se encontré6 una
buena correlacion entre este y el uso de &cido bicin-
coninico y, ademas, permitié reutilizar cada una de
las muestras en los ensayos posteriores. Por otra
parte, las muestras evaluadas eran traslicidas y
no se observaron interferencias en la region de 220
a 280 nm.

La determinacion y estimacion de los pesos molecu-
lares de los péptidos del veneno de T. macrochirus
se hicieron mediante electroforesis en gel de polia-
crilamida con dodecilsulfato sddico (Sodium Dodecy!
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David A. Hernandez-Mora, Bogota, D.C., Colombia

Figura 3. Forma de manipulacion del escorpién para la
extraccion del veneno por medio de estimulacion eléctrica. La
pinza ayuda a no lastimar al escorpion y a evitar accidentes en
su manipulacion.

David A. Hernandez-Mora, Bogotd, D.C., Colombia

Figura 4. Gota de veneno producida por el escorpion Tityus
macrochirus después de la estimulacion eléctrica.

Purificacion parcial y actividad citotéxica del veneno de T. macrochirus

Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-
PAGE), en condiciones desnaturalizadas, usando
geles con 15 % de concentracion de acrilamida
(T) (28). La tincidn se hizo con Instant Blue®, y los
geles se analizaron usando el programa Quantity
One 4.6.7.

Purificacién parcial de los péptidos presentes
en el veneno

Teniendo en cuenta los pesos moleculares de
algunos péptidos (1,2,4,29), inicialmente se analizd
en gel de Bio-Gel P-30°, empleando 12,5 ml de
soporte en una columna de 1,0 cm x 2,6 cm. La
elucion se hizo con solucion tampén fosfato salino
(PBS) 1X, manteniendo un flujo de 0,3 mil/minuto.
El seguimiento de la purificacion se hizo mediante
lecturas de absorbancia a 220 y 280 nm. De
acuerdo con los perfiles obtenidos, se recolectaron
las diferentes fracciones y se les determiné la con-
centracion de proteina (26), y se evaluaron por
SDS-PAGE (27) y RP-HPLC (1,2,4,29). También se
hicieron ensayos de cromatografia de intercambio
ibnico con DEAE-Sepharosa (1,2). La elucién se
realiz6 en forma discontinua, empleando un gra-
diente de cloruro de sodio (NaCl) a partir de 150
mM y hasta 550 mM en PBS 1X.

Los péptidos también se purificaron parcialmente
por ultrafiltracion, empleando el sistema de Amicon®
Ultra-0,5 y membranas con un tamafio de poro
de 10 y 3 kDa. La muestra de veneno total se
centrifugd a 12.000 rpm durante 40 minutos en el
Amicon® Ultra-0,5 de 10 kDa, el difusato se paso
al Amicon® Ultra-0,5 de 3 kDa y se centrifugd a
12.000 rpm durante 80 minutos. Posteriormente,
se determind la concentracion de proteina de
cada una de las fracciones obtenidas (difusatos y
retentatos) mediante el método de absorcion (27),
y se evaluaron con RP-HPLC (1,2,4,29).

Se emple6 la RP-HPLC en el veneno total y en las
fracciones obtenidas con los métodos cromatogra-
ficos y de ultrafiltracion con Amicon®. Se emple6 una
columna C18 con dimensiones de 4,6 x 150 mm,
un gradiente lineal del solvente B (TFA al 0,05 %
en acetonitrilo) de 5 a 50 % en solvente A (acido
trifluoroacético, TFA, al 0,05 % en agua) durante
50 minutos (1-3,5,14,17,29,30).

Actividad bioldgica del veneno total y los
péptidos parcialmente purificados

Con el veneno total se evalud el grado de cito-
toxicidad frente a lineas celulares provenientes de
células tumorales de colon (HT-29, obtenidas de
tejido de colon humano, con morfologia epitelial,
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de propiedades adherentes, y adenocarcinoma
colorrectal) (31); de cuello uterino (SiHA, obtenidas
de tejido de cuello uterino humano, con morfologia
epitelial, de propiedades adherentes, y carcinoma
de células escamosas grado Il; HeLa, obtenidas
de tejido de cuello uterino humano, con morfologia
epitelial, de propiedades adherentes y adenocar-
cinoma) (31); de seno (MDA-MB231, obtenidas de
tejido de glandula mamaria derivado del lugar de la
metastasis, con derrame pleural, morfologia epitelial,
de propiedades adherentes, y adenocarcinoma)
(31); de préstata (PC3, obtenidas de tejido de
prostata derivado del sitio de metéstasis en hueso
de humano, con morfologia epitelial, de propiedades
adherentes, y adenocarcinoma de grado 1V) (31), y
de pulmén (A549, obtenidas de tejido de pulmon de
humano, con morfologia epitelial, de propiedades
adherentes y carcinoma) (31). Como control, se
empled una linea celular normal de pulmoén con
células adherentes del tipo de fibroblastos (MRC-5)
(31). El cultivo celular se realiz6 en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), con 10 % de
suero fetal bovino y 1 % de antibiético-antifiungico
a37°Cy5%de CO, (17,32).

Se hicieron ensayos por triplicado sembrando
10.000 células por pozo y dejandolas sincronizar
durante 24 horas. La muestra de veneno se
sembré en un rango de concentracién de 100 a0
pg/m. Ademas, la linea celular HelLa se trat6é con
el veneno total en un rango de concentraciones
de 50 a 1 pg/ml; también, se evalud la fraccién de
péptidos parcialmente purificados en un rango de
56 a 2,8 pg/ml. En cada linea celular evaluada, se
empled un control con el mismo tratamiento des-
crito, pero empleando DMEM en lugar de veneno
o fracciones en el paso correspondiente (células
sin estimulo).

Las células tratadas con estimulo y sin este, se
incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5 % de
CO,, y posteriormente se determind el porcentaje
de viabilidad celular usando el método MTT. Se
emplearon 20 pl de la solucién de MTT con una
concentracion de 0,5 mg/ml y se adicionaron 200 pl
de DMEM en cada pozo. Las placas se incubaron
durante tres horas a 37 °C, 5 % de CO, y 95 % de
humedad. Una vez transcurrido este tiempo, se retird
la solucién y se agregaron 200 pl de dimetilsulféxido
(DMSO) a cada pozo, se incub6 cada placa a 37 °C
durante 15 minutos para disolver los cristales forma-
dos y se ley0 la absorbancia a 540 nm (32).

Como control, se emplearon células sin el veneno
ni la fraccion de péptidos para determinar el 100 %
de viabilidad celular. Los datos se analizaron por
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regresion y analisis de varianza de un factor
mediante ANOVA en cada linea celular, con el
paquete estadistico de SPSS® de IBM, considerando
un nivel de significacion de 0,01.

Resultados

Pesos moleculares del contenido proteico del
veneno

Se recolectaron 200 pl de veneno diluido en agua
desionizada proveniente de 13 individuos de T.
macrochirus después de seis extracciones y un
promedio de 3 pul por extracciéon y por individuo
(figura 5), con una concentracion de proteina total
de 1,75 mg/ml determinada con el método del
acido bicinconinico y 1,87 mg/ml con el método
espectrofotométrico. Teniendo en cuenta la proxi-
midad de estos dos valores y dada la poca cantidad
de la muestra, se decidid continuar la cuantifica-
cion con el método espectrofotométrico y se partié
de un valor inicial de muestra de 1,81 mg/ml,
correspondiente a la media de las concentraciones
obtenidas mediante los dos métodos evaluados; la
cantidad inicial de proteina total fue de 360 pg.
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Figura 5. Recoleccion del veneno en una caja de Petri estéril. El
volumen aproximado después de cada estimulo es de 3a 5 pl.
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Aplicando el método de electroforesis al veneno
total, se observaron proteinas con un peso molecular
entre 100 y 27 kDa, y péptidos entre 10 y 3 kDa; en
este ultimo rango, se pudieron observar seis bandas
correspondientes a pesos moleculares compren-
didos entre los 10,5y los 4,6 kDa, dependiendo de
la movilidad electroforética comparada con el patron
de peso molecular (figura 6).

Purificacion parcial de los péptidos presentes
en el veneno

Considerando los pesos estimados por electro-
foresis y los resultados reportados por Possani, et
al. (1), y Pimenta, et al. (28), la filtracién se hizo en
gel Bio-Gel P30. Se sembraron 90 pg de proteina
total del veneno y se obtuvieron tres fracciones
(figura 7A), de las cuales la primera correspondid
al volumen muerto de la columna (3 ml) y, las otras
dos, al rango de inclusion de esta: alos 5 ml con una
concentracion de 0,52 mg/mly alos 13 ml con una
concentracién de 0,069 mg/ml. El andlisis de cada
una de las fracciones con SDS-PAGE y RP-HPLC
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Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE (tris-tricina) de la muestra
de veneno total de T. macrochirus. Se observa la presencia de
polipéptidos y péptidos en el veneno total; los pesos de interés
corresponden a péptidos con un rango de 10 a 3 kDa. Carriles 1, 2
y 3: muestras de veneno total con concentraciéon de 18, 1,2y 0,61
Ug, respectivamente. MP: patrén de peso molecular. Las letras
a a f representan las bandas de posibles péptidos de interés.
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no evidencié bandas ni sefiales especificas que
permitieran determinar la presencia de péptidos
en ninguna de ellas (no se muestran los datos).

De forma similar, en la cromatografia de intercambio
i6nico, se sembraron 170 pg de proteina total y
se obtuvieron 13 fracciones (figura 7B), aunque
solo dos de ellas presentaron una absorbancia
significativa (fracciones obtenidas con 150 mM y
250 mM de NaCl en una concentracién de 0,62
mg/mly 0,47 mg/ml, respectivamente).

Por otra parte, al centrifugar 572,48 ug de veneno
total en Amicon Ultra-0,5° (Bio-Rad), con un tamafio
de exclusién de 10 kDa, se obtuvo un difusato con
una concentracién de proteina de 0,101 mg/ml;
este difusato se traté con Amicon Ultra-0,5% (Bio-
Rad), con un tamafio de exclusién de 3 kDa, y se
centrifugd, con lo cual se obtuvieron un retentato
con concentracion de proteina de 0,28 mg/ml y
un difusato de 0,020 mg/ml. Estas fracciones se
evaluaron mediante RP-HPLC y se observaron
varias sefales con el retentato en Amicon Ultra-0,5
® (Bio-Rad), y con un tamafio de exclusion de 3
kDa, fraccién que se denominé VTnP (péptidos
del veneno de T. macrochirus); 12,5 pg de la
fraccion VTnP permitieron detectar al menos siete
componentes con tiempos de retencién de 16,04,
16,83, 16,99, 17,75, 20,46, 21,67 y 22,28 minutos
(figura 8), mientras que, con 18 ug de veneno total,
se observaron 19 componentes (figura 9).

En conclusion, los péptidos presentes en el veneno
del escorpion se encontraron en el rango completo
de tiempos de retencién y no en una zona del
perfil cromatografico obtenido con el veneno total
(figuras 8 y 9). Especialmente interesante resultd
observar las fracciones obtenidas en los tiempos
de retencion de 16, 04, 20, 46 y 22, 28 minutos del
perfil cromatogréfico de la fracciéon VTnP.

Actividad biologica del veneno total y los
péptidos parcialmente purificados

A las 24 horas se observo una disminucion en la
viabilidad de todas las lineas celulares empleadas,
con un mayor efecto en la linea PC3, cuya viabilidad
disminuy6 a 28 % con 50 pg/ml de veneno total
comparada con la de control. En cuanto a la HT-29,
su viabilidad con la misma concentracion de veneno
fue cercana al 50 %. En las otras lineas celulares no
se logré un valor de viabilidad igual o menor al 50
% con esta concentracion; especificamente para la
A549, dicho valor fue cercano a 62 %, seguido de la
MDA-MB231 y la SiHa, las cuales presentaron una
viabilidad de 73 y 89 % con esta misma concentra-
cién de veneno, respectivamente (figura 10).
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Figura 7. Perfil cromatogréfico de una muestra de veneno total de T. macrochirus en columna abierta. A. Perfil cromatogréafico de
filtracion en gel con soporte de Bio-Gel P30, la linea azul corresponde a la absorbancia de 220 nmy, la verde, a la de 280 nm. B. Perfil
cromatografico de intercambio iénico con soporte de DEAE-Sepharosa, la linea azul corresponde a la absorbancia de 220 nmyy, la roja,
a la de 280 nm. Los valores de 250 mM a 550 mM corresponden a la concentracion de NaCl empleada durante la cromatografia.
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Figura 8. Perfil cromatogréafico con RP-HPLC del veneno total
de T. macrochirus. Se emplearon 0,018 mg de proteina total
del veneno en un método lineal en fase inversa a partir de 5 %
y hasta 50 % de ACN-0,05 % TFA durante 50 minutos, con
deteccion a 210 nm-UV.

En ensayos previos, se habia obtenido una dismi-
nucion de 20 % en la viabilidad de la linea celular
HelLa (80 % de viabilidad) con una concentracion
de 50 pg/ml de veneno total (no se muestran los
datos), en tanto que con 56 pg/ml de la fraccion
VTnP, la viabilidad celular fue de 60 %; en este
ultimo caso, la disminucién de la viabilidad tuvo una
variacion lineal con respecto a la concentracion de
la fraccion VTnP utilizada (figura 11).

En el caso de la MRC-5, una linea celular de
fibroblastos, la viabilidad se mantuvo por encima
del 85 % en las concentraciones usadas, lo cual
indicaba que el veneno podria tener efecto sobre
células transformadas y no sobre células normales
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(figura 10). A pesar de existir una diferencia entre
el porcentaje de viabilidad obtenido en esta linea
celular y los controles de todas las lineas celulares
usadas, dicha diferencia no fue significativa (cuadro
1), por lo que se considerd que el veneno no tenia
efecto sobre dicha linea celular.

Segun el andlisis estadistico (cuadro 1), los resul-
tados presentados en la figura 10 evidenciaron una
diferencia estadisticamente significativa en todas
las concentraciones del veneno usadas en las lineas
celulares PC3 y HT29, lo cual indica que incluso la
concentracion mas baja utilizada (10 pg/ml) afecto
su viabilidad celular. En el caso de las lineas MDA-
MB31 y A549, la concentracién mas baja no tuvo
un efecto significativo sobre la viabilidad celular,
pero al usar 25 pg/ml y concentraciones mas altas,
se encontraron diferencias significativas indicativas
del efecto téxico del veneno en cada una de estas
lineas. Un efecto menor se observo sobre la SiHa,
en la cual solamente la concentracion mas alta
(100 pg/ml) tuvo un efecto significativo sobre la
viabilidad celular.

Estos resultados se observaron al comparar el
valor obtenido de las lineas celulares de control (sin
estimulo) con el de las lineas celulares sometidas
al estimulo (cada una de las concentraciones del
veneno), partiendo de la hipétesis nula de que
el estimulo no tenia efecto sobre la viabilidad de
las lineas celulares comparadas con las lineas
de control, con un valor de p<0,01 para rechazar
la hipotesis.
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Figura 9. Perfil cromatografico con RP-HPLC de la fraccion
VTnP o retentato obtenido de la ultrafiltracion con Amicon Ultra-
0,5, con una membrana NMWL de 3 kDa. Se emplearon 0,0125
mg de proteina total con un método lineal en fase inversa a partir
de 5 % y hasta 50 % de ANC-0,05 % TFA durante 50 minutos,
con deteccién a 210 nm.
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Figura 10. Comparacion del porcentaje de viabilidad celular de
cada linea celular con respecto a la concentracion de veneno
total de T. macrochirus (el analisis estadistico se presenta en
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Figura 11. Efecto de la variaciéon de la concentracion de la frac-
cion del péptido parcialmente purificado (VTnP) del veneno de
escorpién T. macrochirus en la viabilidad de la linea celular HeLa
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Cuadro 1. Determinacion de la significacion estadistica de los
resultados obtenidos en las pruebas de actividad bioldgica del
veneno de T. macrochirus. Andlisis de varianza de un factor en
el cual los valores de p<0,01 determinaban el efecto del veneno
en la viabilidad celular de las lineas ensayadas

Linea Concentracion del veneno (pug/ml)
celular

0 10 25 50 100
MRC-5 0,219 0,297 0,398 0,471 0,294
SiHa 0,201 0,058 0,061 0,018 <0,01
MDA-MB231 0,209 0,071 <0,01 <0,01 <0,01
A549 0,178 0,011 <0,01 <0,01 <0,01
PC3 0,211 <0,01 <0,01 <0,01 ND
HT29 0,196 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

ND: no se determind.

Discusidén

El método de extraccion utilizado demostré ser
mas eficiente que los métodos manuales usados
preliminarmente, ya que permiti6 obtener mayor
cantidad de veneno, disminuir el tiempo de mani-
pulacién del animal, realizar las extracciones de
veneno varias veces en cada individuo y dismi-
nuir la posibilidad de contaminacion de la muestra
obtenida (25). Asimismo, con este método se
obtuvo un veneno con un perfil electroforético bien
definido (figura 6) y similar a lo reportado para otras
especies de escorpiones (1,2,25,29,33).

Los pesos moleculares de los péptidos de interés
presentes en el veneno de T. macrochirus fluc-
tuaron entre 3,5 y 10 kDa (figura 6), lo cual es
caracteristico de otros venenos de escorpiones
pertenecientes al mismo género. En general, se ha
encontrado que los venenos de escorpiones tienen
péptidos con pesos moleculares en un rango de 2
a 14 kDa, y que estos poseen gran similitud entre
sus secuencias de aminoacidos (33-35).

Dada la variabilidad reportada previamente de los
pesos moleculares y los puntos isoeléctricos de los
componentes del veneno de diferentes especies del
género Tityus, para la purificacién de sus péptidos
se han usado métodos cromatogréaficos como la
filtracién en gel y el intercambio iénico (1,2,29,33),
por lo que fueron estos los métodos inicialmente
empleados en este estudio. Sin embargo, a pesar
de que en los resultados obtenidos se muestran
fracciones con una absorbancia significativa (figura
7 Ay B), no se lograron detectar péptidos por elec-
troforesis. Es importante mencionar que la cantidad
de veneno total usada fue muy poca (90 ug) y que,
si se considera la dilucién que sufrié la muestra de
veneno durante la eluciéon en las cromatografias
en columna abierta, se obtuvo muy poca cantidad
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de cada una de las fracciones separadas, por lo
gue muy seguramente se logré un valor menor a la
sensibilidad de la tincién empleada (InstantBlue™,
5 ng de proteina).

El método de centrifugacion con Amicon Ultra-0,5®
se seleccioné debido a su capacidad de separacion
y concentracion dependiendo del tamafio de la
biomolécula, el cual viene dado por el tamafio del
poro de la membrana utilizada. En este caso, dado
gue el objetivo era obtener fracciones de péptidos
de un tamafio menor de 10 kDa, se usaron dos
membranas con un limite de separacion entre 3 y
10 kDa. Los resultados obtenidos en el retentato y
el difusato con la membrana de 3 kDa (0,448 mg
y 0,11 mg, respectivamente), permiten asegurar
que el rango de peso molecular de la mayoria de
los péptidos encontrados en este veneno fluctuaba
entre 3y 10 kDa.

La RP-HPLC del veneno total (figura 8) presento
sefiales similares a las obtenidas para otros vene-
nos de escorpiones de la misma familia, las cuales
difirieron principalmente en su cantidad, ya que en
el presente estudio se detectaron claramente 19
sefiales y en otros se han reportado mas de 20
sefiales (3,29,34,35). Sin embargo, las sefales
encontradas entre los 21 y los 25 minutos de
retencion (figura 8), cuya resolucion no fue muy
buena, fueron similares a las reportadas con acti-
vidad antimicrobiana (35) y anticancerigena (17)
en venenos provenientes de escorpiones de la
misma familia. Esto podria indicar que algunos
péptidos del veneno de T. macrochirus tienen un
comportamiento similar en la HPLC al de otros ya
reportados con actividad biolégica.

En cuanto a la fracciéon VTnP, se obtuvo un perfil
cromatografico (figura 9) similar al del veneno total
(figura 8), aunque se evidencié una disminucién
en el numero de sefiales (siete en total), lo que
claramente indica la separacién de varios de los
componentes del veneno total. Asimismo, en este
perfil se observé una mejor separacion de algunos
de los componentes presentes en el rango de 21
a 25 minutos de retencion, lo cual lo relacionaria
aun mas con péptidos reportados previamente
con actividad antimicrobiana o anticancerigena
(3,19,29,34,35).

Los resultados evidencian, asimismo, que el método
de ultrafiltracién con Amicon fue eficiente y selectivo
para la purificacion parcial de los péptidos del veneno
de T. macrochirus. También, puede sefalarse que
los componentes proteicos del veneno de diferentes
géneros y especies de escorpion varian en cuanto a
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la cantidad de péptidos o proteinas, pero mantienen
su similitud estructural (3,5,7,11,28,33-36), lo cual
sugeriria una actividad biolégica especifica en los
péptidos del veneno de T. macrochirus.

Por ultimo, los ensayos de citotoxicidad se hicieron
en lineas celulares provenientes de tumores y en
una linea celular sana como control, con el fin de
comprobar el efecto del veneno en tumores y su
selectividad frente a células de tumor o sanas.

El veneno total de T. macrochirus redujo la viabi-
lidad de las cinco lineas celulares provenientes de
tumores, con un nivel de significacion de p<0,01, y
las mas afectadas fueron las lineas PC3 y HT-29
(figura 10). Resultados similares se han obtenido
con elveneno de T. serrelatus, con efecto citotoxico
comprobado en lineas celulares de cancer de
prostata, pulmon, seno 'y glioblastomas (18). En este
sentido, Guo, et al. (18), sintetizaron dos péptidos
(TsAP-1 y TsAP-2) presentes en el veneno de T.
serrelatus y evidenciaron que el primero de ellos
tenia mayor citotoxicidad en células de carcinoma
de pulmén, en tanto que el segundo tenia mayor
efecto en células de cancer de prostata.

Con base en ello, podria inferirse que en el veneno
de T. macrochirus podria haber un péptido similar al
TsAP-2 de T. serrelatus. Estos resultados también
tendrian relacién con los componentes peptidicos
del veneno de T. discrepans (17), ya que el veneno
de T. macrochirus no disminuy0 la viabilidad celular
en la linea MRC-5, pero si en las derivadas de car-
cinoma (figura 10, cuadro 1).

Asi, podria predecirse que los componentes pep-
tidicos del veneno de T. macrochirus actian por
tres vias diferentes: 1) por bloqueo de un canal
especifico (37); 2) por inhibicion del crecimiento
de la célula cancerigena en la unién a un sitio
especifico diferente al del canal i6nico (38), y 3)
por activacion intracelular de las vias que inducen
la apoptosis (39).

Con base en los resultados del presente estudio,
el veneno de T. macrochirus puede ser selectivo
y poseer citotoxicidad diferencial, pues se requirio
una concentracion diferente de proteina para
generar un efecto citotdxico determinado (figura 10).
Segun lo descrito por otros investigadores, esta es
una caracteristica general de diferentes venenos de
escorpion: por ejemplo, se ha determinado que el
veneno de Rhopalurus junceus es selectivo frente a
células cancerosas de pulmén (40); la clorotoxina,
purificada del veneno de Leiurus quinquestriatus
(41), es especifica para células de glioma (42) y
se la ha propuesto como una alternativa para el
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reconocimiento de otro tipo de células cancerosas
con base en ensayos con nanoparticulas que per-
mitieron reconocer ganglios positivos para linfoma
de cancer de mama, prostata y testiculo (43,44);
el veneno de Androctonus crassiacauda, por su
parte, resulto selectivo para la linea celular BC3H1
(45) (13,17-23,29,45).

Al observar que el veneno de T. macrochirus redujo
la viabilidad de las células de tumores de cuello
uterino (SiHa) en un 50 %, se hizo un nuevo ensayo
con otra linea de tumor de cuello uterino (HelLa)
(no se muestran los datos), cuyos resultados se
asemejan a la actividad del veneno total de R.
junceus (40), y reafirmarian que el veneno de T.
macrochirus es selectivo frente a lineas celulares de
tumor especificas. Sin embargo, al evaluar el efecto
de la fraccion peptidica obtenida por la purifica-
cién (VTnP) en estas lineas celulares, se encontré
gue una concentracibn mayor incrementaba su
efecto citotoxico en la linea HelLa (figura 11), lo cual
sugiere que la eliminacion de ciertos componentes
presentes en el veneno total potenciaria el efecto
de algunos de los péptidos de la fraccion VTnP.

Con base en los resultados descritos, es posible
concluir que el componente peptidico del veneno
de T. macrochirus tuvo actividad citotdxica en las
lineas celulares evaluadas, lo cual se ha observado
también en péptidos purificados y sintetizados a
partir de otros venenos de escorpion, por lo cual se
han empezado a considerar como una alternativa
para el disefio y la elaboracion de nuevos agentes
terapéuticos (13,16,18,43-51). De ahi la necesidad
de separar completamente algunos de los péptidos
de este veneno y evaluar el efecto que cada uno
de ellos produce en las diferentes lineas celulares
evaluadas para determinar plenamente el respon-
sable de cada uno de los efectos observados.
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Introduccidn. La prevalencia de talla baja en Colombia es de 10 %, aproximadamente. En el 2009, la
International Skeletal Dysplasia Society incluyd 456 condiciones clinicas en su clasificacion, con base
en criterios bioquimicos, radiolégicos y moleculares para su diagnéstico.

Obijetivo. Analizar las variables demograficas, epidemioldgicas y clinicas en un grupo de pacientes
con enfermedades genéticas del esqueleto, remitidos al Instituto de Ortopedia Infantil Roosevelt.
Materiales y métodos. Se analizaron pacientes remitidos entre el 2008 y el 2014, con 167 diagnosticos
relacionados con enfermedades genéticas del esqueleto seguin la Clasificacién Internacional de
Enfermedades, version 2010 (CIE-10). Se exploraron las variables demograficas, epidemioldgicas
y clinicas empleando estadistica descriptiva. Se generdé una puntuacion para las intervenciones
gue contemplé las combinaciones de tratamientos, y se analizaron las variables mediante la prueba
t de Student.

Resultados. El motivo de consulta mas frecuente fue por sospecha de enfermedad genética del esqueleto.
Entre los tipos de tratamiento, se consideraron los de soporte, los quirdrgicos, el farmacologico y la
‘ortesis’, y se pudo establecer que los pacientes con enfermedades genéticas del esqueleto obtenian
puntajes mayores en la variable de intervencion y menores en las de talla alta y baja.

Conclusiones. El diagnéstico de la mayoria de los pacientes remitidos respondia a enfermedades
genéticas del esqueleto, talla baja y otras enfermedades genéticas monogénicas. Se encontraron
diferencias significativas entre la edad de inicio de los sintomas y la de diagnéstico, asi como diversos
enfoques terapéuticos. Hubo menos intervenciones en los pacientes con talla alta y baja, lo cual podria
alertar sobre la necesidad de reevaluar las necesidades terapéuticas de este grupo.

Palabras clave: enfermedades del desarrollo 6seo; esqueleto; genética; estatura; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.2980

Characterization of patients with skeletal genetic diseases in a Colombian referral center

Introduction: Short height in Colombia has an estimated prevalence of 10%. The 2009 Nosology
and Classification of Skeletal Genetic Diseases described 456 clinical conditions using biochemical,
molecular and radiological criteria for diagnosis.

Objective: To analyze demographic, epidemiological and clinical variables in a group of patients with
skeletal genetic diseases referred to the Instituto de Ortopedia Infantil Roosevelt.

Materials and methods: Patients referred between 2008 and 2014 were analyzed filtering 167
diagnoses of the International Classification of Diseases, 10" revision (ICD 10), related to skeletal
genetic diseases. Demographic, epidemiological and clinical variables were explored using descriptive
statistics. An intervention score was generated contemplating different combinations of treatments. An
inferential statistical analysis using Student’s t test was performed on such variables.

Results: The most frequent reason for consultation was suspicion of a genetic skeletal disorder. The
types of treatments considered included support, surgical, pharmacological and orthotics, and it was
established that genetic skeletal disorders were associated with higher intervention scores while tall
and short height showed a lower score.

Conclusions: Most referred patients were classified with genetic bone diseases, short stature and
other monogenic genetic diseases. Significant differences were found between the age at symptoms
onset and the age of diagnosis. Diversity was found in the therapeutic approach among different groups
of pathologies. Patients with tall and short height showed lower intervention scores, which may warn on
the need to reassess the therapeutic requirements of these groups.

Key words: Bone diseases, developmental; skeleton; genetics; body height; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.2980
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La talla baja tiene una prevalencia en la poblacion
general de 2 a 5 % (1,2). Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia de nifios
con déficit de altura ha venido reduciéndose. En
Suramérica, esta tendencia también se ha reflejado
en la reduccion de su frecuencia de 25,1 a 9,3 %,
entre 1980 y 2000 (3). En el 2005, la prevalencia
de talla baja reportada en Colombia fue de 13,9 %,
aproximadamente, sin discriminar segun su etiologia
(4), en tanto que se redujo a 10 % en el 2010 (5).

Esta condicion es una de las preocupaciones més
frecuentes en los servicios de salud pediatricos
de endocrinologia, gastroenterologia y ortopedia,
entre otras especialidades (6,7), y es la segunda
causa de consulta en genética en Colombia (8 %
de los pacientes atendidos) (8). La talla baja se
define clinicamente como una estatura por debajo
de -2 desviaciones estandar, o menor al percentil 3,
para la edad y el sexo, con respecto a la poblacion
general (1,9).

Existen multiples clasificaciones de la talla baja,
por ejemplo, la divisién entre no patoldgica (talla
baja familiar y constitucional) y la patoldgica (10).
La European Society for Paediatric Endocrinology
(ESPE) subdivide esta Ultima en tres categorias:
falla primaria del crecimiento, falla secundaria del
crecimiento y talla baja idiopatica (11). En la primera
categoria, se describen los sindromes clinicamente
definidos, el grupo de pequefios para la edad de
gestacioén con fallas en el patron de recuperacion
del crecimiento y las displasias esqueléticas.

A partir de la creacion de la International Skeletal
Dysplasia Society (ISDS) en 1999, se constituyo
un comité ad hoc encargado de la estandarizacién
clinica, radioloégica y molecular de estas displasias
esqueléticas (12,13). En la reunion de expertos
de agosto de 2009 se elabord la nosologia y la
clasificacién de las enfermedades genéticas del
esqueleto, describiendo 456 condiciones clinicas
organizadas en 40 grupos, con base en criterios
bioquimicos, radiolégicos y moleculares, con el fin
de establecer una lista de referencia que sirviera
de respaldo en el proceso de diagndstico (14).

Dadas las limitaciones de informacién regional
y local sobre algunas variables clinicas de los
pacientes con talla baja y enfermedades genéticas
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Caracterizacion de pacientes con enfermedades genéticas del esqueleto

del esqueleto, el objetivo de este estudio fue
analizar dichos elementos en un grupo poblacional,
mayoritariamente de nifios, remitidos a un centro
especializado en enfermedades osteomusculares,
y compararlos con algunos de los reportados en la
literatura cientifica mundial.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio retrospectivo en el cual se
analizaron los pacientes remitidos entre el 2008
y el 2014 a consulta externa y hospitalizacion en
esta institucion. Como filtro inicial, se tomaron
167 diagnodsticos de la CIE-10 relacionados con
enfermedades genéticas del esqueleto, con lo
cual se seleccionaron 3.204 historias clinicas; de
estas, se escogieron las de aquellos pacientes que
acudieron a valoracién genética, lo cual resulté en
un namero de 477 pacientes, cuyos registros se
revisaron y se encontraron 35 con datos incom-
pletos, por lo cual no se consideraron para el
estudio. Por consiguiente, en total, se incluyeron
442 pacientes.

Se encontraron 289 motivos diferentes de consulta,
dificiles de enmarcar en alguna de las clasificaciones
clinicas mencionadas y, por ello, se establecieron
siete categorias discrecionales para agruparlos y
asi facilitar el analisis:

1) hallazgos clinicos no relacionados con la talla,
2) otros problemas esqueléticos,

3) sospecha de cromosomopatia,

4) sospecha de enfermedad genética del esqueleto,

5) sospecha de otras enfermedades genéticas
monogénicas,

6) talla alta, y
7) talla baja.

Ademas, se establecié una puntuacion para los
tipos de intervencion, que contemplé las combi-
naciones de tratamientos en una ponderacion
discrecional (ninguno=0; soporte=1; ‘ortesis’=1;
farmacoldgico=2; quirirgico=5). También, se valoro
el uso de estudios diagndsticos especificos para la
enfermedad sospechada, su posible mecanismo
de herencia y la presencia de antecedentes fami-
liares asociados.

Posteriormente, para una mejor comprension de
sus condiciones y para establecer relaciones entre
las variables analizadas, se caracteriz6 a la pobla-
cion mediante las siguientes técnicas de andlisis
exploratorio de datos:
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a) andlisis estadistico unidimensional con cuadros
de salida para las variables de sexo, edad de inicio
de sintomas y de diagnéstico, motivo de consulta,
diagnéstico y tratamiento;

b) andlisis estadistico bidimensional, con el cual
se relacionaron las diferentes variables del estudio
(sexoy edad, edad y motivos de consulta, diagnéstico
y cirugias); ademas, se hicieron pruebas de diferen-
cia de medias entre la agrupacion de los pacientes
por motivo de consulta y por diagnostico, y

c) andlisis de correspondencias simples para
determinar la homogeneidad entre las variables
y las agrupaciones de los pacientes segun los
diagndsticos y los tratamientos (motivo de consulta
y diagnéstico final, diagnostico final y la puntuacion
de la intervencion), mediante la prueba de ji al cua-
drado de Pearson, con el fin de analizar la correlacion
entre estas variables. Los andlisis estadisticos se
hicieron con el programa SPSS®, version 22.

Consideraciones éticas

El manejo de la informacion obtenida de la base
de datos del Instituto de Ortopedia Infantil Roosevelt
obedeci6 a estandares de confidencialidad y priva-
cidad. Este trabajo fue debidamente aprobado por el
Comité de Etica e Investigacion de esta institucion.

Resultados

Se analizaron 442 individuos, 198 mujeres (44,7 %)
y 244 hombres (55,2 %), provenientes en su gran
mayoria de Cundinamarca (80,5 %) y, especifica-
mente, de Bogota (74,4 %); otros sitios de remision
fueron los departamentos de Tolima (5,2 %) y
Boyaca (2,7 %).

La condicion mayoritariamente diagnosticada en
esta poblacion por los médicos consultados fue
el enanismo (16,9 %) (codigo E34.3 de la CIE-
10: “no clasificado en otra parte”), seguido por
sindromes de malformaciones congénitas asocia-
das principalmente con estatura baja (16,4 %)
(Q871 de la CIE-10), otros trastornos del desarrollo
y crecimiento éseo (10,61 %) (M892 de la CIE-10)
y neurofibromatosis (9,93 %) (Q850 en la CIE-10).

La media de la edad de inicio de los sintomas fue
de 2,58 afios (intervalo de confianza, IC: + 4,88).
La mayoria de los pacientes presento los sintomas
desde el momento del nacimiento (42,7 %), grupo
seguido por la aparicion de sintomas entre 0y 1
afio de edad (18 %), y entre 1 y 3 afios (14 %)
(cuadro 1). En la historia clinica de 15,3 % de los
pacientes, se reportaba la aparicién de sintomas
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prenatales y no se encontraron diferencias entre
los sexos con relacion a este item (no se presentan
los datos).

La media de edad de la impresidn diagndstica fue
de 6,3 afios (IC: + 6,1). En el 7 % de los pacien-
tes el diagnéstico se produjo en los 12 primeros
meses de vida, en el 32 %, entre el primero y el
quinto afio de vida, y en el 44,6 %, a partir de los
5 afios (cuadro 1). En la figura 1 se presenta el
amplio espectro de frecuencia de los sintomas
e impresiones diagndsticas en todas las franjas
etarias analizadas. Al comparar la edad de inicio
de los sintomas con la de la impresion diagnéstica,
se observod una gran variabilidad entre ellas (figura
2), con diferencias significativas entre las edades
promedio de una y otra (cuadro 1).

Los motivos de consulta mas frecuentes en esta
poblacién fueron la sospecha de una enfermedad
genética del esqueleto (30 %), la talla baja (26 %)
y otros problemas esqueléticos (19 %) (cuadro 2).

Al revisar las categorias de diagnéstico confirmado
y sospecha, se encontré que en 42 % de la pobla-
cion se habia registrado la enfermedad genética
del esqueleto, seguida por la talla baja en el 20 %
y otras enfermedades genéticas monogénicas en
el 14 % (cuadro 2y figura 3).

Cuadro 1. Sexo, edad de inicio de sintomas y edad de la impresién
diagnéstica

Caracteristica Mujer Hombre Total p
n%)  n%) (%)
Sexo 198 (44,7) 244 (55,2) 100 0,21863338
Edad de inicio de los
sintomas (afios)
Congénita 89 (45) 100 (41) 43
0al 36 (18) 44 (12) 18
l1a3 28(14) 34(14) 14
3a5 8 (4) 15 (6) 5
5a10 21(11) 25(10) 10
10a15 11 (6) 18 (7) 7
Méas de 15 5 (3) 8 (3) 3
Media 2,583  0,0256
Desviacion estandar 4,88
Edad al diagndstico
(afios)
Congénita 4 (09 4 (09 1,80
0al 44 (9,9) 52 (11,7) 21,70
la3 39 (8,8) 55(12,4) 21,20
3a5 19 (4,3) 28 (6,3) 10,60
5a10 51 (11,5) 44 (9,9) 21,40
10a15 31 (7) 47(10,6) 17,60
Més de 15 11 (25 14 (3,2 5,60
Media 6,308 0,0193
Desviacion estandar 6,104
Edad de inicio de 3,556

sintomas Vs. edad
al diagnéstico
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a. Motivo de consulta

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Oal
afios

Congénita Entrely Entre3y Entre5y

3 afios 5 afios 10 afios

b. Diagnostico final
100% 0%

90%

25%

80% 15%

10%
70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

Entrely Entre3y Entre5y

0%

Oal
afos

Congénita

3 afios 5 afios 10 afios

Caracterizacion de pacientes con enfermedades genéticas del esqueleto

Entre 10y 15 afios
15 afios 0 mas

Entre 10y 15 afios
15 afios 0 mas

Talla baja
Talla alta

Sospecha de otras enfermedades
geneticas monogénicas

Sospecha de enfermedad
genética del hueso

Sospecha de cromosomopatia
Otros problemas esqueléticos

Hallazgos clinicos no
relacionados con la talla

Talla baja
Talla alta

8% Otros problemas esqueléticos

Otras enfermedades
genéticas monogénicas

Hallazgos clinicos no
relacionados con la talla

Enfermedad genética del hueso
Cromosomopatia

Figura 1. a. Distribucion de la poblacion seguin el motivo de consulta. Nétese la elevada frecuencia de los motivos de consulta por
talla baja entre los 3y los 5 afios, el incremento de la talla alta después de los 10 afios y el aumento de la sospecha de enfermedad
genética del esqueleto después de los 5 afios. b. Los diagnosticos de enfermedad genética del esqueleto se incrementaron a
partir de los 3 afios; el diagnéstico de talla alta aparece después de los cinco afios, y el porcentaje de enfermedades genéticas

monogénicas se fue reduciendo a partir del afio de edad.

Los cinco diagnésticos finales mas frecuentes sin
categorizacion fueron: talla baja posnatal simétrica
(53 pacientes), neurofibromatosis (43 pacientes),
talla baja prenatal simétrica (29 pacientes), sin-
drome de Marfan (19 pacientes) y sindrome de
Noonan (13 pacientes); muchos otros diagnosticos
correspondieron a un solo caso (por ejemplo, el
sindrome de Holt Oram o el sindrome de Smith
Lemli Opitz), o se presentaron con una frecuencia
menor de 3 %.

Al comparar los items de motivo de consulta y
diagnostico final, no se encontraron diferencias
significativas entre ellos (p=1,94318). En el analisis
de correspondencias de estas variables, no se

establecieron conglomerados, lo cual ratifico la
ausencia de diferencia en los datos mencionados,
aunque si se observé una preferencia por las
variables de talla alta (6) y talla baja (7); ademas,
estas mostraron una relacién cercana entre el
motivo de consulta y el diagnéstico final, y se
diferenciaban por su comportamiento entre ellas
dos y con las otras categorias (figura 4).

En 27,1 % de los 442 pacientes con sospecha de
estas enfermedades se solicitaron estudios diagnos-
ticos especificos, con resultados confirmatorios en
16,7 % de ellos. EI 95 % de los pacientes evaluados
no tenia antecedentes familiares de enfermedades
relevantes; en cuanto al mecanismo de herencia de
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Figura 2. Distribucion etaria segun el inicio de los sintomas y la impresion diagnéstica. Los graficos muestran como la edad de
inicio de los sintomas mas frecuente fue entre los 0 y 2 afios, pero la edad de diagndstico tuvo una variacion mucho mayor, pues se

extendid hasta los 14 afios tanto en hombres como en mujeres.

Cuadro 2. Categorias de los motivos de consulta y los diagnésticos finales

Femenino (n) %

Masculino (n) % Total(n) %

Motivo de consulta
Hallazgos clinicos no relacionados con la talla
Otros problemas esqueléticos
Sospecha de cromosomopatia
Sospecha de enfermedad genética del esqueleto
Sospecha de otras enfermedades genéticas monogénicas
Talla alta
Talla baja
Total

Diagnostico final
Cromosomopatia
Enfermedad genética del esqueleto
Hallazgos clinicos no relacionados con la talla
Otras enfermedades genéticas monogénicas
Otros problemas esqueléticos
Talla alta
Talla baja
Total

25 13 43 18 68 15
38 19 48 20 86 19
8 4 2 1 10 2
62 31 70 29 132 30
4 2 9 4 13 3

5 3 11 5 16 4
56 28 61 25 117 26
198 100 244 100 442 100
13 7 9 4 22 5
84 42 102 42 186 42
12 6 19 8 31 7
27 14 36 15 63 14
15 8 19 8 34 8
6 3 10 4 16 4
41 21 49 20 90 20
198 100 244 100 442 100

las enfermedades confirmadas y sospechadas, el
53,7 % de los casos se catalogaron como idiopa-
ticos; el 32 %, como probablemente autosémicos
dominantes; el 7,9 % como autosdmicos recesivos;
en el 5,4 % no aplicaba, y el 0,9 %, como ligados
al cromosoma X.

En cuanto a los tipos de tratamiento, se consideraron
las opciones de ausencia de tratamiento, tratamiento
con un Unico medicamento o con varios, asi como
las intervenciones quirlrgicas, de soporte y la
‘ortesis’. El porcentaje acumulado de pacientes con
algln tipo de soporte (terapias fisica, ocupacional
o del lenguaje) fue de 36,6 %, con intervenciones
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quirargicas (22,8 %), con manejo farmacolégico
(19,9 %) y con ‘ortesis’ (9,9 %), en tanto que el
40,9 % no recibia ningun tratamiento.

El 14,7 % de los pacientes habia sido sometido a
algun tipo de cirugia ortopédica y al menos el 5 %
requiri6 mas de una intervencién quirtrgica. Segun
la categoria de diagndstico (confirmado o sospe-
cha), las enfermedades genéticas del esqueleto
fueron las que mas frecuentemente se sometieron
a intervenciones ortopédicas, seguidas por otras
enfermedades monogénicas y otros problemas
esqueléticos. En el grupo con talla alta, no se habian
practicado intervenciones quirdrgicas.
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Figura 3. Categorias segin motivo de consulta y diagnéstico final
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Figura 4. Analisis de correspondencias entre el motivo de
consulta y el diagnéstico final. Se logré establecer la presencia
de tres agrupaciones: una de talla baja, otra de talla alta y otra
general, la cual abarcé las cromosomopatias, las enfermedades
monogénicas y otras condiciones no relacionadas con la talla.

La ponderacion de la puntuacion de las inter-
venciones segun el tipo de tratamiento se hizo a
partir de un valor de 0 (ningun tratamiento) hasta
9 (tratamiento farmacolégico, quirdrgico, uso de
protesis y soporte); dicha informacién se cruzo
con el dato sobre el diagndstico final (confirmado
o sospecha) en otro analisis de correspondencias,
en el cual se encontraron dos tendencias: una de
puntajes de 5 a 7 en pacientes con diagndstico
de enfermedad genética del esqueleto, y otra de
puntajes cercanos a 0 en aquellos con diagndsticos
de talla alta o talla baja (figura 5).

Discusion

Durante el periodo de seis afios, se atendieron
3.200 pacientes, aproximadamente, con impresién
diagndstica o sospecha de talla baja o enferme-
dades genéticas del esqueleto; en 11,7 % de ellos
se solicito valoracion genética, cifra semejante a la
encontrada en las remisiones de pacientes con talla
baja hacia especialidades como la endocrinologia
o la gastroenterologia pediatricas (15). Este motivo
de consulta es uno de los méas frecuentes en los
servicios de genética (8,16), dada la importancia de
establecer el diagnostico etiolodgico en los nifios, el
cual frecuentemente es genético (enfermedades del
esqueleto, tallas bajas idiopaticas originadas en el
gen SHOX o sindromes monogénicos relacionados
con la talla baja), asi como el pronéstico clinico y el
riesgo de recurrencia (17,18).
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Figura 5. Andlisis de correspondencia entre los diagnésticos
finales y la puntuacion de intervencion. Se observa que los
diagnésticos de talla alta y talla baja presentaron correspon-
dencias con puntuaciones de intervencién de 0, en tanto que
los diagnésticos de enfermedades genéticas del esqueleto se
acercaron a puntuaciones entre 5y 7.

La distribucién por sexo en la poblacién de estudio
fue semejante a la reportada en otras investigacio-
nes como el estudio prospectivo de Flechter, et al.
en 1.402 hombres (56,2 %) remitidos a un centro
pediatrico de referencia entre 2004 y 2009 (19), y
el de Majcher, et al., en 274 nifios y 178 nifias con
diagndstico de talla baja, entre 1998 y 2009 (20).
Esta tendencia ya ha sido objeto de andlisis y se
ha encontrado un menor nimero de remisiones
a especialistas en la poblacion femenina, lo que
resulta en la ausencia de diagnéstico y en la falta
de deteccién o el diagnéstico incorrecto o tardio de
la condicion, sobre todo cuando se trata de talla
bajay se debe descartar el sindrome de Turnery el
déficit de la hormona de crecimiento (15).

En cerca de la mitad de la poblacion analizada
(42,7 %), se reportaron signos congénitos con
probable inicio de la enfermedad en el periodo
prenatal tardio, probablemente relacionados con
antecedentes como la condiciébn de pequefio
para la edad de gestacién o con la restriccion del
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crecimiento intrauterino. Sin embargo, al revisar
el registro de sintomas prenatales, solo el 15,3 %
de los pacientes lo presentaba, porcentaje que,
probablemente, refleja solamente una parte del
grupo afectado por enfermedades genéticas del
esqueleto o cromosomopatias, pero no asi el de
talla baja de origen endocrino; a ello se afiade que,
en Colombia, la deteccidon de displasias esque-
léticas por ecografia obstétrica es muy baja (21).
Estos valores contrastan con los reportados en
otros estudios de prevalencia de enfermedades
genéticas del esqueleto, como el de la poblacién
de Utah en 2012, con 55,6 % de casos de sospecha
prenatal, de los cuales el 88 % resulté en aborto,
lo que demuestra la necesidad de mejorar la
sospecha clinica en la poblacién local mediante
los estudios prenatales de imagenes, para su pos-
terior confirmacion molecular y manejo integral y
oportuno (22).

Se encontraron diferencias significativas entre
la edad de inicio de los sintomas (2,58 afios, en
promedio) y la edad de diagnéstico (6,3 afios, en
promedio); llamé mucho la atencién que la demora
diagnostica fue de casi cuatro afios. Probablemente,
varios factores influyeron en estas diferencias: la
heterogeneidad de los diagndsticos de la poblacién
de estudio (176 codigos diagnésticos de CIE-10 y
195 diagndsticos finales, de los cuales los cinco
primeros solo representaban el 31,3 %); el amplio
espectro de edades de diagnéstico (figura 2) y la
particularidad de que la deteccién de enfermedades
genéticas del esqueleto en los pacientes se hizo
en diversas edades (figura 1). Ademas, deben
sefialarse otros factores que podrian propiciar las
diferencias entre la edad de inicio de sintomas y la
del diagndstico, tales como los relacionados con la
calidad de la atencion, la experiencia de los grupos
encargados de la atencidn en el sistema de salud, la
oportunidad en la atencién, las barreras de acceso
al sistema, el adecuado empleo de tecnologias de
la salud y la falta de empoderamiento familiar frente
a la condicion de salud del menor, entre otros, los
cuales podrian afectar, asimismo, las condiciones
clinicas, sociales, econémicas y emocionales de
estos pacientes (23).

En este estudio, 75 % de los pacientes consultd
por sospecha de enfermedad genética del esque-
leto, talla baja y otros problemas esqueléticos,
la cual se confirmd en el diagnostico final como
enfermedad genética del esqueleto en 42 % de los
evaluados: como talla baja (20 %) relacionada con
problemas endocrinolégicos en 53 de aquellos con
talla baja posnatal simétrica y en 29 de aquellos
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con talla baja prenatal simétrica, y como otras
enfermedades genéticas monogénicas (14 %) en
13 casos de sindrome de Noonan y cuatro de
sindrome de Russell-Silver, asi como en otros con
problemas esqueléticos (8 %).

Al revisar otros estudios publicados, los datos de
este contrastaron con los reportados por Flechtner,
et al., en 2.546 pacientes con talla baja evaluados
a lo largo de cinco afios, 12 % de los cuales
presentaba trastornos endocrinos, 8,9 %, trastornos
de etiologia genética, 5,1 %, condiciones crénicas,
y 5,9 %, displasias 6seas (19).

En el centro de referencia del presente estudio,
aparentemente se remite con mayor frecuencia
a valoracién genética a pacientes con diagnéstico
de enfermedad genética de esqueleto, talla baja,
otras enfermedades genéticas monogénicas u otros
problemas esqueléticos, pues la frecuencia de
defectos congénitos fue mayor en estos individuos.
Es probable que en las clinicas de endocrinologia
pediatrica, se atienda un niumero mas significativo
de pacientes con diagnéstico de talla baja relacio-
nada con el retardo constitucional del desarrollo,
malnutricién, enfermedad celiaca, déficit de la hor-
mona de crecimiento o talla baja familiar, que con
enfermedades genéticas del esqueleto (24,25).

Los diagnésticos finales con etiologia clara de
enfermedades genéticas del esqueleto correspon-
dieron a 37,1 % (164 pacientes), distribuidos en 22
de los 40 grupos de la nosologia y la clasificacion,
siendo el mas frecuente el 29 (46 pacientes con
enfermedades del grupo de componentes esque-
Iéticos con desarrollo desorganizado), seguido por
el 30 (36 pacientes con sindromes de crecimiento
excesivo y compromiso esquelético), el 27 (17
pacientes con enfermedades de depdésito lisosémico
y compromiso esquelético), el 25 (11 pacientes con
osteogénesis imperfecta u otras enfermedades
con disminucion de la densidad Osea), y el 4
(10 pacientes con alteraciones de la sulfatacion),
entre otros, lo cual contrasta ampliamente con el
estudio de Flechtner, et al., en el cual se evaluaron
pacientes con talla baja idiopatica y pequefios
para la edad de gestacion, entre quienes los
grupos preponderantes fueron el 1 (condrodis-
plasia, FGFR3) y el 17 (displasia mesomélica
y rizomesomélica) (19). Es probable que estas
diferencias se deban a que, en este estudio, el
rango de edad de los pacientes era mayor (0 a 21
afos; media de edad: 9,5 afios) y las posibilidades
de acceso al diagndstico confirmatorio mediante
métodos moleculares también lo eran.

Caracterizacion de pacientes con enfermedades genéticas del esqueleto

El presente estudio se enfoco en la eleccion de los
cédigos diagnésticos de la CIE-10 relacionados
con la talla baja y las enfermedades genéticas
del esqueleto; posteriormente, se clasifico a los
pacientes en siete grupos segun los motivos de
consulta y en otros siete segun el diagnéstico final,
dado que las clasificaciones endocrinolégicas
y genéticas generales eran muy heterogéneas
y dificiles de extrapolar. A pesar de ello, en la
poblacién de estudio se pudieron diferenciar tres
condiciones: “talla baja”, “talla alta” y “otros” (enfer-
medades que comprometen el esqueleto).

Al evaluar el manejo de los pacientes, se encontro
una gran diversidad de enfoques que incluia
terapias, ‘ortesis’, tratamientos farmacoldgicos,
intervenciones quirtrgicas y combinaciones de
estos. Con base en la puntuacion de las interven-
ciones disefiadas en el marco del estudio, se pudo
establecer que los pacientes con enfermedades
genéticas del esqueleto habian sido sometidos a
una mayor cantidad de intervenciones terapéuticas,
quiza debido a su conocida comorbilidad, seguidos
de aquellos con cromosomopatias, en tanto que,
en casos de talla alta o talla baja, poco se recurrié
a la combinacién de tratamientos. Ello responderia,
primero, a que no se habia comenzado el trata-
miento por haberse hecho el primer diagndstico en la
institucién del estudio; segundo, al desconocimiento
de nuevos enfoques y terapias para enfermedades
acompafadas de talla alta o baja, y tercero, a las
dificultades de acceso al tratamiento especializado
en el sistema de salud del pais (consultas de
genética o endocrinologia pediatrica), entre otros.
Dichos factores deben alertar a los profesionales
de la salud sobre la necesidad de una mayor y
mas oportuna intervencion en estos dos grupos
de pacientes.

Por dltimo, es necesario hacer claridad sobre
algunos aspectos metodolégicos: 1) pudo haber
algun sesgo de seleccion en la muestra, ya que se
partié de un ejercicio académico de seleccién de los
codigos de la CIE-10 para agrupar la gran mayoria
de los diagnésticos relacionados con enfermedades
genéticas del esqueleto; 2) pudo haber un factor de
confusion en la categorizacién de los motivos de
consulta y el diagnéstico definitivo, pues algunos
pudieron estar superpuestos; 3) solamente el 16,7 %
de los pacientes tenia diagnostico confirmado, de
modo que pudo haber errores de clasificacion, ya
gue en la mayoria de ellos se apelé a elementos
clinicos, bioguimicos y radiolégicos, muchas veces
no concluyentes, para diagnosticar estas enferme-
dades, y 4), dado que no se trataba de un estudio
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con seguimiento, la impresién diagndstica pudo
haber cambiado con el tiempo y, por ende, la
categorizacion de los pacientes.

A pesar de ello, este trabajo es uno de los primeros
a nivel regional que ha descrito algunos elementos
epidemioldgicos, clinicos y de manejo de las enfer-
medades genéticas del esqueleto, lo cual contribuye
a la adopcién de decisiones sobre nuevos tipos de
intervenciones y sobre el seguimiento de este tipo
de pacientes.
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Introduccion. El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmunitaria cuya gravedad varia
segun la raza, el sexo y la edad de aparicion. Esta disparidad también se observa en los marcadores
genéticos asociados con la enfermedad presentes en los genes PTPN22, VDR y TNF. La estratificacion
genética que presentan las diferentes poblaciones en el mundo puede influir en dicha variabilidad.
Objetivo. Analizar la asociacion de variantes genéticas de los genes PTPN22, VDR y TNF con nefritis
lipica en nifios y su caracter de hereditarias en familias colombianas.

Materiales y métodos. Se llevd a cabo un estudio basado en familias con 46 trios (caso, padre y
madre). Se hizo la genotipificacion de las variantes rs2476601 de PTPN22, rs361525 y rs1800629 del
TNF, y Taql [rs731236], Apal [rs7975232], Bsml [rs1544410] y Fokl [rs2228570] del VDR, mediante
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR). Se
estimo el efecto de la transmision del alelo de riesgo de padres a hijos y el desequilibrio de ligamiento
de los loci VDR y TNF.

Resultados. Se observé que el alelo A de rs2476601 en PTPN22 se distribuyé en 8,69 % (n=16) de
los padres y en 19,5 % (n=18) de los casos, y que su transmision de padres a hijos fue 17 veces mayor
con relacion al alelo G (p=0,028). Los polimorfismos de TNF y VDR no presentaron desequilibrio de
transmision. Las variantes Taql, Apal y Bsml del VDR presentaron desequilibrio de ligamiento.
Conclusion. Estos hallazgos evidenciaron una asociacion del polimorfismo rs2476601 de PTPN22
con la nefritis lGpica en nifios, determinada por su transmisién en el grupo de familias estudiadas.

Palabras clave: lupus eritematoso sistémico; nefritis lUpica; desequilibrio de ligamiento; estudios de
asociacion genética.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3247

Association of polymorphic variants of PTPN22, TNF and VDR genes in children with lupus
nephritis: A study in Colombian family triads

Introduction: Systemic lupus erythematosus is an autoimmune disease in which the severity varies
according to race, sex and age of onset. This variation is also observed in the genetic markers
associated with the disease, including PTPN22, VDR and TNF genes. The genetic stratification in
different populations worldwide can influence the variability.

Objective: To analyze the heritability of PTPN22, VDR and TNF genetic variants and their association
with pediatric lupus nephritis in Colombian families.

Materials and methods: We conducted a family-based study including 46 triads (case, father and
mother). The variants rs2476601 of PTPN22; rs361525 and rs1800629 of TNF, and Taql [rs731236],
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Polimorfismo de PTPN22, TNF y VDR en nefritis |Upica en nifios

Apal [rs7975232], Bsml [rs1544410] and Fokl [rs2228570] of VDR were genotyped by qPCR. The
effects of overtransmission of the risk allele from parents to children and linkage disequilibrium at the

VDR and TNF loci were estimated.

Results: We found that allele A of rs2476601 in PTPN22 was distributed among 8.69 % (n=16) of the
parents and 19.5 % (n=18) of the cases; this allele was overtransmitted from parents to children 17
times more often than the G allele (p=0.028). TNF and VDR polymorphisms did not exhibit transmission
disequilibrium. VDR Tagl, Apal and Bsml variants exhibited linkage disequilibrium.

Conclusion: These findings showed an association between the PTPN22 rs2476601 polymorphism
and pediatric lupus nephritis due to its overtransmission in the group of families studied.

Key words: Lupus erythematosus, systemic; lupus nephritis; linkage disequilibrium; genetic

association studies.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3247

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad
cronica de caracter autoinmunitario caracterizada
por la produccion de autoanticuerpos (1,2). Quienes
lo padecen pueden presentar una amplia variabili-
dad clinica o de ‘endotipos’ debido al compromiso
de mudltiples sistemas del organismo. En diversos
estudios se ha demostrado que el compromiso
organico y la gravedad de la enfermedad varian
segun el grupo étnico, el sexo y la edad de aparicion
(3,4). Se desconocen las causas de la enfermedad,
pero se ha demostrado su vinculo con factores
hormonales, genéticos y ambientales (5-7).

Por otra parte, entre 10 y 25 % de los pacientes
adultos con lupus eritematoso sistémico pueden
desarrollar insuficiencia renal, mientras que cerca
de 75 % de los nifios que lo padecen desarrollan
algin grado de compromiso renal y, en algin
momento de su evolucién, aparece la nefritis lUpica
(8). Las formas proliferativas de esta condicién, es
decir, los tipos Ill, IV y V, son las mas comunes vy,
a la vez, las mas graves, pues pueden evolucionar
hacia una nefropatia terminal (9).

En reportes previos, se ha demostrado el papel
de algunas variantes genéticas presentes en los
genes PTPN22 (10,11), VDR (12,13), TNF (14,15),
y HLA (16,17), entre otros (18), como factores de
riesgo o de proteccion en los diferentes endotipos
de lupus eritematoso sistémico, incluida la nefritis
lGpica. La mayoria de estos estudios emplean un
disefio de asociacion genética de casos y controles
para la deteccion de factores genéticos asociados
a una enfermedad en particular (19,20). El grado
de asociacion detectado con este método depende
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de que el alelo identificado confiera propension a
la enfermedad, aunque también puede ocurrir que
el alelo se encuentre en desequilibrio de ligamiento
con un alelo del verdadero gen de propension (21).
Este enfoque metodoldgico puede arrojar resulta-
dos erroneos debido a variables de confusion,
como la estratificacién poblacional, especialmente
cuando se estudian individuos con caracteristicas
multiétnicas como en el caso de las poblacio-
nes latinoamericanas (22). Los estudios basados
en familias ofrecen una alternativa exenta del
efecto de confusion debido a dicha estratificacion
poblacional (23).

En el disefio de trios de casos y padres, se
seleccionan las familias a partir del caso indice y
se obtiene informacion de ambos padres, quienes
presentan una estratificacion poblacional similar
a la de su descendencia (24,25). En este tipo de
estudios, se puede emplear el test de desequilibrio
de transmision, con el cual se evalla la transmision
de alelos de los padres heterocigotos a los hijos
enfermos (26). En pocos estudios se ha empleado
este tipo de disefio en el estudio de marcadores
genéticos asociados con la nefritis lUpica en nifios,
especialmente en Colombia.

El objetivo del presente estudio consistié en ana-
lizar la asociacion de variantes genéticas de los
genes PTPN22, VDR y TNF-a con la nefritis lUpica
en nifios y su caracter de hereditarias en trios de
familias colombianas con un caso indice de dicha
enfermedad.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Se hizo un estudio de asociacion genética con 46
trios en un contexto familiar. Solo se incluyeron
familias en las que ni el padre ni la madre referian
antecedentes personales de enfermedades auto-
inmunitarias. El diagnostico de lupus eritematoso
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sistémico se determind por la presencia de, al
menos, cuatro de los 11 criterios propuestos por el
American College of Rheumatology, presentes en
secuencia o simultineamente durante el tiempo de
observacion del individuo (27). La edad de inicio
de los sintomas de la falla renal se tuvo en cuenta
para establecer la presencia de nefritis IUpica en
los nifios.

Extraccion de ADN gendmico

Un equipo compuesto por flebotomistas, inves-
tigadores y médicos, se encargd de recolectar 10
ml de sangre venosa periférica por participante
en tubos Vacutainer con EDTA dipotésico (Becton
Dickinson & Company, Franklin Lakes, USA, Ref:
367856), para la obtencion de suero y posterior
extraccion de ADN genomico. Las muestras se
tomaron en ayunas, antes de las 7 a.m.

El ADN se extrajo a partir de la fraccion leuco-
plaguetaria (buffy coat) de la muestra de sangre
anticoagulada, usando el protocolo de salting out
modificado y sometiéndola a precipitacién con per-
clorato de sodio (28). La concentracion y la calidad
del ADN se midieron mediante el espectrofot6-
metro Nanodrop 2000/2000c (ThermosScientific™,
Waltham, MA, USA). Las muestras de ADN
gendmico y de suero se dividieron en alicuotas y se
almacenaron a -70 °C hasta su posterior analisis.

Genotipificacion de los polimorfismos de
nucleétido simple

Se hizo la genotipificacion de los polimorfismos de
nucledtido simple (SNP) rs2476601 de PTPN22,
rs1800629 y rs361525 del TNF-a, y Taql [rs731236
AIG], Apal [rs7975232 AJ/C], Fokl [rs2228570
A/G] y Bsml [rs1544410 C/T] del VDR mediante
PCR cuantitativa (QPCR) utilizando los estuches
comerciales TagMan® SNP Genotyping (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)y ABI Prism
7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
en un volumen total por reaccién de 5 pl (2,4
de ADN en una concentracién aproximada de
10 ng/pl, 2,5 pl de Master Mix-2x y 0,125 pl de
sondas Tagman Genotyping-40x especificas de
cada SNP). Todas las reacciones de PCR se
hicieron por duplicado. El programa de ciclos
consistié en uno inicial de 10 minutos a 95 °C,
seguido por 40 de 15 segundos a 92 °C y un
minuto a 60 °C. La asignacion genotipica se hizo
autométicamente mediante la aplicacion Allelic
Discrimination del sistema Applied Biosystems, con
una calidad de amplificacion mayor o igual a 90 %
por muestra. Todas las muestras se analizaron
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por duplicado para evitar errores de genotipifica-
cion; ademas, se verificd que no se presentaran
inconsistencias mendelianas.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico consisti6 en determinar
las frecuencias alélicas y genotipicas mediante
el programa estadistico SPSS®, version 20 (IBM
SPSS Statistics 20%; IBM Corp., USA). A estas fre-
cuencias se les estimo la desviacion del equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W), empleando el programa
Arlequin, version 3.5.

La segregacion de los SNP de PTPN22, VDR y
TNF se hizo mediante pruebas estadisticas del
desequilibrio de ligamiento, como son el D" y el r?,
y la transmisién de estas variantes de los padres
a los hijos mediante el test de desequilibrio de
transmisién. Para estos analisis, se empleo6 el pro-
grama Haploview 4.1. La significacién estadistica
se establecié como un valor de p<0,05.

Consideraciones éticas

Todos los participantes mayores de edad apro-
baron, mediante consentimiento informado escrito,
su participacién voluntaria en el estudio, asi como la
de sus hijos, autorizando la obtencién de muestras
bioldgicas (sangre venosa periférica, ADN gendmico
y material genético). El Comité de Etica de la Division
de Ciencias de la Salud de la Universidad del Norte
aprobo la realizacion del estudio.

Resultados

Los casos indice presentaron un promedio de
edad de 16,19 + 3,48 afios. La aparicion del lupus
eritematoso sistémico se dio, en promedio, a los
4,47 + 3,5 afios. Por otra parte, en 35,8 % de estos
casos se registraron antecedentes de enfermedad
autoinmunitaria en varios miembros de las familias.
Se encontré que la distribucion de la enfermedad
dependia del sexo, con una frecuencia mayor en
nifias: 73,9 % (n=34) (cuadro 1).

Distribucidn de las variantes genéticas de
PTPN22, TNF y VDR en las familias de estudio

En cuanto a la distribucion alélica de estas varian-
tes, se observo que el alelo A del polimorfismo
rs2476601 del PTPN22 se distribuy6 en 8,69 %
(n=16) de los padres y aumentd a 19,5 % (n=18)
en los casos. Este efecto también se vio reflejado
en la frecuencia del genotipo homocigoto AA y del
heterocigoto AG, distribuido en 8,6 % y 21,7 % de
los casos indice, respectivamente. Se encontré
que el polimorfismo exhibia equilibrio genético
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Cuadro 1. Descripcion de los casos indice

n=46 %
Sexo
Masculino 12 26,10
Femenino 34 73,90
Edad (media + DE) 16,19 + 3,48
Inicio del lupus eritematoso sistémico (afios) 4,47 + 3,53
Tiempo con diagnostico de lupus 11,91 + 2,88

eritematoso sistémico (afios)
Antecedentes familiares de enfermedad 33
autoinmunitaria

35,87

DE: desviacion estandar

de Hardy-Weinberg en los padres (p=0,689), mas
no asi en la descendencia (p=0,035). En cuanto
a las variantes de TNF-a y VDR, estas mostraron
distribuciones similares entre padres e hijos. Las
variantes del TNF-a no se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg en los casos indice (cuadro 2).

Desequilibrio de ligamiento y transmisién
genética de PTPN22, TNFy VDR

Dado que presentaron mas de una variante en
la genotipificacion, se estimd el desequilibrio de
ligamiento de los SNP de TNF-a y VDR, lo cual
permitié detectar un bloque de 1 kb de distancia
gendmica entre los SNP rs731236, rs7975232 y
rs1544410 mediante el método de solid spine, el
cual abarca la region comprendida entre las posicio-
nes 46.525.024 y 46.526.102 del cromosoma 12 del
gen VDR. Estos tres polimorfismos demostraron
un desequilibrio significativo, con un D" de 0,807
y un r2 de 0,538 (figura 1). En cuanto al TNF, se
observd la segregacion de los dos polimorfismos
en un bloque de 3 kb (figura 2).

Asimismo, se evalué la posibilidad de heredar los
polimorfismos determinados por genotipificacion
mediante el test de desequilibrio de transmision
y se demostré que el alelo A de rs2476601 en el
PTPN22 se habia transmitido de los padres a la
descendencia con nefritis lGpica, con una razén
de 17 a 6 veces méas que el alelo G (p=0,028).
La transmisién de padres a hijos de los demas
polimorfismos no fue significativa (cuadro 3).

Discusidn

Este es uno de los pocos estudios en Colombia
con un disefio basado en las familias para evaluar
la asociacion y la posibilidad de heredar variantes
genéticas en los loci PTPN22, TNF y VDR con
propension al endotipo de nefritis lUpica del lupus

eritematoso sistémico en nifics. Este tipo de
disefo es ideal en el estudio de enfermedades

Polimorfismo de PTPN22, TNF y VDR en nefritis |Upica en nifios

Cuadro 2. Frecuencia genotipicay alélica de los SNP de PTPN22,

TNF y VDR
Trios
Padres H-wWt Casos H-Wt
n=92 % n=46 %
PTPN22 [rs2476601]
AA 1 1,08 4 8,69
AG 14 15,2 10 21,73
GG 77 83,6 32 69,5
A 16 8,69 0,689 18 19,56 0,035*
G 168 91,30 74 80,43
TNF [rs361525]
AA 1 1,08 - -
AG 12 13,04 7 15,21
GG 79 85,86 39 84,78
A 14 7,60 0,488 7 7,60 0,00*
G 170 92,39 85 92,39
TNF [rs1800629]
AA - 1 2,17
AG 14 15,2 3 6,52
GG 78 84,7 42 91,3
A 14 7,60 0,00* 5 543 0,013*
G 170 92,39 87 94,56
VDR/Taqgl [rs731236]
AA 48 52,1 24 52,1
AG 34 36,9 17 36,9
GG 10 10,8 5 10,86
A 130 70,6 0,296 65 70,65 0,460
G 54 29,34 27 29,34
VDR/Apal [rs7975232]
AA 21 22,82 10 22,72
AC 48 52,17 23 52,27
CcC 23 25,0 11 25,0
A 90 4891 0,673 43 48,86 0,760
C 94 51,08 45 51,13
VDR/Bsml [rs1544410]
CcC 1 1,09 2 4,44
CT 38 41,7 18 40,0
T 52 57,14 25 55,5
C 40 21,97 0,037* 22 244 0,578
T 142 78,02 68 75,5
VDR/Fokl [rs2228570]
AA 11 11,95 8 17,39
AG 53 57,60 22 47,82
GG 28 30,43 16 34,78
A 75 40,76 0,064 38 41,3 0,926
G 109 59,23 54 58,6

T: test de equilibrio de Hardy-Weinberg mejorado con 100.000 pasos de
la cadena Markov
*: p<0,05

gue aparecen a temprana edad (29). Como se
pudo observar en este estudio, la edad promedio
de inicio de la enfermedad fue a los cuatro afios,
aproximadamente, lo cual aumenta la probabilidad
de que se produzca dafo renal (8).

Se han hecho algunos estudios en poblacién
colombiana sobre la asociacién entre el lupus erite-
matoso sistémico y los polimorfismos de PTPN22
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Figura 1. Mapa pair-wise del desequilibrio de ligamiento de
los SNP delVDR evaluados en los trios. Se detecté un bloque
mediante el método solid spine que recogio la informacion
genética de los SNP Taql, Apal y Bsml. A) Se muestra un
desequilibrio de ligamiento méas marcado entre los polimorfismos
rs731236, rs7975232 y rs1544410, con un D" de 0,852 y una
puntuacion LOD de 16,32. B) En el bloque 1 se observa un r2de
0,485. C) Se observa la frecuencia haplotipica del bloque 1.
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Figura 2. Mapa pair-wise del desequilibrio de ligamiento de
los SNP de TNF evaluados en los trios. Se detecté un bloque
mediante el método solid spine que recogi6é la informacion
genética de los dos SNP de TNF caracterizados por
genotipificacion. A) Se muestra un evidente desequilibrio de
ligamiento entre los polimorfismos rs1800629 y rs361525 con
un D" de 1,0 y una puntuacién LOD de 0,5. B) Se observa un r?
de 0,007. C) Se describe la frecuencia haplotipica del bloque.

(10,11), VDR (12,13) y TNF (14,15). Sin embargo,
hasta la fecha solo en el estudio de Ramirez, et
al. (11), se habia reportado la asociacién del
polimorfismo rs2476601, también conocido como
C1858T, del gen PTPN22. En dicho estudio, los
autores encontraron una asociacion significativa
entre dicho SNP y la propension a esta enfermedad
y a la artritis reumatoide. Cabe aclarar que, en ese
estudio, se empled un disefio de casos y controles
con individuos de diferentes zonas de Colombia.
En el presente estudio, se corrobord la asociacion
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Cuadro 3. Transmision de los SNP de PTPN22, TNF y VDR
segun el analisis por trios

SNP Alelo T:U p
transmitido
PTPN22
rs2476601 A 17:6 0,028*
TNF
rs1800629 G 9:5 0,285
rs361525 6:6 1,0
Haplotipos Frecuencia
GG 0,848 14:10 0,414
AG 0,076 5:9 0,285
GA 0,076 6:6 1,000
VDR
rs731236 17:17 1,000
rs7975232 A 23:22 0,881
rs1544410 T 20:17 0,621
rs2228570 A 27:26 0,890
Haplotipos Frecuencia
ACCG 0,239 20.1:19.0 0,8668
ACCA 0,230 17.2:19.4 0,7148
GATG 0,139 14.4:9.6 0,3284
AACG 0,131 12.6:9.7 0,5508
AACA 0,081 8.7:6.8 0,6338
GACG 0,055 11:7.8 0,023*
GATA 0,050 41:438 0,8033
GCCA 0,023 28:1.4 0,4917
AATG 0,018 05:29 0,1915
GACA 0,015 24:0.8 0,3727

T: alelo que se transmite de padres a hijos
U: alelo que no se transmite de padres a hijos
*: p<0,05

observada para este polimorfismo y la nefritis
lGpica en nifios de familias colombianas; ademas,
se describi6 la forma en que el alelo de riesgo es
heredado de padres a hijos. En las publicaciones
sobre marcadores de propension y nefritis lUpica
en nifios, no se han presentado resultados que
asocien este polimorfismo con un efecto funcional,
como tampoco se ha encontrado su asociacion con
algun subgrupo de la enfermedad.

En este estudio, no se evidencié ninguna asociacion
entre las variables genéticas estudiadas de los
loci deTNF y VDR con el endotipo de la nefritis
lGpica en nifios; ademas, estas mostraron un
comportamiento de segregacion similar entre los
alelos. En Colombia, no se han reportado datos
sobre marcadores de propension relacionados con
estas variantes y esta enfermedad. Como ya se
menciond, la variabilidad observada en los resul-
tados de los diversos estudios a nivel mundial,
muy probablemente, se deba a la estratificacién
poblacional de cada muestra de estudio. Sin
embargo, en el presente estudio, las variantes Taq|,
Apal y Bsml del VDR exhibieron un desequilibrio de
ligamiento, lo cual sugiere que, a pesar de no estar
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relacionados directamente con la enfermedad, si
son cercanos a otros marcadores asociados con
la nefritis lUpica en nifios.

Entre las limitaciones de este estudio cabe sefialar
un tamafio de muestra relativamente pequefio,
debido a la frecuencia del endotipo estudiado y la
disponibilidad de las muestras bioldgicas del trio
completo, lo cual, aunado a la posible estratificacion
deficiente de la poblacién estudiada, explicaria
el desequilibrio genético de Hardy-Weinberg en
los SNP de VDR y TNF observados en padres e
hijos. Por lo tanto, los resultados aqui presentados
son aplicables exclusivamente a esta muestra de
familias colombianas.

Puede concluirse, entonces, que en el caso par-
ticular de la nefritis lUpica en los nifios de las familias
estudiadas, el alelo A del polimorfismo rs2476601
del gen PTPN22, heredado de sus padres, presentd
una asociacion directa con la enfermedad. Estos
resultados sirven de base para el planteamiento
de futuros estudios epidemiol6gicos de asociacién
con un mayor numero de familias y de grupos
multiétnicos similares a la poblacién colombiana.
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Haplotypes in CCR5-CCR2, CCL3 and CCL5 are associated with
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Introduction: Variants in genes encoding for HIV-1 co-receptors and their natural ligands have been
individually associated to natural resistance to HIV-1 infection. However, the simultaneous presence of
these variants has been poorly studied.

Objective: To evaluate the association of single and multilocus haplotypes in genes coding for the viral
co-receptors CCR5 and CCR2, and their ligands CCL3 and CCL5, with resistance or susceptibility to
HIV-1 infection.

Materials and methods: Nine variants in CCR5-CCR2, two SNPs in CCL3 and two in CCL5 were
genotyped by PCR-RFLP in 35 seropositive (cases) and 49 HIV-1-exposed seronegative Colombian
individuals (controls). Haplotypes were inferred using the Arlequin software, and their frequency in
individual or combined loci was compared between cases and controls by the chi-square test. Ap’ value
<0.05 after Bonferroni correction was considered significant.

Results: Homozygosis of the human haplogroup (HH) E was absent in controls and frequent in cases,
showing a tendency to susceptibility. The haplotypes C-C and T-T in CCL3 were associated with
susceptibility (p’=0.016) and resistance (p’<0.0001) to HIV-1 infection, respectively. Finally, in multilocus
analysis, the haplotype combinations formed by HHC in CCR5-CCR2, T-T in CCL3 and G-C in CCL5
were associated with resistance (p’=0.006).

Conclusion: Our results suggest that specific combinations of variants in genes from the same signaling
pathway can define an HIV-1 resistant phenotype. Despite our small sample size, our statistically
significant associations suggest strong effects; however, these results should be further validated in
larger cohorts.

Key words: HIV-1; immunity, innate; phenotype; haplotypes; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i3.3237

Los haplotipos en CCR5-CCR2, CCL3 y CCL5 se asocian con resistencia natural a la infeccion
por el HIV-1 en una cohorte colombiana

Introduccion. Algunas variantes en genes que codifican los correceptores del HIV-1 y sus ligandos
se han asociado individualmente a la resistencia natural frente a dicha infeccion. Sin embargo, su
presencia simultanea ha sido poco estudiada.

Obijetivo. Evaluar la asociacion de haplotipos individuales y multilocus en genes que codifican los
correceptores virales CCR5 y CCR2 y sus ligandos CCL3 y CCL5 con la resistencia o la propension a
la infeccion por el HIV-1.

Materiales y métodos. Nueve variantes en CCR5-CCR2, dos en CCL3 y dos en CCL5 fueron
genotipificadas mediante reaccion en cadena de la polimerasa de polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism-PCR-RFLP) en 35 individuos
seropositivos (casos) y 49 seronegativos expuestos (controles) de Colombia. Los haplotipos se infirieron
utilizando el programa Arlequin, y su frecuencia individual o combinada se comparé en los casos y los
controles mediante la prueba de ji al cuadrado. Se considero significativo un valor de p’<0,05 después
de la correccion de Bonferroni.
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Resultados. La homocigosis del haplogrupo humano (HH) E estaba ausente en los controles y era
frecuente en los casos, es decir, con tendencia hacia la propension. Los haplotipos C-C y T-T en CCL3
se asociaron con la propension (p'=0,016) y la resistencia (p'<0,0001), respectivamente. Por ultimo, en
el analisis multilocus, el haplotipo combinado formado por HHC en CCR5-CCR2, T-T en CCL3y G-C

en CCL5 se asoci6 con la resistencia (p’=0,006).

Conclusion. Los resultados de este estudio sugieren que ciertas combinaciones especificas de variantes
en los genes de una misma via de sefializacion pueden definir un fenotipo resistente al HIV-1. Aunque el
tamafio de la muestra era pequefio, las asociaciones estadisticamente significativas sugieren un efecto
considerable; sin embargo, estos resultados deben validarse en cohortes de mayor tamafio.

Palabras clave: HIV-1, inmunidad innata; fenotipo; haplotipos; Colombia.
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Natural resistance to HIV-1 infection exhibited by
some individuals who, despite being in direct contact
with the virus, show no evidence of infection (known
as HIV-1-exposed seronegative, HESN) has been
associated, among others, to polymorphisms in
genes that encode the HIV-1 co-receptors CCR5
and CXCR4, as well as the alternative co-receptor
CCR2 (1).

Seven major haplotypes have been described
based on unique combinations of polymorphic sites
in CCR5 and the adjacent CCR2 gene, which were
phylogenetically established and named as human
haplogroups (HH) A, B, C, D, E, F (F1, F2) and G
(G1, G2)(2,3). Some of these have been associated
with either resistance (HHG2, HHA, HHF2) (2,4,5)
or increased susceptibility to HIV-1 infection and
accelerated AIDS progression (HHE) (6-8). Further-
more, polymorphisms located in promoter or intronic
regions of the natural ligands of CCR5, CCL3 (also
known as MIP-1a, encoded by CCL3) and CCL5
(also known as RANTES, encoded by CCL5) could
modify the secretion levels of these peptides further
influencing the resistance or susceptibility (R/S) to
HIV-1 infection by competition with the CCR5 co-
receptor (3).

In this study, we determined the association of
multilocus haplotypes formed by variants on the
promoter and coding regions of the CCR5-CCR2
locus, and the CCL3 and CCL5 genes with R/S to
HIV-1 infection in a cohort of serodiscordant couples
from Colombia.
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Materials and methods
Study group

Samples were taken from a cohort of serodiscordant
couples previously recruited at the Hospital San
Vicente Fundacion in Medellin that included 49
(17 men, 32 women) HESNs and 35 (31 men, four
women) seropositive (SP) individuals.The selection
criteria for HESNs were previously described (9) as
absence of anti-p24 antibodies during at least six
months of follow-up, in which at least two sexual
intercourses occurred per week with an HIV-1
positive individual. For all cases, the HIV-1 status
was tested by ELISA (Abbot Axsym System) and
confirmed through western blot (NewLab blot)
following the manufacturer’s instructions.

This study was approved by the bioethics board
of the Universidad de Antioquia’s Instituto de
Investigaciones Médicas and all participants signed
an informed consent.

Genotype analysis

DNA was obtained from peripheral blood using the
phenol-chlorophorm method. The genotyping of
the 32-base-pair deletion (A32, rs333) on CCR5
was performed by conventional PCR as previously
described (9). The identification of SNPs in the
selected genes (-2733A>G [rs2856758], -2554G>T
[rs2734648], -2459G>A [rs1799987], -2135T>C
[rs1799988], -2132C>T [rs41469351], -2086A>G
[rs1800023] and -1835C>T [rs1800024] in CCR5;
190G>A [64Val>lle, rs1799864] in CCR2; 73+40C
>T [rs35511254] and 74-333C>T [rs111235874]
in CCL3; -403G>A [rs2107538] and -28C>G
[rs2280788] in CCL5) was performed by PCR-RFLP
using the oligonucleotides, restriction enzymes
and protocols previously reported by Gonzalez,
et al. (2,3). PCR reactions were performed on 25
pl final mix containing 2.5 pl 10X reaction buffer
(Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany), 0.2
pl recombinant Taq polymerase 5 IU/ul (Thermo
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Scientific), 1 pl primers 25 mM and 2 pl DNA 8 g/
ml. Endonuclease digestion was performed on 13
pl of amplification products with 0.2 pl restriction
endonucleases 10 IU/pl (Thermo Scientific) and 1.5
pl 10X reaction buffer (Thermo Scientific) following
the protocols reported by Gonzélez, et al. (2,3). PCR
and endonuclease digestion products were checked
on 1.5% and 2.5% agarose gels, respectively.

Statistical analysis

Hardy-Weinberg equilibrium and genotype and allele
frequencies were calculated using the GENPOP
software, v. 3.4 (10). Most probable haplotypes were
generated through a maximum likelihood test using
the Arlequin software, v. 3.5(11) and haplogroups
were defined according to previous reports (2,5).
The DnaSP software v.5 (12) was used to calculate
linkage disequilibrium and haplotype frequencies.
All comparisons were performed in the Graphpad
Prism 6.05 software using either the chi-square or
the Fisher exact test, both with Bonferroni correction
for multiple comparisons (referred to as p’), based on
the number of principal haplotypes (with a frequency
>0.05) as previously described (13). A corrected p’
value (p x number of comparisons per group) <0.05
was considered statistically significant.

Results
Demographic data

In this study we included samples from 49 HESN
and 35 SP individuals of a previously defined cohort
of serodiscordant couples (including heterosexual
and homosexual couples, as well as SP individuals
with more than one HESN sexual partner). In our
samples, 17 males and 32 females corresponded to
the HESN group, whereas 31 males and four females
corresponded to the SP group. The mean age was 35
and 31 years for HESN and SP, respectively. The time
of HIV-1 exposure among HESN individuals ranged
between six months and four years. No genetic
structure between cases and controls was expected,
as the population was recruited in Medellin, whose
population has been previously demonstrated to be
homogeneous given its history of isolation (14,15).

Haplotype distribution

The selected loci on CCR5 and CCR2 successfully
genotyped in all individuals of our cohort. These
variants were successfully grouped within the nine
previously reported HHs. Of all HHs, only HHB was
not found in this study. In total, we found 21 out of
36 expected haplogroup pairs (binomial coefficient
C(&Z)), with the presence of 14 and 17 pairs in the
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SP and HESN groups, respectively, C/E being the
most frequent in both groups (0.257 for SPs and
0.265 for HESNS) (table 1).

For the two polymorphic sites of CCL3, only 18 and
21 samples successfully amplified both SNPs in
HESNs and SPs, respectively. For these, the four
possible haplotypes (2 loci x 2 variants in each)
and seven out of ten expected haplotype pairs
(CW)) were observed in total, with four and five
pairs in the SP and HESN groups, respectively.
For the two polymorphic sites in CCL5, only 14 and
19 samples successfully amplified both SNPs in
HESNSs and SPs, respectively. For these, the four
possible haplotypes and five out of ten expected
haplotype pairs were observed in total, with four
and five pairs found in the SP and HESN groups,
respectively (tablel).

To determine the combined association of variants
in HHs, CCL5 and CCL3 with R/S, a multilocus
analysis was performed. Nonetheless, we could
only use 14 samples in HESNs and 19 in SPs that
successfully amplified and enzyme-digested the 13
tested loci. For this multilocus combination of HH,
CCL3 and CCL5, we found 26 haplotypes and 22
haplotype pairs in total, with ten haplotypes and 12
pairs in HESNs and 16 haplotypes and 15 pairs in
SPs, out of 128 expected haplotypes (8, X 4., X

CCL3

) and 805 expected pairs (23, X 7., X 5

4CCL3 CCL3 CCLS)

(table 2).
Association analysis

Whereas none of the HHs were individually
associated with R/S to HIV-1 infection, homo-
zygosis of HHE (E/E) was only found in infected
individuals, showing a non-significant tendency
towards susceptibility (p=0.069, p’>1). For CCL3,
the haplotype C-C was higher in SPs (p=0.004,
p’'=0.016) while haplotype T-T was higher in
HESNSs (p<0.0001, p'<0.0001). When paired, the
combination CT-CC was associated with suscep-
tibility (p=0.035, p’=0.245), whereas CT-TT was
associated with resistance (p=0.002, p’=0.014).
For CCL5, no significant differences were found
for either haplotypes or pairs of haplotypes.
After multilocus analysis we observed that the
simultaneous presence of HHC with T-T in CCL3
and G-C in CCL5 was strongly associated with
resistance to infection (p=0.0005, p'=0.006), and so
was the paired combination of HHC/F2 with TT-TT
in CCL3 and AG-CC in CCL5; however, this latter
situation did not remain significant after Bonferroni
correction (p=0.040, p’=0.880). These results are
summarized in table 3.
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Table 1. Frequencies obtained for single locus analyses. Left columns indicate the frequency of the single copy of a given haplotype,
whereas the right columns indicate the frequency of paired haplotypes. Haplotypes marked in bold reached statistical significance

before Bonferroni correction.

Single haplotype copy Freq. in SP Freq. in HESN Paired haplotype Freq.in SP  Freq. in HESN

HH n=35 n=49 n=35 n=49

A 0.014 0.020 A/lC 0.028 0.021

B 0.000 0.000 A/E 0.000 0.021

C 0.243 0.337 CIC 0.028 0.062

D 0.071 0.020 C/D 0.057 0.000

E 0.314 0.245 CIE 0.257 0.265

F1 0.000 0.020 CIF2 0.057 0.164

F2 0.243 0.235 CIG1 0.000 0.041

G1 0.086 0.071 CIG2 0.028 0.041

G2 0.023 0.051 D/IE 0.000 0.021

D/F2 0.086 0.021

E/E 0.086 0.000

E/F1 0.000 0.021

E/F2 0.143 0.122

E/G1 0.057 0.041

F1/F2 0.000 0.021

F2/F2 0.057 0.062

F2/G1 0.057 0.021

F2/G2 0.028 0.000

Gl/G1 0.028 0.000

G1/G2 0.000 0.021

G2/G2 0.000 0.021

CCL3 n=21 n=18 n=21 n=18

73+40 74-333 73+40 74-333

C>T C>T C>T C>T

C Cc 0.476 0.172 CT CC 0.619 0.278

C T 0.143 0.217 TT TT 0.000 0.167

T C 0.381 0.217 CT TT 0.000 0.389

T T 0.000 0.394 CT CT 0.143 0.111

TT CcC 0.000 0.056

CcC CT 0.143 0.000

CcC CcC 0.095 0.000

CCL5 n=19 n=14 N=19 N=14
-403 -28 -403 -28
A>G C>G A>G C>G

A C 0.132 0.286 AG CcC 0.211 0.500

A G 0.079 0.071 AG GG 0.000 0.071

G C 0.658 0.571 AG GC 0.211 0.143

G G 0.132 0.071 GG CG 0.211 0.071

GG CcC 0.368 0.214

HH: human haplogroup; CCL3: C-C motif ligand 3; CCL5: C-C motif ligand 5; SP: HIV-1 seropositive; HESN: HIV-1 exposed seronegative

Discussion

An important component involved in the R/S to
HIV-1 infection is the expression levels of the
CCRS5 co-receptor on the cell. Previous studies
have shown that several members of the NF-
kKB and c-Rel families have different binding
and affinity across the CCR5 promoter region
depending of both single SNPs and whole CCR5
HH, which regulate in different ways the mRNA
levels, translation capacity and, ultimately, protein
expression (16). Indeed, previous findings have
shown that HHE has a higher promoter activity than
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the ancestral and protective HHA, as measured by
the luciferase activity test (17,18), leading to higher
expression of CCR5 in individuals carrying HHE.

Although not significant after Bonferroni correction,
probably due to our small sample size, our finding
concerning HH E/E pointing towards suscep-
tibility to HIV-1 infection is in concordance with
previous studies showing an association with
seroconversion and progression to AIDS (2,7,19),
and could be explained by the expected higher
expression of CCR5. An interesting point is that
the susceptibility-associated effect of the HHE
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Table 2. Frequencies obtained for multilocus haplotype analyses. Left columns indicate the frequency of the single copy of a given
multilocus haplotype, whereas right columns indicate the frequency of paired multilocus haplotypes. Haplotypes marked in bold
reached statistical significance before Bonferroni correction.

Single haplotype copy Freq. Freq. in Paired haplotype Freq. Freq. in
in SP HESN in SP HESN
HH CCL3 CCL5 n=19 n=14 HH CCL3 CCL5 n=19 n=14
73+40 74-333 -403 -28 73+40 74-333 -403 -28
C>T C>T A>G C>G C>T C>T A>G C>G
A C T G C 0.029 0.000 CIF2 CT CT AG cC 0.053 0.067
C T C A C 0.002 0.000 C/F2 TT T AG CC 0.000 0.268
C C C G C 0.061 0.115 CIE CT cC GG cC 0.158 0.067
C T C G C 0.114 0.000 CIE CT TT AG GC 0.000 0.067
D T C G C 0.029 0.000 CIE CT TT GG cC 0.000 0.067
E T T A C 0.029 0.000 CIF2 CT CT AG GC 0.000 0.067
E T C A G 0.088 0.000 G1/G2 CT cC GG GC 0.000 0.067
E T T A G 0.029 0.000 E/IF2 CT cC AG GC 0.158 0.067
E C C G C 0.147 0.000 CciC CT TT AG cC 0.000 0.200
E C T G G 0.029 0.000 CciC CT CT GG cC 0.000 0.067
F2 C C A C 0.057 0.000 CIF2 CT cC GG cC 0.053 0.000
F2 C C G C 0.235 0.000 G1/G1 CcC CT AG cC 0.053 0.000
F2 T C G C 0.031 0.000 F2/F2 CcC cC AG cC 0.053 0.000
Gl C T A C 0.029 0.000 F2/G1 CcC cC GG cC 0.053 0.000
Gl C C G C 0.059 0.038 E/E CT CT AG GC 0.053 0.000
Gl T C G G 0.029 0.000 E/G1 CT cC GG GC 0.053 0.000
C C T A C 0.000 0.077 CIE CT cC AG GC 0.053 0.000
C C T A G 0.000 0.038 F2/F2 CT cC GG cC 0.053 0.000
C T T G C 0.000 0.308 D/F2 CT cC GG cC 0.053 0.000
E C T G C 0.000 0.038 E/E CT CT AG cC 0.053 0.000
E T C G C 0.000 0.077 AlC CcC CT GG cC 0.053 0.000
E T T G G 0.000 0.038 E/F2 CcC CT GG GC 0.053 0.000
F2 T C A C 0.000 0.038
F2 T T A C 0.000 0.115
F2 C C A G 0.000 0.077
G2 T C G G 0.000 0.038

HH: human haplogroup; CCL3: C-C motif ligand 3; CCL5: C-C motif ligand 5; SP: HIV-1 seropositive; HESN: HIV-1 exposed seronegative

Table 3. Summary of single and multilocus haplotypes and pairs of haplotypes that reached statistical significance, both before and after
Bonferroni correction. Frequencies in bold show the associated group, thus indicating susceptibility or resistance towards infection.

Frequency p-value p’-value
SP HESN
CCL3
73+40C>T 74-333C>T
T T 0.000 0.394 < 0.0001 <0.0001
C C 0.476 0.172 0.004 0.016
CT TT 0.000 0.111 0.002 0.014
CT CcC 0.619 0.278 0.035 0.245
HH CCL3 CCL5
73+40C>T 74-333C>T -403A>G -28C>G
C T T G C 0.000 0.308 0.0005 0.006
CIF2 TT TT AG CcC 0.000 0.231 0.040 0.880

SP: HIV-1 seropositive; HESN: HIV-1 exposed seronegative; HH: human haplogroup; CCL3: C-C motif ligand 3; CCL5: C-C motif ligand 5

has also been reported when paired with HHG2, due to restitution of the normal CCR5 levels over
leading to increased viral production in vitro, even the cell membrane (20). Nevertheless, HHG2 has
though the latter carries the A32 mutation, possibly  been effectively associated with protection and
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decreased seroconversion when found in the homo-
zygous state, or when paired with either HHA or
HHF2 (19). These findings suggest that for HHs,
the association with R/S depends on the effect of
both copies carried by an individual over the overall
expression of CCR5 on the cell membrane.

Our results regarding CCL3, where the T-T haplo-
type was associated with resistance and C-C with
increased risk, contrast with previous reports where
the presence of both C-C and T-T haplotypes were
associated with resistance in Africans, whereas the
absence of haplotype C-C in European Americans
was associated to AIDS progression (3). Different
ancestral backgrounds might be affecting how these
variants synergize during exposure and infection.
This becomes important since the Colombian popu-
lation originated through admixture processes of
Amerindian, European and African populations (14);
therefore, a new genetic background might explain
these results.

Even though we did not find an association in CCL5
alone, as was previously reported (3), we did find
an interesting association when variants in CCR5/
CCR2, CCL3 and CCL5 were analyzed together,
with the multilocus haplotype formed by HHC, T-T
in CCL3 and G-C in CCL5 associated with resist-
ance. Although two meta-analyses (21,22), with
only one single variant in CCL5 analyzed, have
reported no association of any of them with R/S,
our findings suggest that the simultaneous presence
of variants on different genes involved in a common
signaling or metabolic pathway (receptor and its
ligands, in our case) can lead to a certain resist-
ant or susceptible phenotype, probably due to
the synergistic effect of these variants. We thus
hypothesize that the resistance to viral infection in
these cases might be due to the low expression of
the viral specific co-receptors and high levels of their
natural ligands competing for its use, and vice-versa,
in the susceptible phenotype. However, as reviewed
recently (23), functional studies are required to vali-
date the function of intronic and promoter variants in
CCL3 and CCL5 mRNA levels and stability and of
the secretion of MIP-1a and RANTES, as no data
concerning these effects is available.

Despite the small sample size, mainly because of
the exploratory characteristics of this study, the
statistically significant results obtained here, even
after the correction for multiple comparisons, support
the accuracy of our results and suggest strong
effects. Careful observations should, however, be
considered, especially since the sample size of the

272

Biomédica 2017;37:267-73

CCL3, CCL5 and multilocus analyses fell short due
to poor amplification products. Finally, to increase
the strength of this study, our results should be
validated in larger cohorts.
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N

Triatoma dimidiata es un importante vector de la enfermedad de Chagas en Centroamérica y en los
paises del norte de Suramérica. En Colombia, tiene una amplia distribuciéon y su presencia se ha
reportado en 14 departamentos de las regiones Andina, Caribe, de los Llanos Orientales y del Alto
Magdalena, en las cuales ocupa diferentes ecotopos naturales y artificiales.

La especie esta clasificada como secundaria para la transmisiéon de Trypanosoma cruzi; sin embargo,
su presencia en el ambiente silvestre, peridoméstico y domeéstico en la region Andina, y su capacidad
de movilizarse entre ellos, le han permitido escapar al control basado en la aspersion con piretroides
y ello resalta su importancia en el mantenimiento de la transmision del parasito debido a la potencial
reinfestacion de las viviendas.

La comprensioén de las relaciones de T. dimidiata con su habitat, asi como el empoderamiento de la
comunidad, contribuyen al desarrollo de sistemas de control efectivos y perdurables.

El propdsito de esta revision fue describir la distribucion, los factores de riesgo, la ecologia, las
caracteristicas entomoldgicas y los habitats de las poblaciones de T. dimidiata en Colombia, y proponer
alternativas de intervencion acordes con las caracteristicas particulares de esta especie.

Palabras clave: Triatoma; Trypanosoma cruzi; enfermedad de Chagas; epidemiologia; ecologia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.2893

Triatoma dimidiata in Colombia: Distribution, ecology and epidemiological importance

Triatoma dimidiata is an important vector of Chagas disease in Central America and countries of
northern South America. In Colombia, it has a wide geographical distribution with reported presence
in 14 departments in the Andean, Caribbean, Eastern plains and Upper Magdalena regions, where it
occupies different natural and artificial ecotopes.

The species is considered a secondary vector in the transmission of Trypanosoma cruzi. Its presence
in wild, peridomestic and intradomiciliary habitats in the Andean region, coupled with its ability to move
between them, has allowed it to escape the control based on pyrethroids spraying, highlighting its
importance in maintaining transmission of the parasite through the potential reinfestation of homes.
Understanding the relation of T. dimidiata and its habitats, as well as the empowerment of communities,
will contribute to the development of effective and lasting control systems.

The purpose of this review was to describe the distribution, risk factors, ecology, entomological features
and habitats of T. dimidiata populations in Colombia, and to propose alternative interventions in
agreement with the specific characteristics of the species.

Key words: Triatoma; Trypanosoma cruzi; Chagas disease; epidemiology; ecology.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.2893

En esta revision se resume la informacion conocida  La enfermedad de Chagas es la tercera enfermedad
hasta la fecha sobre la distribucion, ecologia e parasitaria mas comdn a nivel global después
importancia epidemiolégica deTriatoma dimidiata, de la malaria y la esquistosomiasis, y se consi-
vector de la enfermedad de Chagas en Colombia.  dera un importante problema de salud publica en

Contribucién de los autores:

Oscar Quirés-Goémez: concepcion y disefio del estudio, recoleccion y resumen de informacion bibliogréfica y escritura del manuscrito
Nicolas Jaramillo: recoleccién de informacion bibliografica y escritura del manuscrito

Victor M. Angulo: andlisis e interpretacion de datos

Gabriel Parra-Henao: concepcion y disefio del estudio, analisis e interpretacion de datos y escritura del manuscrito

Todos los autores participaron en la revision del manuscrito.

274



Biomédica 2017;37:274-85

Latinoamérica (1,2). A pesar de ser catalogada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una
de las 17 enfermedades tropicales desatendidas,
principalmente por su asociacién con la pobreza,
no se la considera una prioridad en los programas
de salud publica (3). Dicha desatencion puede
verse exacerbada por el impacto de enfermedades
emergentes como la infeccion por el virus del zika,
la cual recientemente ha llegado a las grandes
concentraciones urbanas y, ademas de sus sin-
tomas en la fase aguda, se ha asociado con el
sindrome de Guillain-Barré (4,5) y con microcefalia
en recién nacidos (6). Tales efectos la han situado
bajo el foco de maxima atencion de la poblacion y
de los medios de comunicacion, lo cual podria ir en
detrimento de los programas de vigilancia y control
de la enfermedad de Chagas, a pesar del profundo
efecto que esta tiene en las comunidades rurales
mas desfavorecidas del pais.

La més reciente estimacion de la magnitud de la
enfermedad se resume en los indicadores de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
para el afio 2010: el numero de infectados en el pais
para la fecha era de 437.960, la tasa de prevalencia
era de 0,96 %, con cerca de 4'813.543 personas
en riesgo de adquirir la infeccion (3). Las vias de
transmision son diversas: la congénita, la oral, la
transfusion de hemocomponentes contaminados
con el parasito y, menos frecuente, el accidente
laboral. Sin embargo, la transmisién vectorial es la
de mayor magnitud y mas dificil control, con una
incidencia anual de 5.274 casos (3).

Colombia tiene una rica fauna de triatominos, con
presencia de 26 de las 144 especies conocidas, de
las cuales 15 se han hallado con infeccion natural
por Trypanosoma cruzi. De Rhodnius prolixus, la
principal especie vectora debido a su eficiencia en la
transmision del parésito, se han detectado poblacio-
nes introducidas en la region Andina, y autdctonas
en la regién de la Orinoquia (7). Triatoma dimidiata
Latreille, 1811 (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae)
es considerada la segunda especie vectora dada su
frecuencia en las viviendas humanas, la tasa de
infeccién natural con T. cruzi y su amplia disper-
sion en la geografia colombiana. T. dimidiata se
halla en gran diversidad de ecétopos, con reporte
de diferencias intraespecificas que sugieren la
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presencia de varias poblaciones y acentuados con-
trastes en su relacion con los habitats humanos,
por lo cual su perfil epidemioldgico tiene alcance
diferencial (8,9).

En algunos reportes sobre el riesgo epidemio-
l6gico en el pais se ha recomendado ahondar
en la comprension del proceso de domiciliacién
de T. dimidiata, ya que tiene presencia en zonas
selvaticas y, ademas, invade las viviendas humanas.
El estudio de su ecologia y comportamiento en el
ambiente natural permitiria el desarrollo de nuevas
estrategias de vigilancia (10). Reyes, et al. (2007),
Farfan, et al. (2011), y Parra-Henao, et al., han
resaltado la importancia de realizar estudios mas
amplios de las caracteristicas particulares de T.
dimidiata, principalmente de la poblacion presente
en los departamentos de Boyaca y Santander,
debido a que la fumigacién con piretroides ha
resultado poco efectiva por su movilidad entre el
area silvestre, el peridomicilio y el domicilio, asi
como por su gran capacidad de invadir las viviendas
y la baja sensibilidad demostrada en ensayos de
laboratorio (11,12).

Distribucion
Ameérica Latina

Triatoma dimidiata se encuentra distribuida en una
amplia region del continente americano que va
desde México hasta el norte de Peru (13). En este
amplio territorio se la puede encontrar en habitats
silvestres, en el peridomicilio y en el domicilio, y ha
habido reportes de su presencia en el area urbana
en diferentes paises de Ameérica Central, asi como
en Colombia y en Ecuador (14-17). Con frecuencia
se reportan poblaciones en los tres habitats en una
misma area geografica, en tanto que en Belice,
por ejemplo, solo se la ha encontrado en condicion
silvestre y, ocasionalmente, en el peridomicilio (18).

Las poblaciones domésticas raramente son numero-
sas; no obstante, la especie se considera el vector
mas importante de la enfermedad de Chagas en
Costa Rica, Ecuador, Guatemala, El Salvador y
Nicaragua, y un importante vector secundario en
Colombia y Honduras (19). En Ecuador y en el
norte de Perq, T. dimidiata probablemente fue intro-
ducida por via maritima en la época precolombina
y se encuentra exclusivamente en el domicilio y el
peridomicilio (20).

La informacion genética y morfoldgica sugiere
que T. dimidiata pudo originarse en la peninsula
de Yucatan y, desde alli, dispersarse hacia el
sur y el norte del continente, diferenciandose en
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poblaciones relativamente discretas (20,21). Se ha
sugerido que en la base de la peninsula de Yucatan
se ubico un centro de dispersion que dio origen a
dos linajes evolutivos principales: uno restringido a
la peninsula, incluido Belice y el norte de Guatemala,
en el cual se origind T. spp. affinis dimidiata, y el
otro que se dispersé a través de Centroamérica
hasta Colombia, y hacia el norte hasta el centro
de México y la isla de Cozumel donde se halla la
formainsular T. d. hegneri. Este linaje dio origen a
las tres subespecies continentales del complejo: T.
d. maculipennis en México, T. d. dimidiata desde
Centroamérica hasta Costa Rica (y Ecuador, a
donde llegé por dispersion pasiva) y T. d. capitata
desde Panama hasta Colombia (22). Asimismo,
recientemente se ha conocido que en la peninsula
de Yucatan existe una amplia zona de hibridacion
natural de T. affin a dimidiata y T. d. maculipennis,
lo cual confirma la estrecha relacion filogenética
entre estos dos taxones (23) (figura 1).

Triatoma dimidiata en Colombia

La especie fue reportada en el pais por Usinger,
et al., 1941 (24), Otélora, 1952 (25), Ucros, et al.,
1960 (26), Marinkelle, 1969 (27), D’Alessandro, et
al.,1981 (28) , Zeleddn, et al., 1981 (29), Corredor,
etal, 1990 (30), Restrepo, et al., 2002 (31), Guhl, et
al, 2007 (7), y Parra-Henao, et al., 2010 (32) y 2015
(33). Se distribuye desde La Guajira hasta Huila,
cubriendo 14 departamentos, incluidas las islas de
San Andrés y Providencia en el mar Caribe.

Triatoma dimidiata presenta un amplio rango altitu-
dinal: en la regién Caribe, en el Uraba antioquefio,
en el departamento de Magdalena y en La Guajira,
entre los 10 y los 40 metros sobre nivel del mar
(msnm); en los municipios de las llanuras del
departamento del Cesar, entre los 40 y los 175
msnm; en los municipios de los departamentos del
Huila, Meta y Boyaca en las estribaciones de la
Cordillera Oriental, y en los Llanos Orientales, en
altitudes desde los 412 hasta los 488 msnm; en los
valles interandinos de Boyaca y Santander alcanza
los 620 a 650 msnm; en el costado oriental de la
Cordillera Oriental, en los municipios de Casanare,
alcanza altitudes que van desde los 1.350 a los
1.525 msnm, y, por ultimo, en algunos municipios
de Boyaca y Santander, sobre la Cordillera Oriental,
se la encuentra desde los 1.500 hasta los 2.400
msnm (34).

Las poblaciones de la region occidental del pais
parecen no poseer capacidad de colonizacion,
pues no presentan ningin grado de domicilia-
cion, ya que los pocos individuos reportados en
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T. d. dimidiata

T. d. capitata
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Figura 1. Distribucion de Triatoma dimidiata en América Latina.
¥ Zona de hibridacion entre T. d. maculipennis y T. sp. affin
a dimidiata

viviendas han sido adultos, al parecer, atraidos por
la luz artificial (Parra-Henao G, Angulo V, Jaramillo
N, Restrepo M. Factores de riesgo de infestacion
domiciliaria por Triatoma dimidiata. Biomédica.
2009;29(supl.1):316. Memorias, XIV Congreso
Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical y
X Simposio PECET). En Antioquia, se ha reportado
la presencia de algunos ejemplares adultos en
domicilios y peridomicilios en cuatro municipios de
la zona de Uraba (Apartadd, Chigorodd, Necocli
y Turbo) (31). Al parecer, dichos insectos eran
de origen silvestre y llegaron a estos habitats de
manera accidental, sin que se establecieran en
las casas, por lo que su presencia correspondia
a intrusiones desde el habitat selvatico sin que
se diera la colonizacion. En los departamentos
de Magdalena, Bolivar y Sucre (incluida la Sierra
Nevada de Santa Marta), se ha podido determinar
que el habitat de esta especie es silvestre y se ha
asociado principalmente a las palmas de la especie
Attalea butyracea, aunque se han constatado algu-
nas intrusiones en las viviendas (35). Debido a
esta caracteristica, el involucramiento vectorial de
T. dimidiata en la regién occidental es poco, con
hébitos estrictamente silvestres asociados con las
palmas (36).

Por el contrario, se ha reportado que las pobla-
ciones de la regién centro-oriental habitan en el
domicilio y el peridomicilio, particularmente en los
departamentos de Boyacd y Santander (7), incluso,
en viviendas en buenas condiciones de construccion



Biomédica 2017;37:274-85

ubicadas en las cabeceras municipales (37). En
esta region se han evidenciado focos silvestres
desde los cuales se dan intrusiones y colonizacion
de las viviendas. En algunos estudios de campo
en el municipio de Boavita, se ha registrado la pre-
sencia de poblaciones silvestres de T. dimidiata en
cuevas, las cuales constantemente incursionan en
los ambientes domésticos y peridomésticos (38),
dinamica que ha exigido una estricta vigilancia
entomoldgica posterior al tratamiento con insec-
ticidas en esos dos departamentos, en donde se
han observado ninfas y adultos de T. dimidiata en
las viviendas y en las estructuras peridomiciliarias
a pesar del control quimico, probablemente debido
a dichas intrusiones (39,40).

Esta capacidad de movilizacion también se ha
constatado en los estudios genéticos; al analizar
la subunidad 4 (ND4) de la NADH deshidrogenasa,
Grisales, et al., detectaron diferenciacion genética
(Hd: 0,863) y estructuracion entre poblaciones de
T. dimidiata (¢,- 0,761) de los departamentos de La
Guajiray Cesar (region Caribe) y Santander (regién
Andina), lo cual sugiere que la gran variabilidad
genética de la poblacion en Santander podria
estar asociada con las diferencias ecologicas
observadas en ese departamento, en donde los
individuos silvestres y peridomiciliarios tienden a la
domiciliacién. Por el contrario, la baja variabilidad
genética de la poblaciéon de T. dimidiata en La
Guajira podria relacionarse con el estricto habitat
arboreo que ocupa en la region (41).

Mediante analisis moleculares de la citocromo
oxidasa | (COI) y de multilocus de microsatélites
(Multilocus Microsatellite Analysis, MMA) en ejem-
plares de T. dimidiata de una region mas amplia
de Colombia (seis departamentos de las regiones
Caribe y Andina: Santander, Boyaca, Norte de
Santander, Bolivar, Cesar y Magdalena), Gémez-
Palacio, et al., evidenciaron la presencia de tres
grupos de genes correspondientes a tres regiones
biogeograficas del pais: llanuras del Caribe, Sierra
Nevada de Santa Marta y valles interandinos.
Ademas, se encontrd un grupo que se diferenciaba
de estas tres ecorregiones, lo cual sugeria un
posible flujo de genes entre las regiones, o la
presencia de hapldtipos de un origen antiguo (42).

Estos hallazgos, asi como el conocimiento actual
sobre los habitats naturales y artificiales y el pro-
ceso de dispersién de esta especie, permiten
sugerir que en Colombia existen dos poblaciones:
una que habita fundamentalmente en palmas, con
pocos eventos de colonizacién en las viviendas,

Triatoma dimidiata en Colombia

es decir, de bajo riesgo epidemiologico, en el
occidente, y la otra, que se encuentra en cuevas y
formaciones rocosas y que, al parecer, es la fuente
de las poblaciones domiciliares implicadas en la
transmision de T. cruzi en el centro-oriente del pais
(valles interandinos) (figura 2).

En el cuadro 1 se resume la informacién existente
sobre la ubicacién geografica de T. dimidiata, su
ecologia, domesticidad e infeccién con T. cruzi,
asi como su seroprevalencia en humanos en las
zonas de estudio.

Estatus taxonémico

Antes se hizo referencia al posible origen de T.
dimidiata y su dispersion desde la peninsula de
Yucatan, lo cual dio origen a variaciones morfolo-
gicas clasificadas como subespecies por Usinger
en 1944, a partir de sus trabajos sobre las
diferencias en las proporciones de la cabeza, los
ojos y la forma de los humeros (T. d. capitata, T. d.
maculipennis y T. d. dimidiata) (24). En 1979, Lent,
et al., eliminaron las categorias de subespecies e
interpretaron estas variantes con base en un efecto
clonal y propusieron la division del género Triatoma
en dos grupos principales: el grupo Protracta y el

Presencia en Colombia de Triatoma dimidiata (Latreille, 1811)

A Presencia extradomiciliaria
% Presencia en el domicilio

0 75 150 300
HN W kilometros

Figura 2. Distribucién geogréafica de las dos poblaciones de
Triatoma dimidiata en Colombia: presencia extradomiciliaria
(silvestre) en el occidente, y en el domicilio en la zona centro-
oriental

277



Quir6s-Gémez O, Jaramillo N, Angulo VM, Parra-Henao G

Biomédica 2017;37:274-85

Cuadro 1. Matriz de resumen de los datos sobre aspectos entomoldgicos, epidemioldgicos, ecoldgicos y de distribucion de Triatoma

dimidiata en Colombia

Departamento Numero de Numero Zonas de vida Colonizacion  Presencia  Seroprevalencia
municipios de veredas (Holdridge) de viviendas deT.cruzi en humanos (%)

Antioquia 4 4 BHT, BMHT No Si 2,1

Arauca 1 1 BST No No 2,9

Boyaca 21 91 BMHPM, BST,BHMB, Si Si 5,6

BMHMB, BHT

Casanare 2 2 BSMB Si Si 7,84

Cesar 10 19 BST, BHT Si No -

Cundinamarca 1 BHMB Si Si 5

La Guajira 1 1 BST No No -

Huila 1 BST No No -

Magdalena 4 8 BST, BHT No Si 0,32

Meta 2 BMHT Si No 1,78

Norte de Santander 2 1 BHPM, BHT Si Si 2,6

Santander 29 72 BMHMB, BHT, BMHT, Si Si 1,74

BSMB
San Andrés 1 1 BST No No --
Sucre 1 BST No Si 0,032

BHT: bosque humedo tropical; BMHT: bosque muy himedo tropical; BST: bosque seco tropical; BSMB: bosque seco montano bajo; BMHPM: bosque
muy humedo premontano; BHMB: bosque himedo montano bajo; BHPM: bosque humedo premontano; BMHMB: bosque muy himedo montano bajo

grupo Rubrofasciata (43). En el 2002, Dujardin, et
al., modificaron la clasificacion inicial del género e
incluyeron nueve complejos y seis subcomplejos
correspondientes a areas geograficas diferentes
(44) (cuadro 2).

Caracterizacion genotipicay fenotipica

En los estudios moleculares se han disefiado mar-
cadores para tipificar y caracterizar la dinamica
poblacional de T. dimidiata. En el 2002, Anderson, et
al., describieron ocho loci polimorfos de secuencias
cortas repetidas (microsatélites) para la especie
(45). Asimismo, se han hecho analisis con otros
marcadores nucleares mediante amplificacion alea-
toria de ADN polimorfo (Random Amplification
of Polymorphic DNA, RAPD) (38,46), y marcadores
mitocondriales como una fraccion del gen de
la subunidad 16s -mtlsurRNA y del citocromo b
-mtCytB (47).

Quiza uno de los marcadores mas informativos
hasta ahora para la descripcion de la estructura
poblacional de esta especie es el segundo espa-
ciador intergénico ribosémico nuclear (Internal
Transcribed Spacer, ITS-2). Este marcador ha per-
mitido establecer importantes variaciones puntuales
en nucléotidos y en el nimero de secuencias
cortas repetidas (microsatélites) entre diferentes
poblaciones de México, Honduras, Nicaragua y
Ecuador (20,48). Al comparar la parsimonia y las
secuencias del ITS-2 de varias especies de las
tribus Triatomini y Rhodniini, Marcilla, et al., obser-
varon muy poca variacion entre las especies per-
tenecientes al complejo Phyllosoma, con ausencia
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total de diferencias en los nucléotidos, a excep-
cion de T. dimidiata, que presenta un nucleotido
diferente (20). Por lo tanto, se considera que el
grupo de especies del complejo es mondfilético,
lo cual sugiere un ancestro comun. Estos trabajos
han revelado una compleja estructura poblacional
de T. dimidiata relacionada con aspectos epi-
demioldgicos importantes, como la capacidad de
realizar con éxito un eventual proceso de transicién
de habitats, altas tasas de infeccion natural y
areas biogeograficas con mayor riesgo potencial
(21,38).

Por su parte, Panzera, et al., reportaron variaciones
en el tamafio del genoma y diferencias en el citotipo
de poblaciones de México, Guatemala, El Salvador
y Colombia. Se encontraron tres citotipos, de los
cuales el nimero 1 se hall6 en las poblaciones
de los cuatro paises asociado con ambientes
domésticos, peridomésticos y selvaticos, en tanto
que los citotipos 2 y 3 se asociaron a poblaciones
selvaticas, lo cual sugiere que se trata de especies
cripticas correspondientes a los tres citotipos con
diferente riesgo epidemiol6gico para la enfermedad
de Chagas (21). Por el contrario, mediante ana-
lisis del ITS-2 y su correspondencia filogenética,
Bargues, et al., sugirieron reasignar el estatus
subespecifico de algunos grupos biogeograficos,
aunque no habia informacién suficiente que sus-
tentara la elevacion del rango a nivel especifico;
en ese marco, T. dimidiata capitata fue la Unica
subespecie asignada para el pais (22). Segun el
estudio de estos autores, se reubicaron las sub-
especies identificadas y, ademas, se describié una
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Cuadro 2. Triatoma dimidiata segun la clasificacion propuesta por Dujardin, et al., 2002

Grupo Proctata

Grupo Rubrofasciata

Complejo Lecticularia

indictiva, lecticularia, sanguisuga

Complejo Proctacta

barberi, incrassata, neotomae, nitida, peninsularis,
proctacta, sinaloensis

Subgrupo Infestans

Tres complejos, seis subcomplejos, 34 especies
Subgrupo Rubrofasciata

Cuatro complejos, 27 especies

Triatoma dimidiata hace parte del complejo Phyllosoma

nueva especie, T. spp. affinis dimidiata, y se integré
una especie insular, la T. hegneri, al complejo con
el nuevo nombre de T. d. hegneri. En conclusion, el
estado taxonomico actual de T. dimidiata reconoce
dos especies: T. spp. affinis dimidiata y T. dimidiata,
y cuatro subespecies: T. d. hegneri, T. d. dimidiata,
T. d. maculipennis y T. d. capitata, lo cual permite
Su reconocimiento como complejo (49).

Zeledodn, et al., Jurberg, et al., y Schofield han
considerado que T. dimidiata es un ensamblaje de
poblaciones morfoldgicas de gran variedad y han
planteado la existencia de un complejo de especies
con base en las variaciones de tamafio y coloracién
(29,50,51). No obstante, en términos generales,
se trata de una especie con individuos de tamafio
grande y colorido distintivo en el cuerpo: de piceo a
negro en el conexivo y de amarillo palido a amarillo
naranja en el corium (hemelytron). El macho mide
entre 24,5y 32 mm vy, la hembra, entre 24,5y 35
mm (43,50) (figura 3). La variacibn morfologica
entre las poblaciones de triatominos podria estar
asociada con la ecogeografia, la preferencia de
huésped y el habitat (52-54). En el caso de T.
dimidiata, en algunos estudios se ha logrado dis-
criminar y correlacionar las poblaciones con su
procedencia geografica, lo que, al parecer, es
una de las principales causas de las divergencias
evolutivas (55,56).

En estudios comparativos de los patrones sensoria-
les de las antenas de T. dimidiata en Colombia,
se han sefialado variaciones en la densidad de
las sensilias asociadas con el habitat (57); igual-
mente, se ha observado variacion cromatica en
especimenes recolectados en diferentes regiones
del pais (Parra-Henao, observacién personal). En
su estudio sobre cuatro poblaciones de T. dimidiata
en Colombia, Esteban-Adarme hizo la descripcién
morfolégica de caracteres métricos de la cabeza,
la morfologia de la genitales externos y los patro-
nes de coloracion, y hallé que las poblaciones del
occidente (departamentos de Cesar y Magdalena)
presentaban mayores tamafios de la cabeza, los
ojos y el ocelo que las demas poblaciones estudia-
das, asi como un mayor niumero de denticulos del

proceso del endosoma; describié, asimismo, un
patron de coloracién uniformemente negro en el
pronoto, caracteristico de las poblaciones en el
oriente (departamentos de Boyaca y Santander),
en tanto que en el occidente encontré que el I6bulo
posterior era negro con lineas laterales amarillas y
anaranjadas. Las caracteristicas descritas en dicho
estudio sugerian la existencia de dos grupos mor-
folégicos distinguibles, cuya diferenciacion podria
deberse a factores geograficos o ecolégicos (53).

Comportamiento y alimentacion

Triatoma dimidiata presenta un comportamiento
ecléctico, con un amplio espectro de huéspedes,
los cuales incluyen desde especies silvestres y
domésticas hasta el hombre. La sangre humana
es la mas comiunmente hallada en los insectos
recolectados en el domicilio y peridomicilio (34).
La especie ocupa ecoétopos tanto naturales como
artificiales, con éxito parcial o completo. Si las
condiciones del refugio lo permiten, los perros y
las gallinas son sus huéspedes mas frecuentes,
aunque un factor importante en la visita de los
adultos silvestres a los domicilios humanos es la
atraccion hacia la luz artificial (58). El hallazgo de
sangre de reservorios silvestres en el contenido
estomacal de T. dimidiata, asociado con las altas
tasas de infeccion natural, indicaria que parti-
cipa de manera activa en el transporte de T.

Figura 3. Variacion cromatica en especimenes de Triatoma
dimidiata procedentes de diferentes regiones de Colombia. A.
Huila. B. Boyaca. C. Sierra Nevada de Santa Marta. Fotografia:
Gabriel Parra-Henao
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cruzi hacia el ambiente doméstico, y que es una
fuente importante de infestacion y reinfestacion de
construcciones humanas (59-61).

La capacidad de T. dimidiata para reinfestar las
viviendas ha llevado a estudiar esta caracteristica
después de la aspersion quimica; en este sentido,
Dumontiel, et al., hicieron un estudio piloto en
Yucatan para evaluar la infestacion antes y después
de la aspersion con ciflutrina (Solfac®, Bayer) en el
domicilio, el peridomicilio y los hébitats selvaticos.
Durante el estudio, se encontraron especimenes
vivos en el domicilio en los primeros cuatro meses
después de la aspersién. Los vectores empe-
zaron a visitar los domicilios a partir de marzo y
hasta finales de junio. Se determiné que, en los
domicilios, predominaron los especimenes adultos,
en tanto que los estadios de ninfa se recolectaron
en el peridomicilio y en habitats selvaticos, lo cual
sugiere que los adultos migraron de sitios cercanos
y que su presencia no se debia a su supervivencia
a la aspersion (62).

Torres-Montero, et al., determinaron la infestacion
y las fuentes de alimentacién de T. dimidiata en
viviendas ubicadas en el centro del estado de
Veracruz, México. Mediante amplificacion del gen
mitocondrial citocromo b, se identifico la presencia
de sangre humana en el 87,5 % de los triatominos
del domicilio, seguida de sangre de ratdon en
25 % y de rata en 20 % y, en menor medida, de
sangre de gallina, gato y perro. Por el contrario,
en los individuos capturados en el peridomicilio,
predomind la sangre de rata (50 %), seguida de la
de humano (25 %). Se encontré una triple infeccion
por sangre humana, de gallina y de caballo, lo cual
corrobora la movilidad de T. dimidiata entre el
domicilio y el peridomicilio (63).

En Colombia, Farfan-Garcia, et al., mediante ELISA,
detectaron proteinas sanguineas en el contenido
intestinal de individuos de T. dimidiata capturados
en el domicilio y fuera de él en los municipios
de Capitanejo y Macaravita en el departamento
de Santander. En general, la sangre de animales
domésticos fue la mas frecuente (40,6 %), seguida
de la sangre de huéspedes silvestres y humanos
(4,6 %y 4,7 %, respectivamente). En 43,1 % de los
individuos capturados en el domicilio se encontré
sangre de gallina, sangre humana en 31,4 % de
ellos, de perroen 17,6 %y de caprino en 15,7 %. En
los especimenes provenientes del peridomicilio y
del habitat silvestre, no se detecté sangre humana,
siendo los animales domésticos y el armadillo las
fuentes de preferencia. Es importante destacar el
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hallazgo de sangre de animales silvestres, como la
zarigleya y el armadillo, en 7,8 % de los insectos
capturados en las viviendas, al igual que sangre
de animales domésticos en los especimenes del
hébitat silvestre, lo cual evidencia, una vez mas, la
movilidad de T. dimidiata (12).

En condiciones experimentales, se ha evaluado el
tiempo de alimentacion en conejos y de defecacion
de colonias de T. dimidiata mantenidas en con-
diciones de humedad relativa de 65 + 10 % y de
temperatura de 27,3 + 3 °C. No se observaron
diferencias en el tiempo de alimentacion y el
transcurrido hasta la defecacion en los estadios
de ninfa. El primer estadio de ninfa fue el que
mas tiempo empled en su alimentacién (25 + 2
minutos) y el cuarto estadio el que menos tiempo
empled (15 £minutos). Un comportamiento igual se
determind en cuanto al tiempo transcurrido entre la
alimentacion y la defecacion (45+6 minutos Vs. 21
+ 8 minutos, respectivamente). Hembras y machos
necesitaron el mismo tiempo para alimentarse (15
+ 5 minutos Vs. 14 + 5 minutos), y también fue el
mismo el transcurrido hasta la defecacion (20 + 6
minutos Vs. 21 + 7 minutos) (64).

Factores asociados con la presencia de
triatominos en viviendas humanas

La enfermedad de Chagas ocurre en contextos
caracterizados por determinados factores socio-
culturales, politicos, econémicos, ambientales e
histéricos directamente relacionados con la disper-
sién de los triatominos (65). Las condiciones socio-
economicas son determinantes para la infestacion
domiciliaria y, en algunos estudios, se ha reportado
que la probabilidad de encontrar individuos de T.
dimidiata es 4,3 a 10 veces mayor en viviendas
con condiciones socioecondémicas deficientes que
en aquellas con buenas condiciones (17).

Algunas de las caracteristicas de la vivienda aso-
ciadas con la presencia de T. dimidiata incluyen las
paredes no revocadas o de revocado incompleto
(odds ratio, OR=3,9; IC,, 1,9-7,7), las paredes
de bahareque (OR=4,8; IC,, 1,4-17,1) (8,66),
las paredes de adobe comparadas con las de
blogue (OR=9,55; IC,, 2,1-44,5) (17), el piso de
tierra (OR=10,1; IC,, 5,3-18,04), tener tres 0 mas
habitaciones (OR=2,04; IC, 1,1-3,9), los techos
de lamina de carton (OR=6,8; IC,,, 1,5-31,3) (67),
los techos mixtos (teja y palma) (OR=36,1; IC,
12,2-106,9), la presencia de gatos (OR=3,94;
IC,,,, 1,4-11), y la acumulacioén de rocas (OR=5,3;
IC..,, 1,6-17) (8). También, se ha reportado como

95%
factor asociado con la infestacion la localizacion
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de la casa cerca de la periferia de la localidad, la
presencia de gallineros y de dos o mas perros
(8,67). No obstante, Zeleddn, et al., reportaron
la colonizacion por especimenes silvestres de T.
dimidiata de un ecotopo artificial en el patio trasero
de una casa nueva, bien construida, en Santa Ana,
provincia de San José, en Costa Rica (61).

Otro de los factores asociados con la infestacion
domiciliaria ha sido la luz artificial. Pacheco-
Tucuch, et al., realizaron un estudio en las villas
rurales de Bokoba, Teya y Sudzal, en la parte
central del estado de Yucatan, México, en el cual
evaluaron la relaciéon entre la infestacién de las
casas Y las fuentes de luz, y la compararon con la
distancia entre la casa y dichas fuentes. El anali-
sis cuantitativo mostré una relacion inconsistente
entre las luces de la parte externa de las viviendas
y las viviendas infestadas; solo en villa Boboka se
encontrd una relacion significativa (p=0,028, OR;
IC,,, 1,2-2,2). Los autores encontraron, en cambio,
una asociacién estadistica entre las viviendas infes-
tadas y las luces publicas (p=0,008). Las casas
infestadas estaban a 18 + 0,6 m de la luz publica
y, las no infestadas, a 22,6 + 0,4m (p<0,001). Un
analisis experimental adicional evidenci6 que tanto
machos como hembras adultas de T. dimidiata
se vieron fuertemente atraidos a tlneles con luz
blanca (p<0,001) (58).

Las condiciones climéticas también inciden en el
namero de insectos capturados durante el afio, el
cual aumenta en las temporadas secas, que en
Centroamérica corresponden alos meses de marzo
y septiembre (68,69). En algunos estudios, se ha
examinado la relacion entre las variables climaticas
y la presencia de T. dimidiata utilizando sistemas de
informacion geografica y los parametros registrados
en las estaciones. Bustamante, et al., por ejemplo,
encontraron que la temperatura absoluta maxima,
es decir, la temperatura mas alta registrada en un
afio, se asocio significativamente con la presencia
de T. dimidiata (70) y, mediante modelos de nicho
ecolégico, Parra-Henao, et al., encontraron una
asociacion con el indice de vegetacion, la tem-
peratura estacional y la precipitacion anual en
poblaciones recolectadas en las regiones centro-
oriental y noroccidental del pais (71).

La distribucion y el nUmero de especimenes pue-
den variar considerablemente ante la presencia
de fendmenos naturales, como huracanes o inun-
daciones. Guzman-Tapia, et al., estudiaron los
cambios en la distribucién de T. dimidiata después
del paso del huracén Isidoro, que afecté la costa
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norte del golfo de México. Los autores recolectaron
especimenes en enero de 2003, tres meses des-
pués del huracan, y hasta diciembre de ese afio. El
principal hallazgo reportado fue la asociacion del
paso del huracan con las variaciones a mediano
y largo plazo en la infestacion domiciliaria por T.
dimidiata. Se observé un aumento en el ndmero
de insectos adultos en el trimestre de enero a
marzo, comparado con el mismo periodo en afios
anteriores (p=0,04), lo cual sugeria que se habian
producido nuevas llegadas de insectos (72).

Conclusiones

El comportamiento ecléctico de T. dimidiata en
el contexto de una economia y una situacién
geopolitica inestables y en ausencia de la supre-
sion permanente del vector, plantea un complejo
panorama de riesgo epidemiolégico, lo cual se suma
al incremento de procesos poco comunes en la
transmision de T. cruzi, como han sido los recientes
brotes de infeccién por via oral (73-76). La situa-
cién de T. dimidiata en Colombia requiere que los
investigadores y estudiosos propongan estrategias
novedosas para el control de los vectores.

Como alternativa al control con insecticidas, se
han modificado las viviendas teniendo en cuenta
los factores asociados con la presencia domiciliaria
de T. dimidiata. Dichas modificaciones han incluido
el cambio de elementos estructurales de deficiente
calidad por materiales suaves y planos que no se
conviertan en potenciales refugios de los insectos.
Algunas de estas estrategias han sido exitosas
y han logrado reducir las tasas de infestacion
hasta en 96,4 %, en tanto que las intervenciones
combinadas de aspersion con insecticidas piretroi-
des y modificaciones en las viviendas han logrado
reducciones de hasta 100 % (77).

Las intervenciones integrales se han basado en el
concepto de “ecosalud”, el cual tiene en cuenta los
factores ecoldgicos y sociales determinantes de la
transmisién del parasito, y el trabajo intersectorial y
educativo en la comunidad, con el fin de garantizar
la sostenibilidad de las intervenciones (78). Este
tipo de estrategias concita una gran participacion
de la comunidad y permite que las medidas per-
duren, tanto en lo referente a la estructura de
las viviendas (79) como al control de animales
asociados con la infestacion de vectores (80).
Por ello, su importancia ha sido reconocida por
la OMS, ya que tienen en cuenta las realidades
sociales y culturales de las poblaciones afectadas
e incorporan de manera integral sus intereses y
necesidades en los sistemas de vigilancia y control
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(81). En tales estrategias, se ha recurrido a diversas
metodologias cualitativas que incluyen entrevistas
individuales y grupales, etnografia y observacion
(65,82).

La Red Chagas Colombia ha venido estudiando
los factores socioculturales determinantes y las
dindmicas de acceso al diagndstico y a la atencion
integral en algunos departamentos del pais, con el
fin de comprender los significados culturales de la
enfermedad para incorporarlos a las estrategias de
prevencion, control y tratamiento integral (83).

Estas aproximaciones cualitativas y mixtas son de
gran utilidad, por lo cual el llamado es a continuar
trabajando desde esta perspectiva y con un enfoque
mas especifico en torno a los aspectos culturales
del riesgo, de la enfermedad de Chagas, los vec-
tores y el significado de la prevencién. Ello podria
tener efectos futuros positivos al incentivar una
mejor comprension, apropiacion y empoderamiento
de las comunidades en torno a la dinamica de la
transmision de la enfermedad por la via vectorial
y, especialmente, a su prevencién, asi como al
mejoramiento de las condiciones habitacionales
y la promocion de condiciones saludables en el
domicilio y el peridomicilio.
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HAGA USTED EL DIAGNOSTICO

Hombre de 66 ainos con nodulos exulcerados
del codo de cuatro anos de evolucion
Segunda parte

Gerzain Rodriguez

Grupo de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia

El diagnéstico correcto es dermatitis y adenitis
por micobacteria atipica, probablemente Myco-
bacterium avium-intracellulare.

Comentario

En resumen, el paciente presentaba pocas lesiones
papulo-nodulares en el codo izquierdo, de cuatro
afios de evolucién, con una adenopatia epitroclear
satélite discreta. El cuadro clinico no sugeria una
entidad precisa, y en las biopsias cutaneas se
observd una lesion intradérmica, bien circuns-
crita, con abundantes células fusiformes, algunos
macréfagos vacuolados y pocas células gigantes
de tipo Touton. Llamé la atencion la presencia
de abscesos y de areas de necrosis, el eshozo
de granulomas epitelioides y la abundancia de
plasmocitos en la profundidad de la lesion. Pocos
nervios estaban rodeados por el infiltrado, pero su
estructura endoneural estaba bien preservada.

Se sospechd un tumor fusocelular y un leproma
histioide, el cual cursa con células fusiformes, entre
las cuales la presencia de algunos plasmocitos es
una clave o ayuda diagndstica (1,2).

Las coloraciones de ZN y PAS revelaron un
enorme numero de bacilos positivos, por lo cual se
sugirieron los diagnosticos de lepra lepromatosa y
de nddulos por micobacterias atipicas. La revision
de las biopsias permiti6 demostrar que los nervios
estaban bien preservados y que no contenian
bacilos, lo cual descartaba de manera absoluta la
presencia de lepra. Los nervios son los tejidos en
donde los bacilos de Hansen son mas abundantes
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(1). Mycobacterium avium-intracellulare es clara-
mente positivo para PAS (3,4), debido a los carbo-
hidratos unidos a los lipidos de su pared celular
(3), por lo cual se sugiri6 esta micobacteriosis
atipica. La reaccion positiva con PAS también se
ha demostrado en M. gordonae (5), asi como en
M. leprae (6).

La micobacteria presente en este caso se podria
identificar con la técnica de PCR a partir de los
blogues de parafina, proceso que se puede hacer
en un dia (7) y del que no se disponia.

Ante este diagnostico, el caso debe estudiarse
ampliamente para determinar si hay lesiones
diseminadas por la micobacteria (pulmén, ganglios
cervicales, tejido 6seo), si el paciente tiene inmu-
nosupresion (sida, leucemia, lupus eritematoso
sistémico, diabetes) o tratamiento con esteroides,
inmunosupresores 0 inmunomoduladores, como
infliximab, etanercept o adalimumab (7-13). Se
debe hacer cultivo de las lesiones cutaneas, de
esputo, orina y sangre, para determinar si hay
micobacteriosis diseminada (8-10). Una vez ais-
lado en cultivo el germen causal, se debe establecer
su sensibilidad frente a los antibiéticos antituber-
culosos y administrar tratamiento con dos o mas
medicamentos segun este resultado, durante 6 a
12 meses, y prolongarlo dos meses mas después
de la curacién clinica (12,14,15). Como el germen
puede ser de crecimiento lento en el cultivo, el
tratamiento debe iniciarse antes de contar con
el resultado e incluir dos o mas medicamentos
antituberculosos, preferentemente claritromicina
y etambutol (13,14). Puede llegar a requerirse la
extirpacién de las lesiones que no involucionen
completamente con el tratamiento.

Segun informacién del paciente, a los tres meses
del diagnéstico aln no le habian hecho examenes
complementarios. Se le prescribio claritromicina, con
lo cual sinti6 que se habia curado, y el tratamiento
no se prolongé. El paciente no padecia ninguna
enfermedad inmunosupresora, no era diabético y
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no usaba medicamentos diferentes a los del trata-
miento para la hipertension arterial sistémica. Cinco
afios antes, habia sido sometido a colecistectomia
y, cuatro, a prostatectomia. El paciente decia gozar
de buena salud y no habia antecedentes de trauma
en el sitio de las lesiones cutaneas.

Las micobacterias atipicas, las no tuberculosas o
las ambientales, comprenden mas de 130 espe-
cies cultivables que no se transmiten de hombre
a hombre (8,10,13,14). Fueron clasificadas por
Runyon desde los afios 50 como de crecimiento
lento, cuando su desarrollo en el cultivo toma mas
de un mes, y de crecimiento rapido, cuando este
se demora 10 a 15 dias.

Entre las de crecimiento lento pueden darse
colonias con color o sin él, con base en lo cual
se subdividen en cromdégenas, no cromdégenas
y escotocromogenas (4,8,16,17). Son gérmenes
ubicuos, presentes en el agua corriente, asi como
en albercas, piscinas, tinas, acuarios, jacuzzis,
suelo, piso casero y muchos otros sitios, asi como
en heces de animales (8,13,16-18). Afectan a
los humanos a partir de los tres afios de edad y
penetran en el organismo por inhalacion, ingestion
o trauma cutéaneo (8,13,16-18).

Las micobacterias de crecimiento rapido se apro-
vechan mas comunmente de este ultimo, y han
originado epidemias a partir de su propagacion por
acupunturas, venoclisis y mesoterapia (16,19).

Otras, como M. avium-intracellulare, han aumentado
por la aparicion del sida y debido a condiciones
inmunosupresoras (20), aunque también pueden
afectar a personas con un estado inmunitario
aparentemente normal, quienes presentan lesiones
cutaneas localizadas, diseminadas o generalizadas
(8,15,21,22).

Mycobacterium avium-intracellulare es un agente
patdgeno frecuente en pacientes con sida que
no reciben tratamiento antirretroviral, en quienes
también se presentan candidiasis, pneumocistosis
y enfermedad por el virus de inclusion citomegalica
(9). La piel se ve afectada cuando hay diseminacion
hematdgena de una enfermedad multisistémica,
se ha hecho drenaje de una adenopatia subya-
cente o ha habido una inoculacién local traumética
(7,13). Las lesiones aparecen como papulas,
Ulceras, senos de drenaje y, con mayor frecuen-
cia, como nodulos e hipodermitis (15,16,23-26).
Pueden presentarse lesiones varioliformes (24),
generalizadas o diseminadas, estas Ultimas mas
aparentes en pacientes inmunosuprimidos (21,22).

Noédulos del codo en un hombre de 66 afios

En algunos casos se presentan como formas
esporotricoides, linfangiticas (27,28). La enfer-
medad puede tener cronicidad notoria, de afos,
sin diseminarse, como ocurri6 en este paciente
(21,29).

La extensién hipodérmica es mas comin en
personas inmunosuprimidas. Las lesiones del
paciente cuyo caso se analiza eran intradérmicas
y bien circunscritas, lo cual sugeria que no habia
inmunosupresién pero, en cambio, la abundancia
de gérmenes, si. En los pacientes con lesiones
cutaneas por M. avium-intracellulare, sin inmuno-
supresion, es dificil demostrar los gérmenes en el
examen directo o en la biopsia, por lo cual el cultivo
es un procedimiento esencial (7,26).

Las lesiones cutaneas por este microorganismo
en pacientes con sida predominan cuando tienen
menos de 100 linfocitos T por mm3y también
aparecen como nddulos subcutaneos mdltiples
cuando el paciente recibe terapia antirretroviral
de gran actividad (Highly Active Antiretroviral
Therapy, HAART), como expresion del sindrome
de reconstituciéon inmunolégica (30,31).

El aspecto fusiforme de los macrofagos del infil-
trado es otra caracteristica de las infecciones por
micobacterias atipicas, especialmente en pacientes
inmunosuprimidos, que las asemejan a la lepra
histioide y a tumores fusocelulares, tanto en la
piel como en los ganglios linfaticos (4,32-36) (Lee
B, Lee HY, Yap WM, Chuah KL. Mycobacterial
inflammatory pseudotumor of the neck. A potential
diagnostic pitfall. Pathology. 2013;45(Supl.1):S74.
Australasian Division of the International Academy
of Pathology Abstracts, 37th Annual Scientific
Meeting 2012. http://dx.doi.org/10.1097/01.PAT.00
00426903.63425.1b).

La presencia de algunos plasmocitos entre las
células fusiformes se considera una clave diag-
néstica para la lepra histioide (1,2). Este es un
mensaje importante y Util para el patdlogo, que se
desprende del andlisis del caso.

Ante estos hallazgos, se deben solicitar coloracio-
nes especiales como la de ZN, PAS y Grocott.
La asombrosa positividad de las dos primeras no
descarta la lepra, pues el bacilo de Hansen también
es positivo con la tincién de PAS (6). La presencia
de bacilos intraneurales y el dafio neural indican
la presencia de lepra, pues ninguna otra bacteria
produce estos cambios. La de plata metenamina
tile también los bacilos de Hansen (6,36,37) y tifi6,
asimismo, los bacilos en la lesion estudiada. Los
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bacilos positivos tanto con ZN como con PAS se
consideraron como indicativos de la presencia de
M. avium-intracellulare (3), pero dicha positividad
también se ha demostrado con M. gordonae (14)
y M. leprae (6).

Una conclusion general Util es que la presencia
de bacilos abundantes, fagocitados, semejantes o
analogosaglobias, que seanpositivosconZNy PAS,
puede corresponder a lepra o a una micobacteria
atipica, que debe confirmarse mediante cultivo
o PCR. El dafio neural y la presencia de bacilos
intraneurales solo ocurren en la lepra.
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Comentario bibliografico

“Las leishmaniasis: atlas y texto”

Este libro, elegantemente disefiado y diagramado
por David A. Hernandez y pulcramente impreso
por Panamericana Formas e Impresos, S. A., bajo
el patrocinio del Centro Dermatoldgico Federico
Lleras Acosta, es una obra de singular importancia,
no solamente por estar centrada en un tema de gran
interés médico, sino porque esta enfermedad y sus
diversas formas constituyen un serio problema
de salud publica para Colombia debido a la gran
frecuencia con que ocurren y a su presencia en
todos los departamentos del territorio nacional, con
excepcion de San Andrés y Providencia.

Sus autores, Gerzain Rodriguez, Claudia Arenas,
Clemencia Ovalle, Carlos A. Hernandez y Carolina
Camargo, han realizado un trabajo que sorprende
por la prolijidad en cada uno de los aspectos, la
profundidad de los textos y la seriedad cientifica
con la cual se presenta cada tema.

Organizado en doce capitulos que cubren desde los
aspectos histéricos hasta la prevencion, en cada
uno de ellos se aborda un tema especifico de forma
muy clara, didactica y, ademas, con la profundidad
necesaria para satisfacer al mas exigente de los
lectores; la redaccién agil y el buen uso del espafiol
hacen su lectura muy placentera. Cada uno de
los capitulos se sustenta en un abundante listado
de lecturas recomendadas que han aparecido en
publicaciones cientificas de reconocido prestigio,
todas ellas actuales y de gran relevancia.

Cabe destacar el capitulo dedicado a la patogenia,
en el cual se detallan los mecanismos moleculares
bésicos involucrados en la respuesta inmunitaria
innata y adaptativa frente al protozoario, los cua-
les, en definitiva, son los que explican el amplio
espectro de las presentaciones clinicas, desde las
asintomaticas hasta aquellas graves difusas.

Otro capitulo que debe resaltarse es el dedicado
al diagndstico diferencial, en el cual se incluyen las
numerosas variantes de la enfermedad, algunas
de las cuales son ignoradas en ocasiones, lo
que resalta el hecho de que el diagnoéstico de la
leishmaniasis no siempre es facil.

Dada su calidad de atlas, el libro presenta un
material de excepcional valor por la cantidad de
figuras de extraordinaria calidad, entre las cuales
las de microscopia electrénica presentan detalles
que, probablemente, es la primera vez que son
precisados.
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Los estudios histopatologicos presentan exhausti-
vamente todos los efectos y los cambios que la
infeccion del protozoario ocasiona en las células
afectadas, pero, ademas, el lector se encuentra con
sorpresas como las preparaciones del primer caso
de leishmaniasis visceral estudiado en Colombia,
cuyo corte de higado, el diagramador tuvo el buen
juicio de destacar en pagina entera.

Las figuras de las distintas formas clinicas son, en
general, de muy buena calidad y, muy seguramente,
ilustran todas las formas de leishmaniasis que se
ven en Colombia.

El libro incluye al final cinco apéndices: cuatro
dedicados a detallar minuciosamente los distintos
procedimientos de laboratorio Utiles para precisar
el diagndéstico etiolégico: desde el simple examen
directo hasta las sofisticadas técnicas de biologia
molecular, y el quinto apéndice presenta un lis-
tado de los distintos departamentos y municipios
en los cuales se ha informado la presencia de
leishmaniasis visceral.

En conclusion, este es un texto que no deberia
faltar en la biblioteca de todos aquellos que se
interesan en los problemas de la salud humana vy,
desde luego, de quienes tienen la responsabilidad
de formar a los profesionales de la salud.

Miguel A. Guzman
Investigador Emeérito, Instituto Nacional de Salud,
Bogot4, D.C., Colombia



Informacion e instrucciones para los autores

Biomédica es la revista cientifica del Instituto
Nacional de Salud de Colombia. Su fin primordial
es la difusion de trabajos originales que contribuyan
a ampliar los conocimientos en biomedicina.

Politica editorial de la revista

Biomédica acepta y se acoge a los lineamientos
establecidos por el International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
por Equator Network (http://www.equator-network.
org/) y por el Committee on Publication Ethics
(COPE) (http://publicationethics.org/) para garan-
tizar la calidad de las publicaciones cientificas,
su transparencia, integridad y debida salvaguarda
de los principios éticos que rigen la investigacién
biomédica.

La politica de reconocimiento de autoria de la
revista Biomédica se cifie a la orientacion del
ICMJE. Este Comité sefiala que

“El crédito de autoria debe basarse solamente en:

(1) contribuciones sustanciales a la concepcion
y el disefio del manuscrito, 0 a la adquisicion,
analisis e interpretacién de los datos;

(2) laredaccion del manuscrito o la revision critica
de contenido intelectual importante;

(3) la aprobacion final de la versién que se
publicara, y

(4) la asuncion de la responsabilidad frente a
todos los aspectos del manuscrito, para garan-
tizar que los asuntos relativos a la exactitud o
integridad de cualquier parte del mismo sean
apropiadamente investigados y resueltos.

Para que a alguien se le reconozca como autor,
debe satisfacer las cuatro condiciones mencio-
nadas. La adquisicién de fondos, la recoleccion
de datos o la supervisién general del grupo de
investigacion por si mismos, no justifican la autoria”.

La revista Biomédica no acepta la inclusion o el retiro
de autores después de haberse iniciado el proceso
editorial de los manuscritos. En casos excepcio-
nales en que ello se permita, es obligatorio obtener
el consentimiento por escrito de los autores cuyos
nombres vayan a ser eliminados del manuscrito
0 agregados a él. Ademas, se debe enviar una
declaracién firmada haciendo constar que todos
los autores reunen los criterios de autoria y que no
existen otros autores que, reuniendo los criterios,

hayan sido omitidos, y volver a mencionar en detalle
la contribucion de cada persona a la investigacion
y al manuscrito.

Registro de ensayos clinicos

Biomédica apoya las politicas de registro de
ensayos clinicos de la Organizacién Mundial de
la Salud y del International Commitee of Medical
Journal Editors. Por consiguiente, solamente
aceptara para publicaciéon los manuscritos de inves-
tigaciones clinicas que hayan recibido un nimero
de identificacion en uno de los registros de ensayos
clinicos validados por los criterios establecidos por
las instituciones antes mencionadas. El nimero
de identificacién y el sitio de registro se deben incluir
al final del resumen del manuscrito.

Derechos de autor

Ninguna publicacién, nacional o extranjera, puede
reproducir ni traducir los articulos ni sus resumenes,
sin previa autorizacién escrita del Comité Editorial
de la revista Biomédica.

Declaracion de privacidad

Los nombres y las direcciones de correo elec-
tronico suministradas a la revista se utilizaran
exclusivamente para los propésitos declarados
y no se pondran a disposicion de ninguna otra
persona o institucion.

Proceso editorial

Todo material propuesto para publicacién en la
revista sera revisado inicialmente por el Comité
Editorial y enviado luego para evaluacion externa a
evaluadores o pares cientificos. Para facilitar este
paso, junto con el manuscrito, los autores deben
enviar a través del sistema en linea, un archivo
complementario que contenga el nombre, la afi-
liaciéon y el correo electrénico de cuatro posibles
evaluadores nacionales y cuatro internacionales.
Los nombres de los evaluadores sugeridos no
deben incluirse dentro del manuscrito.

Una vez que el autor reciba los comentarios de
los evaluadores, debe proceder a contestarlos
punto por punto y a incorporar las modificaciones
correspondientes en el texto, en un plazo de
dos semanas. Si en el transcurso de las cuatro
semanas siguientes, Biomédica no ha recibido
la respuesta de los autores, el Comité Editorial
retirard el manuscrito.



Una vez aceptado el manuscrito para publicacion,
el Comité Editorial no aceptara modificaciones
sobre su contenido y se solicitara enviar una decla-
racion de cesion a la revista de los derechos de
reproduccion, la cual debe ser firmada por todos
los autores. Ademas, los autores deben hacer
revisar la calidad del inglés del manuscrito o del
resumen, por parte de un experto en el idioma,
y enviar la certificacion a la revista en un plazo
menor a dos semanas.

La revista Biomédica se reserva el derecho de
aceptar o rechazar los manuscritos sometidos
para publicacién, y hara sugerencias que tiendan
a mejorar su presentacion y a garantizar la inte-
gridad de la publicacién.

Los manuscritos originales aceptados para publi-
cacion, se mantendran en los archivos de la revista
durante minimo un afio a partir de la fecha de
publicacion.

Después de la edicién y la correccion de estilo, los
autores recibiran las galeradas del articulo, las cuales
deben ser cuidadosamente revisadas y devueltas
al editor en un término maximo de 48 horas.

Una vez realizada la publicacion de la revista, el
autor principal recibira, libre de costo, cinco ejem-
plares de la revista.

La revista Biomédica es de acceso libre e incluye
metadatos de citacion para todas las referencias de
los articulos publicados y las deposita en CrossRef
(http://www.crossref.org/).

Informacion general sobre los manuscritos

Biomédica publica trabajos cientificos, escritos en
espafiol o en inglés, en las siguientes categorias.

Articulo original: trabajo inédito derivado de una
investigacion biomédica que aporta informacion
nueva sobre aspectos especificos y contribuye de
manera relevante al conocimiento cientifico.

Comunicacion breve: es el informe de resultados
parciales o finales de una investigacion, cuya
divulgacion rapida sea de gran importancia.

Nota técnica: describe en detalle una técnica de
laboratorio novedosa o modificaciones de una
técnica ya establecida, enfatizando las ventajas
que tiene el procedimiento o la innovacion
desarrollados.

Ensayo: es un manuscrito filosoéfico, literario o
cientifico que presenta la opinién sustentada del
autor sobre un tema especifico o de actualidad.

Comentario: manuscrito sobre un articulo publi-
cado en la revista.

Reseia histodrica: es un manuscrito que destaca
personajes 0 sucesos y su contribucion al desa-
rrollo de las ciencias biomédicas o de las politicas
en salud.

Revisidon de tema: presenta el estado actual del
conocimiento sobre un tema; puede ser de dos
tipos:

1) solicitada directamente por el Comité Editorial
a personas expertas en el tema,

2) presentada por profesionales interesados en un
tema en particular. En este caso, se debe enviar
inicialmente al Comité Editorial la propuesta en
la que se indique por qué el tema escogido es
pertinente para los lectores de Biomédica, asi
como una breve descripcién del contenido,
las referencias clave, las publicaciones de los
autores sobre el tema que seran incluidas
(requisito obligatorio), los datos inéditos de
los autores que se incluirdn en la revision
(requisito obligatorio), la probable extension
del documento y el nimero aproximado de
ilustraciones.

En ambas casos, los autores deben estructurar la
revision de la siguiente manera:

- incluir un resumen con énfasis en el significado
de los hallazgos recientes;

- una introduccién al tema, sefialando hitos
pasados y desarrollos presentes;

- encabezamientos en el texto, con el objeto de
hacer mas provechosa su lectura;

- la revisién debe incluir un analisis critico de la
bibliografia y los datos propios de los autores;

- el desarrollo del tema queda a discrecién del
autor, pero se aconseja que incluya tablas,
esquemas y figuras, que hagan agil el texto y
ofrezcan una comprension mas rapida de su
contenido. En caso de usar figuras tomadas
total o parcialmente de otras publicaciones,
los autores deben adjuntar el permiso de la
casa editorial que ostente los derechos de
autor para su reproduccién en Biomédica.

Imagenes en biomedicina: es un trabajo ilustrado
con fotografias que muestran y explican de manera
didactica un concepto, una estructura, una enfer-
medad o un diagnostico biomédico. Debe incluir
un comentario corto que resalte la importancia del
tema ilustrado.



Haga usted el diagndstico: pretende retar la
capacidad diagnéstica de los lectores, utilizando
ilustraciones o fotografias de casos clinicos o de
hallazgos microscopicos. Consta de dos partes,
la presentacion clinica y los hallazgos correspon-
dientes, y el diagndstico correcto; este ultimo
aparece en una pagina aparte y debe acompafiarse
de un comentario actualizado sobre la entidad que
se pretende ilustrar.

Presentacion de casos: son ejemplos de casos
clinicos que destacan alguna particularidad o sefia-
lan un hallazgo especial de la enfermedad, con una
revision breve de las publicaciones pertinentes.

Cartas al editor: los lectores pueden solicitar
aclaraciones o presentar comentarios sobre el
material publicado en la revista. La decisién sobre
la publicacion de las cartas recibidas queda a
discrecion del Comité Editorial.

Comentarios bibliograficos: son escritos criticos
breves sobre libros de salud o de biomedicina.

Preparacion del manuscrito

Los autores deben cefiirse a las indicaciones
del International Committee of Medical Journal
Editors, que se encuentran publicadas como
Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals (Updated December 2013) (http://icmje.
org/icmje-recommendations.pdf).

El manuscrito debe incluir las siguientes secciones.
Hoja de presentacion: esta seccion debe incluir
- titulo (méximo 165 caracteres),

- titulo corto para los encabezamientos de las
paginas (maximo 50 caracteres),

- titulo en inglés (maximo 165 caracteres),

- un parrafo con los nombres completos de los
autores Unicamente con el primer apellido,

- la afiliacién institucional integrada por grupo,
institucion, ciudad y pais. La afiliacién insti-
tucional se relaciona con los autores con
ndmeros en superindice y en ella se deben
omitir cargos Y titulos académicos,

- datos de correspondencia: nhombre del autor
responsable, direccion completa, numero
telefénico y de fax, y direccién electrénica, y

- péarrafo donde los autores declaren cual fue el
aporte al documento de cada uno de ellos.

Resumenes: el trabajo debe incluir un resumen
estructurado en espafiol e inglés, con los subti-
tulos introduccion, objetivo, materiales y métodos,
resultados y conclusion. Los resimenes no deben
exceder las 250 palabras. No se permite el uso de
referencias ni se recomienda la inclusion de siglas
0 acrénimos.

Palabras clave: se requieren de 6 a 10 palabras
clave en cada idioma; consulte los Descriptores
en Ciencias de la Salud (DeCS) del indice de
la Literatura Latinoamericana y del Caribe en
Ciencias de la Salud (LILACS) en http://decs.bvs.
br/E/homepagee.htm; para verificar las de inglés,
consulte los Medical Subject Headings (MeSH) del
Index Medicus en http://www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.htm.

Texto: todo el manuscrito, incluso la pagina del
titulo, los resimenes, las referencias, las leyendas
de figuras y cuadros, debe estar escrito en letra
Arial de 12 puntos de tamafio a doble espacio y
alineado a la izquierda, sin dejar espacios extras
entre parrafos; se debe dejar un solo espacio
después del punto y seguido o del punto y aparte.

Los cuadros se deben configurar en letra Arial de
10 puntos de tamafio a espacio sencillo.

Se debe usar letra bastardilla o cursiva para los
términos cientificos, sin subrayarlos.

Los numeros decimales en espaiiol deben separarse
de los nimeros enteros por comas, no por puntos.

Formato electrénico: el manuscrito se debe enviar
en Word, preferiblemente en la version 97-2003.
Ademas de ser adjuntas al documento de Word,
las figuras se deben enviar preferentemente como
fichero complementario en formato tiff (Tagged
Image File Format) de 300 dpi (dots per inch). Las
graficas elaboradas en PowerPoint o Word son de
baja resolucion, por lo tanto, no se deben incluir
este tipo de imagenes en formato electrénico. Las
ilustraciones se imprimen en una columna (75 mm)
o en dos columnas (153 mm); por consiguiente, se
deben enviar las ilustraciones del tamafio en que
van a quedar impresas. Si las ilustraciones son en
color y se remiten en formato electrénico, se deben
enviar en archivos CMYK en formato tiff (Tagged
Image File Format) de alta resolucion. Si la imagen
no tiene texto incluido, la resolucion 6ptima para
los archivos CMYK es de 300 dpi; si incluye texto,
la resolucion recomendada es de 600 dpi y, si son
de blanco y negro, de 1.200 dpi. La fuente preferida
para las graficas es Helvética. Si sus archivos
son de Macintosh, debe convertirlos a uno de



los formatos mencionados. Se requiere una lista
completa de los archivos enviados, que incluya los
programas cuyo formato se utilizo.

Agradecimientos: cuando en esta seccion se
nombren personas, los autores deben certificar
que ellos tienen conocimiento y estan de acuerdo
con aparecer en los agradecimientos. Esto no es
necesario cuando se nombran entidades.

Conflicto de intereses y financiacion: los autores
debenincluir, antes de las referencias del manuscrito,
un parrafo en el que expresen si existen conflictos de
intereses o si no los hay. Ademas, debe presentarse
otro parrafo que incluya la fuente de financiacion de
la investigacion adelantada.

Biomédica acoge las recomendaciones del ICMJE
y adopta el formato de declaracidn de potenciales
conflictos de intereses, el cual debe ser diligenciado
individualmente por cada uno de los autores del
manuscrito y enviado junto con la carta de remision.
El formulario electrénico esta disponible en http://
www.icmje.org/conflicts-of-interest/.

Referencias bibliograficas: es indispensable
observar estrictamente las indicaciones de los
requisitos uniformes para manuscritos del area
biomédica. Se le asigna un nimero a cada refe-
rencia citada del texto, asi como a los cuadros y
a las figuras, en orden ascendente. Los numeros
de las referencias se anotan entre paréntesis y no
como superindice.

Las comunicaciones personales, los datos sin
publicar, los manuscritos en preparacién o some-
tidos para publicacion y los resimenes de trabajos
presentados en congresos, se deben citar entre
paréntesis en el cuerpo del manuscrito y no en la
seccion de referencias.

La abreviatura exacta de la revista citada se debe
consultar en la lista de publicaciones periddicas del
Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html); si la revista no aparece, se escribe el titulo
completo de la revista. Solo se deben transcribir los
seis primeros autores del articulo, seguidos de et al.
Serecomiendalainclusion de referencias nacionales
y latinoamericanas, para lo cual se puede consultar
Lilacs, Publindex, Latindex, Redalyc, Sibra y otras
fuentes bibliograficas pertinentes.

En caso de dudas sobre la forma correcta de citar
unareferencia (articulo cientifico, libro, tesis, pagina
de internet, etc.), se sugiere consultar la pagina
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html, en la cual se encuentran ejemplos de todos y
cada uno de los posibles casos.

A continuacién se dan algunos ejemplos para el
estilo de las referencias, siguiendo las normas de
Vancouver.

Revista cientifica: la forma adecuada de citar
revistas cientificas es la siguiente (observar el
orden de los datos, los espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Abreviatura de
la revista. Afio;volumen:pagina inicial-pagina final.
http://dx.doi.org/

Ejemplo:

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoqueladoy el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004,294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/j.jim.
2004.08.008

Libro o documento: la forma adecuada de citar
libros o documentos es (observar el orden de los
datos, los espacios y la puntuacién):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Edicién (en los
casos que corresponda). Ciudad de publicacién:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final o niamero
total de paginas.

Ejemplo:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Capitulo de libro o documento: la forma ade-
cuada de citar capitulos de libros o documentos es
la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo del capitulo. En:
autor del libro, editores. Titulo del libro. Edicién (en
los casos que corresponda). Ciudad de publicacion:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final.

Ejemplo:

Franco JL, Orrego JC, Montoya CJ, Patifio PJ.
Sindrome de infeccién recurrente. En: Correa JA,
Gomez JF, Posada R, editores. Fundamentos



de Pediatria. Tercera edicion. Medellin: Editorial
Corporaciéon para Investigaciones Biolégicas;
2007. p. 15-50.

Documentos en paginas web: la forma adecuada
de citar documentos publicados en paginas web,
es la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Fecha de consulta:
dia, mes, afio. Disponible en: pagina exacta en
donde abre el documento.

Ejemplo:

Ministerio de la Proteccion Social. Actualiza-
cion integral del POS 2013. Fecha de consulta:
26 de febrero del 2014. Disponible en: http://
www.pos.gov.co/Documents/LISTADO%20
MEDICAMENTOS%20ACUERDO%20008%20
CRES.pdf.

Cuadros y figuras: los cuadros se elaboran usando
el formato de Word; abstenerse de preparar archi-
vos en columnas o tabulados en el texto mismo
del manuscrito.

En las preparaciones de microscopio, se deben
mencionar la coloracion y el aumento segun el
objetivo utilizado, sin incluir el valor del ocular.

Cuando se utilicen cuadros o figuras que ya hayan
sido publicados, se requiere enviar la autorizacion
de la casa editorial que ostenta los derechos de
reproduccion.

Remision del manuscrito

El manuscrito debe ser remitido a través del sistema
en linea disponible en el enlace de informacién
para autores en http://www.revistabiomedica.org/.

Sin embargo, se debe enviar la carta impresa de
remision firmada en original por todos los autores,
en la que conste que todos conocen y estan de

acuerdo con su contenido, y que el manuscrito no
ha sido publicado anteriormente ni se ha sometido
a publicacién simultanea en otra revista, a la oficina
de la revista ubicada en la siguiente direccion:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 N° 51-20, blogue B, oficina B-245
Bogotd4, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.

Los autores radicados en otros paises pueden
enviar la carta de remisiéon firmada y escaneada
desde sus correos electrénicos personales, al correo
de la revista (biomedica@ins.gov.co), informando
gue se entrega por este medio por encontrarse en
el exterior.

Solo cuando se reciba la carta de remision en la
oficina de la revista (autores nacionales), o todos
los correos (autores internacionales), se iniciara el
proceso de revision editorial del manuscrito.

Al someter un manuscrito para publicacion en
Biomédica, los autores aceptan con su firma,
explicita o implicitamente, que:

1) Conocen las instrucciones para los autores y
las han seguido detalladamente.

2) Todos los autores cumplen todos los criterios
internacionalmente aceptados para ser consi-
derados como tal.

3) No se ha excluido de la lista de autores el
nombre de ningln autor que redna los requisitos
para serlo.

4) Todos los autores conocen la version final del
manuscrito sometido para publicacién y estan
de acuerdo con ella.

5) No se ha incurrido en conducta alguna que
pueda considerarse como transgresion de la
integridad cientifica o de los principios éticos
que rigen las publicaciones cientificas.



BIOMEDICA
Lista de verificacion

Con el fin de comprobar que se hayan cumplido todas las instrucciones correspondientes a las normas de
publicacién de la revista Biomédica, le solicitamos que diligencie en linea la siguiente lista de verificacion
y la presente junto con su manuscrito.

Categoria

__Articulo original __ Comunicacion breve __ Nota técnica
____Revisién de tema ____Resefia histérica ____Ensayo

____ Comentario ____Imagenes en biomedicina

____Presentacion de caso ____Haga usted el diagnéstico

____ Carta al editor ____Resefia bibliografica

1- Presentacion

____ Texto escrito a doble espacio en fuente Arial de 12 puntos de tamafio y alineado a la izquierda

___ Paginas numeradas consecutivamente en la esquina inferior derecha

2- Titulo

____Seincluyen los titulos en espafiol e inglés (maximo 165 caracteres).

____Seincluye el titulo abreviado en espafiol, o inglés en los casos pertinentes (maximo 50 caracteres).
___ Los autores aparecen sélo con su afiliacién institucional, sin mencionar cargos ni titulos académicos.

El autor de la correspondencia suministro los datos completos: nombre, apellidos, direccion, teléfono,
fax y direccion electrénica.

3- Resumen

____Se incluye el resumen estructurado en espafiol e inglés, con una extensibn maxima de 250
palabras y con los siguientes subtitulos: introduccion, objetivos, materiales y métodos, resultados
y conclusiones.
El resumen estructurado solo se requiere para articulos originales y comunicaciones breves.

4- Palabras clave
____Seincluyen 6 a 10 por articulo en cada idioma.

_____Se usan las palabras clave en espafiol e inglés indexadas en los Descriptores en Ciencias de la
Salud (DeCS) (http://decs.bvs.br/E/homepagee.html) y Medical Subject Headings (MeSH) (http://
www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm).

5- Estructura del articulo original, nota técnica y comunicacién breve
Se incluyen los siguientes apartados:
__Introduccion
Materiales y métodos
Resultados
Discusion
__ Agradecimientos

Declaracién de conflicto de intereses



____ Financiacién

____ Referencias

____Cuadros y figuras con sus respectivas leyendas

6- Figuras

____Seincluye cada una en péagina aparte, con su respectiva leyenda.

7- Cuadros

____ Se adjuntan en hoja aparte, elaborados en el modelo de tablas de Word, configurados en Arial 10 a
espacio sencillo.

Se ordenan secuencialmente.

Se incluye la leyenda correspondiente.

8- Referencias
Las referencias se numeran segun el orden de su aparicion en el texto.

Se ordenan secuencialmente y en el formato adecuado, taly como lo indican las normas de Biomédica
en las instrucciones para los autores.

Cuando se citan referencias en los cuadros, éstas deben seguir el orden que se venia usando en
el texto.

9- Abreviaturas y siglas

Se anotan entre paréntesis después de la primera vez que aparezcan, en forma completa y en el
idioma original, los términos que se abrevian. Debe evitarse el uso y la creacién de siglas que no
sean universalmente reconocidas.

10- Nomenclatura
Los nombres taxondmicos de género y especie estan escritos en letra cursiva.

Los nombres de microorganismos se escriben completos la primera vez que se citan, incluso en el titulo
y en el resumen; después, se usa solamente la inicial del género y el nombre completo de la especie.

11- Consideraciones generales

Se envi6 cartaimpresa firmada por todos los autores o, en caso de autores radicados en el extranjero,
una carta de remisién firmada y escaneada desde sus correos electronicos personales.

Se incluyé el formato de declaracién de conflicto de interés diligenciado por cada uno de los autores.

Se obtuvo autorizacién del Comité de Etica para la experimentacion en humanos o animales, la cual
debe incluirse al final de la seccién de Materiales y métodos.

Se incluyeron el sitio y el nimero de registro del ensayo clinico, para la intervencion y experimentacion
en humanos.

Los autores certifican al Comité Editorial que las personas mencionadas en los agradecimientos
tienen conocimiento de dicha mencion y estan de acuerdo con aparecer en ellos.

Todos los manuscritos incluyen una declaracion sobre la fuente de financiacion.

Se envian los nombres de los cuatro evaluadores nacionales y los cuatro internacionales, con sus
respectivos datos (nombre, afiliacion institucional y correo electrdnico).



Instructions to authors

Scope and policy

Biomédica is the quarterly journal of the Instituto
Nacional de Salud of Colombia [Colombia’s National
Institute of Health]. Its main purpose is to publish
the results of original research that may contribute
to expand knowledge in biomedicine.

Editorial policy

Biomédica accepts and subscribes the guidelines
established by the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
by the Equator Network (http://www.equator-net-
work.org/) and by the Committee on Publication Eth-
ics (COPE) (http://publicationethics.org/) in order to
guarantee the quality of scientific publications, their
transparency, integrity and full compliance with the
ethical principles applicable to biomedical research.

Biomédica’'s policy on authorship adheres to the
ICMJE guidelines, which state in this regard that:

“Authorship should be based solely on the following:

1) Substantial contributions to the conception or
design of the work; or the acquisition, analysis,
or interpretation of data for the work;

2) drafting the work or revising it critically for
important intellectual content;

3) final approval of the version to be published,
and

4) responsibility for all aspects of the manuscript
to ensure that matters concerning accuracy
and completeness of any of its sections have
been appropriately investigated and solved.

All authors should meet these four conditions. Fund
raising, data collection or general supervision of the
research group do not justify authorship.”

Biomédica will not accept the inclusion or withdrawal
of any author from the original list once the manuscript
has started the editorial process. In exceptional,
applicable cases, it will be mandatory to obtain
written consent of the author(s) whose name(s) are
to be removed from or added to the manuscript.
Besides, written consent should be sent stating that
all authors meet authorship criteria, and that there
are no other authors who meet these criteria and are
not mentioned. The document should also describe
in detail the contribution of each participant to the
research work and to the article.

Clinical trials registration

Biomédica subscribes the policies of the World
Health Organization (WHO) and the International
Committee of Medical Journals Editors (ICMJE)
regarding clinical trials registration. Therefore, it will
accept for publication only those manuscripts on
clinical research exhibiting the identification number
from one of the clinical trial registries validated
according to the criteria established by WHO and
the ICMJE. The identification number and place of
registry should be mentioned after the Abstract.

Copyright notice

No national or foreign publication may reproduce
or translate articles or abstracts from Biomédica
without previous written authorization by the
Editorial Board.

Privacy statement

The names and e-mail addresses provided to
Biomédica will be used exclusively for the stated
purposes of this journal and will not be made avail-
able for any other purpose or to any other party.

Editorial process

All manuscripts submitted for publication to Biomédica
will be reviewed by the Editorial Board and sent for
peer review to at least two experts. To facilitate this
process, authors must suggest and send via the
journal on-line platform the names, institutional
affiliation and e-mail addresses of four national and
four international reviewers whose names should
not be included in the manuscript.

Once the authors receive the reviewers’ comments,
they must address each comment, in addition to
incorporating the corresponding modifications in
the text. The authors must reply to the reviewer
comments within two weeks after receiving them;
if Biomédica has not received the authors’ reply
during the following four weeks, the paper will be
withdrawn.

Once the paper has been accepted for publication,
the Editorial Board will not accept modifications in
its content, and it will request a copyright transfer
statement signed by all authors. Additionally, authors
should certify the quality of the English language in
the manuscript or in the abstract on a document
signed by an expert and sent to the journal before
two weeks.



The original manuscripts of articles accepted to
be published will remain in the journal files for a
minimum of one year after publication. Once the
paper has been accepted for publication, and after
editing and style correction, authors will receive the
galley proofs, which must be carefully reviewed and
returned to the editors within 48 hours after receipt
by the authors.

Once the paper has been published, the corre-
sponding author will receive five free copies of the
journal issue.

Biomédica is an open access journal and it includes
citation metadata for all references in published
articles, all of which are deposited in CrossRef
(http://www.crossref.org/).

General information on manuscripts

Biomédica will publish scientific papers written in
Spanish or English, in the following categories:

Original articles: Unpublished manuscripts resulting
from biomedical research which present new
information about specific aspects and provides a
relevant contribution to scientific knowledge.

Short communication: Report of partial or final
results of research whose rapid disclosure is of
great importance.

Technical note: Detailed description of a new
laboratory technique or of modifications done to
an established technique, emphasizing the advan-
tages that the process has, or the importance of the
innovation developed.

Essay: A philosophical, literary, or scientific manu-
script that presents an author's documented opinion
about a specific topic or a topic of current interest.

Commentary: A manuscript about an article pub-
lished in the journal.

History: A manuscript that places emphasis on
historical personalities or facts, and their contribu-
tions to the development of biomedical sciences or
health policies.

Topic review: the current state of the art on a
specific topic; it includes two categories:

1) Requested by the Editorial Board to experts
on a topic.

2) Presented by professionals interested in a par-
ticular topic. For this option, authors must send
a proposal indicating why the topic selected is
relevant to the readers of Biomédica including
a brief description, some key references,

publications by the authors on the topic that are
to be cited (mandatory), unpublished data by
the authors that are to be included (mandatory),
the probable size of the manuscript and the
approximate number of illustrations.

In both categories, authors should include the
following elements:

- An abstract with emphasis on the significance
of recent findings;

- apointed introduction to the topic showing past
landmarks and present developments;

- appropriate subtitles to facilitate a better under-
standing of the manuscript;

- the development of the topic is left to the
discretion of the authors, but they are advised
to include tables, graphics and figures to
provide a clearer understanding of the text. In
case figures are taken partially or totally from
other publications, authors must attach the
permission from the copyright holder for their
reproduction in Biomédica.

Images in biomedicine: An illustrated paper with
photographs demonstrating and explaining a
concept, a structure, a disease or a biomedical
diagnosis. It must include a short commentary
emphasizing the importance of the illustrated topic.

Make your own diagnosis: The purpose of
papers presented in this category is to challenge
the diagnostic ability of readers, using illustrations
or photographs of clinical data, or microscopic
findings. It has two parts, the clinical presentation
and the corresponding findings in the first part, and
the correct diagnosis in the second part. The latter
should appear on a separate page and with an
updated comment on the disease it highlights.

Case presentation: Clinical cases with peculiar
presentations or special features of diagnostic
value and a brief review of the relevant literature.

Letters to the editor: Readers can request expla-
nations or comment on articles published in the
journal. The decision to publish these letters lies on
the Editorial Board.

Book review: Brief critical writings on books about
health and biomedicine.

Preparation of the manuscript

Please follow the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors that are
published as “Recommendations for the Conduct,



Reporting, Editing, and Publication of Scholarly
Work in Medical Journals” (updated December
2013) (http://icmje.org/icmje-recommendations.pdf).

The manuscript must include the following sections:

Presentation page: This section must include the
following items:

- Manuscript title (maximum 165 characters)

- Running title for page headlines (maximum 50
characters)

- Spanish title (maximum 165 characters)

- A paragraph with the authors’ full names
(include only first family name)

- The institutional affiliation of each author
including the name of their group, institution,
city and country. The link of authors’ names
and institutional affiliation should be done
using numbers in superscript. Omit positions
held and academic qualifications.

- Name of corresponding author, along with
postal address, telephone and fax numbers
and e-mail address

- A paragraph stating authors’ specific contri-
bution to the article.

Abstracts: The manuscript must include a struc-
tured abstract (introduction, objective, materials and
methods, results and conclusions) in both Spanish
and English, not longer than 250 words. The use
of references is not allowed in the abstract, and
the inclusion of abbreviations and acronyms is not
recommended.

Key words: No more than ten key words in each
language are permitted. Authors are advised to
verify the English keywords in the Medical Subject
Headings (MeSH) of the Index Medicus available
from http://www.nIm.nih.gov/mesh/meshhome.htm,
and the Spanish keywords in Descriptores en Ciencias
de la Salud (DeCS) of the Latin American and
Caribbean Health Sciences index available from
http://decs.bvs.br

Text: All manuscripts, including the presentation
page, abstracts, references, tables and titles of
figures and tables, should be in double space.
Leave only a single space after the end of each
paragraph. Use Arial font size 12 for the text and
for table and figure titles, and do not justify the text
(left justified). Use italic letters for species names or
scientific terms; do not underline for italicization.

Electronic format: The manuscript must be
received as an MS Word™ file, preferably in the
97-2003 version. Figures should come attached
to the Word document and they should be sent
preferably in a 300 dpi tiff format. Graphics made
with Power Point™ or MS Word programs are not
acceptable because of low resolution. lllustrations
are printed in a single column (75 mm) or in two
columns (153 mm), therefore, illustrations must be
sent in one of these two print sizes. In the case
of color illustrations, please use CMYK files in a
high resolution tiff format. The best resolution for
CMYK files is 300 dpi if the image does not include
text. If the image includes text, the recommended
resolution is 600 dpi; if it is black and white,
the recommended resolution is 1200 dpi. The
recommended font for graphics is Helvetic. If your
files are Macintosh, please convert them to one of
the above formats. A complete list of the files must
be sent including the names of the programs in
which they were formatted.

Acknowledgements: Authors should certify that
persons mentioned in the Acknowledgements have
been informed and they have agreed to it. This is
not required in the case of institutions.

Conflicts of interest and financial support
statements: Authors must place these state-
ments before the References section in separate
paragraphs.

Biomédica subscribes the ICMJE recommendations
in this respect and adopts their format for the
statement of potential conflicts of interest, which
should be filled out individually by each author
and sent along with the letter of submission. The
electronic format is available from http://www.icmje.
org/conflicts-of-interest/.

References: Strict adherence to the guidelines of
the uniform requirements for manuscripts submitted
to biomedical journals is required. A number is
assigned to each reference as it appears in the
manuscript, the tables and figures in ascending
order. The reference numbers are placed within
parenthesis (not as indices or superscripts).

Personal communications, unpublished data, manu-
scripts in preparation or submitted for publication,
and abstracts presented at congresses or other
scientific meetings must not be numbered but rather
referenced in the text within parenthesis.

Consult the periodical publications list of Index
Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd7serials7lij.html)
for exact abbreviations of journal names. If the



journal is not listed, write its full title. Include only the
first six authors of the article, followed by et al. The
inclusion of national and Latin-American references
is recommended. For this purpose, please consult
Lilacs, Latindex, Sibra, or Colciencia’s indices, and
other pertinent bibliographic sources.

The following are some examples of references
from different types of publications according to the
Vancouver style.

Scientific journal: The adequate way of citing
scientific journals is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Journal’s abbreviated
name. Year;volume:initial page-last page. http://dx.
doi.org/

Examples:

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/}.jim.
2004.08.008

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoquelado y el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Book or document: The adequate way of citing
books or documents is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by
first name initials) in bold. Title. Edition (when
applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page-last page or total number of pages.

Example:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Book chapter or document: The adequate way of
citing book chapters or documents is the following
(Please, check the order of the data, spacing and
punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title of chapter. In: name of
book author(s), editor(s). Title of book. Edition (when

applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page - last page or total number of pages.

Example:

Restrepo A, Tobéon AM, Agudelo CA. Para-
coccidioidomycosis. In: Hospenthal DR, Rinaldi
MG, editors. Diagnosis and treatment of human
mycoses. 1st edition. Totowa, NJ: Humana Press;
2008. p. 127-331.

Documents in web sites: The adequate way of
citing documents published in web sites is the
following (Please, check the order of the data,
spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Citation date: day,
month, year. Available from: exact link to open the
document.

Example:

Nucci M, Colombo AL. Clinical manifestations
and diagnosis of acute/subacute paracoccidioido-
mycosis. UpToDate. 2012. Citation date: October
15,2012. Availablefrom: http://www.uptodate.com/
contents/clinical-manifestations-and-diagnosis-
of-acute-subacute-paracoccidioidomycosis.

Tables and figures: Tables must be formatted
using the Word processing tool for this purpose. Do
not include columns or tabulations within the text of
the manuscript.

Regarding microscope slides, include the staining
and lens increase in the objective, but do notinclude
the value of the ocular.
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