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Editorial
El Instituto Nacional de Salud, una instituciéon paradigmatica

Emblematico, paradigmatico. En pasada ocasion, cuando el Instituto Nacional de Salud, al cumplir
94 afios de existencia, celebré el XII Encuentro Cientifico en agosto del afio 2011, me referi a esta
benemérita institucion como “emblematica” (1). El vocablo “emblematico” significa simbdlico, alegoérico,
ejemplar, representativo. El Instituto Nacional de Salud ha sido un emblema, y es ejemplo y paradigma
de excelencia cientifica en Colombia y en América Latina.

En el capitulo “Una vision desde el Consejo Cientifico-Técnico” de la magnifica obra “Instituto Nacional de
Salud, 1917-1997. Una historia, un compromiso”, editada por Gabriel Toro, Carlos A. Hernandez y Jorge
Raad, Mauricio Restrepo escribio:

“[...] La permanencia a través del tiempo es un hecho que causa sorpresa y, con frecuencia, admiracién. El
hecho mencionado se puede aplicar al Instituto Nacional de Salud [...]" (2).

Tal escribié Restrepo con ocasién de los 80 afios de existencia del Instituto; hoy, celebramos los 100 afios
y, con ello, sus palabras adquieren mayor significacion.

Las culturas de los pueblos se desarrollan y pasan a la historia por la accion de hombres y mujeres
notables, y de grandes instituciones. El Instituto Nacional de Salud ha congregado lo mejor de la
inteligencia médica y sus aportes a la salud de nuestra nacién han sido muy significativos. El Instituto es
supremo hacedor y guardian de la ciencia biomédica y de la salud publica de Colombia.

Fundado como entidad privada en enero de 1917 por dos grandes de la medicina colombiana, Bernardo
Samper Sordo y Jorge Martinez Santamaria, el Instituto muy pronto se convirtié en un reconocido centro de
investigacion cientifica, y de elaboracion de vacunas y sueros para la salud publica. En 1928, el Gobierno
Nacional lo adquirié y lo denominé Laboratorio Nacional de Higiene, el cual luego se fusioné con el Instituto
Carlos Finlay para el estudio de la fiebre amarilla, y con sucesivas restructuraciones finalmente vino a ser
el hoy Instituto Nacional de Salud. Su publicacion periédica, Biomédica, esté en el Index Medicus (Medline,
PubMed) de la National Library of Medicine y es la mas importante publicacion cientifica colombiana en el
campo de la biomedicina. El Boletin Epidemiolégico Semanal es el aporte indispensable para conocer el
estado de salud del pais y para la planeacién de los servicios de salud (1).

Grande ha sido el impacto del Instituto sobre la salud de Colombia: la erradicacion de la viruela y de la
poliomielitis, el Saneamiento Bésico Rural, la construccion de acueductos y la disposicion de excretas,
asi como la investigacion epidemiolégica. En fin, es la institucion faro de la salud publica y ha sido
centro principal de investigacion en el pais, y de sus investigaciones han surgido las mas ambiciosas y
benéficas campafias —hoy de dimension histérica—, como el control del paludismo o la erradicacion de
Aedes aegypti, vector de la fiebre amarilla (1).

En Colombia, como en otros paises de Latinoamérica, el Instituto Nacional de Salud esta comprometido
en la generacion de conocimiento cientifico que sustente la adopcién de medidas y estrategias de salud
publica. Por ejemplo, el Instituto Nacional de Salud Publica de México se presenta como

“[...] una institucion comprometida con el desafio que supone responder a las multiples demandas que se
le plantean desde la sociedad y desde las instancias gubernamentales. De acuerdo con esta optica, las
actividades del INSP, orientadas principalmente a la promocién de la salud de la poblacion mediante la
aplicacion de politicas basadas en evidencias cientificas, se apegan a lineamientos que delimitan y orientan
su trabajo como la Visién 2030 del Sistema de Salud Mexicano, que contempla un sistema Unico de salud
que garantice el acceso universal a los servicios esenciales de salud [...]" (3).



El Instituto Nacional de Salud de Colombia funciona actualmente bajo los lineamientos del Decreto Ley
4109 de 2011, que reza asi en los Considerandos:

“[...] El Instituto Nacional de Salud esta organizado como un establecimiento publico de la Rama Ejecutiva del
orden nacional que tiene como objetivo promover, orientar, ejecutar y coordinar la investigacion cientifica en
salud y en biomedicina; desarrollar, aplicar y transferir ciencia y tecnologia en las areas de su competencia,;
actuar como laboratorio de referencia nacional; coordinar técnicamente la red nacional de laboratorios de salud
publica en las areas de su competencia, y desarrollar, producir y distribuir productos biolégicos, quimicos,
biotecnoldgicos y reactivos de diagnéstico biomédico, en el marco del Sistema de Seguridad Social en Salud y
del Sistema de Ciencia, Tecnologia e Innovacion [...]" (4).

En el Articulo 1° se redefine su naturaleza juridica, asi:

“[...] Cambiese la naturaleza juridica del Instituto Nacional de Salud — INS, de establecimiento publico a Instituto
Cientifico y Técnico, con personeria juridica, autonomia administrativa y patrimonio propio, que se continuara
denominando Instituto Nacional de Salud - INS, adscrito al Ministerio de Salud y Proteccién Social. El Instituto
pertenecera al Sistema General de Seguridad Social en Salud y al Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion en los términos establecidos en la ley y en el presente Decreto [...]" (4).

En este contexto, el Articulo 3° reformula su objeto asi:

“[...] (i) el desarrollo y la gestion del conocimiento cientifico en salud y biomedicina para contribuir a mejorar
las condiciones de salud de las personas; (ii) realizar investigacion cientifica basica y aplicada en salud y
biomedicina; (iii) la promocion de la investigacion cientifica, la innovacion y la formulacion de estudios de
acuerdo con las prioridades de salud publica de conocimiento del Instituto; (iv) la vigilancia y seguridad sanitaria
en los temas de su competencia; la produccion de insumos y biolégicos; y (v) actuar como laboratorio nacional
de referencia y coordinador de las redes especiales, en el marco del Sistema General de Seguridad Social en
Salud y del Sistema de Ciencia, Tecnologia e Innovacion [...]" (4)

Ademas de su principal rol, que es la generacién de conocimiento sobre la naturaleza, la fisiopatologia y
la epidemiologia de las enfermedades de mayor riesgo para la poblacion de Colombia, el Instituto debe
orientar las acciones de prevencion, diagndéstico y tratamiento, y coordinar los programas de especial valor
para la salud publica del pais: la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica, la Red de Bancos de
Sangre y Servicios de Transfusion, y la Red Nacional de Donacion y Trasplante de Tejidos y Organos.

Como victima de las fallidas politicas econdmicas neoliberales, infortunadamente, el Instituto no ha
recibido en los Ultimos tiempos el soporte presupuestal que requiere. En el gobierno anterior se pretendié
gue, como otros en las diversas ramas de la actividad cultural y cientifica del pais, fuera autosuficiente
desde el punto de vista presupuestal. Esto quiere decir que los otrora muy importantes proyectos de
investigacion, la produccion de biolégicos y vacunas, en fin, su accionar como faro de la salud puablica de
nuestra nacién, han decaido. En junio de 2009, la revista Semana se refiri6 a las dificultades del Instituto
en un articulo bajo el injusto y equivocado titulo “El Instituto Nacional de Salud incumplié sus obligaciones”
(5), y la Contraloria General de la Republica acogié las denuncias de Semana, aunque ambas, Semana
y Contraloria, reconocieron y detallaron la precaria situacion econémica a la que se ha llevado al Instituto
y que ha sido la verdadera causa de la dificultad para cumplir plenamente su mision.

Es tiempo de apoyar con decision, como politica gubernamental, la investigacion cientifica, la
coordinacion para la excelencia en los programas, como los de bancos de sangre o de trasplante
de tejidos y 6rganos, que el Instituto ejecuta en medio de grandes limitaciones presupuestales. Pero
es preocupante lo que establecen el Articulo 1° y el Articulo 3° del Decreto Ley 4109 de 2011, en el
sentido de que el Instituto debe: “[...] actuar como laboratorio nacional de referencia y coordinador de
las redes especiales, en el marco del Sistema General de Seguridad Social en Salud [...]". El Sistema
General de Seguridad Social en Salud, implantado en Colombia por la Ley 100 del 23 de diciembre de
1993 —de la cual fue ponente el entonces senador (como lo es hoy) Alvaro Uribe Vélez—, es un sistema
de aseguramiento comercial que convirtié la salud en una mercancia y la atencion de la salud en una
industria, muy lejos de los principios y fundamentos éticos, morales y deontoldgicos establecidos hace
2.500 afios por Hipdcrates de Cos, el padre de la Medicina. La Ley 100 de 1993, mediante la cual se
estableci6 el Sistema General de Seguridad Social en Salud, es la negacion de la vocacion altruista de
la medicina y de la salud publica.



El Decreto Ley deberia rezar, por el contrario, que “como instituto cientifico y técnico, con personeria
juridica, autonomia administrativa y patrimonio propio, actuara por fuera del Sistema General de
Seguridad Social en Salud”, pues tal como esta redactado, pasara con el Instituto lo que ha ocurrido con
los hospitales publicos: se han ido a la ruina por el Sistema General de Seguridad Social en Salud y las
entidades promotoras de salud (EPS) con su multibillonaria cartera.

Como persona allegada al Instituto, como hijo de Luis Patifio Camargo, que tan cerca estuvo de su
trayectoria institucional, hago llegar a su personal —y pido a los colombianos que también lo hagan—
un saludo que encuentro dificil de redactar por la admiracion que le profeso, porque es gracias a ese
dedicado equipo cientifico y administrativo que el Instituto Nacional de Salud sobrevive y cumple su noble
mision en medio de la adversidad econémica.

Loor al benemérito Instituto Nacional de Salud en sus 100 afios de emblematica existencia.

José Félix Patifio Restrepo
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CASE PRESENTATION

Small cell lung cancer associated with
multiple paraneoplastic syndromes
Diana L. Franco?, Leslie Thomas?

1 Department of Internal Medicine, Mayo Clinic AZ, Scottsdale, United States of America
2 Division of Nephrology, Mayo Clinic AZ, Scottsdale, United States of America

We report the case of a patient presenting with multiple severe electrolyte disturbances who was
subsequently found to have small cell lung cancer. Upon further evaluation, she demonstrated three
distinct paraneoplastic processes, including the syndrome of inappropriate antidiuretic hormone,
Fanconi syndrome, and an inappropriate elevation in fibroblast growth factor-23 (FGF23). The patient
underwent one round of chemotherapy, but she was found to have progressive disease. After 36 days
of hospitalization, the patient made the decision to enter hospice care and later she expired.

Key words: Lung neoplasms; paraneoplastic syndromes; electrolytes; Fanconi syndrome.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2906

Cancer de pulmén de células pequeias asociado a miultiples sindromes paraneoplasicos

Se reporta el caso de una paciente que ingreso al hospital para evaluacién de multiples trastornos
electroliticos y, posteriormente, se le hizo el diagnostico de cancer de pulmén de células pequefias.
Tras la evaluacion médica, se detectaron tres sindromes paraneoplasicos: sindrome de secrecion
inadecuada de hormona antidiurética, sindrome de Fanconi y elevacion inapropiada del factor 23
de crecimiento de fibroblastos. Se le administré quimioterapia sin éxito, por lo cual se decidié darle
tratamiento paliativo y, un tiempo después, fallecio.

Palabras clave: neoplasias pulmonares; sindromes paraneoplésicos; electrolitos; sindrome de Fanconi.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2906

Small cell cancer may be associated with a
number of paraneoplastic syndromes, including
the syndrome of inappropriate antidiuretic hor-
mone (SIADH) (1).To our knowledge, only two
cases of small cell cancer associated with
Fanconi syndrome have been previously reported
(2,3). Small cell cancer associated with isolated
phosphate wasting without Fanconi syndrome
has also been rarely reported, leading some
to consider whether fibroblast growth factor 23
(FGF23) played a role in those cases. Despite
this speculation, FGF23 level was not measured
in these patients.
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We present a case of small cell cancer of the lung
associated with three discreet paraneoplastic
syndromes, including syndrome of inappropriate
antidiuresis (SIAD), Fanconi syndrome, and tumor-
induced osteomalacia arising from an inappropriate
increase in FGF23. This is the third reported case
of SCC associated with generalized renal proximal
tubule dysfunction (Fanconi syndrome) and the
first report of small cell cancer associated with an
inappropriately elevated FGF23 hormone level.

Case presentation

A 57-year-old woman with a 35-year smoking
history presented with a cough productive of
clear sputum, nausea, and decreased oral intake
ongoing for one month. Her past medical history
included hypertension, hyperlipidemia, chronic
obstructive pulmonary disease, obesity, obstructive
sleep apnea, and chronic hepatitis B infection. Her
family history included leukemia (father), cancer of
unknown primary (mother), thyroid cancer (sister),
and bladder cancer (brother).
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Leslie Thomas: critical revision of the manuscript for important intellectual content



Biomédica 2017;37:8-10

Investigations

As shown in figure 1, computed tomography of the
chest revealed a 3 x 1 cm mass in the posterior
bronchus of the right upper lung and right-
sided paratracheal and supraclavicular adeno-
pathies. Lymph node biopsy demonstrated a
nonhematopoietic malignant neoplasm with strong
expression of CD56, consistent with small cell
neuroendocrine carcinoma.

Initial laboratory studies revealed multiple electrolyte
abnormalities at presentation, including hyponatre-
mia, hypobicarbonatemia, and hypophosphatemia.

Although initially attributed to her anorexia and
hypovolemic state, the patient’s hypoosmolar hypo-
natremia (Osm 266 mosmol/kg, Na 123 (135-145
mmol/L) was found to persist despite restoration
of euvolemia after several days in the hospital.
In the setting of euvolemia and normotension,
normal renal clearance (eGFR>60 ml/minute/1.73
m?), normal thyroid and adrenal studies, adequate
solute intake, and absence of renal sodium wasting
(fractional excretion of sodium 0.005), the hypona-
tremic state continued (Na 122 mEg/L) along with
increased urine osmolality (Uosm 545 mOsm/kg).
This confirmed the presence of SIAD, likely related
to the patient’'s SCC.

A non-anion gap metabolic acidosis (arterial pH:
7.374, pCO,: 30.5, serum HCO.-: 16 (22-29
mmol/L)) was also identified. A high urine anion gap
(46) was measured, consistent with a renal tubular
acidosis. Glucosuria (1.0 mg/dl) in the setting of
normal serum glucose (86 [70-100 mg/dl]), gener-
alized aminoaciduria, and hyperphosphaturia in the
setting of hypophosphatemia were also observed.
These findings were consistent with generalized
dysfunction of the renal proximal tubule (i.e.,
Fanconi syndrome).

In the setting of severe hypophosphatemia and
normal estimated glomerular filtration rate (eGFR),
FGF23 would be expected to be low. However, an
elevation of FGF23 was discovered: 500 RU/mI
(reference value: <180 RU/ml). Other phosphaturic
hormones were normal, including parathyroid
hormone (47 pg/ml; reference: 15-65 pg/ml) and
parathyroid hormone-related peptide (<0.2 pmol/L).
As expected with an increased level of FGF23,
1,25-dihydroxyvitamin D (1,25(0OH)2D) was low (8
pg/ml; reference: 18-78 pg/ml), despite a normal
concentration (28 ng/ml; reference: 25-80 ng/ml)
of 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) and normal
eGFR (>60 ml/minute/1.73 m?). In this setting,

Small cell lung cancer

the elevation of FGF23 was inappropriate and
consistent with the presence of an independent
paraneoplastic process related to SCC.

Treatment

As shown in figure 2, the patient received multiple
doses of both oral and intravenous phosphate
with minimal overall effect on serum phosphate
concentration. The patient's SCC was treated with
carboplatin and etoposide.

Outcome and follow-up

Unfortunately, the patient’'s multiple electrolyte
abnormalities did not improve after initial tumor-
directed therapy. Follow-up imaging revealed a

Figure 1. Computed tomography of the chest showing the mass

in the right upper lung
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rapid progression of tumor burden. Subsequently,
the patient made the decision to enter hospice
care, and she expired.

Discussion

This is the third report of small cell cancer associated
with Fanconi syndrome (1,2). One of the two previ-
ously reported cases also involved concurrent SIAD.

FGF23 is a hormone produced in osteocytes and
osteoblasts that regulates phosphate and vitamin
D metabolism. It acts in the proximal tubule by
down regulating the expression of luminal sodium-
dependent phosphate transporters leading to phos-
phaturia, and by down-regulating la-hydroxylase
reducing vitamin D synthesis. It is synthesized as
a pro-protein that is cleaved and glycosylated to
produce FGF23 fragments (4).

FGF23 is measured by immunometric enzyme-
linkedimmunosorbentassay (ELISA). Commercially
there are two formats available: The “intact”
assay (iIFGF23), that recognizes distant epitopes
at the cleavage site, and the ‘C-terminal’ assay
(cFGF23), which recognizes two distinct epitopes,
in the terminal portion of molecule allowing the
measurement of the FGF23 fragments (4,5).

Circulating FGF23 levels are governed chiefly
by changes in serum phosphate and by the
vitamin D endocrine system. In states of relative
hyperphosphatemia or increased production of
1,25(0OH)2D, FGF23 concentration rises, pro-
moting renal phosphate wasting and inhibition
of la-hydroxylase with subsequent attenuation
of serum phosphate and 1,25(0OH)2D levels. In
the condition of tumor-induced osteomalacia,
unregulated phosphatonin (e.g., FGF23) production
leads to hyperphosphaturia, low circulating levels
of 1,25(0OH)2D, severe hypophosphatemia, and,
eventually, osteomalacia. In this case, neither
osteomalacia nor symptoms of osteomalacia were
noted. Most documented cases of tumor-induced
osteomalacia have involved benign mesenchymal
tumors, specifically solitary, non-aggressive ap-
pearing soft tissue or osseous lesions (6). However,
there are cases in which infiltrating aggressive
tumors are seen (7).In a recent review of patients
with small cell cancer with apparent tumor-
related disturbances of phosphate metabolism, six
patients demonstrated isolated renal phosphate
wasting without Fanconi syndrome and two
demonstrated oncogenic osteomalacia (3). Of
those cases, three had concurrent SIADH, one
had concurrent Cushing’s syndrome, and one had
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both concurrent SIADH and Cushing’s syndrome.
In none of those cases was FGF23 measured.
In this patient, hypophosphatemia was promoted
by two independent processes: Generalized proxi-
mal tubular dysfunction and an inappropriately
elevated FGF23.

Conclusions

Small cell cancer may be associated with a variety
of paraneoplastic syndromes, including rarely
encountered processes such as Fanconi syndrome
and tumor-induced osteomalacia. Restoration of
serum phosphate to normal levels in individuals
with small cell cancer-associated Fanconi syndrome
or tumor-induced osteomalacia may prove difficult
despite aggressive oral and intravenous phosphate
replacement. FGF23 should be measured in any
patient with difficulties to manage hypophospha-
temia and hyperphosphaturia.
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ARTICULO ORIGINAL

Sintesis de nanoparticulas de acido polilactico cargadas con
antibidticos y su actividad antibacteriana contra Escherichia coli
0157:H7 y Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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Introduccion. Las nanoparticulas poliméricas constituyen una herramienta nanotecnoldgica que podria
ayudar a combatir los microorganismos patdgenos que han desarrollado resistencia a los antibiéticos
convencionales.

Objetivo. Sintetizar nanoparticulas de acido polilactico cargadas con ofloxacina y vancomicina, y
determinar su actividad antibacteriana frente a Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM).

Materiales y métodos. Las nanoparticulas de acido polilactico cargadas con ofloxacina y vancomicina
se sintetizaron utilizando el método de emulsion y evaporacion de solvente. Se caracterizaron mediante
dispersion de luz en modo dinamico, electroforesis Doppler con laser y microscopia electronica de
barrido (S-TEM). Se evalud la actividad antibacteriana in vitro de las nanoparticulas de acido polilactico
con ofloxacina contra E. coli O157:H7 y nanoparticulas de acido polilactico con vancomicina contra
SARM, mediante el método de microdilucion en caldo.

Resultados. Se obtuvieron nanoparticulas poliméricas con tamafios inferiores a 379 nm y carga
superficial positiva de hasta 21 mV. Las nanoparticulas cargadas con ofloxacina presentaron una
concentracion inhibitoria minima (CIM, ) de 0,001 pg/ml frente a E. coli 0157:H7, valor 40 veces menor
que la concentracion de antibiotico libre necesaria para lograr el mismo efecto (CIM,,=0,04 pg/ml).
Para SARM, las nanoparticulas mejoraron la potencia farmacoldgica in vitro de la vancomicina al
exhibir una MIC, de 0,005 pg/ml, comparada con la de 0,5 pg/ml del antibiotico libre.

Conclusiones. Se mejor0 el efecto antibacteriano de la ofloxacina y la vancomicina incorporadas en la
matriz polimérica de acido polilactico. Las nanoparticulas poliméricas constituirian una alternativa para
el control de cepas bacterianas de interés en salud publica.

Palabras clave: Escherichia coli; Staphylococcus aureus resistente a la meticilina; nanoparticulas:
antibacterianos.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2995

Synthesis of antibiotic loaded polylactic acid nanoparticles and their antibacterial activity
against Escherichia coli 0157:H7 and methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Introduction: Polymeric nanoparticles are promising nanotechnology tools to fight pathogenic bacteria
resistant to conventional antibiotics.

Objective: To synthesize polylactic acid nanoparticles loaded with ofloxacin and vancomycin, and
to determine their antibacterial activity against Escherichia coli O157:H7 and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA).

Materials and methods: We synthesized ofloxacin or vancomycin loaded polylactic acid nanoparticles
by the emulsification-solvent evaporation method, and characterized them by dynamic light scattering,
laser Doppler electrophoresis and scanning electron microscopy. We evaluated in vitro antibacterial
activity of ofloxacin- and vancomycin-loaded polylactic acid nanoparticles against E. coli 0157:H7 and
MRSA using the broth microdilution method.

Results: Ofloxacin- and vancomycin-loaded polylactic acid nanoparticles registered a positive surface
charge density of 21 mV and an average size lower than 379 nm. In vitro minimum inhibitory concentration
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(MIC,,) of ofloxacin-polylactic acid nanoparticles was 0,001 pg/ml against E. coli O157:H7, i.e., 40
times lower than the free ofloxacin (MIC_: 0.04 pg/ml), indicating enhanced antibacterial activity while
the in vitro MIC_, of vancomycin-polylactic acid nanoparticles was 0,005 pg/ml against MRSA, i.e., 100
times lower than that of free vancomycin (MIC_: 0.5 ug/ml).

Conclusion: Polylactic acid nanoparticles loaded with ofloxacin and vancomycin showed a higher
antibacterial activity. Polymeric nanoparticles are a possible alternative for drug design against

pathogenic bacterial strains of public health interest.

Key words: Escherichia coli; methicillin-resistant Staphylococcus aureus; nanoparticles: anti-

bacterial agents.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2995

Escherichia coli y Staphylococcus aureus consti-
tuyen especies bacterianas relevantes en salud
publica debido a la alta prevalencia y complejidad
de las enfermedades que causan (1), asi como
por su capacidad para desarrollar resistencia a los
antibiéticos (2). Las infecciones ocasionadas por
la cepa enterohemorragica de E. coli O157:H7
producen complicaciones gastrointestinales que
ocasionalmente conducen al sindrome urémico
hemolitico, principalmente en la poblacion infantil. El
cuadro clinico se caracteriza por trombocitopenia,
deficiencia renal y anemia (3).

El primer brote epidémico causado por E. coli
0157:H7 se registr6 en Estados Unidos en 1982
debido al consumo de hamburguesas contamina-
das con este agente, lo cual produjo diarrea con
sangre y dolor abdominal grave entre las personas
afectadas (4). En la década de los noventa, también
se presentaron brotes en Canadd, Reino Unido,
Bélgica, Irlanda, Africa y Nueva Zelanda (5-8). Dos
de los mayores brotes se han registrado en Japon
e Inglaterra. En 1996, en un comedor escolar de
Japoén, se diagnosticaron 7.966 casos, en 106
de los cuales se presentd el sindrome urémico
hemolitico (9). Asimismo, en el brote en Inglaterra
en el 2009, hubo 95 personas afectadas, 17 de las
cuales desarrollaron un cuadro clinico mas grave
con deficiencia renal y anemia (10).

En Suramérica hay menos informacion sobre los
brotes causados por E. coli 0157:H7 debido a la
falta de un sistema riguroso de vigilancia epidemio-
I6gica para este agente. No obstante, Argentina es
uno de los paises con mayor nimero de casos de
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nifios con diarrea con sangre (alrededor de 7 %)
asociados a infecciones con esta cepa bacteriana
(11). Del mismo modo, en algunas investigaciones
en Colombia se ha encontrado una prevalencia
de 4,7 % en niflos afectados por E. coli 0157:H7
causante de diarrea. Recientemente, esta condicion
ha sido categorizada como “enfermedad humana
en progreso” por los organismos de vigilancia (12).

En cuanto a S. aureus, desde los afios sesenta se
han venido identificando cepas con resistencia a los
antibiéticos betalactamicos, como la penicilina y la
meticilina causantes de infecciones, principalmente
en hospitales. Las cepas de S. aureus resistente a
la meticilina (SARM) son responsables de enfer-
medades graves como la sepsis y la neumonia
necrosante (13,14). La enfermedad infecciosa
causada por SARM puede ser letal en pacientes
inmunosuprimidos que se hayan contagiado
mediante el contacto directo con un individuo
portador o con dispositivos médicos contaminados,
lo cual contribuye en gran medida a la colonizacién
e invasion bacteriana (15).

En 1999, la causa de méas de 25 % de las
enfermedades registradas en Europa fue SARM
(16), especialmente en Italia, con unaincidencia de
35 % (17). Asimismo, 25 % de las enfermedades
registradas en Estados Unidos se atribuyeron a
cepas de S. aureus resistente a los antibiéticos
betalactamicos (18). En Latinoamérica ha habido
un continuo incremento de las enfermedades
infecciosas asociadas a SARM. Asi, en el 2004,
la prevalencia de S. aureus como agente infec-
cioso fue de 80 a 82 % en Pert y Chile, en tanto
que en México fue de 52 %, en Colombia de
47 %, en Argentina de 42 % y en Venezuela de
25 % (19-21).

Hoy en dia, los tratamientos disponibles para
combatir las enfermedades infecciosas causadas
por E. coli O157:H7 se centran en el uso de
antibioticos del tipo de las quinolonas, por ejemplo,
la ofloxacina, y en las causadas por SARM, se



Biomédica 2017;37:11-21

emplean los glucopéptidos, como la vancomicina.
A pesar de que ya hay cepas resistentes a estos
antibidticos, se contindan prescribiendo para
afecciones causadas por cepas sensibles, aun-
gue desencadenan efectos secundarios (cefalea,
anemia, trombocitopenia, diarrea) y, ademas, se
sabe que son poco eficaces, principalmente por su
baja solubilidad y la dificultad para llegar hasta su
blanco terapéutico (13,22-24).

De alli la necesidad de alternativas que permitan
contrarrestar las infecciones bacterianas causa-
das por E. coli O157:H7 y SARM. Una de las
opciones promisorias para mejorar la eficacia y la
biodisponibilidad de los antibiéticos convencionales
es su incorporacion en polimeros biodegradables.
Los antibiéticos incorporados en una particula
polimérica de tamafio nanométrico tienen mejor
solubilidad, distribucion en los tejidos y penetracion
celular, con menor citotoxicidad y efectos secun-
darios, entre otras ventajas (1,24,25).

Las investigaciones en nanotecnologia sobre el
transporte de compuestos biolégicamente activos
hacia sitios de interés han resultado en el desarrollo
de sistemas nanoestructurados con fines terapéuti-
cos, como las nanoparticulas poliméricas (26).
Los polimeros biodegradables mas empleados
para la sintesis de nanoparticulas han sido el
acido polilactico y el acido polilactico coglicolico
(polylactic-co-glycolic acid, PLGA) debido a que son
materiales biocompatibles y presentan una libera-
cién controlada del principio activo. Ademas, han
sido aprobados por la Food and Drug Administration
(FDA) para la elaboracion de sistemas de liberacion
de farmacos y otros usos biomédicos (27,28).

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
sintetizar y caracterizar nanoparticulas de &cido
polilactico (PLA) cargadas con ofloxacina (PLA-
ofloxacina) y vancomicina (PLA-vancomicina)
segun su tamafo, forma, carga superficial neta
y concentracién de antibidtico en el polimero.
Ademas, se determiné la actividad bacteriostatica y
bactericida in vitro de la ofloxacina y la vancomicina
en acido polilactico frente a E. coli O157:H7 y
SARM, respectivamente.

Materiales y métodos
Reactivos y cepas bacterianas

El acido polilactico (con peso molecular, PM, de
85 a 160 kDa), la ofloxacina (OFLX, PM: 361,37 g/
mol), la vancomicina (VCM, PM: 1485,71 g/mol), el
poloxamero 407 (PM: 12,5 kDa) y la polietilenimina

Nanoparticulas de acido polilactico con antibiéticos

(PM: 2 kDa) se adquirieron de Sigma-Aldrich. El
acetonitrilo de maximo grado de pureza (High
Purity Liquid Chromatoghaphy, HPLC) y el metanol
en grado HPLC (MetOH) se obtuvieron de J.T.
Baker. El diclorometano y el medio de cultivo de
Mueller-Hinton (MH) se adquirieron de Merck. El
medio de cultivo de infusién de cerebro y corazén
(Brain Heart Infusion, BHI) se obtuvo de Oxoid. La
cepa E. coli 0157:H7 fue donada por la Escuela de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana
y la cepa de S. aureus resistente a la meticilina
(SARM) fue donada por la Escuela de Microbiologia
de la Universidad Industrial de Santander. Las dos
cepas bacterianas se mantuvieron en medio de
cultivo BHI.

Sintesis de nanoparticulas de acido polilactico
cargadas con ofloxacina

Las nanoparticulas de ofloxacina en &cido polilactico
se sintetizaron mediante el método de emulsion y
evaporacion de solvente descrito por Jeffery, et
al. (29,30). Inicialmente, se prepar6 una solucién
de ofloxacina en acido polilactico en una relacion
de 1 a 5 en diclorometano. Esta primera solucién
se homogeneizé en un voértex a 300 rpm durante
20 minutos y se la agregd a una fase acuosa
formada por un agente estabilizante, el poloxamero
(0,5 % plv), y un agente cationico, la polietileni-
mina (0,0025 % p/v). Posteriormente, la mezcla se
homogeneizé utilizando un homogeneizador Ultra-
Turrax® (IKA) a 15.500 rpm durante cinco minutos.
El solvente organico se evaporé a presion de 120
mbar a 23 °C en un rotoevaporador Heidolph. Las
nanoparticulas se purificaron mediante centrifuga-
cién a 6.000 rpm durante 20 minutos, y se lavaron
con agua desionizada. La emulsién blanquecina
obtenida se almacend bajo refrigeracion a una
temperatura entre 4y 8 °C.

Sintesis de nanoparticulas de acido polilactico
cargadas con vancomicina

Las nanoparticulas de vancomicina en &acido
polilactico se sintetizaron segun el método de
doble emulsién y evaporacion de solvente (31-33).
Se preparé la primera emulsién de vancomicina en
acido polilactico, usando diclorometano con una
relacion de medicamento y polimero de 1 a 5, y
esta emulsion se afiadio a la fase acuosa que con-
tenia el poloxamero (0,5 % p/v) y la polietilenimina
(0,0025 % p/v). Estas dos fases se sometieron
a emulsion utilizando el homogeneizador Ultra-
Turrax® (IKA). El diclorometano se evapor6 a pre-
sion reducida y las nanoparticulas de vancomicina
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en acido polilactico se purificaron mediante centri-
fugacion y posteriormente se lavaron con agua
desionizada. La emulsion final fue almacenada
bajo refrigeracién a temperaturas entre 4y 8 °C.

Caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas

Se caracterizd el tamafio hidrodinamico de las
nanoparticulas mediante dispersion de luz dinamica.
La carga superficial se determiné mediante el
potencial zeta, utilizando un equipo Malvern
Zetasizer Nano Series Nano-zs90, equipado con
un laser operado a 633 nm, 25 °C y un angulo de
dispersion fijo de 90°. Las muestras se diluyeron
diez veces con agua desionizada y cada medicion se
hizo por triplicado. También, se empled la técnica de
microscopia electronica de barrido para determinar
la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas.
Para ello, se us6 el microscopio FEI Quanta 650 del
Laboratorio de Microscopia del Parque Tecnoldgico
de la Universidad Industrial de Santander. La con-
centracién de antibidtico se determiné utilizando
cromatografia liquida de alta eficiencia (High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC).

Determinacién de la concentracion del
antibidtico cargado en las nanoparticulas de
acido polilactico

Para determinar la cantidad de ofloxacina o
vancomicina cargada en la matriz polimérica, las
nanoparticulas se centrifugaron durante 40 minutos
a 12.000 rpm. El precipitado se disolvié en 1 ml
de diclorometano, se afiadieron 4 ml de solucion
tampon fosfato (pH 3) y se agité durante 20 minutos
con el fin de extraer el antibiético de la solucion
tampodn a partir de la solucion organica. Después
de separar las dos fases mediante decantacion
durante 30 minutos, la solucién tampén se filtré y
la concentracién del medicamento se determiné
mediante HPLC (34,35).

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minimay la concentracion bactericida minima

La actividad antibacteriana se evalué mediante
la metodologia de microdilucién en caldo (36,37).
Inicialmente, se prepararon el preinéculo de E.
coli 0157:H7 en caldo de Luria-Bertani (LB) y el
de SARM en caldo de Muller-Hilton (MH) durante
12 a 14 horas a 37 °C y a 200 rpm. El inéculo
final para cada cepa se ajust6 a la escala 0,5
de McFarland (108 UFC/mI). La cinética de creci-
miento de cada microorganismo se determind
mezclando una parte de suspension bacteriana
con una parte de suspension de nanoparticulas en
diferentes concentraciones, utilizando los 96 pozos
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de microplacas de la prueba ELISA, y se incubaron
a 37 °C en agitacién orbital a 200 rpm durante
ocho horas. Se tomaron muestras cada hora y
se analizaron en un espectrofotometro lector de
microplaca ELISA (Bio Rad, iMarck™) a 595 nm.
Los ensayos se hicieron por triplicado con los
respectivos controles de esterilidad del medio de
cultivo (éste Unicamente), el control de antibiético
(en ausencia de nanoparticulas) y el control de
crecimiento para cada bacteria (medio de cultivo
mas indculo bacteriano). Las concentraciones
inhibitorias minimas de 50 % (CIM, ) y de 90 %
(CIM,,) se definieron como la menor concentracion
del nanomaterial capaz de reducir la concentracion
bacteriana en un 50 y 90 %, respectivamente, en
relacion con el control de crecimiento y en ausencia
de los inhibidores. Asimismo, se evaluo la actividad
antibacteriana de los polimeros empleados en la
sintesis de las nanoparticulas (polietilenimina 0,00
25 % p/v y poloxamero 0,5 % p/v).

Para determinar la concentracion bactericida
minima (CBM), se tomaron alicuotas 100 pl a partir
de la CIM, determinada para cada bacteria, y para
las concentraciones de nanoparticulas cargadas
con medicamento en las cuales no se evidenci6
crecimiento, se tomé una alicuota de 100 pl que
se agreg6 a 900 pul de caldo de cultivo BHI, con el
fin de revitalizar las células bacterianas existentes.
Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Los cultivos liquidos obtenidos se sembraron
en superficies utilizando agar BHI en cajas de
Petri durante 24 horas a 37 °C, con el fin de
corroborar la ausencia de crecimiento bacteriano.
Se definié la CBM como la menor concentracion
de nanoparticulas que produjo una reduccion de
unidades formadoras de colonias (UFC) mayor
de 99,9 % en comparacion con el inodculo sin
tratamiento.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica de las
nanoparticulas de ofloxacinay vancomicina
en &cido polilactico

Las nanoparticulas poliméricas obtenidas se carac-
terizaron mediante dispersion de luz dinamica,
electroforesis Doppler con laser y microscopia
electronica de barrido (S-TEM) (figuras 1 y 2).
El analisis mediante dispersion de luz dinamica
(figuras 1A y 2A) y electroforesis Doppler con
laser (figura 1B y 2B), evidenci6 la obtencién de
nanoparticulas de tamafios hidrodindmicos de 348
a 379 nm y carga superficial maxima de +21 mV.
La carga positiva de las nanoparticulas se debio
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Figura 1. Caracterizacion de nanoparticulas de ofloxacina en acido polilactico. A. Dispersion de luz dindmica. B. Potencial zeta. C.
y D. Imagenes en microscopia electronica de barrido (S-TEM)

A. Distribucion del tamafio por intensidad B. Distribucion del potencial Z
12 600000
10 3 500000

f\a\ fE

< 2 400000

7 2

T 6 & 300000

5 5

g 4 G 200000

T4 100000
0 0

1 10 100 1000 10000

-100 0 100 200

Tamafio (d.nm) Potencial Z aparente (mV)

Figura 2. Caracterizacion de nanoparticulas de vancomicina en acido polilactico. A. Dispersion de luz dinamica. B. Potencial zeta.
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a la presencia del agente catiénico polietilenimina,
el cual también estabiliz6 la emulsion mediante
repulsiones electrostaticas. Los tamafios menores
de 379 nm y la carga superficial de las nano-
particulas obtenidas fueron comparables e, incluso,
mejores que las obtenidas por otros autores (38,39).
En las microfotografias S-TEM se evidencian las
nanoparticulas monodispersas, sin agregados y
de morfologia esférica (figuras 1, C-D y 2, C-D).
En el cuadro 1 se presenta un resumen de las pro-
piedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de
acido polilactico cargadas con los medicamentos.

Determinacién delaconcentracion del antibidtico
cargado en las nanoparticulas

Mediante HPLC en fase inversa se determind
una concentracién de la vancomicina en las
nanoparticulas de acido polilactico de 0,090 ug
del medicamento por mg de polimero. Para la
ofloxacina, se obtuvo una mayor concentracién,
de 0,73 pg de medicamento por mg de polimero
(cuadro 1).

Actividad antibacteriana de las nanoparticulas
de acido polilactico cargadas con antibiéticos

En las figuras 3 y 4 se presentan la CIM,,, la CIM,
y la CBM de la ofloxacina y la vancomicina en acido
polilactico, y de los medicamentos libres para las
cepas patogenas estudiadas. Las nanoparticulas de
ofloxacina en acido polilactico inhibieron el 50 % de
las células de E. coli O157:H7 en una concentracion
de 0,001 pg/ml, concentracién 40 veces menor que
la requerida por el antibiotico libre (CIM_=0,04
ug/ml). En cuanto a SARM, la CIM, obtenida de las
nanoparticulas de vancomicina en acido polilactico
fue de 0,005 pg/ml, la cual es 100 veces menor que
la necesaria para que el antibiotico libre alcance el
mismo efecto de inhibicion (CIM,,=0,5 pg/ml). En
el cuadro 2 se presenta el resumen de todos los
resultados de actividad antibacteriana obtenidos.
Los polimeros empleados en la sintesis de las
nanoparticulas, polietilenimina (0,0025 % p/v) y
poloxamero 407 (0,5 % p/v), no tuvieron ningun
efecto inhibitorio contra E. coli 0157:H7 y SARM.

Discusion

Uno de los objetivos del empleo de nanoparticulas
poliméricas como dispositivos de entrega de medica-
mentos es optimizar su eficacia terapéutica. Se ha
demostrado que los sistemas nanoestructurados son
una alternativa en el tratamiento de enfermedades

infecciosas; por ejemplo, las nanoparticulas de
rifampicina en alginato mejoraron la eficacia del
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medicamento contra Mycobacterium turberculosis,
las nanoesferas de anfotericina en policaprolactona
contra Candida albicans disminuyeron la toxicidad
in vivo de la anfotericina, y las nanoparticulas de
ciprofloxacina en poliacrilato ‘glicosilado’ contra
S. aureus mejoraron la biodisponibilidad de la
ciprofloxacina (24).

En cuanto a los medicamentos de naturaleza hidro-
fobica, el principal método empleado para la sintesis
de nanoparticulas poliméricas es el de emulsion y
evaporacion del solvente (13,40,41). Utilizando este
método, las nanoparticulas de ofloxacina en &acido
polilactico presentaron forma esférica y un tamafio
promedio de 379 nm (figura 1, cuadro 1). Un posible
mecanismo de formacién de las nanoparticulas
poliméricas es la progresiva disminucion del tamafio
de las gotas de emulsion durante la evaporacion del
solvente (en este caso, diclorometano), hasta la
obtencién de las nanoparticulas que se estabilizan
debido a la presencia de agentes como la gelatina,
el polivinilalcohol o los poloxameros (42-44).

En este estudio se us6 poloxamero 407 como agente
emulsionante, el cual estabiliza las nanoparticulas
al absorberse en la superficie de las particulas
formadas mediante interacciones hidrofobicas por
medio del bloque de 6xido de polipropileno y el
bloque hidrofilico (6xido de polietileno), los cuales
se extienden hacia el medio acuoso. De esta
manera, se forma una capa hidrofilica que estabiliza
las nanoparticulas de acido polilactico (45).

Algunos autores han empleado la técnica de emul-
sion y evaporacion del solvente para encapsular
medicamentos hidrofobicos y han obtenido tamafios
entre 0,2 y 8 um (46,47). Sin embargo, son pocos
los estudios en los cuales se ha implementado
para la encapsulacion de ofloxacina; por ejemplo,
Abazinge, et al., obtuvieron particulas entre 37 pm
y 425 um (38); Cheow, et al., prepararon nanopar-
ticulas de alrededor de 360 nm (48), tamafios
comparables con los obtenidos en este trabajo
(<379 nm) (cuadro 1).

Porotrolado, las nanoparticulas de vancomicinaen
acido polilactico sintetizadas mediante el método
de doble emulsién y evaporacion del solvente,
también se estabilizaron empleando poloxamero
(49). Se ha descrito que la formacion de las
nanoparticulas mediante esta técnica, se presenta
en el momento de evaporacion del solvente
organico, proceso mediante el cual se acelera
la precipitacion del polimero atrapando el prin-
cipio activo (antibiético) y formando las particulas
nanomeétricas (31). Algunos autores han obtenido
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Nanoparticulas de acido polilactico con antibiéticos

Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de antibiético en &cido polilactico

Sistema nanoestructurado Tamafo (nm)

indice de
polidispersion (Pdl)

Potencial zeta
(mV)

Mg de antibidtico por mg
de acido polilactico

Ofloxacina en acido polilactico
Vancomicina en &cido polilactico

379,3+3,372
348,248,869

0,335+0,004
0,299+0,002

+16,4+3,70
+21,6+3,70

0,730+5,4
0,090+7,3

Densidad 6ptica (595 nm)

0,0+ T T T T
0 2 4 6 8
Tiempo (horas)

E Control E. coli O 157:H7

—O— 0,8 ug/mL ofloxacina

—~A— 0,04 ug/mL ofloxacina

—Vv— 0,9 ug/mL de ofloxacina en &cido polilactico
—&— 0,04 ug/mL de ofloxacina en é&cido polilactico
—&— 0,001 ug/mL de ofloxacina en acido polilactico

Figura 3. Actividad antibacteriana de ofloxacina libre y nano-
particulas de ofloxacina en acido polilactico frente a E. coli
0157:H7 (ofloxacina libre, CIM_,=0,04 pg/ml, CIM_,>3,2 pg/ml;
nanoparticulas de ofloxacina en acido polilactico, CIM, =0,001
pg/ml, CIMy>0,9 pg/ml). Todos los ensayos se hicieron por
triplicado.

0,51 ¥

Densidad 6ptica (595 nm)

0,0 T T
0 2 4 6
Tiempo (horas)

o |

—— Control SARM

—e— 1,3 ug/mL vancomicina

—A— 0,5 ug/mL vancomicina

—¥— 0,25 ug/mL vancomicina

—%— 0,11 ug/mL de vancomicina en &cido polilactico
—O— 0,01 ug/mL de vancomicina en acido polilactico
—&— 0,005 ug/mL de vancomicina en &cido polilactico

Figura 4. Actividad antibacteriana de vancomicina libre y
nanoparticulas de vancomicina en &cido polilactico frente a
SARM (vancomicina libre, CIM,>0,5 ug/ml, CIM,=1,3 g/
ml; nanoparticulas de vancomicina en &cido polilactico,
CIM,,=0,005 pg/ml, CIM,;: 0,01 pg/ml). Todos los ensayos se
hicieron por triplicado.

nanoparticulas y microparticulas poliméricas car-
gadas con vancomicina con tamafos entre 466
nm y 11,8 um (33,50). Sin embargo, en este
trabajo se obtuvieron nanoparticulas esféricas
con un tamafio promedio de 348 nm, resultados
comparables e incluso mejores que los obtenidos
en las investigaciones antes mencionadas.

Se considera que la técnica mas adecuada para
la preparacion de nanoparticulas de vancomicina
en &cido polilactico y para la encapsulacion de
otras moléculas hidrosolubles como péptidos,
proteinas y vacunas, es el método de sintesis
de doble emulsion agua-aceite-agua (water-oil-
water, W/O/W) y evaporacion del solvente (51,52).
Con esta técnica se han encapsulado diferentes
sustancias de caracter hidrofilico, como la albimina
de suero bovino (35), asi como la insulina y la
lisozima (53), y los tamafios obtenidos fluctuaron
entre 200 nmy 1.200 nm (39).

Con respecto a la concentracién de la vancomicina
en nanoparticulas de acido polilactico (0,09 ug de
vancomicina por mg de acido), esta fue suficiente
para evaluar el efecto antibacteriano. Sin embargo,
fue dificil alcanzar una concentracion mayor del
medicamento, porque en la mayoria de moléculas
hidrofilicas se presenta unarapida difusion en la fase
acuosa durante la emulsion (54-56). La liberacion
rapida de vancomicina en acido polilactico se ve
favorecida durante el proceso de evaporacion del
solvente, pues la sustancia encapsulada puede
liberarse en la fase acuosa a través de poros
presentes en las nanoparticulas (31,39). Ademas,
la baja concentracion de antibiético encapsulado
podria deberse a la localizacion del medicamento
en la superficie de las nanoparticulas (57), el cual
se elimina en el momento de la purificacion (41).

Es importante mencionar que la cantidad de
medicamento incorporada en el polimero depende
de las interacciones entre este y la presencia de
grupos funcionales como los ésteres o los carboxilos
(58). En este contexto, para las nanoparticulas
de ofloxacina en acido polilactico se obtuvo una
mayor concentraciéon de antibiético (0,73 ug de
medicamento por mg de polimero), probablemente
debido a una mayor interaccion electrostatica entre
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Cuadro 2. Actividad antibacteriana de compuestos contra E. coli 0157:H7 y SARM

Cepa bacteriana Compuesto CIM,; (pg/ml) CIM,, (ug/ml) CBM (pg/ml)

E. coli O157:H7 Ofloxacina 0,040 >3,2 >3,2
Ofloxacina en &acido polilactico 0,0010 0,90 >0,90
Vancomicina 0,50 1,3 >2,0

SARM Vancomicina en &cido polilactico 0,0050 0,010 >0,10

CIM,,: concentracion inhibitoria minima de 50 %; CIM, : concentracion inhibitoria minima de 90 %; CBM: concentracién bactericida minima. Todos

los ensayos se hicieron por triplicado.

las cargas negativas de los grupos carboxilos
terminales del acido polilactico (59) y las cargas
positivas generadas en el nitrogeno de la piperazina
presente en la ofloxacina (con valores de pH
inferiores a pKa,<6,08) (60).

Por otra parte, en los Ultimos afios se ha demostrado
una mayor eficacia de los antibidticos al estar
incorporados en las nanoparticulas poliméricas
(25,61). En este trabajo, las nanoparticulas de
ofloxacina en é&cido polilactico como agente anti-
bacteriano contra E. coli O157:H7 exhibieron un
efecto 40 veces mayor que la CIM,, del antibiotico
libre (cuadro 2 y figura 3). El aumento de la
actividad antibacteriana in vitro puede haberse
debido a una mayor interaccién entre la superficie
de las nanoparticulas y la membrana biolégica
(62). ElI aumento en la capacidad inhibitoria de
la ofloxacina y de otras fluoroquinolonas ha sido
objeto de las investigaciones de Jeong, et al.,
quienes determinaron un incremento del 30 %
en el efecto antibacteriano de la ciprofloxacina
encapsulada en PLGA contra E. coli (63). De igual
manera, se encontré que la ofloxacina encapsulada
en liposomas aumenté dos veces la inhibicién
(CIM=0,0525 pg/ml) contra E.coli ATCC 25922, en
comparacion conelmedicamentolibre (CIM=0,12 pg/
ml) (62). También, se evidencio la potencializacion
del efecto inhibitorio contra E. coli ATCC 35218 en
mas de 200 veces al emplear nanoparticulas de
ofloxacina en polietilencianoacrilato (CIM=0,0005
pg/ml), en comparacion con la ofloxacina
(CIM=0,12 pg/ml) (64).

Cabe destacar que se han hecho pocos estudios
empleando nanoparticulas poliméricas de vanco-
micina contra SARM. En algunas investigaciones
se ha observado una disminucion de la eficacia
antibacteriana contra S. aureus de la vancomicina
en nanoparticulas de acido PLGA y polietilenglicol
(CIM=128 pg/ml), en comparacion con el antibiético
libre (CIM=32 ug/ml) (33). En otros casos, se ha
reportado un aumento en la eficacia del medicamento
al conjugarlo con vancomicina en nanopatrticulas de
quitosano, cuya CIM contra S. aureus resistente a
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vancomicina disminuyé hasta 97 % (65). Resultados
similares se encontraron al usar nanoparticulas de
vancomicina conjugadas con oro y probadas frente
a SARM, con una CIM, de 8 pg/ml, en comparacion
con los 64 ug/ml de la vancomicina libre (66). En
esta investigacion, el uso de nanoparticulas de
vancomicina en acido polilactico redujo la CIM,,
contra SARM hasta en 100 veces comparada con la
del antibidtico libre (cuadro 2; figura 4). En este caso,
la mayor actividad antibacteriana de la vancomicina
cargada en nanoparticulas de acido polilactico se
debid, posiblemente, a una mayor biodisponibilidad
y entrega del medicamento (61). Asimismo, el incre-
mento en la potencia del antibiético puede responder
a la penetracion de las nanoparticulas poliméricas
de vancomicina en la membrana celular (65).

La actividad de los antibiéticos mejord ostensi-
blemente cuando se incorporaron en la matriz
polimérica del &cido polilactico. Los controles
de polietilenimina y de poloxamero 407 en las
concentraciones empleadas en la sintesis (0,0025 %
p/v 'y 0,5 % plv, respectivamente), no tuvieron
ningln efecto inhibitorio contra E. coli O157:H7
y SARM. Una de las principales caracteristicas
de las nanoparticulas sintetizadas favorable para
la actividad antibacteriana es la carga superficial
positiva por la presencia de polietilenimina (67)
(cuadro 1). Se ha comprobado que la carga
positiva en la superficie de las nanoparticulas
es un parametro importante en el anclaje inicial
sobre la superficie bacteriana, ya que genera
uniones electrostaticas con la superficie negativa
de las bacterias (68,69). Debe recordarse que la
superficie de las bacterias Gram negativas y Gram
positivas presenta una carga neta negativa, ya sea
por la presencia de &cidos lipoteicoicos o acidos
teicoicos, o por los lipopolisacéaridos y fosfolipidos
gue conforman la estructura celular (25,58).

Los resultados del presente trabajo demostraron
que caracteristicas tales como un tamafio inferior
a 380 nm y la carga superficial positiva de las
nanoparticulas de &cido polilactico, mejoraron la
potencia farmacologica de los medicamentos contra
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E. coli O157:H7 y SARM, por lo cual se plantean
como una importante alternativa en la inhibicién
del crecimiento de este tipo de cepas patdgenas
multirresistentes. Ademas, es importante destacar
gue no se han publicado otros estudios sobre el
tipo de nanoestructuras sintetizadas empleadas en
este trabajo, por lo cual estos resultados constituyen
una base para continuar el desarrollo de sistemas
de entrega de medicamentos en nanopatrticulas de
acido polilactico.
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Introduccidn. La infeccidn cronica por el virus de la hepatitis C es un problema de salud publica y se
estima que hay méas de 180 millones de personas infectadas en el mundo. En Colombia no se conoce
la epidemiologia de la infeccion ni los genotipos virales mas frecuentes.

Objetivo. Describir los genotipos y subtipos del virus de la hepatitis C en pacientes colombianos
infectados.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo de pruebas realizadas en dos
laboratorios de referencia nacional, entre el 2003 y el 2015, mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE) o reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (quantitative PCR, gPCR).

Resultados. Se estudiaron 1.538 aislamientos del virus de la hepatitis C de 1.527 pacientes con
una edad promedio de 53 afios, de los cuales 70 % tenia entre 40 y 70 afios y 52 % eran mujeres.
El 57 % de las pruebas se ordenaron en la ciudad de Bogotd, y el 80 % de los casos provenia de los
departamentos de Cundinamarca, Valle y Atlantico. Se encontro el genotipo 1 en 88,6 % de los casos,
distribuido asi: subtipo 1b, 70 %, subtipo 1a, 13,5 %, y no determinado, 5,1 % de los casos; el genotipo
2 se encontré en el 5,4 % de los casos, el 3, en el 2 %, y el 4, en el 4 %. Se encontraron genotipos
mixtos en 0,8 % de la muestra.

Conclusion. El genotipo 1 del virus de la hepatitis C es el que circula con mayor frecuencia en el pais,
con predominio del subtipo 1b.

Palabras clave: hepatitis C/genética; hepacivirus; genotipo; epidemiologia; reaccion en cadena de
la polimerasa.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3173
Hepatitis C virus genotypes circulating in Colombia

Introduction: Chronic hepatitis C virus infection is a worldwide public health problem; it has been
estimated that over 180 million people are infected with this virus worldwide. Its precise incidence and
prevalence (i.e., epidemiology) and the most frequent circulating genotypes in Colombia are unknown.
Objective: To describe the hepatitis C virus (HCV) genotypes and subtypes in infected Colombian
patients.

Materials and methods: We recovered the data on 1,538 HCV isolates from 1,527 patients in two
Colombian reference laboratories typed by PAGE or gPCR.

Results: Patients’ mean age was 53 years; 70% of them were 40 to 70 years old, and 52%, females;
57% of all tests were ordered in Bogota and 80% of cases were from Cundinamarca, Valle and Atlantico
departments. Genotype 1 was detected in 88.6% of cases, distributed as follows: 70% subtype 1b,
13.5% subtype la and 5.1%, undetermined subtypes. Genotype 2 was found in 5.4% of the patients,
genotype 3 in 2% and genotype 4 in 4%. Mixed genotypes were found in 0.8% of the samples.
Conclusion: Genotype 1 is the most common HCV genotype circulating in Colombia, and subtype 1b
the most frequent.

Key words: Hepatitis C/genetics; hepacivirus; genotype; epidemiology; polymerase chain reaction.
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La hepatitis C crénica es una de las principales
causas de enfermedad hepatica crénica, cirrosis
hepatica y carcinoma hepatocelular en el mundo
(1). Se estima que 2,8 % de la poblacion mundial
esta infectado, es decir, mas de 180 millones de
personas, y el virus se asocia con, aproximadamente
400.000 muertes cada afio (2,3). En la actualidad,
la infeccidn por hepatitis C es la principal causa
de trasplante hepatico en el mundo. Aunque las
tasas de incidencia de la infeccion por el virus de
la hepatitis C (HCV) en algunos paises industriali-
zados han disminuido, se espera que las tasas de
muerte asociadas con la enfermedad hepatica se
incrementen en los proximos 20 afios (4).

Los costos de la atencion de los pacientes con
hepatitis C y de sus complicaciones representan
una gran carga para el sistema de seguridad social
en salud, asi que los esfuerzos deben concentrarse
en la prevencion de la transmisién de la infeccién,
con agresivas campafias de educacion del publico
en general, asi como mediante la deteccion
temprana de los pacientes infectados, aspecto
este que es uno de los principales desafios epide-
miolégicos, ya que mas del 75 % de los pacientes
son asintomaticos.

En los Ultimos afios se han logrado grandes avan-
ces en el tratamiento de la hepatitis C y varios
medicamentos han sido aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA) de los Estados
Unidos y la European Medical Agency (EMA). Con
tratamientos libres de interfer6n se ha logrado curar
amas del 90 % de los pacientes (5). Sin embargo, el
costo de los medicamentos es elevado y el acceso
a ellos es dificil. En la eleccion del tratamiento se
deben tener en cuenta varios aspectos, pero el
genotipo y el subtipo del virus son fundamentales,
ya que el desarrollo de nuevos medicamentos se
ha enfocado en el genotipo 1 y se ha demostrado
que la respuesta terapéutica es mejor en el subtipo
1b que en el la.

En el mundo predomina el genotipo 1 del HCV,
pero la distribucion cambia de una region a otra
(6). En Latinoamérica, cada vez se conoce mejor
la hepatitis C y aparecen mdltiples publicaciones
sobre los nuevos esquemas de tratamiento cada
afio, incluso, en ensayos clinicos multicéntricos.
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Genotipos circulantes de HCV

En nuestro pais, no obstante, la informacion
especifica es escasa en todos los aspectos de la
enfermedad: incidencia, prevalencia, genotipos,
subtipos, morbilidad y mortalidad. El conocimiento
de los genotipos circulantes del HCV en Colombia
permitira establecer los tratamientos idoneos, y
facilitara el disefio de estrategias nacionales para
el tratamiento y el control de la propagacion de
la infeccion.

Materiales y métodos

La informacion recopilada correspondié a 1.527
muestras de sangre analizadas entre marzo de 2003
y agosto de 2015: 1.194 de ellas se procesaron en
el Centro de Andlisis Molecular y, 333, en el Instituto
de Referencia Andino, laboratorios de referencia
nacional ubicados en Bogota.

Durante el periodo mencionado, en el Centro de
Andlisis Molecular se emplearon dos métodos para
la genotipificacion del HCV. Entre el 2003 y el 2010,
se hizo la secuenciacion bidireccional de la region 5
no codificante del HCV mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida con el sistema Trugene® HCV
5'NC — Open Gene® DNA sequencing system de
Visible Genetics®. Con este sistema se establecen
el genotipo, el subgenotipo y el aislamiento viral.
En el 2011, el Centro introdujo el paquete m2000
Real Time HCV Genotype 11® de Abbott y comenz6
a emplear indistintamente los dos métodos.

En el Instituto de Referencia Andino se utilizo la
prueba Real Time HCV Genotype |I® de Abbott,
la cual consiste en un ensayo in vitro de reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo real previa
transcripcion inversa del ARN, para la determina-
cion de los genotipos del HCV en suero y plasma
de individuos infectados. Este ensayo detecta los
genotipos 1, 2, 3,4,5y 6, ylos subtipos 1ay 1b, con
la ayuda de sondas de oligonucledtidos marcadas
por fluorescencia especifica para el genotipo.

Andlisis estadistico

Se hizo un estudio descriptivo de las variables
sociodemogréficas y de los genotipos y subtipos
mediante el céalculo de proporciones, medidas
descriptivas (promedio y desviacion estandar, DE)
y distribucién de frecuencias. Para el analisis esta-
distico de los datos y la generacién de cuadros de
salida, se utilizo el paquete estadistico SPSS 18°.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Hospital Pablo Tobén Uribe y por los comités
de los laboratorios participantes.
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Resultados

Se analizaron 1.538 resultados de la genotipifi-
cacion de muestras tomadas de 1.527 pacientes.
Se registré la informacién sobre el sexo y la
procedencia geogréfica de todos los pacientes; en
cuanto a la edad, se encontrd la informacion de
1.431 pacientes (93,5 %). Del total de las muestras,
el 52 % correspondia a mujeres. El promedio de
edad fue de 53 afios, con una desviacion estandar
de 14 afos, siendo el grupo de 50 a 59 afios de
edad el mas numeroso, en tanto que casi 70 % de
los pacientes tenia entre 40 y 70 afios de edad.
Hubo pacientes desde los nueve hasta los 91 afos
de edad (cuadro 1).

En cuanto a la procedencia de las muestras,
se encontr6 que 80 % de ellas procedia, en
orden de frecuencia, de los departamentos de
Cundinamarca, Valle y Atlantico. En cuanto a las
ciudades, el 57 % de las muestras provenia de
Bogota, seguida de Cali, con 8,6 %, y Barranquilla,
con 6,7 %. Las muestras provenientes de Antioquia
correspondieron a 6,4 % vy, las de Medellin, a
5,9 % (cuadro 2).

Se revisaron 1.538 aislamientos y el genotipo 1 se
registro en 88,6 % de los casos, de los cuales el 70 %
correspondia al subtipo 1b, el 13,5 % al subtipo 1a,
en tanto que en 5,1 % de los casos no fue posible
establecer el subtipo. El genotipo 2 se encontrd en
5,4 % de las muestras, el genotipo 3enel2 %y el
genotipo 4 en el 4 %. La distribucion de todos los
genotipos y subtipos se presenta en el cuadro 3. En
11 (0,7 %) pacientes se encontraron dos genotipos
concomitantes o mixtos, asi: en todos se encontrd
el genotipo 1, y en 60 %, el subtipo 1b, en tanto que
ocho muestras presentaban, ademas, el genotipo
4, dos, el genotipo 2 y una, el genotipo 3. Antes del
2012 fueron muy pocos los pacientes con genotipo
4, pero desde entonces se encontraron con mayor
frecuencia en la ciudad de Bogota (90 % de los
casos), especialmente en 2014 y 2015.

Discusion

La infeccion cronica por el HCV es un problema
de salud publica y se estima que mas de 180
millones de personas estan infectadas en el
mundo (2). Infortunadamente, Colombia carece
de estadisticas exactas con respecto a la inci-
dencia, la prevalencia, los genotipos virales y el
impacto de la enfermedad en la morbilidad y la
mortalidad, asi que en este estudio se reporta una
informacion importante que vale la pena analizar
con detenimiento.
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Cuadro 1. Distribucion de las muestras por grupos de edad
(n=1.527)

Grupo de edad (afios) n %

0-9 2 0,1
10-19 16 1,0
20-29 97 6,4
30-39 146 9,6
40-49 194 12,7
50-59 471 30,8
60-69 387 25,3
70-79 106 6,9
80 y mas 12 0,8
Sin dato 96 6,3
Total 1.527 100

Cuadro 2. Distribuciéon de las muestras segun localizacion
geogréfica (n=1.527)

Departamento n %

Cundinamarca 874 57,2
Valle del Cauca 235 15,4
Atlantico 111 7,3
Antioquia 98 6,4
Risaralda 30 2,0
Bolivar 26 1,7
Quindio 25 1,6
Santander 23 15
Norte de Santander 21 1,4
Magdalena 18 1,2
Cauca 16 1,0
Cesar 10 0,7
Narifio 8 0,5
Caldas 7 0,5
Huila 5 0,3
La Guajira 4 0,3
Meta 4 0,3
Sucre 3 0,2
Tolima 3 0,2
Cérdoba 3 0,2
Boyaca 2 0,1
Arauca 1 0,1
Total 1.527 100

Aunqgue este no es el primer estudio que se hace
en Colombia sobre los genotipos del HCV (7-9), sin
lugar a dudas es el mas grande reportado hasta el
momento, ya que incluyé mas de 1.500 muestras
recolectadas durante mas de 10 afos.

Segun los resultados del estudio, el genotipo 1y
el subtipo 1b predominan en el pais. En un estudio
previo sobre genotipos, Alvarado, et al., reportaron
los resultados de las muestras de 184 donantes
altruistas de bancos de sangre con anticuerpos
positivos, recolectadas entre el 2003 y el 2007, con
PCR positiva en 53 individuos, aunque solo en 35
muestras se logro la genotipificacion y el anali-
sis filogenético correspondientes (8). Los autores
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Cuadro 3. Distribucion de genotipos y subtipos del virus de la
hepatitis C (N=1.538)

Genotipo Subtipo n %
1 1b 1.073 70
la 209 13,5
1 79 51
Subtotal 1.361 88,6
2 2 62 4,0
2a02c 7 0,5
2a 8 0,5
2b 6 0,4
Subtotal 83 54
3 3 24 1,5
3a 7 0,5
Subtotal 31 2,0
4 4 62 4,0
Total 1.538 100

informaron que el 88 % de los casos se asoci6 con
el genotipo 1 (subtipo 1b: 83 %y subtipo 1a: 5 %), el
9 %, con el genotipo 2 (subtipo 2a: 6 % y subtipo 2b:
3 %), y el 3 %, con el genotipo 3; ademas, hicieron
un interesante analisis filogenético del virus que
sugeria la aparicién de este subtipo 1b hace mas de
50 afios en Bogotd, asociado casi exclusivamente
con transfusiones de hemoderivados.

Asimismo, en un estudio posterior, Di Filippo, et
al., describieron los genotipos de 12 pacientes con
infeccidn crénica por el HCV adquirida después de
una transfusién en casos documentados en Bogota
y Medellin, de los cuales el 83 % correspondia
al genotipo 1 vy, el 67 %, al subtipo 1b (9). Los
resultados de estos estudios preliminares son muy
similares a los hallazgos del presente estudio.

El genotipo 1 del HCV es el mas frecuente en el
mundo (46 %), sin embargo, el porcentaje y la
distribucion de los subtipos varia en cada region
y pais (10). En el estudio de Kershenobich, et
al., se describi6 la epidemiologia del virus en
Latinoamérica y se encontré que la prevalencia en
los paises participantes variaba entre 1y 2,3 %, con
predominio del genotipo 1 en porcentajes mayores
de 80 % en Per(, México y Puerto Rico, y cercanos
a 60 % en Argentina y Brasil; en cuanto al subtipo,
el 1b fue mas frecuente en México, Venezuela y
Brasil, y el 1a, en Puerto Rico y Peru (10), siendo
este ultimo el que predomina también en Estados
Unidos (11).

La confirmacion en el presente trabajo del predo-
minio del genotipo 1 y el subtipo 1b en Colombia
es importante por varios factores: primero, este
genotipo y el subtipo se han relacionado espe-
cialmente con las transfusiones sanguineas, y la

Genotipos circulantes de HCV

exposicion parenteral en procedimientos médicos,
paramédicos y dentales, en los cuales ha habido
una inadecuada reutilizacion y disposicion de
elementos como agujas, jeringas y otros, lo que
sugiere que estas vias son los principales modos
de transmision de la infeccion en Colombia;
segundo, tiene un impacto relevante en cuanto
a los nuevos tratamientos, los cuales se han
concentrado en el manejo del genotipo 1, con
tasas de éxito contra el subtipo 1b mayores que
contra el 1a (12). El genotipo menos frecuente
fue el 3, lo cual es un hecho afortunado, ya que
la efectividad de los medicamentos existentes es
inferior en este subgrupo de pacientes. Segun
los datos del presente estudio, el 70 % de los
pacientes en Colombia podria tratarse facil y
exitosamente con los actuales tratamientos libres
de interferén aprobados en el pais; ademas, el
90 % podria beneficiarse de los nuevos esquemas
de tratamiento.

Entre los datos epidemiolégicos importantes
puede resaltarse la baja prevalencia de otros
genotipos diferentes al 1, con tasas que han per-
manecido bajas en el tiempo. En Colombia no
se ha documentado hasta el momento ninguna
infeccion por los genotipos 5 o0 6, los cuales se
han reportado especialmente en el sur de Africa y
en el sureste de Asia, respectivamente (1,6). Por
el contrario, llama la atencién el incremento de
casos del genotipo 4 en los ultimos dos afios en
Bogotd4, la mayoria relacionados con la infeccion
concomitante de HIV y HVC. El genotipo 4 tiene
mayor prevalencia en el area comprendida entre
Africa central y Oriente Medio, pero, al igual que
en otros paises del mundo, se ha observado un
incremento de este genotipo relacionado con la
migracion de pacientes o de contactos de usuarios
de drogas intravenosas o de personas infectadas
por el HIV en esas regiones (13).

También, es importante resaltar los casos con
genotipos mixtos en el presente estudio (0,8 %),
todos ellos correspondientes al genotipo 1, y en
el 70 % con presencia simultanea del genotipo 4.
En el mundo hay reportes de infecciones mixtas
con diferentes genotipos o subtipos del virus y
prevalencias de 5 a 25 % de los casos (14), pero
casi exclusivamente confinadas a poblaciones de
alto riesgo como usuarios de drogas intravenosas,
en los cuales deben tratar de diferenciarse las
infecciones consecutivas y las reinfecciones (15).
En estos raros casos se recomienda que el trata-
miento se centre en combatir el genotipo mas dificil
de tratar.
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Uno de los grandes retos en la infeccion por el
HCV es el diagnostico de la mayor cantidad de
pacientes para poder clasificarlos y decidir su
tratamiento. En un pais de grandes recursos eco-
némicos como Estados Unidos, solo el 50 % de
los pacientes sabe que estd infectado, el 30 % de
ellos es remitido a consulta especializada y apenas
el 10 % recibe tratamiento (12). En Colombia, la
situacion no es mejor. Ademas, se ha documentado
que hasta 50 % de los pacientes en Estados
Unidos no tiene un factor de riesgo evidente para
la infeccién (16-18). En ese pais, una estrategia
efectiva para incrementar el diagnéstico es la
tamizacién universal de los nacidos entre 1945 y
1965, los llamados baby boomers, una poblacién
asociada con una prevalencia cinco veces mayor
de hepatitis C que la poblacion general (19). Segun
los datos de este estudio, el 70 % de los pacientes
tenia entre 40 y 70 afios de edad, asi que seria
muy interesante hacer estudios para explorar la
hipétesis de que este subgrupo de pacientes tendria
una mayor probabilidad de estar infectado, lo cual
permitiria concluir, eventualmente, que requieren
de una tamizacion universal, independientemente
de la presencia de factores de riesgo.

La distribucién geografica de los casos en este estu-
dio no coincidié con la distribucién de la densidad
poblacional en el pais, lo cual podria responder a las
areas de influencia de los laboratorios participantes
en el estudio. Hay que aceptar que existen diferen-
cias regionales en la prevalencia de la infeccién y
gue seria importante hacer estudios para confirmar
tales diferencias. Sin embargo, es muy preocupante
qgue en la mitad de los departamentos del pais se
hayan hecho menos de diez pruebas durante el
periodo del estudio, lo cual confirma la baja tasa
de busqueda y de deteccion de casos de hepatitis
C en gran parte del pais.

La principal limitacion de este estudio reside en que
la muestra de pacientes se disefié por convenien-
cia e incluy6d a individuos en quienes se hizo la
genotipificacion del HCV con el fin de decidir su
esquema de tratamiento, por lo cual no representa
un universo real de la poblacion infectada por el
virus, asi que los resultados pueden tener sesgo.
Por otra parte, su principal fortaleza es que se trata
del estudio sobre hepatitis C con mayor nimero de
pacientes reportado hasta el momento en el pais,
por lo cual la informacion debe tenerse en cuenta
y servir de ayuda en la planeacién de un adecuado
estudio epidemioldgico de la infeccidn cronica por
el virus de la hepatitis C en Colombia.
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En conclusién, segun los resultados de este
estudio, el genotipo circulante del virus de hepatitis
C que predomina en Colombia es el genotipo 1
(89 %) v, en el 70 % de estas muestras, el subtipo
1b. Los grandes avances en el tratamiento del
virus de la hepatitis C deben complementarse
con la deteccién masiva de los pacientes y con el
tratamiento, pues, de otra forma, el impacto en la
salud publica sera minimo. Para ello se requiere
el compromiso del gobierno, de la comunidad
médica e, incluso, de la industria farmacéutica,
de manera que sea posible tener tratamientos
accesibles para los pacientes.
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ARTICULO ORIGINAL

Descripcidn de las mutaciones de Mycobacterium tuberculosis que
confieren resistencia a rifampicina e isoniacida detectadas mediante
GenoType® MTBDRplus V.2 en Colombia.

Claudia Llerena, Raquel Medina

Grupo de Micobacterias, Direccién de Redes en Salud Publica,
Instituto Nacional de Salud, Bogoté4, D.C., Colombia

Introduccidn. La metodologia de GenoType® MTBDRplus V.2 es una técnica molecular aprobada por
la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud para la deteccion
de las mutaciones en el gen rpof del complejo Mycobacterium tuberculosis, las cuales confieren
resistencia a la rifampicina, y las de los genes katG e inhA que la confieren frente a la isoniacida.
Debido a la variacion genética en las cepas circulantes a nivel mundial, los programas nacionales de
control de la tuberculosis deben comprobar el desempefio de los nuevos métodos de diagnostico para
su aplicacion como prueba rapida.

Obijetivo. Describir las mutaciones detectadas mediante la técnica GenoType® MTBDRplus V.2 en
muestras pulmonares y aislamientos de M. tuberculosis procesados en el Laboratorio Nacional de
Referencia del Instituto Nacional de Salud durante el 2014.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo descriptivo que determiné la expresion de los
genes inhA, KatG y rpof responsables de la resistencia a isoniacida y rifampicina, utilizando la técnica
GenoType® MTBDRplus V.2 en 837 muestras y aislamientos de casos de tuberculosis.

Resultados. Se obtuvieron 689 resultados de pruebas: 581(84,3 %) sensibles, 58 (8,4 %) resistentes
y 50 (7,2 %) multirresistentes. Se detectaron diversas mutaciones en el gen rpop, de las cuales la mas
frecuente fue la Ser531Leu (36,6 %), seguida por la Asp516Val (21,6 %), en tanto que en el gen katG
la mas frecuente fue la Ser315Thrl (91,9 %).

Conclusiones. Se detectaron varias mutaciones en los casos resistentes reportados en el pais, con
frecuencias similares a las reportadas en otros paises de la region de América del Sur.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; resistencia a medicamentos; mutacion;
rifampicina; isoniacida.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3174

Description of Mycobacterium tuberculosis mutations conferring resistance to rifampicin and
isoniazid detected by GenoType® MTBDRplus V.2 in Colombia

Introduction: The GenoType®MTBDRplusV.2 assay is a molecular technique endorsed by the World
Health Organization and the Pan American Health Organization that allows for the identification of the
Mycobacterium tuberculosis complex and the detection of mutations in the rpop gene for rifampicin
resistance, and katG and inhA genes for isoniazid resistance. Due to the genetic variability in the circulating
strains around the world, the national tuberculosis control programs should assess the performance of
these new diagnostic technologies and their use under program conditions as rapid tests.

Objective: To describe the mutations identified by the GenoType®MTBDRplusV.2 assay in pulmonary
samples and Mycobacterium tuberculosis isolates in the Laboratorio Nacional de Referencia of the
Instituto Nacional de Salud in 2014.

Materials and methods. We conducted a retrospective, descriptive study to detect the expression
of inhA, KatG and rpof genes, responsible for resistence against isoniazid and rifampicin using the
GenoType® MTBDRplus V.2 assay in 837 samples and isolates from tuberculosis cases.

Results: Several mutations in the rpop gene were identified. Ser531Leu was the most frequent
(36.6%) followed by Asp516Val (21.6%), while Ser315Thrl was the most frequent mutation in the
katG gene (91.9%).

Conclusions: We were able to identify different mutations present in MDR-TB strains in the country,
with frequencies similar to those reported in other countries in the South American region.

Keys words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; drug resistance; mutation; rifampicin; isoniazid.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3174
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La aparicion y diseminacién de cepas resistentes
a los principales farmacos disponibles para el
tratamiento de la tuberculosis constituyen un
gran problema para el control de la enfermedad
a nivel mundial, debido al aumento de casos de
tuberculosis multirresistente (TB-MDR), de aquellos
causados por Mycobacterium tuberculosis con
resistencia in vitro a isoniacida y rifampicina, y de
casos extremadamente resistentes (TB-XDR), en
los cuales se presenta, ademas, resistencia a las
fluoroquinolonas y a los medicamentos inyectables
de segunda linea.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estimé que en el 2014 se diagnosticaron 9,6
millones de casos nuevos de tuberculosis, de los
cuales 480.000 serian multirresistentes, pero las
dos estimaciones resultaron inferiores a los casos
efectivamente notificados a nivel mundial (1). En
ese mismo afio, en Colombia se reportaron 12.824
casos de tuberculosis en todas sus formas, de los
cuales 103 fueron multirresistentes y, dos, extre-
madamente resistentes (2,3).

En su plan de respuesta a esta amenaza, la OMS
sugiere laimplementacion de pruebas de laboratorio
rapidas para la tamizacion de la resistencia. En el
2008, recomendd el uso de métodos moleculares
del tipo de sondas en linea, entre los cuales se
cuenta la prueba comercial GenoType® MTBDRplus
(Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany), con
sensibilidad de 97 % y especificidad de 99 % para
rifampicina, y de 90 % y 99 % para isoniacida en
muestras pulmonares con baciloscopia positiva
o aislamientos de M. tuberculosis en medios de
cultivo solidos o liquidos, con lo cual se obtienen
resultados rapidos, en especial, cuando se trabaja
directamente con muestras (4,5).

La metodologia de GenoType® MTBDRplus V.2 se
basa en la amplificacion del ADN mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) e hibridacién
inversa, lo cual permite detectar el complejo M.
tuberculosis, y las mutaciones responsables de
la resistencia a la rifampicina en el gen rpop y
las determinadoras de resistencia a la isoniacida
en los genes katG e inhA. Esta técnica ha sido
evaluada por los programas nacionales de control
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Mutaciones detectadas con GenoType® MTBDRplus V.2 en Colombia

de la tuberculosis en varios paises de la region,
pues, ademas de la presencia de resistencia, su
uso permite determinar la variabilidad genética de
M. tuberculosis a nivel mundial.

El diagnostico de tuberculosis en Colombia se
hace principalmente mediante baciloscopia y
cultivo, segun lo establecido por el Laboratorio
Nacional de Referencia para la Red Nacional de
Laboratorios. Desde el 2012, la Red ha venido
incorporando los nuevos métodos moleculares y
hoy el pais cuenta con 22 laboratorios de salud
publica y de instituciones prestadoras de servicios
de salud que cuentan con este tipo de pruebas,
asi como el Laboratorio Nacional de Referencia,
lo cual favorece la oportunidad en la deteccién de
los casos resistentes.

El objetivo de este trabajo fue describir las muta-
ciones del gen rpop que confieren resistencia a
la rifampicina y las de los genes katG e inhA de
resistencia a la isoniacida, detectadas mediante
la técnica GenoType® MTBDRplus V.2 en muestras
de esputo y aislamientos de M. tuberculosis pro-
cesadas en el Laboratorio Nacional de Referencia
durante el 2014.

Materiales y métodos
Este es un estudio de tipo retrospectivo descriptivo.
Muestras de esputo

El Laboratorio Nacional de Referencia recibié 167
muestras de esputo para diagnéstico de tuberculosis
resistente procedentes de 27 laboratorios de salud
publica del pais, las cuales se descontaminaron
y se concentraron mediante el método de NaOH-
N-acetil-L-cisteina. La baciloscopia se hizo con
la coloracion de Ziehl-Neelsen, cultivo en medio
de Lowenstein-Jensen y en medio liquido BBL™
MGIT™ (Mycobacteria Growth Indicator Tube),
siguiendo las recomendaciones de los manuales de
la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
para baciloscopia y cultivo sdlido, y las indicaciones
de la casa comercial (Becton-Dickinson) para el
cultivo en medio liquido.

Aislamientos de Mycobacterium tuberculosis

Se recibieron 670 aislamientos de M. tuberculosis
de muestras sembradas en los laboratorios de la
Red segun los protocolos y manuales de proce-
samiento de cada institucion, los cuales deben
enviarse a los laboratorios de salud publica vy,
de ahi, al Laboratorio Nacional de Referencia
cuando hay crecimiento, para hacer la prueba
de sensibilidad. Todos los resultados obtenidos
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mediante la prueba molecular fueron confirmados
por la técnica Bactec MGIT™, considerada como la
prueba de referencia.

Extraccion del ADN

EI ADN se extrajo utilizando el estuche | GenoLyse®
DNA Extraction, segun instrucciones del fabricante.

Genotype MTBDR plus V.2

Se empled la prueba siguiendo las instrucciones
descritas en el inserto del estuche comercial. Para
la amplificacion por PCR se utilizé un termociclador
de HAIN Lifesciences con los protocolos “MDR
DIR” para muestras y “MDR CUL” para cultivos.
La hibridacion se hizo en un equipo Twincubator®.
Se aplicaron controles internos para descartar
contaminacion con el ADN mediante la evaluacion
de los reactivos del GenolLyse y las condiciones
previas de mezcla de la PCR.

En la prueba se emplean tiras de nitrocelulosa,
las cuales tienen 23 sondas; las primeras tres
son los controles internos de la prueba (control
de conjugado, de amplificacion y de deteccion
del complejo M. tuberculosis). Para la deteccion
de la resistencia a rifampicina, hay un control de
locus y ocho sondas silvestres (wildtype, WT)
gque permiten analizar el segmento entre el codén
505 y el 533, y cuatro sondas especificas para
las mutaciones (MUT): Asp516Val, His526Tyr,
His526Asp y Ser531Leu. Para la identificacién de
la resistencia a la isoniacida de alto nivel hay un
control de locus, una sonda silvestre que analiza el
codon 315 del gen katG y dos sondas especificas
para las mutaciones Ser315Thrl y Ser315Thr2.
Para determinar la resistencia a isoniacida de bajo
nivel, hay un control de locus, dos sondas silvestres
y cuatro sondas para las mutaciones C15T, A16G,
T8Cy T8A.

La lectura de los resultados de las pruebas, asi
como la interpretacion de los patrones de bandas,
se hicieron de forma visual utilizando la plantilla
incluida en el estuche.

Andlisis estadistico de los datos

Se recolectaron y analizaron los datos en una base
de datos en Excel®, en la cual se registro el patron
de bandas observado.

Resultados

Se hicieron 837 pruebas, 670 de cultivos y 167
de muestras de esputo. Se obtuvieron 689 resul-
tados de pruebas, de las cuales 581 (84,3 %)
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resultaron sensibles, 58 (8,4 %), resistentes, y 50
(7,2 %), multirresistentes; 28 pruebas no pudieron
interpretarse debido a irregularidades en el patrén
de las bandas y en 120 no hubo amplificacién del
ADN (cuadro 1).

Mutaciones detectadas en los casos resistentes
a rifampicina

Se consideraron como resistentes los patrones de
bandas en los que hubo ausencia de una sonda
silvestre y presencia de una sonda de mutacion, y
los patrones de bandas que presentaron ausencia
de dos bandas silvestres sin mutacion. En 60 de los
aislamientos y muestras, se detectaron mutaciones
resistentes a rifampicina.

Se observaron siete patrones de banda diferentes
en las tiras de prueba, siendo la ausencia de
WT8 y la presencia de MUT3 el patréon mas
frecuente (22 casos, 36,6 %), el cual corresponde
a la mutaciéon Ser531Leu. En 13 (21,6 %) de los
aislamientos, se evidenci6 la ausencia de WT3 y
de WT4 con presencia de MUT1, siendo este el
segundo patrén mas frecuente. Se observd un
patron de heterorresistencia en un aislamiento
que presentaba todas las sondas WT y una sonda
MUT3 (cuadro 2).

Cuadro 1. Resultados obtenidos con la prueba GenoType®
MTBDRplus V.2

Perfiles de resistencia n %
Sensibles 581 84,3
Resistencia a isoniacida (H) 48 7
Resistencia a rifampicina (R) 10 1,4
Tuberculosis multirresistente 50 7,2
Total de pruebas 689 100

Cuadro 2. Patrones de bandas de resistencia a rifampicina

Patron n % Mutacién
Ausencia de WT8 'y 22 36,6 Ser531Leu
presencia de MUT3

Ausencia de WT3y WT4 13 21,6 Aps516Val

y presencia de MUT1

Ausencia de WT7 y 11 18,3 His526Tyr
presencia de MUT2B

Ausencia de WT7 y 6 10,0 His526Asp
de presencia MUT2A

Ausencia de WT2y 4 6,6 Desconocida
WT3 sin mutacion

Ausencia de WT3y 2 3,3 Desconocida
WT7 sin mutacion

Ausencia de WT2y 1 1,6 Desconocida
WT7 sin mutacion

Presencia de todos las 1 1,6 -

WTy MUT 3

Total 60 100 -
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Mutaciones detectadas en los casos resistentes
aisoniacida

Se encontraron 98 aislamientos que presentaron
resistencia a isoniacida. El 99 % de las mutaciones
ocurrié en el gen KatG. El patron mas frecuente
fue la ausencia de WT vy la presencia de MUT1 en
90 aislamientos (91,9 %), el cual corresponde a la
mutacion Ser315Thrl con resistencia de alto nivel.
Se observé un patrén con ausencia total del gen
katG, el cual se interpretd6 como resistente, y un
aislamiento con mutacion en el gen inhA'y un patrén
de ausencia de WT1 y presencia de MUT1, el cual
corresponde a la mutacién C15T (cuadro 3).

Resultados no interpretables

Se obtuvieron 28 pruebas con resultados no
interpretables. Para rifampicina, se encontraron
patrones de bandas que solo presentaban ausencia
de una sonda WTy ausencia de sondas MUT, o con
alguna sonda WT de poca intensidad en el color
del revelado, es decir, muy tenue. Se observaron
patrones con ausencia de WT8, WT7, WT6y WT2,
gue tampoco fueron concluyentes.

Como parte de la metodologia de procesamiento
en el LNR, todas las pruebas moleculares se confir-
maron con el sistema Bactec MGIT™, en tanto que en
los casos no interpretables el reporte de resultados
se hizo mediante el método convencional.

Aislamientos sin resultados de amplificacion

En 18 aislamientos no se obtuvo la amplificacion del
ADN debido a que correspondian a otras especies
de micobacterias y en 102 muestras de esputo
registradas como positivas, se observaron pocos
bacilos o fueron negativas en la baciloscopia.
Discusidn

La implementacion de técnicas moleculares para el
diagnostico de la tuberculosis resistente y multirre-
sistente es relativamente reciente en el pais. Es
importante que la Red Nacional de Laboratorios
continle promoviendo su adopcion en aquellas
instituciones que cuentan con la capacidad técnica
y el recurso humano, pues este proceso de descen-
tralizacion fortalece las actividades de deteccion
y diagnoéstico del programa, ya que se emplean
métodos que cuentan con el aval de la OMS y la
OPS por haber comprobado su idoneidad a nivel
mundial y sus ventajas, tales como la rapidez en
la obtencién de resultados, aproximadamente seis
horas en muestras con baciloscopia positiva. En
aquellos casos con uno a nueve bacilos acido-
alcohol resistentes en 100 campos microscoépicos
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Cuadro 3. Patrones de bandas de resistencia a isoniacida

n % Mutacion
Patrén en el gen katG
Ausencia de WT y 90 91,9 Ser315Thrl
presencia de MUT1
Ausencia de WT 5 51 Ser315Thr2
y presencia de MUT2
Ausencia total del katG 2 2,0 Desconocida
Patron en el gen inhA
Ausencia de WT1y 1 1,0 C15T

presencia de MUT1

observados, o con baciloscopia negativa, no se
recomienda el uso de esta prueba, ya que no se
logra la amplificacion del ADN. La implementa-
cion de este tipo de pruebas de forma rutinaria
favoreceria la tamizacion de la resistencia y, en
consecuencia, el inicio del tratamiento adecuado.

En varios paises se ha implementado este tipo de
pruebas con base en los datos de concordancia con
las técnicas convencionales y la frecuencia de las
mutaciones evaluadas (6-9). La divulgacion de tales
resultados ha permitido compartir la informacion
sobre la variabilidad genética de las cepas circu-
lantes en las regiones del mundo, la presencia de
diferentes mutaciones y si confieren resistencia a
los farmacos o no. Por esta razén, es importante
que las redes nacionales de laboratorios que
decidan comenzar a aplicar estas técnicas evallen
la pertinencia de su uso, determinando si las muta-
ciones reconocidas corresponden a las mismas
que el estuche comercial detecta para, asi, validar
su utilidad como método de diagnostico (10).

Con respecto a la resistencia a la rifampicina, en
este estudio se encontro que el 36,6 % (22/60) de los
casos resistentes presentaban el patron de ausencia
de WT8 y presencia de MUT3, lo cual corresponde
a la mutacion Ser531Leu. Se observo, igualmente,
el patron de ausencia de WT3 y WT4 y presencia
de MUT1 en 21,6 % (13/60) de las muestras, patron
que corresponde a la mutacion Asp516Val, en tanto
gue en el 18,3 % (11/60) de las muestras se pre-
sento el patréon de ausencia de WT7 y presencia de
MUT2B, es decir, la mutacion His526Tyr.

En estudios en otros continentes se ha evidenciado
gue la mutaciéon Ser531Leu es la mas frecuente,
con porcentajes entre 41 y 73 % (11-13). En la
region de las Américas, Chile, Argentina y Perq,
reportan frecuencias entre 56 y 67 % (14,15). En
Colombia, Ferro, et al., registraron una frecuencia
de 64 % para esta misma mutacion en aislamientos
provenientes de la regién del Valle del Cauca (16).
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Al comparar estos datos con los obtenidos en
nuestro estudio, es claro que hay diferencias en las
proporciones encontradas, lo cual demuestra que
es necesario verificar la utilidad de estas pruebas
COmMo un ejercicio rutinario para decidir con respecto
a su implementaciéon como método de diagnostico.
Dicha evaluacion debe considerar la epidemiologia
de la enfermedad, pues es posible que existan
variaciones, incluso entre zonas con alta prevalecia
de resistencia a farmacos, como puede verse por
las diferencias entre los resultados de este trabajo
y lo reportado por Ferro, et al. (16).

La resistencia a isoniacida se presentd en 99 %
de los aislamientos debido a mutaciones en el
gen katG, siendo la mutacion Ser315Thrl la méas
frecuente (91,9 %; 90/98). Al comparar estos datos
con los obtenidos por Asencios, et al., en Perd
(15), donde la mutacion en katG mas frecuente
fue la MUT1, con 71,2 % de los casos, los datos
del presente estudio fueron similares en términos
de frecuencia. En el estudio de Tessema (11), se
encontré que el 100 % de las mutaciones estaban
en la MUT1, lo cual coincide con lo reportado en el
presente trabajo y resalta la variabilidad genética.

Solo se presentd un aislamiento con resistencia en
el gen inhA. En otros estudios en la region de las
Américas, esta mutacién se ha reportado con poca
frecuencia, sin embargo, es fundamental que los
programas realicen un estudio mas detallado de su
prevalencia y relevancia dado que el profesional
clinico debe definir un esquema de tratamiento del
caso con base en tales resultados (14,15).

Se reportaron 23 (3,34 %) casos no interpretables
en cuanto a su resistencia a rifampicina debido a
la ausencia de una sonda WT (WT8, WT7, WT6
y WT2) y de la sonda MUT, lo cual sugiere la
presencia de mutaciones en el gen rpof que no
estan presentes en la tira reactiva de este estuche
comercial, y plantea la necesidad de hacer estu-
dios para determinar mejor su frecuencia. Alonso,
et al. (17), reportaron que la ausencia de la WT3
sin mutacion puede presentarse cuando hay
mutaciones silenciosas; puesto que esta es una
de las limitaciones de los métodos estudiados,
en estos casos es fundamental hacer una prueba
fenotipica, idealmente con técnicas de secuen-
ciacion para determinar si se trata de mutaciones
poco frecuentes y cual es su relevancia clinica.

En Colombia, se identificaron diversas mutaciones
del gen rpoB que generaban resistencia a la
rifampicina, de las cuales la més frecuente fue la
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Ser531Leu, aunque en menor porcentaje que en
otros paises. En cuanto a la resistencia a isoniacida,
la mutacién mas comuin asociada a la resistencia
de alto nivel fue la Ser315Thrl en el gen katG.

Con estos datos puede concluirse que la técnica
de GenoType® MTBDRplus V.2 permite reconocer
las mutaciones mas frecuentes asociadas a la
resistencia y que, en los casos con resultados no
interpretables, debe considerarse la confirmacion
mediante pruebas fenotipicas e incluir también
a aquellos pacientes cuya evolucién clinica y
bacteriol6gica sugiere resistencia.

Una caracteristica importante de M. tuberculosis
es que los mecanismos de su resistencia a los
farmacos no estan completamente descritos vy,
aunque la presencia de mutaciones es el principal,
deben considerarse otros como las bombas de
expulsion activa, en el cual el diagnéstico de far-
macorresistencia solo se logra mediante una prueba
convencional (18).

Se evidencian, asi, nuevas oportunidades de inves-
tigacion para evaluar las mutaciones que no se
habian detectado antes, asi como su relevancia
clinica para el pais.
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Seroprevalencia de la infeccion por dengue en
los municipios de Armenia, Calarca, La Tebaida y Montenegro
en el departamento del Quindio, 2014
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Introduccioén. El dengue representa un grave problema de salud publica para Colombia y, en el
departamento del Quindio, afecta el 90 % de los municipios. Se necesitan estudios actualizados sobre
la seroprevalencia en la poblacién general para reforzar las acciones de salud publica.

Objetivo. Determinar la seroprevalencia de la infeccion por dengue en barrios con alta incidencia
de dengue en cuatro municipios del departamento del Quindio: Armenia, Calarca, La Tebaida y
Montenegro, en 2014.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de prevalencia mediante muestreo probabilistico estratificado
y bietapico. Se hizo una encuesta a 658 sujetos residentes del area urbana de los municipios
seleccionados y se les tomd una muestra de sangre por venopuncion para determinar anticuerpos IgG
e IgM contra el virus del dengue.

Resultados. La seroprevalencia de anticuerpos IgG en el Quindio fue de 89,4 %; en Armenia fue
de 88,7 %, en Calarca, de 81,5 %, en Montenegro, de 91,8 %, y en La Tebaida, de 97,8 %. La
seroprevalencia de anticuerpos IgM en Quindio fue de 14,2 %; en Armenia, de 11,5 %, en Calarca,
de 13,0 %, en Montenegro, de 13,1%, y en La Tebaida, de 28,9 %.

Conclusiones. Se evidencio una alta prevalencia de anticuerpos IgG e IgM en los cuatro municipios.
En todos los grupos de edad se encontraron personas seropositivas para IgM, lo cual indicaria infeccion
reciente. La seropositividad simultanea para IgM e 1gG (12,9 %) puede indicar infeccién secundaria por
otro serotipo del virus o una infeccién en los tres meses anteriores. Es necesario impulsar estrategias
multisectoriales para el control de la transmision del dengue en el Quindio.

Palabras clave: dengue/epidemiologia; prevalencia; inmunoglobulina G; inmunoglobulina M; salud
publica, Colombia.
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Seroprevalence of dengue infection in the municipalities of Armenia, Calarca, La Tebaida and
Montenegro in Quindio, 2014

Introduction: Dengue is a serious public health problem in Colombia; it is prevalent in 90% of
the municipalities in Quindio. Studies on its seroprevalence are required to address public health
interventions.

Obijective: To establish the seroprevalence of dengue infection in neighborhoods with high incidence in
the municipalities of Armenia, Calarca, La Tebaida and Montenegro, Quindio, in 2014.

Materials and methods: We conducted a probabilistic, stratified, two-stage prevalence study. We
interviewed 658 residents in the urban area of the selected municipalities. After they signed the informed
consent, we took a blood sample to determine dengue IgG and IgM antibodies.

Results: Seroprevalence of IgG in Quindio was 89,4%; in Armenia it was 88,7%, in Calarca, 81,5%, in
Montenegro, 91,8% and in La Tebaida 97,8%. IgM was 14, 2% in Quindio; in Armenia it was 11,5%, in
Calarca, 13,0%, in Montenegro, 13,1% and in La Tebaida, 28,9%.

Conclusions: We found a high prevalence of both IgG and IgM in the four municipalities. We had
positive results for IgM in all age groups, which suggests recent infection. We also found simultaneous
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Seroprevalencia de dengue en Quindio, 2014

seropositivity for IgG and IgM (12.9%), which may indicate infection by another serotype or presence of
infection in the past three months. A multisectoral approach is necessary for dengue control in Quindio.

Key words: Dengue/epidemiology; prevalence; immunoglobulin G; immunoglobulin M; public

health, Colombia.
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El dengue representa un grave problema de salud
publica para las regiones tropicales y subtropicales
de todo el mundo, el cual ha aumentado en zonas
urbanas y semiurbanas (1). La infeccién es oca-
sionada por un virus ARN de la familia Flavivirus,
del cual existen cuatro serotipos estrechamente
relacionados (DEN-1, DEN-2, DEN-3y DEN-4), cada
uno de los cuales puede producir la enfermedad
(2). La infeccion por uno de los serotipos no
genera inmunidad protectora a largo plazo contra
los demas serotipos y una infecciéon secundaria
tiene méas probabilidades de evolucionar a dengue
grave (1,3). El virus puede ser transmitido al ser
humano por la picadura de mosquitos hembras
infectadas de los géneros Aedes aegypti y Aedes
albopictus. Este mosquito vive generalmente en
habitats urbanos y se reproduce principalmente
en recipientes artificiales que contienen agua
almacenada. La enfermedad puede presentarse
de forma asintomatica o presentar una evolucién
potencialmente mortal (4). En la actualidad, no
existe tratamiento especifico contra el dengue;
sin embargo, en estudios recientes se ha demos-
trado la eficacia de una vacuna tetravalente como
forma de prevenir el dengue grave y de reducir las
hospitalizaciones (5-7).

La incidencia del dengue en el mundo ha aumen-
tado notoriamente, y hoy es endémico en cerca de
100 paises de Africa, las Américas, el Mediterraneo
Oriental, Asia Suroriental y el Pacifico Occidental
(3). En los estudios sobre la prevalencia del dengue
se ha estimado que 3.900 millones de personas en
128 paises estan en riesgo de infeccién por los virus
del dengue (3). Las estimaciones recientes indican
gue se producen 390 millones de infecciones por
dengue cada afio, de las cuales 96 millones se
manifiestan clinicamente cualquiera que sea su
gravedad (8). Las tendencias mundiales observa-
das en el 2014 indicaron un aumento de casos en
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China, Fiji, las islas Cook, Malasia y Vanuatu (3).
Cada afio, unas 500.000 personas con dengue
grave, en su mayoria nifios, requieren hospitali-
zacion y, aproximadamente, 2,5 % fallecen (1,3).

En el 2015 se notificaron en América Latina 2,35
millones de casos, de los cuales mas de 10.200
fueron graves; ademas, se registraron 1.181 muer-
tes (3) y se evidencio la circulacién de los cuatro
serotipos en 11 paises (3,4). En ese mismo afio
se notific6 un aumento en el nimero de casos en
Brasil y otros paises vecinos (3).

El dengue en Colombia es endemo-epidémico.
Los principales sitios para su transmisién son los
cascos urbanos, en donde méas de la mitad de la
poblacién vive por debajo de los 1.800 msnm y esta
en riesgo permanente de enfermar. El 70 % de los
casos de dengue se concentra en 57 municipios,
entre los cuales se encuentran los cuatro de este
estudio (9). La urbanizaciéon creciente, el creci-
miento poblacional, los procesos migratorios, las
condiciones socioeconémicas, las dificultades en
el abastecimiento de agua, el calentamiento global,
la ecologia del vector y la circulaciéon simultanea de
los cuatro serotipos del virus, constituyen factores
clave para el incremento de los casos en el pais.
En 2012, se notificaron al Sistema de Vigilancia
en Salud Publica (Sivigila) del Instituto Nacional
de Salud 53.532 casos de dengue. En 2013, se
reportaron 126.425 casos, de los cuales el 97,4 %
correspondié a dengue y, el 2,6 %, a dengue grave.
Al comparar el afio 2013 con el 2012, se observé un
aumento del 136,1 % (10). En 2014, se notificaron
al Sivigila 110.473 casos, de los cuales el 97,5 %
correspondié a dengue vy, el 2,5 %, a dengue
grave (11). En ese afio, las entidades territoriales
con incidencias superiores a la nacional (404
casos por 100.000 habitantes) fueron: Guainia,
Guaviare, Amazonas, Putumayo, Meta, Santander,
Casanare, Huila, Cundinamarca, Tolima, Sucre,
Vichada, Quindio, Boyaca y Arauca (4).

En un reciente estudio en areas endémicas de
cuatro paises de América Latina en una poblacion
de jévenes entre 9 y 16 afios de edad, mediante
serologia se encontré una incidencia probable de
3,6 casos por 100 personas al afio; en Colombia,
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incluidos los cuatro municipios de este estudio, se
report6 una incidencia de 1,2 y una seroprevalencia
para IgG de 91,8 % (12).

En el Quindio, el dengue afecta al 90 % de los
municipios, la mayoria de los cuales se consideran
endémicos, y con transmision activa y perma-
nente (9). Entre los factores que determinan esta
situacion, esta la gran poblacion que se moviliza
en un territorio pequefio para visitar los atractivos
turisticos de la zona, las caracteristicas eco-
epidemiolégicas y geograficas, y la transmision
de los cuatro serotipos, como ocurre en la mayoria
de los municipios del pais (9).

Se estima que gran parte de las infecciones por
dengue no se registran por tratarse de casos asin-
tomaticos o leves (13) y que no todos los casos
gue se diagnostican en los servicios de salud se
notifican, lo cual impide conocer la real magnitud
de la enfermedad. A nivel regional se ha registrado
un subregistro de 8 % para fiebre por dengue y
de 1,3 para dengue grave (14), lo cual indica una
subestimacién muy importante de los casos en el
pais que debe tenerse en cuenta.

El presente estudio se llevo a cabo para contribuir
a orientar las acciones de salud publica, atender
de manera oportuna los casos, conocer el nivel
de transmision de la enfermedad y encaminar
las acciones hacia el mejoramiento de las condi-
ciones de salud de las comunidades afectadas.
Su objetivo fue determinar la seroprevalencia de
anticuerpos IgM e 1gG contra el virus del dengue
en las poblaciones de los municipios de Armenia,
Calarca, Montenegro y La Tebaida en el 2014.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se hizo un estudio de prevalencia con muestreo
probabilistico estratificado y bietapico en el area
urbana de los municipios de Armenia, La Tebaida,
Calarca y Montenegro entre mayo y agosto de 2014.

Disefio y tamafio de la muestra

El marco muestral estaba constituido por las perso-
nas residentes en el area urbana de los municipios
de Armenia, Calarca, La Tebaida y Montenegro, en
barrios que fueron determinados por la Secretaria
Departamental de Salud.

Se disefié una muestra probabilistica, estratificada
y bietapica, con el municipio como variable de
estratificacion. Las unidades primarias de muestreo
fueron las manzanas de los barrios seleccionados:
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521 manzanas en Armenia, 83 en Calarca, 142
en La Tebaida y 58 en Montenegro, para un total
de 804. Las unidades secundarias de muestreo
fueron las viviendas: 12.165 en Armenia, 1.865 en
Calarcd, 2.416 en La Tebaida y 975 en Montenegro,
para un total de 17.421. La fuente de informacion
para las unidades de muestreo fue el programa de
prevencién y control de enfermedades transmitidas
por vectores del departamento del Quindio. La
unidad de analisis y de observacion fueron los
individuos. El tamafio de la muestra se calculd
asumiendo una prevalencia esperada del 85 %
(12), una precision del 5 % y un nivel de confianza
del 95 %, estimacion que se basé en los datos
reales sobre dengue suministrados por el programa
de control de vectores y por el Sivigila. EI tamafio
de la muestra fue de 677 sujetos considerando la
estratificacién por municipio, el cual se calcul6 en
el programa en Epidat v4.0.

Recoleccion de lainformacion

Para obtener la informacion se disefié un cuestio-
nario estructurado sobre variables sociodemo-
graficas y la presencia de fiebre. Se entrené a
todo el personal involucrado en el estudio para
la seleccion de la vivienda, la aplicacion de la
encuesta y la toma de muestras. En la vivienda
seleccionada se incluyeron todas las personas
que voluntariamente aceptaron participar en el
estudio. Una vez firmado el consentimiento o
el asentimiento (para los menores de edad), se
tomd una muestra de sangre por venopunciéon a
cada uno de los participantes: 10 ml a los adultos
y 5 ml a los nifios menores de cinco afios. Cada
muestra se rotuld y se almacend, garantizando la
conservacion de la cadena de frio a una temperatura
entre 4y 8 °C hasta su llegada al laboratorio clinico
municipal o departamental, donde se sometieron
a centrifugacién para separar el suero y se alma-
cenaron a una temperatura de -20 °C hasta el
momento de enviarlas al laboratorio clinico del
Instituto Colombiano de Medicina Tropical en
Medellin para su procesamiento.

En el laboratorio se utilizd un ensayo inmunoenzi-
matico para IgG e IgM contra el virus del dengue
mediante la técnica ELISA. Para la determinacion
de anticuerpos 1gG, se us0 el estuche ELISA IgG
Elisa Dengue Virus IgG DxSelect™, prueba que
tiene una sensibilidad de 96 % (IC,,, 89,3-99,2 %)y
una especificidad de 93 % (IC,,, 89,7-96,0 %) (15).
Para la determinacion de anticuerpos IgM, se utilizé
el estuche Dengue IgM capture ELISA®, prueba que
tiene una sensibilidad para infecciones primarias y
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secundarias de 94,7 % (IC
55,7 % (IC,,,, 46,6-64,7 %), respectivamente, y una
especificidad del 100 % (IC,,,, 95,7-100 %) (16).
La técnica empleada fue validada previamente en
el Instituto Colombiano de Medicina Tropical.

osss 85,4-98,9 %) y de

Los resultados de las pruebas se interpretaron
de la siguiente manera: ELISA IgM negativo, sin
exposicién al virus del dengue en los ultimos tres
meses; ELISA IgM positivo, exposicion al virus
del dengue en los ultimos tres meses; ELISA
IgG negativo, ausencia de exposicion al virus del
dengue, y ELISA IgG positivo, contacto previo con
el virus del dengue en algin momento.

Simultdneamente con la toma de la muestra de
sangre, se hizo una encuesta estructurada a cada
participante, o a los cuidadores en el caso de los
nifos, mediante un dispositivo mévil de captura
de datos suministrado por Fio Corporation. La
informacion se almaceng, se integro y se organizo
en una base de datos para su andlisis.

Andlisis de datos

La informacion obtenida se procesé en hojas
de calculo de Microsoft Excel®. Para el analisis
estadistico se generaron los pesos de ponderacién
del disefio y se utilizd el modulo de muestras
complejas del paquete estadistico SPSS®, versién
18 (17). Para describir las variables se utilizaron
medidas de frecuencia, tendencia central y disper-
sion. Se estimo la seroprevalencia de infeccion por
el virus del dengue con su respectivo intervalo de
confianza de 95 %.

Consideraciones éticas

Este estudio se rigio por la Resolucion 8430 de 1993
y fue aprobado por el Comité de Etica de la Funda-
cién Santa Fe de Bogota. Se conté con el aval de
la Secretaria Departamental de Salud del Quindio
para las visitas domiciliarias. Todas las encuestas
y la toma de muestras de sangre se hicieron con
previo consentimiento o asentimiento informados.

Resultados

Se encuestaron 658 personas en los cuatro
municipios seleccionados para el estudio: 460
personas (69,9 %) de Armenia, 92 (14,0 %) de
Calarca, 61 (9,3 %) de Montenegro y 45 (6,8 %)
de La Tebaida. EI 67,9 % eran mujeres, el 48,8 %
tenia un nivel educativo de secundaria, el 46,6 %
era soltero, el 92 % pertenecia a los estratos
socioecondémicos 1y 2, y el 66 % estaba inscrito
en el régimen contributivo (cuadro 1). La edad
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oscilé entre los 4 y los 94 afios, con un promedio
de 37,1 afios (desviacion estandar, DE=20,3), y el
28,6 % de la poblacién estudiada estaba entre los
25y 44 afios.

La seroprevalencia de IgG fue de 89,4 % (IC,
86,2-91,9 %) y la de IgM fue de 14,2 % (IC,,,
11,6-17,2 %) en los cuatro municipios estudiados
(cuadro 2). La mayor seroprevalencia de 1gG se
observé en La Tebaida, en donde practicamente
toda la poblacion ha tenido contacto con el virus
del dengue; ademas, también presenté la mayor
seroprevalencia de IgM.

5%

La seroprevalencia de IgG aumentd a medida que
aumentabala edad, en tanto que dos terceras partes
de los menores de cinco afios fueron positivos y mas
del 90 % de los mayores de 25 afios habia tenido
contacto con el virus del dengue. En los menores
de cinco afios se encontré la mayor seroprevalencia
de IgM. Las mujeres presentaron las mayores sero-
prevalencias, tanto de 1gG (90,6 %) como de IgM

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de los participantes
en el estudio, municipios de Quindio, 2014

Variable n %
Sexo
Mujer 447 67,9
Hombre 211 32,1
Grupo de edad (afios)
0-4 3 0,5
5-14 89 13,5
15-24 137 20,8
25-44 188 28,6
45-64 169 25,7
65y mas 72 10,9
Nivel educativo
Primaria 240 37,4
Secundaria 325 48,8
Técnico 35 5,5
Universitario 29 4,2
Ninguno 29 4,1
Estado civil
Soltero 303 46,6
Casado 110 16,0
Union libre 174 27,0
Separado 25 3,8
Viudo 46 6,5
Estrato socioeconémico
1 271 41,2
2 341 51,8
3 41 6,2
4 5 0,8
Afiliacién al sistema de salud
Contributivo 438 66,0
Subsidiado 142 22,8
Especial 21 3,2
No Afiliado 57 8,0
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Cuadro 2. Seroprevalencia de anticuerpos IgG e IgM para dengue, municipios de Quindio, 2014

Variable IgG IgM
n  Frecuencia Prevalencia Intervalo de Frecuencia Prevalencia Intervalo de
(%) confianza de 95 % (%) confianza de 95 %
Inferior Superior Inferior Superior

Municipio
Armenia 460 408 88,7 84,8 91,7 53 11,5 8,9 14,8
Calarca 92 75 81,5 66,4 90,8 12 13 7,4 22,1
Montenegro 61 56 91,8 79,9 96,9 8 13,1 6,5 24,6
La Tebaida 45 44 97,8 85,9 99,7 13 28,9 18,8 41,6
Total 658

Grupo de edad (afios)
0-4 3 2 61,6 12,2 94,9 1 38,4 51 87,8
5-14 89 63 75,2 64,7 83,4 8 10 4,9 19,3
15-24 137 123 90,6 84,1 94,6 21 16,5 10,8 24,3
25-44 188 172 91,8 86,7 95 19 11,5 6,8 18,7
45-64 169 157 92,8 86,6 96,2 26 17,5 12,2 24,5
65y mas 72 66 92,1 83,8 96,3 11 13,9 7,8 23,6
Total 658

Sexo
Mujer 447 402 90,6 87,3 93,1 62 15,5 12,1 19,7
Hombre 211 181 86,8 80,9 91 24 11,3 7,8 16
Total 658

Estrato socioeconémico
1 271 251 93 87,9 96,1 36 14,8 10,7 20,3
2 341 300 89,1 84,4 92,6 46 14,4 10,9 18,8
3 41 29 69,9 55,1 81,4 2 4,4 1,2 15,5
4 5 3 60 30,4 83,7 2 40 16,3 69,6
Total 658

Nivel educativo
Ninguno 29 26 88,9 69,9 96,5 5 16,2 6,8 34
Primaria 240 220 92,4 88 95,3 40 18,6 13,8 24,6
Secundaria 325 285 88,5 84,2 91,8 34 11,1 8,2 14,9
Técnica 35 30 86,2 70,3 94,3 3 11,1 3,4 31
Universitario 29 22 76,3 58,1 88,2 4 12,8 52 28,4
Total 658

Afiliacién al sistema de salud
Contributivo 438 388 89,30 85,30 92,30 57 13,90 10,70 17,80
Subsidiado 142 131 93,00 87,30 96,20 23 18,20 12,00 26,60
Especial 21 19 90,40 73,50 96,90 0
No afiliado 57 45 79,10 61,40 90,00 6 10,90 4,80 22,90
Total 658

(15,5 %). En el estrato socioecondmico mas bajo,
el uno, la seroprevalencia de IgG (93,0%) fue la
mas alta, y en el estrato socioeconémico mas alto,
el cuatro, lo fue la de IgM (40,0 %). Vale la pena
sefialar que la frecuencia de la seroprevalencia de
IgM en el estrato cuatro fue baja en las personas
positivas. Se observo una tendencia decreciente en
la seroprevalencia de IgG a medida que ascendia
el estrato socioeconomico. Las personas con nivel
educativo de primaria tuvieron las mas altas sero-
prevalencias de IgG (92,4 %) y de IgM (18,6 %).
La seropositividad de 1gG tendi6 a la disminucion
a medida que aumentaba el nivel educativo. Con
respecto al tipo de régimen de seguridad social, las
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mayores seroprevalencias de IgG (93,0 %) y de IgM
(18,2 %) se observaron en los afiliados al régimen
subsidiado (cuadro 2).

La seroprevalencia simultanea de IgM e IgG en la
poblacién estudiada fue de 12,9 %, en tanto que la
de IgM entre quienes manifestaron no haber tenido
fiebre durante los siete dias anteriores a la toma
de la muestra fue de 13,5 %.

Discusion
El estudio se realiz6 en el departamento del
Quindio, uno de los entes territoriales con mayor

notificacién de casos de dengue en Colombia. Los
resultados en los municipios de estudio confirmaron
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la intensidad de la transmision del dengue y
determinaron la seroprevalencia, con lo cual se
clasificarian como hiperendémicos.

La determinacion de la seroprevalencia de 1gG e
IgM es de gran utilidad en salud publica, especial-
mente si se consideran los resultados de estudios
recientes sobre la vacuna tetravalente, los cuales
demuestran que hay mejor respuesta (mayor efica-
cia) en las poblaciones con mayor seroprevalencia.
Con esta vacuna se podria reducir la incidencia
de la infeccién sintomatica, la hospitalizacion y los
casos de dengue grave (5-7).

Se encontré una seroprevalencia de IgG de 89,4 %
y de IgM de 14,2 %. La seroprevalencia de IgG
resultd similar a la reportada por otros estudios en
Colombia (en Quindio, Casanare y Meta), en los
cuales se registré una seroprevalencia de 92,5 %
en 1.200 sujetos de 9 a 16 afios de edad (12).

En algunos estudios en otros paises del mundo
con caracteristicas ecolégicas, biolégicas y socia-
les similares a las de Colombia, se han reportado
prevalencias altas de anticuerpos contra el virus del
dengue, parecidas a las de este estudio. La sero-
prevalencia de anticuerpos IgG entre la poblacién
general en Jéltipan (México) en 2003 fue de 79,6 %
(18); en Puerto Rico, en 2006, fue de 92 % en 275
donantes de sangre (19), y en Samoa Americana,
en 2010, fue de 95,6 % en 794 personas entre
los 18 y 87 afios de edad (20). Los resultados de
la seroprevalencia de anticuerpos IgG de este
estudio fueron mas altos que los encontrados en
1996 en la region del Uraba antioquefio, donde fue
de 59,1 % (21).

En los cuatro municipios estudiados se encontrd
una mayor prevalencia de 1gG (90,6 %) en la pobla-
cion femenina. Estos resultados son comparables
con los encontrados en Samoa Americana en 2010
(94,9 %) (20) y mayores que los encontrados por
Restrepo, et al., en el Uraba antioquefio, donde la
seropositividad fue mayor en las mujeres (64,6 %)
gue en los hombres (21). La alta seroprevalencia
de IgG e IgM en mujeres probablemente se debe
a su mayor exposicion durante las labores en el
hogar, ya que el vector transmisor del dengue,
por lo general, tiene sus criaderos dentro de las
viviendas (6,12).

Se ha reportado que el dengue afecta a individuos
de todos los grupos de edad. En este estudio se
encontré una seroprevalencia de 1IgG de mas de
90 % en las personas a partir de los 15 afios de edad.
En los menores de cinco afios la seroprevalencia
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de IgM fue la mas alta (38,4 %); sin embargo, la
seroprevalencia de IgG registré niveles (61,6 %)
superiores a los reportados en el Urab4 antioquefio
(31,5%) (21). Los resultados en este grupo de edad
también sugeririan que la vivienda es un foco de
transmision de la infeccion.

La seroprevalencia de IgM fue mayor en las
mujeres (15,5 %) que en los hombres (11,3 %). En
todos los grupos de edad se encontraron personas
seropositivas para IgM, lo cual es indicativo de
infeccion reciente.

La seropositividad de IgM fue alta en aquellas
personas que manifestaron no haber tenido fiebre
en los siete dias anteriores a la toma de la muestra
(13,5 %). Resultados similares se reportaron en un
estudio en Santa Cruz, Puerto Cabello, Venezuela
(25,3 %) en 316 menores de 15 afos, lo cual
hace pensar en una infeccion reciente causada
por cualquiera de los serotipos que podria haber
cursado sin sintomas (dengue asintomatico) (13).

La seropositividad conjunta de IgM e 1gG en la
poblacién estudiada fue de 12,9 %, lo cual podria
indicar una infeccién secundaria por otro de los
serotipos del virus del dengue y un aumento en
el riesgo de complicaciones en un proximo brote.
En Pakhtunkhawa, Pakistan, en 2011, la seropre-
valencia conjunta de IgG e IgM en 612 pacientes
sospechosos de dengue fue de 52,12 % (22).

A medida que aument6 el nivel educativo se
redujo de forma leve la seropositividad para 1gG
e IgM, situacion similar a lo sucedido con el nivel
socioeconémico, a excepcién de lo observado
en el estrato socioecondémico cuatro. Entre las
personas con poco nivel educativo y bajo nivel
socioecondmico, hay un mayor desconocimiento
de la enfermedad, de la forma en que se transmite,
y de la manera de controlarlay prevenirla. Ademas,
sus condiciones de vida aumentan la probabilidad
de la presencia de criaderos de vectores (23).

En todos los grupos de edad se encontraron per-
sonas seropositivas para IgM, lo cual indicaria una
infeccion reciente. La seropositividad simultanea de
IgM e 1gG en la poblacion estudiada podria indicar
una infeccidn secundaria por otro de los serotipos del
virus, sin embargo, también podria indicar una infec-
cion en los tres meses anteriores, lo cual aumenta
el riesgo de complicaciones en un préximo brote.

Los resultados evidencian la necesidad de inten-
sificar el desarrollo de estrategias integrales de
vigilancia epidemioldgica, prevencién y control del
dengue con trabajo multidisciplinario.
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Diversidad de Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) en
Santander, Colombia: implicaciones epidemiolégicas
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Introduccion. Los triatominos domiciliados y silvestres constituyen un problema de impacto
epidemioldgico en el departamento de Santander, pues se han asociado recientemente con brotes
agudos de la enfermedad de Chagas, por lo cual el analisis de su diversidad y variacién temporal
contribuye al conocimiento de su biologia y ecologia en una de las areas mas endémicas del pais.
Objetivo. Analizar la diversidad de triatominos en dos regiones de Santander.

Materiales y métodos. Se analiz6 la informacion de la base de datos del Laboratorio de Entomologia
del Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales de la Universidad Industrial de Santander
(CINTROP-UIS), la cual contiene registros de triatominos en Santander. La informacion se separ6 en
dos regiones, el Magdalena Medio y la zona andina, para cada una de las cuales se disefiaron curvas
de acumulacion de especies y de rango de abundancia, se calcularon los indices de diversidad y de
igualdad, se analizé la colonizacién y se evalu6 la variacion temporal o persistencia de la comunidad.
Resultados. El 95 % de los triatominos provenia de la zona andina vy, el 4,57 %, del Magdalena
Medio, con nueve y diez especies, respectivamente. Se encontrd6 mayor diversidad y riqueza en
el Magdalena Medio en comparacion con la zona andina. Las especies dominantes en la zona
andina fueron Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata, mientras que en Magdalena Medio fueron
Rhodnius pallescens y Panstrongylus geniculatus. La variacion temporal mostré persistencia de las
comunidades en el tiempo.

Conclusiones. Los resultados evidenciaron diferencias en la diversidad de las dos regiones, ademas
del potencial de las especies silvestres para ocupar ecotopos artificiales. La intrusion de triatominos
y la reciente incriminacién de especies silvestres en la transmisién de Trypanosoma cruzi, indican la
necesidad de un mayor conocimiento de la ecologia de estos vectores para orientar las estrategias
de control.

Palabras clave: Triatominae; enfermedad de Chagas; epidemiologia; vectores de enfermedades;
biodiversidad; Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3140

Diversity of Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) in Santander, Colombia: Epidemiological
implications

Introduction: Domestic and wild triatomines in the department of Santander have an epidemiological
impact, as recently they have been linked to outbreaks of acute Chagas disease. The analysis of their
diversity and temporal variation contributes to the understanding of their biology and ecology in one of
the most endemic areas of the country.

Objectives: To analyze triatominae diversity in two regions of Santander.

Materials and methods: We analyzed the triatomine records for Santander contained in the CINTROP-
UIS entomology lab database. We grouped the information for two regions: the Middle Magdalena area
and the Andean region, and for each one we designed species accumulation and range-abundance
curves, we calculated diversity and equality indices, and we analyzed colonization and temporal
variation or persistence of the community.

Results: Ninety five percent of triatomines came from the Andean area and 4.57% from Magdalena
Medio, with nine and ten species each. The dominant species in the Andean area were Rhodnius prolixus
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and Triatoma dimidiata while in Magdalena Medio they were Rhodnius pallescens and Panstrongylus
geniculatus. We found a greater diversity and richness in Middle Magdalena compared to the Andean
area. The temporal variation showed persistence of communities over time.

Conclusions: Results revealed differences in the diversity of the two regions and the potential of wild
species to occupy artificial ecotopes. Triatomines intrusion and the recent involvement of wild species
in the transmission of Trypanosoma cruzi emphasize the need to further investigate the ecology of
these vectors in order to guide population control strategies.

Key words. Triatominae; Chagas disease; epidemiology; disease vectors; biodiversity; Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3140

La enfermedad de Chagas, cuya principal via de
transmision es la vectorial (1), es un problema de
salud publica en Latinoamérica, ya que entre ocho
y nueve millones de personas estan infectadas
en 21 paises (2). En Colombia, se ha estimado
gque 437.960 habitantes se han infectado por
esta via (3). Sin embargo, la transmision oral de
Trypanosoma cruzi, es decir, por la contaminacion
de alimentos con heces de triatominos silvestres o
con secreciones infectadas de reservorios (4,5), ha
recibido especial atencién en la Ultima década en
paises como Brasil, Venezuela y Colombia (4-8),
debido al incremento del nimero de casos (5,6), su
aparicion en zonas urbanas (5,7,8) y rurales (4,5,8-
10), la ausencia de vectores domiciliados (4,5,8-
10), y la elevada morbilidad y mortalidad (5,9).

Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y Triatoma
venosa son las especies de triatominos con mayor
importancia epidemiolégica en Colombia por
haberse encontrado en los domicilios humanos
(11,12), aunque otras especies de los géneros
Rhodnius y Panstrongylus con habitos silvestres
se han relacionado con brotes de transmisién oral
de T. cruzi en regiones donde no se encuentran
triatominos domiciliados (4,9).

Los términos “domiciliado” y “no domiciliado” des-
criben el tipo de infestacién de los triatominos
en la vivienda humana; existen varias categorias
para definirla, con niveles intermedios entre
ellas (13-16). En este articulo nos acogeremos
a la clasificacién con la cual se describen los
siguientes habitos de las especies y poblaciones
de triatominos: selvaticos, intrusos, domiciliados y
domésticos (15). Se espera que con la informacion
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recabada se formulen las recomendaciones que
orienten las estrategias de prevencién y control en
las zonas analizadas.

El departamento de Santander presenta dos unida-
des fisiogréaficas denominadas valle medio del rio
Magdalena y zona andina en la Cordillera Oriental,
ambas al occidente de su territorio. El departamento
se ha considerado una de las zonas mas endémicas
de la enfermedad de Chagas debido a la presencia
de R. prolixus doméstico en gran parte de su
area, especialmente en la zona andina (17,18).
Aunque la zona del valle medio del rio Magdalena
se ha caracterizado como de baja endemia por
la ausencia de triatominos domiciliados, desde la
década de los 90, Angulo, et al. (18), reportaron
la infeccion humana en esta zona, asi como la
frecuente intrusion de triatominos silvestres en
las viviendas, lo cual sugeria la transmision activa
de T. cruzi y la necesidad de mas estudios que
permitieran analizar la situacion epidemiol6gica
en estas areas (18,19).

En Santander se han reportado 14 especies de
triatominos (Esteban L, Angulo VM. Rhodnius
colombiensis Moreno, Galvdo, Jurberg 1999
(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) en el depar-
tamento de Santander. ResUmenes, XXXV
Congreso de Socolen. Cali, 2008. p. 149) (11) ,
lo cual lo ubica como uno de los departamentos
con mayor rigueza de especies; ademas, ocupa
el primer lugar en cuanto al namero de brotes
agudos por transmisién oral de T. cruzi en el
pais (5,9), especificamente en los municipios de
Lebrija, Bucaramanga, Piedecuesta, San Vicente
y Girdn, lugares reconocidos por su baja endemia
(8,10). Esta nueva situacién es de gran interés
para el estudio de los vectores de la enfermedad
de Chagas en esta region del pais, pues, como
ya se ha mencionado, el incremento de especies
de triatominos con bajos niveles de domiciliacion
gue participan en la transmision de la infeccion de
T. cruzi a los humanos, impone la necesidad de
indagar sobre sus caracteristicas bioecoldgicas
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para, asi, proponer medidas de control alternativas
gue tomen en cuenta el comportamiento de los
triatominos silvestres.

Es por este motivo que se decidid analizar la
biodiversidad de estos insectos en las dos zonas
fisiograficas del departamento de Santander con
base en los registros de las especies capturadas
durante varios afios contenidos en la base de datos
del Laboratorio de Entomologia del CINTROP-UIS,
la cual ha mantenido un inventario de triatominos
recolectados en varios municipios del departamento
durante 13 afios, aproximadamente.

Materiales y métodos

Se analizé la informacion contenida en la base de
datos de los triatominos registrados en el Laboratorio
de Entomologia del CINTROP-UIS entre 1996 y
2008. La informacion incluye los siguientes regis-
tros: lugar (municipio y localidad), fecha de captura,
namero de triatominos recolectados, estados de
desarrollo de los insectos, habitat de recoleccion
(silvestre, domicilio, peridomicilio) e identificacion
de la especie. Los datos correspondieron a 63 de
los 83 municipios del departamento.

Area de estudio

La informacidon contenida en la base de datos
utilizada proviene de dos zonas determinadas por
las dos unidades fisiograficas que componen el
departamento de Santander. La primera es la zona
andina, localizada en la Cordillera Oriental, la cual
ocupa la mayor parte del departamento en direccion
suroeste a noreste. Su relieve es quebrado y con
pendientes fuertes de alturas superiores a los 3.000
metros sobre el nivel del mar; el promedio anual de
lluvias es de 1.500 a 2.000 mm y las temperaturas
alcanzan los 32 °C. El bosque himedo premontano
casi ha desaparecido y el area esta atravesada de
sur-oriente a nor-occidente por el cafidn del rio
Chicamocha (figura 1).

La segunda es la zona del valle medio del rio
Magdalena, la cual esta ubicada en el centro
nororiental del pais, entre las cordilleras Central y
Oriental, en el corredor geogréfico de la parte media
del rio Magdalena. Mide 34.610 km? (equivalente al
3 % del area nacional) (figural). Geogréaficamente
esta compuesta por un relieve ondulado de topo-
grafia suave, con predominio del valle del rio
Magdalena. En la regién se presentan zonas de
vida de bosque seco tropical, con una temperatura
promedio de 24 °C, y de bosque humero tropical,
la cual abarca, aproximadamente, el 80% de
la region, con una temperatura media anual de
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27,8 °C y un promedio de lluvias de 2.687 mm. Sus
municipios estan ubicados entre los 600 y los 800
msnm. La regién se caracteriza por la presencia de
cultivos de café y cacao, pastizales para la ganaderia
y extraccion petrolera, y adn conserva remanentes
de bosque primario y secundario (figura 1).

Base de datos

Los analisis se basaron en la informacion contenida
en la base de datos de los triatominos registrados
en el Laboratorio de Entomologia del CINTROP-
UIS entre los afios 1996 y 2008 proveniente de 63
de los 83 municipios del departamento.

Una parte de los registros incluye los triatominos
recolectados por la comunidad y remitidos durante
los programas de vigilancia entomoldgica desarro-
llados por la Secretaria de Salud departamental y
por algunos programas de salud municipales. Otros
insectos fueron recolectados por investigadores
del CINTROP. La base de datos tiene un total de
12.118 triatominos registrados recolectados en 3.648
viviendas de 63 municipios: 3.254 en viviendas de
54 municipios de la zona andina y 394 en viviendas
de nueve municipios del Magdalena Medio (cuadro
1). Los insectos fueron identificados con claves
taxondémicas (13,20).

Andlisis de datos

Se calcularon curvas de acumulacion de especies
y estimadores de riqueza en las dos zonas. Las
curvas de acumulacion de especies permiten
graficar como se van afiadiendo especies a una
comunidad a medida que se aumenta el nimero de
individuos recolectados o el nimero de muestras.
Mediante la distribucién aleatoria de las muestras
y de los individuos se consigue suavizar esta curva
y obtener valores de dispersion (21). En su célculo

Zona
1i
andi

Figura 1. Mapa de las dos zonas estudiadas en el departamento
de Santander
Fuente: https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Colombia-deps-
santander.svg
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Cuadro 1. Triatominos recolectados en el departamento de Santander en el periodo comprendido entre 1996 y 2008

Especie Zona andina

Ninfa | Ninfa ll Ninfa Il Ninfa IV Ninfa V Hembras Machos Total
R. prolixus 879 707 1.107 935 1.294 451 848 6.221
T. dimidiata 228 198 409 605 1.136 612 1.316 4.504
P. geniculatus 64 0 0 6 4 49 255 378
R. pallescens 18 27 43 49 29 26 29 221
P. rufotuberculatus 0 0 0 0 0 4 3 7
T. maculata 14 0 3 11 10 15 44 97
E. cuspidatus 0 0 0 0 0 6 6 12
T. venosa 0 2 4 12 24 31 44 117
B. corredori 0 0 0 0 1 4 2 7
Especie Magdalena Medio

Ninfa | Ninfa Il Ninfa Il Ninfa IV Ninfa V Hembras Machos Total
R. prolixus 0 0 0 2 2 5 9 18
T. dimidiata 0 0 0 0 0 16 7 23
P. geniculatus 0 0 0 0 0 94 109 203
R. pallescens 10 4 36 30 29 79 83 271
P. rufotuberculatus 0 0 0 0 1 4 7 12
E. cuspidatus 0 0 0 1 1 6 1 9
T. venosa 0 0 0 0 1 4 6 11
R. colombiensis 0 0 0 0 0 2 0 2
P. humeralis 0 0 0 0 0 2 0 2
B. herreri 0 0 0 0 0 1 2 3

se utiliz6 el programa estadistico Estimates Win
8.00 (22). Con este programa se calcula tambien
el estimador no paramétrico jackknife 2, el cual
se utilizd con éxito en la estimacion de la riqgueza
de las especies (21). La siguiente es la ecuacion
empleada:

Jackknife 2 = Sobs +

Q1(2m—3) Q,(m—2)*

m a mim-—1) |
donde Sobs corresponde a especies observadas,
m, al nUmero de muestras, Q1, al nimero de espe-
cies recolectadas solo una vez, y Q2, al nUmero de
especies recolectadas dos veces.

Se emplearon, asimismo, indices de diversidad,
los cuales tienen la ventaja de obtener informacion
valiosa sobre la estructura de la comunidad mediante
un andlisis sencillo, aunque deben analizarse e
interpretarse con cuidado teniendo en cuenta las
limitaciones de cada indice (23). Se estimaron los
indices de riqueza de Margalef, Menhinick y el alfa
de Fisher (o), los cuales dependen del nimero de
especies que se encuentran en una comunidad
(s) en relacion con el nimero de especimenes o
tamafio de la muestra (n) (23).

Indice de Margalef =

In (n)

P .S
Indice de Menhinick = Tn

S=a*ln(1+%)

También se estimd el indice de igualdad o equidad
de Pielou (J), el cual se ve afectado por la distribu-
cion de la abundancia o niumero de especimenes
en las especies presentes en la comunidad; este
indice aumenta cuando hay una mejor distribucion
y, por ende, mayor diversidad (21).
, H'
/= In(S)
Se utilizé6 también el indice de dominancia de
Simpson (L), el cual se define como la probabi-
lidad de que, al recolectar dos individuos, los
dos pertenezcan a la misma especie. Este indice
aumenta a medida que una o unas pocas especies
tienen una abundancia relativa alta (pi) y son
mas dominantes en la comunidad, por lo cual es
inversamente proporcional a los otros indices de
diversidad (21).
n

A =Y5_, pi*donde pi :Wi

Por ultimo, se empleé el indice de diversidad de
Shannon-Wienner (H’), el cual se ve determinado
tanto por la igualdad como por la riqueza; aunque
es facil de usar, su interpretacion es limitada y debe
complementarse con los indices de igualdad y de
riqueza (23).
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W =)}

Se determing si existia diferencia entre los valores
obtenidos en las dos regiones por el método
de bootstrapping, técnica de “remuestreo” que
toma aleatoriamente un numero considerable de
muestras de un conjunto total de datos y genera
una distribucion que permite hacer inferencias
estadisticas (24). Para este analisis se utilizé el
programa Past, version 1.79 (25).

Ademas de los indices de diversidad, se elaboraron
curvas de rango y abundancia para los triatominos
de las dos regiones estudiadas. Estas gréaficas son
Utiles para comparar la diversidad, la riqueza y la
dominancia de varias comunidades (21).

En cuanto a la colonizacién, los resultados se
expresaron en porcentajes calculados a partir
de los criterios establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en el 2002: nimero
de viviendas con ninfas o huevos de triatominos
sobre numero de viviendas con triatominos x 100.
No se incluyeron las ninfas de | instar debido a que
muchas nacen en el frasco después de recolectar
hembras fecundadas.

Persistencia de la comunidad

Ante la ambigliedad de términos como constancia
y estabilidad, la “persistencia” se ha definido como
la de una comunidad en una escala exclusivamente
temporal (26,27). El andlisis de la persistencia
de la comunidad se hizo separadamente para
las dos regiones. Para hacerlo se agruparon los
datos en tres periodos con nimeros de capturas
similares para cada region, con el fin de hacerlos
comparables. En el caso de la zona andina, el
primer periodo fue de 1996 a 2002, el segundo
correspondié al afio 2003 vy, el tercero, al periodo
de 2004 a 2008. En el caso del Magdalena Medio,
el primer periodo fue el afio 1997, el segundo, al
periodo de 1998 a 2004 vy, el tercero, al periodo
de 2006 a 2008. Para analizar la informacién se
aplico la metodologia de Rahel (26), con la cual
se mide la persistencia en tres niveles. El primero
es la abundancia absoluta de las especies, para
lo cual se hace una tabla de contingencia con
el fin de comprobar si existe dependencia de las
abundancias con respecto a los muestreos a lo
largo del tiempo, En el segundo nivel se evalGan
los rangos de abundancia mediante el coeficiente
de concordancia de Kendall (W), con el cual se
determina si las especies conservan el rango de

46

Biomédica 2017;37:42-52

abundancia en el tiempo, es decir que las dominan-
tes se mantienen como dominantes. El tercer nivel
de medicion corresponde a la presencia o ausencia
de especies en el tiempo, la cual se mide mediante
el indice de similitud de Jaccard, resultado de dividir
las especies compartidas (C) entre dos muestras,
Ay B, por las especies totales en las dos muestras
(A+B-C). c

r_
J=a¥B=¢

De esta manera, los valores cercanos a uno indican

gran similitud y, los cercanos a cero, ninguna. Se

promediaron los resultados de cada par de periodos

para evaluar la persistencia de la comunidad (26).

Resultados
Andlisis de la diversidad

Curva de acumulacion de especies. En el Magdalena
Medio la curva de acumulacién de especies no
alcanzd la asintota, por lo cual es predecible que
se recolecten mas de las diez especies registradas
en el momento. En la zona andina, en cambio, la
curva logré la asintota. El estimador de riqueza
jackknife 2 mostr6 que no se acumularian mas
especies en esta zona, debido a que no se habian
registrado especies con una o dos muestras sola-
mente, en tanto que en el Magdalena Medio el
célculo predijo que aun faltaban tres especies por
recolectar (figura 2).

indices de diversidad. Los indices de dominancia de
Simpson y el de diversidad de Shannon mostraron
diferencias significativas entre las dos regiones,
aunque fue mayor en el Magdalena Medio. Los
indices de riqueza de Margalef, Menhinick y el
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Figura 2. Curvas de acumulacion de las especies de triatominos

en Santander. A: Zona andina. B: Magdalena Medio. (+ Cl,,). Se
utilizé el nimero de individuos registrados entre 1996 y 2008.
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alfa de Fisher, mostraron diferencias significativas
entre las dos regiones, resultado predecible, ya
gue en el Magdalena Medio se recolectaron menos
individuos y mas especies. Por el contrario, el
indice de igualdad de Pielou no mostré diferencias
significativas (p=0,37) (cuadro 2).

Curvas de rango y abundancia. Las curvas de
rango y abundancia fueron similares para las dos
regiones, con dos especies claramente dominantes:
en la zona Andina, R. prolixus, con el 53,8 % de la
abundancia y T. dimidiata con el 38,9 %, y en el
Magdalena Medio, R. pallescens con el 48,9 % y
P. geniculatus con el 36,6 % (figura 3).

Colonizacion. En la zona andina se encontro colo-
nizacion domiciliaria de las siguientes especies:
R. prolixus (71,25 %), T. dimidiata (46,3 %), R.
pallescens (41,6%), T. venosa (25,5 %), Triatoma

Cuadro 2. indices de diversidad, riqueza e igualdad de la
comunidad de triatominos en dos zonas del departamento
de Santander

Zona Magdalena Bootstrap
andina Medio (p)
Especies 9 10 0,997
Individuos 11.564 554 <0,001
Diversidad
Shannon H 0,9909 1,258 <0,001
Simpson 0,443 0,376 <0,001
Alfa de Fisher 0,9575 1,733 <0,001
Riqueza
Menhinick 0,08369 0,4249 0,002
Margalef 0,8551 1,425 <0,001
Igualdad
Jaccard J 0,451 0,5462 0,37
p: probabilidad menor de 5 %
0,6
A Zona andina Magdalena Medio
0,5 b
g
50,41
o) C
0.3
g
80,24
é 0,1 B
<’ CDEFGH' AEHGJKL

123456789 12345678910
Rangos de abundancia

Figura 3. Curvas de rango y abundancia de triatominos en dos
zonas del departamento de Santander
A: Rhodnius prolixus, B: Triatoma dimidiata, C: Panstrongylus
geniculatus, D: Rhodnius pallescens, E: Triatoma venosa, F:
Triatoma maculata, G: Eratyrus cuspidatus, H: Panstrongylus
rufotuberculatus, |I: Belminus corredori, J: Belminus herreri, K:
Panstrongylus humeralis, L: Rhodnius colombiensis
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maculata (19,4 %) y P. geniculatus (2,4 %); de
Belminus corredori se registr6 solo una ninfa V
instar en una Unica vivienda. En el Magdalena
Medio se registré colonizacion domiciliaria de las
siguientes especies: R. pallescens (19,65 %), R.
prolixus (15,4 %), E. cuspidatus (14,3 %), T. venosa
(10 %) y Panstrongylus rufotuberculatus (9,1 %).

Variacion temporal o persistencia

Los resultados evidenciaron cambios de la estruc-
tura de la comunidad a lo largo del tiempo, aunque
se mantuvieron las mismas especies (figura 4).
Los indices de similitud de Jaccard mostraron
gue no hubo diferencias en la composicién de la
comunidad, con un valor de 0,68 para la zona andina
y de 0,84 para el Magdalena Medio, en tanto que
las tablas de contingencia mostraron dependencia
de los periodos con las abundancias en las dos
regiones (x?=654, p=0,0001 para la zona andina y
p=0,0045; %2=31,144 para el Magdalena Medio),
lo cual implica cambios en las abundancias a
través del tiempo. En cuanto a la correlacion de
rangos de Kendall (W"), su valor fue significativo
para las dos regiones (W'=0,88; p=0,0068 en la
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Figura 4. Variacion temporal o persistencia de triatominos.
Se ilustra la presencia de las especies de triatominos mas
abundantes en tres periodos, con nimero de capturas similares
en dos regiones del departamento.
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zona andina y W'=0,9; p=0,0057 en el Magdalena
Medio), lo cual evidencia una tendencia hacia la
persistencia de la comunidad.

Discusion

De las 27 especies de triatominos reportadas
en el pais (11,12,28-30), los departamentos de
Santander, Meta y Cundinamarca comparten la
mayor biodiversidad con 14, 16 y 13 especies,
respectivamente. Estos departamentos son hetero-
géneos geograficamente y tienen todos los pisos
térmicos; sin embargo, en Santander podria haber
un mayor nimero de especies debido a que los
estimadores de riqueza predijeron la presencia de
mas especies.

La diferencia en la diversidad de triatominos en las
dos zonas estudiadas puede deberse a la altitud,
pues este factor es uno de los mas importantes
en la distribucion de los triatominos (11), lo cual
explicaria por qué hay mayor diversidad en el
Magdalena Medio, cuyas altitudes son mas bajas
que en la zona andina.

Otro factor que puede determinar la mayor bio-
diversidad en esta Ultima zona, seria la mayor
conservacion de fragmentos de bosque y de
habitats naturales en comparacién con la zona
andina. Hay que tener en cuenta que, aunque no
se encontrg infestacion de triatominos domiciliarios
en las zonas bajas (600-800 msnm), la cercania
de fragmentos de bosque primario conservado y
de sistemas agroforestales con bosque secundario
abundante podria favorecer la presencia de estos
insectos en las viviendas de la region.

En cuanto a la persistencia y el rango de abundancia
de las especies, se mantuvieron a lo largo de los
tres periodos en las dos regiones, mientras que las
abundancias totales de las especies cambiaron.
Este patrén de persistencia es el mas comdn en
otro tipo de comunidades (26). Segun este modelo,
los eventos ambientales que generan cambios
en la abundancia de los triatominos afectarian la
abundancia total de las especies de una comunidad
sin cambiar las especies que la componen ni las
especies dominantes (figura 4).

Las dos especies que ocuparon el tercer y el cuarto
puesto en el rango de abundancias en Magdalena
Medio fueron R. prolixus y T. dimidiata, las cuales
fueron dominantes en la zona andina. Del mismo
modo, las que ocupan el tercer y el cuarto puesto
alli, es decir, R. pallescens y P. geniculatus, fueron
las dominantes en el Magdalena Medio. Es impor-
tante tener en cuenta que R. prolixus y T. dimidiata
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son las especies con mayor distribucién y riesgo
de transmision del mal de Chagas en Colombia,
mientras que R. pallescens y P. geniculatus se
encuentran casi exclusivamente en ambientes
silvestres (11).

Rhodnius prolixus es el vector mas importante de
la enfermedad de Chagas en Colombia (11) y su
colonizacién de los domicilios humanos fue alta en
la zona andina, en donde el habitat “démestico” es
exclusivo. En los estudios genéticos en poblaciones
del centro del pais, se ha demostrado que son
homogéneas (31) y, por lo tanto, se pueden someter
a control quimico, tanto asi que diez municipios
del pais han sido certificados como libres de la
transmision de T. cruzi por este vector, entre ellos,
Guadalupe y Oiba, ubicados en la zona andina de
Santander. Por el contrario, en el Magdalena Medio
la informacion sobre esta especie es escasa y solo
se conoce su distribucion en algunos municipios
(18). Nuestro equipo reporto el hallazgo de adultos
en el domicilio de cinco municipios, pero en dos de
ellos, Bolivar y La Paz, solo se reportaron ninfas. En
el estudio parasitolégico de un ejemplar recolectado
en el municipio de San Vicente de Chucuri en esta
zona, no se reportd infeccion por Trypanosoma
spp. (29), lo cual pone de manifiesto la necesidad
de investigar mas su biologia y distribucion para,
asi, valorar el riesgo actual de infeccién entre los
moradores de esta zona.

En cuanto a T. dimidiata, se recolectaron adultos y
ninfas en las viviendas de 24 municipios de la zona
andina y en algunos se registraron infestaciones
simultaneas con R. prolixus, especie esta que se ha
reportado infestando viviendas con P. geniculatus
y T. maculata, lo cual podria ser el efecto de la
intervencién humana en el ambiente, es decir, que
la perturbacion de los ambientes selvaticos lleva
a que los triatominos silvestres o peridomiciliarios,
poco habituales en zonas urbanas o suburbanas,
tengan que adaptarse a los ambientes domésticos
(32). En este sentido, cabe anotar que la zona
andina en Colombia es el &rea més poblada del pais
y la accion antropica en el paisaje es evidente en la
destruccién de bosques y refugios y reservorios de
triatominos, debido a la agricultura extensiva y los
numerosos asentamientos humanos, los cuales
podrian encontrarse en un gran riesgo de infeccion
por T. cruzi, ya que la especie se ha encontrado en
hébitats domiciliarios. Esta especie se ha reportado
especialmente en habitats peridomiciliarios en acu-
mulos de objetos inservibles, sitios de descanso de
animales domésticos y habitats silvestres (33,34);
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también, se ha reportado la reinfestacion de las
viviendas después de control quimico (35), por lo
cual sigue siendo un reto para los programas de
control vectorial.

Por el contrario, en el Magdalena Medio solo se
registraron adultos en los municipios de Bolivar,
San Vicente de Chucuri y Carmen de Chucuri, lo
cual sugiere que esta especie es intrusiva en las
viviendas. Dicho comportamiento involucra espe-
cies selvaticas, cuyos adultos incursionan en las
viviendas atraidos por la luz o llegan transportados
de forma pasiva, pues no se ha encontrado evi-
dencia de colonizacion (huevos, exuvias, ninfas)
(14). Los reportes del lugar de captura de esta
especie mencionan la casa “elba” (lugar donde
se asolean el cacao y el café, la cual tiene techo
corredizo), los bombillos y las paredes. Por todo
ello es indispensable ahondar en el conocimiento
de la biologia de esta poblacién.

Las curvas de rango y abundancia mostraron que
R. pallescens es la cuarta especie en abundancia
en la zona andina. Se hallaron adultos y ninfas de
todos los estadios juveniles en el domicilio y en
area aledafas, principalmente en gallineros. En el
Magdalena Medio esta fue la especie dominante
y se registr6 en nueve municipios, tanto en el
domicilio como en el peridomicilio; todas las ninfas
se recolectaron en el domicilio; 23 de 117 viviendas
se encontraron colonizadas por esta especie, lo
cual refleja el riesgo de la poblacion y el potencial
de domiciliacion de esta especie en esta zona del
departamento. Esta especie se ha relacionado con
los brotes de la enfermedad de Chagas agudo por
transmision oral ocurridos en los uUltimos afios (9),
por lo tanto, es prioritario conocer el estado actual
de la infestacion domiciliaria en la regién y proponer
medidas preventivas.

En cuanto a P. geniculatus, esta fue la tercera
especie mas abundante en la zona andina; el
hallazgo de adultos, ninfas IV y V instar en el
domicilio y el peridomicilio podria sugerir un despla-
zamiento desde habitats silvestres cercanos mas
gue un evento de colonizacion. Su cercania al
domicilio se ha asociado con la disminucion de
la cobertura vegetal, la distancia al bosque y las
luces encendidas (36). En el Magdalena Medio la
ausencia de ninfas en el domicilio podria deberse
a que el habitat natural estad mas conservado y hay
menos bosques intervenidos, lo cual les permite
mantener sus refugios. Ante el riesgo de intrusion
de esta especie en los domicilios, es indispensable
continuar con su vigilancia entomolégica en el
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departamento, debido al riesgo de enfermedad de
Chagas aguda por transmision oral, en la cual se
ha implicado esta especie (36).

En lo relacionado con T. maculata, esta especie
se considera una de las cuatro de mayor riesgo
de transmision en el pais, ya que frecuentemente
se reporta en el domicilio y el peridomicilio (11,37).
Se ha demostrado su potencial de domiciliacién
en Venezuela (32) y se ha sugerido su rapidez
de adaptacién a ecétopos artificiales (37); el
hallazgo de ninfas de varios instares indica que
son necesarios estudios para evaluar su potencial
de domiciliacién. En la zona norte de Colombia
se ha reportado (11,37) en bosques xerofiticos,
tropicales y subtropicales (38). En este estudio se
registraron adultos y ninfas en seis municipios de
la zona andina (Florian, Capitanejo, San José de
Miranda, Macaravita, Mogotes, Molagavita), en
una regién caracterizada por su relieve quebrado
y vegetacion cacticiforme, arbustos achaparrados,
formas herbaceas estacionales y formaciones xero-
fiticas, clima templado a calido y alturas que van
hasta los 2.000 msnm. En el Magdalena Medio
no se la encontrd, quiza por las diferencias en las
condiciones del clima, sobre todo en la humedad.

En lo concerniente a T. venosa, se registraron
adultos y ninfas en el domicilio y el peridomicilio
de 14 municipios en la zona andina, mientras que
en el Magdalena Medio se hall6 en el domicilio de
cuatro municipios, lo que la sitia en el quinto lugar
en abundancia en las dos zonas estudiadas. En
trabajos de campo realizados por nuestro grupo
en la zona andina, se han hallado adultos y ninfas
en lugares donde duermen los perros (observacion
personal). Por otra parte, la informaciéon sobre su
biologia y dispersion es limitada.

Eratyrus cuspidatus se ha reportado en 15 departa-
mentos (11,29) y se ha recolectado naturalmente en
palmas de Attalea butyracea (19); ocasionalmente,
invade viviendas en el centro y norte del pais. En el
2009, la especie fue incriminada en la transmision
de T. cruzi a los humanos en el departamento
del Magdalena (39). En este estudio se reportd
infestando el domicilio y peridomicilio en los
municipios de Bolivar, EI Carmen de Chucuri y
San Vicente de Chucuri en el Magdalena Medio,
y solo una de ocho viviendas estaba infestada con
ninfas. Se recolectaron mas hembras que machos
(seis hembras y un macho), lo que sugiere que los
machos tienen mayor necesidad de alimentarse
con sangre que las hembras.
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P. rufotuberculatus estda ampliamente distribuida
en Centroamérica y el norte de Suramérica (13).
En Colombia se ha reportado en 12 departamentos
(11,29). Es una especie con amplio rango climatico
y altitudinal, y se la ha hallado frecuentemente en
viviendas de varias localidades en Bolivia, donde
el reporte de ninfas y adultos en una vivienda
demostré que puede colonizar estructuras domés-
ticas (40). En el presente estudio se registré en
el domicilio y el peridomicilio (gallinero) en diez
municipios, en tanto que solo una ninfa V instar
se hallé en el Magdalena Medio, pero su lugar de
captura no se registro.

Dos hembras de Panstrongylus humeralis se
hallaron en el municipio del Carmen de Chucuri,
en el Magdalena Medio, una en 1997 y la otra en
2008, lo cual sugiere que se trata de una especie
rara. En el pais solo se ha encontrado en dos
municipios de Santander (18), en tres municipios
del departamento de Antioquia (11,19) y en nueve
municipios del departamento del Meta (27). Aunque
es una especie silvestre, se ha encontrado en el
domicilio y el peridomicilio, y en zonas urbanas de
dos municipios (29). Su biologia es desconocida.

Belminus corredori se recolect6 en los afios 2002
a 2004 formando colonias domiciliarias en una
vivienda de la vereda Puente Tierra del municipio
de San Gil en la zona andina. Esta especie, descrita
en el 2006 (12), es endémica del pais y no se ha
demostrado su potencial como vector de T. cruzi.

Belminus herreri se hall6 en una vivienda de la
vereda Los Aljibes del municipio del Carmen de
Chucuri; previamente se habia reportado en este
municipio y en San Vicente de Chucuri (18,41), asi
como en viviendas del municipio de San Martin,
departamento del Cesar (42). Es notable su pre-
ferencia por ocupar areas con altitudes entre los
400 y los 800 msnm.

Rhodnius colombiensis es una especie silvestre
ampliamente distribuida en los valles interandinos
alo largo del rio Magdalena, donde se la considera
un vector importante en la transmisién de T. cruzi;
su prevalencia como vector de T. cruzi es de
45 % (43). En este estudio se recolectdé en los
municipios de La Paz y San Vicente de Chucuri
en el Magdalena Medio. Adultos y ninfas de esta
especie se habian descrito infestando viviendas
en la region central del pais (43) y en gallineros
en el municipio de La Paz (Esteban L, Angulo VM.
Rhodnius colombiensis Moreno, Galvao, Jurberg
1999 (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) en el
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departamento de Santander. Resiumenes, XXXV
Congreso de Socolen. Cali; 2008. p. 149). Esta
situacion genera un gran interés debido al potencial
de infeccion por transmision oral, pues esta especie
invade las viviendas (43). Se deben hacer estudios
entomoldgicos para analizar si existe transmision
de T. cruzi en estos municipios, pues alli la especie
podria estar incriminada.

En el presente trabajo se evidencié una gran diver-
sidad de especies de triatominos en Santander, en
comparacion con otros estudios (32,44), lo cual
deja ver la complejidad epidemioldgica debido al
numero de especies recolectadas en viviendas
y la colonizacion domiciliaria. Ademas de la
dominancia y colonizacién domiciliaria en la zona
andina de especies como R. prolixus y T. dimidiata
(controladas, en el caso de R. prolixus), se ha
demostrado el potencial de las especies silvestres
para ocupar ecoOtopos artificiales construidos por
el hombre, como son las viviendas. Ademas de
R. pallescens y P. geniculatus, otras especies,
como E. cuspidatus y P. humeralis, podrian ser
candidatas potenciales en la transmisién vectorial
u oral de T. cruzi. En el Meta se ha reportado la
segunda de estas especies en 20 localidades de
nueve municipios, incluidos habitats domiciliarios
y peridomiciliarios de dos zonas urbanas (29), asi
como de P. rufotuberculatus con el hallazgo de
adultos en el domicilio. Es importante destacar
gue ya se ha demostrado la incriminaciéon de E.
cuspidatus en la transmisién de T. cruzi al hombre.

La intrusion de triatominos silvestres en domicilios,
que se pudo comprobar en este estudio, asi como
la incriminacion de especies como P. geniculatus,
R. pallescens y E. cuspidastus en la transmision
de T. cruzi, indican que son necesarios un mayor
conocimiento sobre la ecologia de estos potenciales
vectores y la adopcién de otras estrategias de
control diferentes de las tradicionales. Es prioritario,
asimismo, continuar con la vigilancia entomoldgica
y serolégica, y establecer un sistema de alerta
temprana para detectar y tratar casos agudos de
la enfermedad, especialmente en aquellas areas
donde se observd la intrusion de estas especies
silvestres. Por otro lado, la persistencia de las
especies en el tiempo y la prediccién de nuevas
apariciones alertan sobre la necesidad de actua-
lizar el estado de la infestaciéon en el departamento
para su mejor control.
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Introduccion. La enfermedad asociada a Clostridium difficile es la principal causa de diarrea infecciosa
adquirida en el hospital; su creciente incidencia, las menores tasas de respuesta al tratamiento inicial
y la mayor tasa de recaidas han incrementado la carga de la enfermedad.

Objetivo. Determinar las caracteristicas clinicas de los pacientes hospitalizados con enfermedad
asociada a C. difficile.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de casos anidado en una cohorte. Se revisaron las historias
clinicas de pacientes con diarrea iniciada durante su hospitalizacion a quienes se les habia practicado
la prueba de deteccion de la toxina A-B de C. difficile, entre febrero de 2010 y febrero de 2012. Se
defini6 como caso al paciente hospitalizado con diarrea y prueba de Enzyme Linked Fluorescent
Assay (ELFA) positiva para la toxina y, como control, a aquel con resultado negativo para la toxina. Se
recolectaron los datos demogréficos y clinicos, asi como la informacion sobre los factores asociados,
la estancia hospitalaria, el tratamiento y las complicaciones.

Resultados. Durante el periodo de seguimiento se recolectaron datos de 123 pacientes, de los
cuales 30 fueron positivos para la toxina. La edad media en la poblaciéon de estudio fue de 49 afios
y el 60 % correspondia a hombres. Los sintomas predominantes fueron el dolor abdominal (35 %)
y la fiebre (34 %). Las principales complicaciones fueron la alteracion electrolitica y la sepsis grave
asociada con disfuncion renal. La mortalidad total fue de 13 % y los factores independientes asociados
con la aparicion de la infeccion fueron el uso de inhibidores de la bomba de protones y la cirugia
gastrointestinal previa.

Conclusiones. El uso de inhibidores de la bomba de protonesy la cirugia gastrointestinal previa fueron
factores asociados con la infeccién por C. difficile.

Palabras clave: Clostridium difficile; epidemiologia; disenteria; antibacterianos; factores de riesgo;
infeccion hospitalaria.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2915
Clinical and demographic profile and risk factors for Clostridium difficile infection

Introduction: Clostridium difficile infection is the leading cause of nosocomial infectious diarrhea. The
increasing incidence added to a lower rate of response to the initial treatment and higher rates of
relapse has generated a higher burden of the disease.

Objective: To determine the clinical characteristics of hospitalized patients with C. difficile infection.
Materials and methods: We made a nested case-cohort study. We reviewed medical records of the
patients with nosocomial diarrhea for whom an assay for toxin A-B of C. difficile had been requested from
February, 2010, to February, 2012. We defined case as a patient with diarrhea and a positive assay for the
toxin, and control as those patients with a negative assay for the toxin. We collected data on demographic
and clinical characteristics, risk factors, hospital length of stay, treatment, and complications.

Results: We collected data from 123 patients during the follow-up period, 30 of whom were positive
for the toxin. Mean age in the study population was 49 years and 60% were men. The main symptoms
were abdominal pain (35%) and fever (34%). The principal complications were electrolytic alteration
and severe sepsis with secondary acute kidney injury. Mortality was 13% and independent factors
associated to the appearance of the infection were the use of proton pump inhibitors and previous
gastrointestinal tract surgery.

Conclusions: The use of proton pump inhibitors and previous gastrointestinal tract surgery were
factors associated to C. difficile infection.

Key words: Clostridium difficile; epidemiology; dysentery; anti-bacterial agents; risk factors; cross infection.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2915
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Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo
anaerobio, formador de esporas, que usualmente
se propaga por via fecal-oral. Hace cuatro décadas
se determiné su papel como un agente etiolégico
de diarrea asociada al uso de antibidticos y de
colitis pseudomembranosa (1). La enfermedad
asociada a C. difficile es la principal causa de
diarrea de origen infeccioso en los hospitales y es
la causa de hasta 30 % de la diarrea asociada a
antibioticos (2).

La frecuencia y la gravedad de la infeccion por C.
difficile han aumentado en los Ultimos afios, con
una incidencia reportada en Canada de 22,5 casos
por 1.000 hospitalizaciones (3) y una mortalidad
atribuible en Norteamérica que va desde 1,5 hasta
25 % (3-6). Sumado al incremento en los costos
directos e indirectos de atencion de la enfermedad
(alcanzan hasta USD$ 3,2 billones al afio en
Estados Unidos) (5), estas caracteristicas han
convertido la enfermedad en un problema de salud
en los hospitales (6).

La enfermedad asociada a C. difficile se define
como un cuadro de diarrea de inicio agudo y de
causa no aparente en pacientes con presencia
confirmada de C. difficile toxigénico o de su toxina
(7). Los sintomas mas frecuentes son la diarrea, el
dolor abdominal, la distensién abdominal y la fiebre.
El espectro de la enfermedad es amplio y abarca
desde los portadores asintomaticos hasta aquellos
victimas de episodios fulminantes asociados a
colitis pseudomembranosa y megacolon toxico.

Son multiples los factores de riesgo, pero los mas
importantes son el uso previo de antibiéticos (8,9)
y la exposicién al germen (7). Ademas, se han
reconocido otros factores asociados, como la edad
mayor de 65 afios (8), el tiempo de hospitalizacién
(10,11), la estancia previa en la unidad de cuidados
intensivos (12), la gravedad de la condicion de
salud, la hipoalbuminemia (<2,5 g/dl) (11), el uso
previo de quimioterapia, la manipulacion del tubo
digestivo (incluido el paso de sondas de nutricién)
(13) y el uso de medicamentos que suprimen el
acido gastrico (bloqueadores de la histamina 2 o
inhibidores de la bomba de protones) (12,14,15).

Correspondencia:

Carlos Carvajal, Departamento de Cuidado Critico, Hospital
Pablo Tobo6n Uribe, Calle 78B N° 69-240, Medellin, Colombia
Teléfono: (574) 545 9000, extensiones 9592 y 8502; fax: (574)
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Entre las complicaciones de la infeccién por C.
difficile estan la alteracion electrolitica, el mega-
colon toxico, la perforacion intestinal con peritonitis
y el choque séptico, las cuales pueden llevar a la
muerte (14).

Después del reconocimiento de la enfermedad
y de determinar la presencia de complicaciones,
el tratamiento de primera linea se basa en la
administracion de metronidazol o vancomicina,
segun la gravedad del cuadro clinico (16,17).

En el 2011, se llevé a cabo en Colombia un estudio
sobre los factores de riesgo de la enfermedad, con
22 casos y 44 controles (12), en cuyo desarrollo
se plantearon algunos inconvenientes en torno a la
sensibilidad de la prueba diagnostica utilizada. El
Hospital Pablo Tobdn Uribe cuenta desde febrero
de 2010 con una prueba inmunolégica de alto
rendimiento para la deteccidn de la toxina, con la
cual se incrementa la exactitud del diagnostico. En
este contexto, el objetivo del presente estudio fue
caracterizar clinicamente los casos de enfermedad
asociada a C. difficile en ese hospital de referencia
y determinar los principales factores de riesgo aso-
ciados con su aparicion.

Materiales y métodos
Lugar del estudio

El Hospital Pablo Tobdn Uribe es un hospital de
tercer nivel, de 365 camas, ubicado en Medellin,
Colombia. Tiene dos unidades mixtas de cuidados
intensivos con 37 camas y una unidad de cuidados
especiales con 20 camas.

Disefo del estudio

Se hizo un estudio de casos anidado en una
cohorte establecida con base en la simultaneidad
del momento de inicio de la infeccién y el periodo
transcurrido hasta su desenlace. En dicha cohorte
se establecid, mediante muestreo aleatorio, un
subgrupo de pacientes que cumplian con los
criterios establecidos para el caso y otro de
control, representativo de todos los individuos
que no presentaron el desenlace. Para una
adecuada estimacion del efecto de los factores
potencialmente asociados con el desenlace,
se complementaron los casos del estudio con
aquellos que no quedaron incluidos en el subgrupo
inicial. Aunque parezca que los casos estan exce-
sivamente representados con respecto a la cohorte
original, si el tamafio del subgrupo es, al menos, de
15 % de dicha cohorte, no se considera necesaria
una ponderacion en el muestreo y las medidas
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de asociacién estimadas no se ven afectadas por
el sesgo debido a la seleccibn completamente
aleatoria de los controles (18).

Poblacién de la cohorte

Se incluyeron pacientes con diarrea adquirida en
el hospital a quienes se les habia hecho la prueba
para la toxina A-B de C. difficile entre febrero de
2010y febrero de 2012. Solo se incluy6 una prueba
por paciente. Se excluyeron aquellos pacientes con
muestras tomadas en consulta ambulatoria o que
hubieran estado hospitalizados en otra institucion.

Definiciéon de caso

Se consideraron casos los pacientes con diarrea (al
menos, tres deposiciones liquidas en un periodo de
24 horas) y resultado positivo en la prueba para la
toxina (Enzyme Linked Fluorescent Assay, ELFA)
realizada en un equipo miniVIDAS® Biomeriuex.

Definiciéon de controles

Se consideraron controles los pacientes con diarrea
(al menos, tres deposiciones liquidas en un periodo
de 24 horas) y prueba negativa en el subgrupo
(15 %), seleccionados al azar del total de individuos
a quienes se les habia ordenado la prueba. Los
pacientes con resultado positivo en la prueba ELFA
y sin diarrea no fueron incluidos en la cohorte.

Recoleccion de los datos

Dos investigadores revisaron las historias clinicas
de forma independiente y recolectaron las variables
en un formato disefiado previamente.

Variables

Se recolect6 informacién sobre la edad, el sexo,
el centro de salud en el que se habia hecho el
diagnostico, el diagnoéstico de ingreso a la insti-
tucién, el indice de gravedad (APACHE II) (19), la
exposicion a antibioticos en los 90 dias previos al
diagnéstico (cefalosporinas, penicilinas, carbape-
nemas, aminoglucoésidos, quinolonas, lincosaminas
o macrdlidos), la exposicion y el tiempo de uso de
blogueadores de la histamina 2 hasta el momento
del diagndstico, la exposicion y el tiempo de
uso de los inhibidores de la bomba de protones
hasta el momento del diagnéstico, el tiempo de
hospitalizacion hasta el momento del diagndstico,
la quimioterapia para cancer en los 90 dias previos
al diagnéstico, la cirugia gastrointestinal y el uso
de sondas para nutricién durante la hospitalizacion,
los valores de albumina en sangre antes del
diagnéstico, las manifestaciones clinicas (dolor
abdominal, distension abdominal), la temperatura,

Infeccién por Clostridium difficile

los valores de proteina C reactiva y del leuco-
grama, el resultado del examen coprolégico, el tipo
de tratamiento (vancomicina oral, metronidazol
intravenoso, metronidazol oral, combinado), las
complicaciones (alteracion en los niveles de sodio,
potasio 0 magnesio que requirieran correccion
por parte del médico tratante, megacolon téxico
definido con base en el diagndstico del médico
tratante, perforacion intestinal, falla renal aguda),
el tiempo de estancia en la unidad de cuidados
intensivos, el tiempo de estancia en el hospital y el
estado en el momento del egreso.

Andlisis de los datos

Se emplearon métodos de estadistica descriptiva
basica segun el tipo de variable: medias con
desviacion estandar (DE) y medianas con rangos
intercuartilicos (RIC); analisis de asociacion
mediante regresion logistica con variables candida-
tas, las cuales se seleccionaron segun su relevancia
de acuerdo con reportes previos en la literatura
cientifica y la frecuencia en la poblacién de estudio:
uso previo de antibidticos, de bloqueadores de
histamina, de inhibidores de la bomba de protones,
guimioterapia reciente, cirugia gastrointestinal o uso
de sonda para nutricion durante la hospitalizacion.

No se hizo ninguna clase de ajuste o ponderacion
por la representacion excesiva de los casos, se
verificd el supuesto de ausencia de colinealidad
mediante el factor de inflacion de la varianza y
no se consideraron términos de interaccion en
el modelo. Todos los andlisis se hicieron con el
programa Stata/IC 12.1 (Stata Co., College Station,
TX, USA) y los resultados se presentan como
riesgos relativos indirectos (odds ratio, OR) con
su respectivo intervalo de confianza de 95 %.

Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por el Comité Institucional
de Investigacion del Hospital Pablo Tobén Uribe.

Resultados

Durante el periodo de estudio se solicitaron 963
pruebas de toxina A-B para C. difficile, 147 para
pacientes ambulatorios y 84 para pacientes de
otras instituciones. De la cohorte restante (n=732)
se seleccion6 aleatoriamente un subgrupo de
110 pacientes (15 %), de los cuales 17 (15 %)
fueron casos de infeccion confirmada con prueba
positiva para la toxina. En la cohorte completa se
encontraron 13 casos adicionales de infeccion por
C. difficile confirmada por la prueba para la toxina,
con lo cual la poblacion final de estudio fue de 30
casos y 93 controles.
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La edad media fue de 49 afios (0 a 98 afios) y
51 % (n=63) correspondié a pacientes de sexo
masculino. El 73 % (n=90) de los pacientes habia
recibido antibidticos en los 90 dias previos a la
aparicion de la diarrea, 48 % (n=59) recibié medidas
de profilaxis para Ulceras de estrés gastricas con
ranitidina y, 49 % (n=60), con omeprazol. Veintilin
pacientes (17 %) habian recibido quimioterapia
en los tres meses anteriores al cuadro de diarrea,
el 13 % (n=16) habian sido sometidos a cirugia
gastrointestinal y en 41 % (n=50) se habia empleado
sonda nasogastrica antes del episodio infeccioso.
El puntaje medio en el APACHE Il fue de 13,5
(desviacion estandar, DE=6,5), aunque en 31
pacientes (25 %) este no se pudo calcular debido a
la ausencia de datos. En el cuadro 1 se muestran
estas variables en los casos y los controles.

Los sintomas predominantes en la poblacion
de estudio fue el dolor abdominal (n=43, 35 %),
seguido de la distensién abdominal (n=27, 22 %).
La fiebre, el dolor abdominal y la distensién abdo-
minal fueron mas frecuentes en los casos de
enfermedad asociada a C. difficile (cuadro 2). En
todos los pacientes estudiados el valor medio de
leucocitos fue de 10.907 células/mm?® (DE=8,402),
el de la proteina C reactiva fue de 10 mg/dl, con
un rango de 0 a 42 (DE=10) y el de albdmina fue
de 2,8 g/dl (SD=0,75). La mediana de estancia
hospitalaria fue de 25 dias (RIC=13-50), 34
pacientes (28 %) fueron atendidos en la unidad
de cuidados intensivos y la mediana de estancia
en dicho servicio fue de 20 dias (RIC=12-26).

Los valores de estas variables en casos y controles
se presentan en el cuadro 3y, en el cuadro 4, los
principales resultados del examen coprologico en
la poblacién de estudio. La presencia de moco
fue més frecuente en los casos de enfermedad
asociada a C. difficile. Aunque en el examen copro-
l6gico de pacientes con enfermedad asociada
a C. difficile fue mas frecuente la presencia de
abundantes hematies y leucocitos, dicho hallazgo
no es indicativo de la enfermedad.

De los 30 casos con resultado positivo en la
prueba de toxina para C. difficile, cinco tuvieron,
ademas, resultados compatibles con colitis pseu-
domembranosa en la colonoscopia y tres en la
histopatologia de colon.

De los 30 casos confirmados, 12 (40 %) presentaron
alguna alteracion electrolitica, seis (20 %), falla
renal aguda, ocho (27 %), sepsis grave, cuatro
(13 %), choque séptico y cuatro pacientes (13 %)
fallecieron en el hospital. Se presenté un caso de
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Cuadro 1. Caracterizacion de la poblacion de estudio (casos y
controles), Hospital Pablo Tobon Uribe, 2010-2012*

Variable Casos Controles
(N=30) (N=93)
n (%) n (%)
Edad en afios 49,2 (27,3) 45,8 (26,7)
Puntaje APACHE Il 12,7 (6,7) 13,7 (6,4)
Sexo masculino 18 (60) 45 (48,4)
Exposicién a antibi6ticos 22 (73) 68 (73)
Exposicién a ranitidina 13 (43) 46 (49)
Exposicién a omeprazol 22 (73) 38 (41)
Exposicién a quimioterapia 6 (20) 15 (16)
Cirugia gastrointestinal 5 (17) 11 (12)
Sonda gastrointestinal 9 (30) 41 (44)

*Las variables nominales se presentan como nimero absoluto (porcentaje)
y, las variables continuas, como promedio (desviaciéon estandar). La
puntuacién del APACHE Il solo se determiné en 19 casos y 73 controles.

Cuadro 2. Principales hallazgos clinicos en casos y controles,
Hospital Pablo Tob6n Uribe, 2010-2012

Hallazgo clinico Casos (N=30) Controles (N=93)

n (%) n (%)
Dolor abdominal 15 (50) 28 (30)
Distensiéon abdominal 11 (37) 16 (17)
Fiebre* 13 (43) 29 (31)
Leucocitosis** 14 (47) 44 (47)
Trombocitopenia*** 7 (23) 22 (24)

*Fiebre: >38,3 °C; **Leucocitosis: >12.000/mm?; ***Trombocitopenia:
<150.000/mm?

Cuadro 3. Resultados de los examenes de laboratorio y
evolucion clinica de casos y controles, Hospital Pablo Tobon
Uribe, 2010-2012*

Variable Casos Controles
(N=30) (N=93)

Leucocitos (células/mm?) 11.886 (9,453)** 10.591 (8.064)**

Proteina C reactiva (mg/dl) 12,8 (11,6)** 10,1 (9,4)**

Albumina (g/dl) 3,06 (0,69)** 2,78 (0,76)**

Tiempo de estancia 18 (13-36)* 28 (13-51)*

hospitalaria en dias

Necesidad de ingreso a la 5 (17 %) 29 (31 %)

unidad de cuidados intensivos

Dias de estancia en la 74 (22-80)* 17 (11-26)*

unidad de cuidados intensivos

Las variables se presentan como promedio (%), **: desviacion estandar
y *: mediana (percentil 25 % - percentil 75 %). La necesidad de ingreso
en la unidad de cuidados intensivos se expresé en nimeros absolutos y
porcentaje de los casos y los controles.

megacolon téxico y no hubo casos de perforacién
intestinal. Entre los controles, la mortalidad hospi-
talaria fue de 11 % (n=10).

Los tratamientos administrados a los casos inclu-
yeron metronidazol oral a 16 pacientes (53 %),
vancomicina oral a cinco (17 %), vancomicina y
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metronidazol oral a cuatro (13 %), metronidazol
intravenoso a tres (10 %), y vancomicina y metro-
nidazol intravenosos a dos (7 %). En todos los
pacientes (n=30) hubo remisién del cuadro clinico,
definida esta como desaparicion de la diarrea.

En el cuadro 5 se muestran los factores asociados
con la infeccién por C. difficile.

Discusion

En este estudio la enfermedad asociada a C. difficile
fue una causa frecuente de diarrea adquirida en
el hospital (15 %) y afecté a diversos grupos de
poblacién, especialmente, adultos entre los 50
y los 70 afios de edad, con un ligero predominio
del sexo masculino. El uso previo de inhibidores
de la bomba de protones, asi como el antecedente
de cirugia gastrointestinal, se asociaron con la
aparicién de la enfermedad.

El aporte primordial del trabajo de investigacion
fue la caracterizacién de un grupo de pacientes
hospitalizados con diagndstico de enfermedad
asociada a C. difficile y la asociacion en ellos
de dos factores de riesgo (uso de inhibidores de
la bomba de protones y cirugia gastrointestinal
previa) y la aparicion de la enfermedad. Dichos
resultados pueden facilitar a los médicos algunos
criterios adicionales para el diagnoéstico de esta
enfermedad, asi como para iniciar oportunamente
el tratamiento antibiético y disminuir la aparicion de
algunas complicaciones.

La enfermedad asociada a C. difficile es la principal
causa de diarrea adquirida en hospitales en el
mundo entero y esta asociada con altas tasas de
morbilidad y mortalidad (5). Se encontrd una pre-
valencia de la enfermedad de 15 %, muy similar a
la encontrada por otros autores, la cual oscila entre
5y 20 % (4,6,13,20).

La enfermedad asociada a C. difficile no ha sido
claramente caracterizada a nivel local y, dadas
las particularidades epidemioldgicas, genéticas
y microbioldgicas de nuestro entorno, es valido
considerar la posibilidad de un comportamiento
bioldgico diferente al de otras latitudes.

En este orden de ideas, en una revision biblio-
grafica hasta el 2009 de datos provenientes de
Latinoamérica, Camacho-Ortiz, et al. (21), no
encontraron datos procedentes de Colombia. No
obstante, dos afios después (2011), Becerra, et
al., publicaron un estudio de casos y controles
centrado en los factores de riesgo asociados
a la infeccion por C. difficile (12) y encontraron
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Cuadro 4. Resultados del examen coproldgico en pacientes
sometidos a la prueba de deteccién de la toxina para C. difficile,
Hospital Pablo Tobon Uribe, 2010-2012

Variables Casos (N=30) Controles (N=84)*
n (%) n (%)
Moco en materia fecal 20 (67) 42 (50)
Hematies
Escasos 5(17) 12 (14)
Cantidad moderada 1 3 4 (5)
Abundantes 2 (7) 1 ()
No se observaron 22 (73) 67 (80)
Leucocitos
0-5 2 (7) 18 (21)
>5 16 (53) 21 (25)
No se observaron 12 (40) 45 (54)

* Para nueve pacientes no se solicité hacer examen coprolégico.

Cuadro 5. Factores relacionados con la infeccion por C. difficile,
Hospital Pablo Tobon Uribe, 2010-2012

Analisis
multivariable

Analisis
univariable

Variables

QOdds ratio (IC,.,,) Odds ratio (IC

95%)

1,1 (04 - 3,81)

95%

0,76 (0,33-1,72)

Uso de blogueadores
de histamina

Uso de inhibidores de 4 (1,6 -9,87) 584 (2 -16,8)
la bomba de protones
Exposicién previa 1,03 (0,38-2,61) 1,22 (0,6 - 3,6)

a antibioticos
Quimioterapia previa
Cirugia gastrointestinal

previa
Uso de sondas

de nutricion entérica

1,4 (0,42-37)
1,51 (0,49-4,9)

0,91 (0,49- 3,21)
4,5 (1,04-20,6)

0,51(0,21-1,3) 0,36 (0,09- 0,84)

una asociacion significativa con la edad mayor de
65 afios (OR=3,4; IC, 1,1-10,1), la estancia en
la unidad de cuidados intensivos (OR=4,0; IC,,
1,3-12,2) y el uso de inhibidores de la bomba de
protones (OR=5,15; IC_, 1,6-15,9). A pesar de
los datos encontrados por estos investigadores,
la muestra solo incluia 22 casos y 44 controles,
y se plantearon reparos sobre la sensibilidad de
la prueba diagndstica utilizada para la deteccion
de la toxina.

Al igual que en esta investigacion, diversos
estudios (3,4,16,22,23) han documentado que esta
enfermedad afecta a todos los grupos poblacio-
nales sin distincion de edad ni de sexo, aunque
parece presentarse con mayor frecuencia en los
adultos mayores de 65 afios, en quienes, ademas,
es mas agresiva (3,12,22,24).

El diagnéstico de la enfermedad se hace con base
en la presencia de sintomas como diarrea, fiebre,
dolor y distensiéon abdominal (1,25). Si bien la
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diarrea es el sintoma caracteristico, hasta el 20 %
de los pacientes puede presentar estrefiimiento o
deposiciones normales (17). En la institucion donde
se hizo la investigacion, solo se solicita la prueba
de deteccion de C. difficile para los pacientes que
presentan diarrea, razén por la cual, el 100 %
de los incluidos tenian este sintoma. El 57 % de
ellos presentaron otros sintomas gastrointesti-
nales, como distension o dolor abdominal, la mitad
tuvieron leucocitosis y solo el 34 % tuvo fiebre. En
el trabajo realizado por Becerra, et al. (12), la fiebre
y la diarrea mucosa se relacionaron claramente
con la enfermedad asociada a C. difficile, y el
dolor abdominal mostré apenas una tendencia a
la asociacion.

En cuanto a la estancia hospitalaria, los pacientes
con enfermedad asociada a C. difficile estuvieron
el doble de tiempo en el hospital, en comparacion
con los pacientes sin la enfermedad (92 Vs. 45
dias). Pese a esto, la estancia en la sala general
fue menor en los pacientes con enfermedad
asociada a C. difficile, y fue la estancia en la
unidad de cuidados intensivos (cuatro veces mas
prolongada en los pacientes con enfermedad aso-
ciada a C. difficile), la que incidi6 en el aumento
en los dias de hospitalizacion. Este hallazgo no se
pudo explicar. Infortunadamente, debido en parte
a las caracteristicas del estudio, no se consiguio
establecer la relacion entre el tiempo previo a la
hospitalizacion y el desarrollo de la enfermedad
asociada a C. difficile, un dato que hubiera podido
dar luces sobre otro factor asociado con la presencia
de esta enfermedad.

Se encontré una mortalidad similar en ambos
grupos de pacientes (11 % Vs. 13 %; n=4). La
mortalidad estuvo por encima del 4 % encontrado
en Latinoamérica (21), pero por debajo de lo
encontrado por Micek, et al., (25 %) en Estados
Unidos en una muestra de pacientes con respiracién
mecénica asistida (26). Kyne, et al., registraron una
mortalidad similar (12 %) en Irlanda (22), hallazgo
que responderia a la gravedad de los pacientes
en la cohorte, cuya puntuacion media en el
APACHE Il fue de 12,7; 20 % de ellos tenia cancer
y 25% eran adultos mayores. Ademas, un alto
porcentaje (73 %) de los pacientes habia recibido
antibiéticos antes de la aparicion de la diarrea.
En una poblacién de pacientes hospitalizados
en la unidad de cuidados intensivos, Marcon, et
al. (27), encontraron una asociacién entre el uso
de antibitdticos (principalmente ceftriaxona) y la
aparicion de la diarrea (OR=13; IC_, 1,95-552,38).
Sin embargo, al igual que en este trabajo, algunos
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autores (9,12) no han hallado asociacion entre el
uso de antibiéticos y el desarrollo de enfermedad
asociada con C. difficile, lo cual probablemente
se relacione con la definiciobn de caso (paciente
con diarrea) y la marcada asociacion entre el uso
de antibidticos y la diarrea de diversos origenes
adquirida en el hospital. Por otro lado, este dato,
opuesto a lo reportado en otros estudios, puede ser
el resultado del reducido nimero de pacientes.

Después del analisis ajustado, se determinaron
como factores de riesgo para la infeccion los
antecedentes de uso de inhibidores de la bomba
de protones y la cirugia gastrointestinal previa. El
uso de sondas para la nutricién entérica se com-
porta como un factor protector. El uso previo de
antibioticos y el uso de bloqueadores de histamina
no se asociaron con la infeccion por C. difficile.

El uso de inhibidores de la bomba de protones
se ha descrito como un factor de riesgo para la
infeccion por C. difficile (9,12,15,28). Las posibles
explicaciones se derivan de la supresion del acido
gastrico que actla como neutralizador de la toxina
y disminuye la carga de agentes patdégenos que
ingresan al tubo digestivo. A pesar de esto, la
espora de C. difficile es relativamente estable
frente al &cido gastrico, por lo que la explicacion
fisiopatolégica para la asociacion entre el uso
de supresores de acido y la infeccion por C.
difficile no es del todo clara. Como factores que
también pueden predisponer a esta infeccién, se
han postulado la alteracion de la flora intestinal,
el efecto directo del germen sobre la actividad
de los leucocitos (29,30), y la disminucién en la
expresién de genes con importantes funciones
en la integridad del colonocito y en la sensibilidad
a la toxina (31). En un metaanalisis en el cual se
incluyeron 288.620 pacientes, Janarthanan, et al.
(15), encontraron una asociacion entre el uso de
inhibidores de la bomba de protones y la infeccién
por C. difficile, con un riesgo relativo de 1,65 (IC,,,
1,41-1,93). De la misma forma, Becerra, et al., en
Colombia y Leonard en un metaanalisis (12,28)
encontraron la misma asociacion.

El otro factor de riesgo encontrado para la enfer-
medad asociada con C. difficile fue la cirugia
gastrointestinal previa. En un andlisis extenso para
estimar el impacto de la enfermedad en pacientes
sometidos a cirugia en Estados Unidos, Zerey,
et al. (32), encontraron que la incidencia de C.
difficile fue 2,7 veces més alta en los pacientes
que fueron operados de emergencia. Ademas,
hallaron que la colectomia (OR=2,77; IC,, 2,65-
2,89), la reseccién de intestino delgado (OR=2,40;
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IC,,, 2,26-2,54) y la reseccion gastrica (OR=2,26;
ICqy,, 2,03-2,52) representaban un mayor riesgo
de adquirir la enfermedad. Los autores plantearon
gue, al ser el intestino un reservorio para muchos
agentes patégenos que se adquieren en hospitales,
su manipulacion, sumada a la alteracion de las
defensas normales por otros factores, puede expli-
car la relacion entre la cirugia gastrointestinal y
la aparicién de la enfermedad asociada con C.
difficile. Pese a esta explicacioén, dicha relacion no
ha sido dilucidada del todo.

Contrario a lo hallado en la literatura cientifica
(13,33), el uso de sondas de nutricion entérica
se comportd como un factor protector en este
estudio. Bliss, et al. (13), encontraron que su uso,
especialmente de sondas colocadas mas alla del
piloro, se relacionaba con un mayor riesgo de
enfermedad asociada a C. difficile (20 % Vs. 8 %).
Algunas explicaciones de estos hallazgos serian el
uso limitado de férmulas elementales, las cuales se
han relacionado con la infeccidn por este germen
debido a la alteracién de la flora intestinal del colon
(34,35), y el poco uso de sondas en el yeyuno para
nutricion entérica, las cuales se han relacionado
mas con la infeccién por este microorganismo (13).
Infortunadamente, no se pudieron recopilar datos
sobre el tipo de sonda utilizada para la nutricion
de los pacientes.

Los 30 pacientes con diagndstico de infeccion por
C. difficile recibieron tratamiento antibidtico con
metronidazol o vancomicina. En una muestra de
pacientes con enfermedad asociada a C. difficile
hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos,
Micek, et al. (26), encontraron que el 94 % de
ellos habia sido tratado con metronidazol, el 48 %,
con vancomicina oral y, cerca del 50 %, con una
combinacién de vancomicina y metronidazol. En el
presente estudio, independientemente del tipo de
tratamiento, hubo una mejoria del cuadro clinico
definida como resolucion del cuadro de diarrea.
Infortunadamente, no se pudo establecer la tasa
de recaidas de la enfermedad. La recomendacion
general, dada la similar reaccion clinica a los dos
tratamientos (36,37), es tratar las formas leves a
moderadas de la enfermedad con metronidazol
y dejar la vancomicina para las formas graves,
pues ha habido un incremento en la proporcion
de pacientes que no mejoran con metronidazol
y que tienen mayor porcentaje de recaidas
(16,17). Vale la pena anotar que en Colombia,
al igual que en gran parte de América Latina, la
presentacion mas accesible de la vancomicina es
la solucién inyectable (21). En el presente estudio,
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los pacientes recibieron la solucion inyectable de
vancomicina por via oral, con éxito en todos ellos y
sin que se registraran reacciones adversas.

El estudio tuvo varias limitaciones que deben
tenerse en cuenta. Primero, su ubicacion en un
solo centro de atencién que, ademas, es un hospital
universitario, no permite la generalizacién de los
resultados. Segundo, a pesar de contar con una
prueba inmunoldgica de alto rendimiento para la
deteccién de la toxina, de sensibilidad cercana al
80 % (38), el método utilizado no es el mas sensible,
lo cual no permite descartar con certeza que algunos
de los controles correspondieran realmente a
casos. Pese a ello, los métodos diagnésticos
empleados en el mundo (9) y en Latinoamérica (21)
estan restringidos, en general, a la deteccion de
toxinas y son principalmente ensayos enzimaticos
(toxinas A o AB); en pocas ocasiones se recurre
a métodos de cultivo celular para determinar los
cambios citopaticos (39,40) o a pruebas de reaccion
en cadena de la polimerasa. Tercero, el tamafio de
la muestra no tuvo poder suficiente para detectar
factores de riesgo con una menor magnitud de
asociacion con el resultado o con una aparicion
infrecuente en la poblacion de estudio. Por ultimo,
es necesario tener en cuenta que la seleccién de
los controles se hizo entre pacientes con diarrea
de origen hospitalario y sospecha de infeccién
por C. difficile, pero con resultado negativo en la
prueba para la toxina. Estos controles podrian
no representar realmente a toda la poblacién en
riesgo de adquirir la infeccion.

En conclusion, la infeccion por C. difficile esta
presente en una proporcion significativa de pacien-
tes adultos con cuadros de diarrea adquirida en
el hospital. El uso de inhibidores de la bomba de
protones y la cirugia gastrointestinal previa se rela-
cionaron con la enfermedad asociada a C. difficile,
en tanto que el uso de sondas para la nutricién
entérica se comporté como un factor protector.
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Introduccion. La leptospirosis continla siendo un problema significativo de salud en regiones
tropicales, incluidos los paises de Latinoamérica, donde es 100 veces mas frecuente que en otras
regiones del mundo. En los cuadros graves de la enfermedad, su mortalidad alcanza el 10 %. Su
diagndstico es un reto debido a que las manifestaciones clinicas en la fase inicial son inespecificas y
a la poca disponibilidad de pruebas diagnosticas.

Obijetivo. Describir las caracteristicas sociodemogréficas y clinicas, y el desenlace de la enfermedad
en pacientes hospitalizados con leptospirosis.

Materiales y métodos. Es un estudio retrospectivo que incluyd pacientes atendidos en cuatro
instituciones de Medellin, entre enero de 2009 y diciembre de 2013, con un cuadro clinico sugestivo e
IgM positiva para Leptospira spp.

Resultados. Se incluyeron 119 pacientes, 80 % hombres y 58 % de procedencia rural. La duracion
promedio de los sintomas fue de 9,6 dias (DE=9,6). El 89 % de los pacientes presento fiebre; el
62 %, ictericia; el 74 %, mialgias; el 46 %, diarrea; el 41 %, hepatomegalia; el 13 %, esplenomegalia,
y 13 %, enrojecimiento de los ojos. En 54 % de los pacientes hubo deterioro de la funcion renal, en
32 %, compromiso pulmonar y, en 13 %, falla hepatica. El 16 % de los pacientes requirié atencion en
la unidad de cuidados intensivos, el 12 %, asistencia respiratoria mecanica, y el 11 %, administracion
de vasopresores. En 38,6 % de ellos la enfermedad curs6 con sindrome de Weil y el 5 % fallecio. La
duracion promedio de la hospitalizacion fue de 11 dias (DE=9,6).

Conclusiones. La leptospirosis en esta poblacién tuvo manifestaciones clinicas y complicaciones
similares a las reportadas en la literatura cientifica. Se observ6 una mortalidad general relativamente
baja comparada con las estadisticas mundiales.

Palabras clave: Leptospira; leptospirosis; signos y sintomas; mortalidad; zoonosis; diagnostico; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3280

Sociodemographic and clinical characteristics of patients infected with Leptospira spp. treated
at four hospitals in Medellin, Colombia, 2008-2013

Introduction: Leptospirosis remains a significant health problem in tropical regions including Latin
America, where its presentation is 100 times higher than that observed in other regions of the world.
Mortality reaches 10% in severe cases. Its diagnosis is challenging because clinical manifestations
during the initial phase are non-specific and because of limited availability of diagnostic tests.
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Objective: To describe the demographic and clinical characteristics and the outcomes in hospitalized
patients with leptospirosis.

Materials and methods: This retrospective study included patients treated at four institutions in
Medellin between January, 2009, and December, 2013, with a compatible clinical picture and a positive
IgM for Leptospira spp.

Results: We included 119 patients, 80% male, and 58% of rural origin. The mean duration of symptoms
was 9.6 days (SD=9.6). Eighty nine per cent of patients had fever; 62%, jaundice; 74%, myalgia; 46%,
diarrhea; 41%, hepatomegaly; 13%, splenomegaly, and 13%, conjunctival injection. Fifty four per cent
of patients had impaired renal function; 32%, pulmonary compromise, and 13%, liver failure. Sixteen
per cent required admission to the ICU; 12%, mechanical ventilation, and 11%, vasopressor therapy.
Weil's syndrome occurred in 38.6% and 5% died. The average hospital stay was 11 days (SD=9.6).
Conclusions: In this population, the clinical manifestations and complications of leptospirosis were
similar to those reported in the literature. We observed a relatively low overall mortality in relation to
global statistics.

Key words: Leptospira; leptospirosis; signs and symptoms; mortality; zoonoses; diagnosis; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3280

Caracteristicas de pacientes con infeccién por Leptospira spp

La leptospirosis es una zoonosis causada por
espiroquetas patdgenas del género Leptospira
y se considera una enfermedad reemergente de
distribucion mundial. La infeccion en humanos
ocurre por contacto directo o indirecto con orina o
tejidos contaminados de animales infectados, como
roedores, animales de granja y mamiferos peque-
fios, o por contacto con agua o suelo contaminados
con la orina de estos animales (1-4).

Alrededor del mundo se reportan mas de 500.000
casos de leptospirosis grave cada afio, con una
incidencia de 0,1 a 1 por cada 100.000 habitantes
en climas templados y de 10 a 100 por cada
100.000 habitantes en climas tropicales (5,6). En
Colombia, la incidencia reportada en el 2014 fue
de 1,7 por 100.000 habitantes y la seroprevalencia
en zonas de alto riesgo es de 12,5 a 47 % segun
diferentes estudios (7-15).

La enfermedad se presenta en forma leve en 90
a 95 % de los casos y, de forma grave, en 5 a
10 % (7). Las manifestaciones clinicas incluyen
fiebre, cefalea, mialgias, enrojecimiento de los
0j0s, nauseas, vomito e ictericia. Las principales
complicaciones son el dafio renal agudo, el com-
promiso pulmonar y la falla hepatica. La mortalidad
en los casos graves es del 10 % vy, si se presenta
con sindrome de Weil, fluctia entre 5y 40 %, en
tanto que con hemorragia alveolar es mayor de
50 % (1,16).
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Aunque se trata de una enfermedad claramente
reconocida, se considera que hay subregistro,
debido a que las manifestaciones clinicas en la
fase inicial son inespecificas y similares a las de
otras enfermedades tropicales febriles, a la poca
disponibilidad de pruebas diagndsticas y a que no
suscita la sospecha clinica en el personal médico
(2-4,7,17-19).

El propdsito de este estudio fue describir las carac-
teristicas sociodemogréficasy clinicas, y el desenlace
de la enfermedad en pacientes hospitalizados con
leptospirosis, con el fin de mejorar el indice de
sospecha clinica entre los médicos, promover un
diagnéstico temprano y, en lo posible, incidir en el
desenlace de la enfermedad en los pacientes.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio descriptivo retrospec-
tivo en cuatro hospitales de alta complejidad
de Medellin, Colombia. Se incluyeron pacientes
de todas las edades con diagndstico clinico de
leptospirosis y prueba de inmunoglobulina M (IgM)
positiva contra Leptospira spp. (IgM ELISA-PanBio®,
BioMérieux), atendidos en las instituciones incluidas
en el estudio, entre enero de 2008 y diciembre de
2013. Se excluyeron los pacientes con informacion
insuficiente sobre las variables evaluadas.

Se registraron las variables sociodemogréficas,
las manifestaciones clinicas, los resultados de
laboratorio, el tratamiento antibiotico, la estancia
hospitalaria y las muertes. Se definié el dafio renal
agudo en cualquier momento de la evolucion, segin
los criterios de la Acute Kidney Injury Network (20).
El compromiso pulmonar se definié como la presen-
cia de alteracion pulmonar en cualquier momento de
la evolucion segun los registros de la historia clinica
y se clasific6 como derrame pleural, infiltrados
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intersticiales, infiltrados alveolares, sindrome de
dificultad respiratoria aguda y hemorragia alveolar.
En ausencia de otra explicacion, dicho sindrome se
definié por la presencia de hipoxemia e infiltrados
alveolares en los cuatro cuadrantes. La falla hepa-
tica se defini6 como la elevacion de los niveles
de transaminasas (INR>1,5) y encefalopatia en
cualquier momento de la evolucion en ausencia de
enfermedad hepética crénica. El sindrome de Weil
se definié como la presencia de dafio renal agudo
y elevacion de los niveles de bilirrubinas (21).

Los datos se analizaron con herramientas de esta-
distica descriptiva, como la media con desviacién
estandar (DE), y valores minimos y maximos
para las variables cuantitativas. En el caso de las
variables cualitativas, se utilizaron las frecuencias
absolutas y relativas. Se emple6 el programa SPSS
17.0°. El proyecto fue aprobado por el Comité
de Etica de la Escuela de Ciencias de la Salud
de la Universidad Pontificia Bolivariana y por los
comités de investigacion de las instituciones de
salud participantes.

Resultados

Se incluyeron 119 pacientes en el estudio. La edad
promedio fue de 35,4 afios (DE=18,5, rango de 5
a 81 afos); 95 pacientes (79,8 %) eran hombres,
65 (58 %) provenian del area rural y 43 (34 %)
procedian de Medellin. En 5,6 % de los casos
no se registré la procedencia. Las ocupaciones
mas comunes fueron las de estudiante, agricultor,
operario y ama de casa (cuadro 1).

En los examenes de laboratorio, las alteraciones
mas frecuentes fueron la trombocitopenia en 57
pacientes (47 %), la elevacién de al menos una

Biomédica 2017;37:62-7

transaminasa (ALT>41 IU/L o AST>38 IU/L) en 96
pacientes (82,1 %), la elevacion de la bilirrubina
total (>1,3 mg/dl) en 77 pacientes (67,5 %) y la
elevacion de la creatinina (por encima de 1,2 mg/
dl) en 61 pacientes (52,6 %). El valor promedio de
la aspartato aminotransferasa (AST) fue de 207
IU/L (DE=730), el de la alanina transaminasa (ALT),
de 162 IU/L (DE=354), el de la bilirrubina total, de
7,2 mg/dl (DE=11,3), y el de la creatinina, de 2,4
mg/dl (DE=2,6). Las alteraciones en el andlisis
citoquimico de orina fueron la proteinuria (48,7 %),
la hematuria (42,9 %) y la piuria (41,2 %). Las
principales complicaciones y resultados observados
en los pacientes con leptospirosis se presentan en
el cuadro 2.

Ciento ocho pacientes (90,8 %) recibieron trata-
miento antibiético durante 9,5 dias (DE=4,1), en
promedio. Los antibidticos utilizados con mayor
frecuencia fueron ceftriaxona (29,4 %), penicilina
cristalina (10,1 %), doxiciclina (10,1 %), la combi-
nacién de piperacilina y tazobactam (8,4 %), la de
ampicilina y sulbactam (7,6 %) y la de ceftriaxona
y doxiciclina (7,6 %). No se report6 la reaccion de
Jarisch-Herxheimer como efecto secundario en
ninguno de los pacientes.

Diecinueve pacientes (16 %) requirieron manejo en
la unidad de cuidados intensivos; 14 (11,8 %) requi-
rieron asistencia respiratoria mecénicay 13 (10,9 %)
requirieron tratamiento con vasopresores. El tiempo
promedio de estancia en la unidad de cuidados
intensivos fue de 11,1 dias (DE=10) y la duracién
de la hospitalizacién fue de 20,7 dias (DE=17,3).

Durante la hospitalizacion fallecieron seis pacientes
(5 %), 66 % de los cuales procedia del area rural.
La duracién promedio de los sintomas en este

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con leptospirosis atendidos en hospitales de Medellin, Colombia

Caracteristica Poblacidn total Poblacién sobreviviente Poblacién sobreviviente Muertos
(n=119) con tratamiento antibiético sin tratamiento antibidtico (n=6)
(n=101) (n=12)
Edad, media (DE) 35,4 (18,5) 35,6 (18,5) 36,6 (12,9) 27,8 (23,3)
Procedencia rural, n (%) 65 (58) 43 (42,5) 2 (16) 4 (66,6)
Sexo masculino, n (%) 95 (79,8) 89 (88,1) 8 (66,6) 1 (16,6)
Dias de sintomas, media (DE) 9,6 (9,6) 9,3 (9,4) 11,8 (11,9) 75 (3,4)
Fiebre, n (%) 106 (89,1) 88 (87,1) 12 (100) 6 (100)
Mialgias, n (%) 88 (73,9) 73 (72,2) 10 (83,3) 5 (83,3)
Dolor abdominal, n (%) 79 (66,4) 69 (68,3) 6 (50) 4 (66,6)
Vémito, n (%) 77 (64,7) 64 (63,3) 7 (58,3) 6 (100)
Ictericia, n (%) 74 (62,2) 64 (63,3) 4 (33) 6 (100)
Artralgias, n (%) 73 (61,3) 62 (61,3) 8 (66,6) 3 (50)
Cefalea, n (%) 63 (52,9) 51 (50,4) 8 (66,6) 4 (66,6)
Hepatomegalia, n (%) 49 (41,2) 43 (42,5) 3 (25) 3 (50)
Esplenomegalia, n (%) 15 (12,6) 12 (11,8) 1 (83 2 (33,3
Enrojecimiento de los ojos, n (%) 15 (12,6) 14 (13,8) 1 (83 0 (0
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Cuadro 2. Complicaciones y desenlaces en pacientes con leptospirosis atendidos en hospitales de Medellin, Colombia

Complicaciones y desenlaces  Poblacion total Poblacion con tratamiento  Poblacion sin tratamiento  Muertos
(n=119) antibiético sobreviviente antibiético sobreviviente (n=6)
(n=101) (n=2)
Dafio renal agudo, n (%) 64 (53,8) 56 (55,4) 3(25) 5(83,3)
Dialisis, n (%) 14 (11,8) 10 (9,9) 0(0) 4 (66,6)
Sindrome de Weil, n (%) 46 (38,6) 39 (38,6) 2 (16) 5(83,3)
Compromiso pulmonar, n (%) 38 (31,9) 34 (33,6) 1(8,3) 3 (50)
Derrame pleural, n (%) 14 (11,8) 13 (12,8) 0(0) 1(16,6)
Infiltrados intersticiales, n (%) 9 (7,6) 8 (7,9) 1(8,3) 0 (0)
SDRA, n (%) 6 (5) 5 (4,9) 0(0) 1 (16,6)
Infiltrados alveolares, n (%) 5 (4,2) 5 (4,9 0 (0) 0 (0)
Hemorragia alveolar, n (%) 4 (3,4) 3 (2,9 0 (0) 1(16,6)
Falla hepética, n (%) 16 (13,4) 11 (10,8) 0(0) 5(83,3)
Estancia en unidad de cuidados 19 (16) 13 (12,8) 0 (0) 6 (100)
intensivos, n (%)
Muerte, n (%) 6 (5) 0 (0) 0 (0) 6 (100)

SDRA: sindrome de dificultad respiratoria aguda

grupo de pacientes fue de 7,5 dias (DE=3,5) y
todos presentaron fiebre, ictericia y vémito. En
el examen fisico, tres de estos pacientes (50 %)
presentaron hepatomegalia, dos de ellos (33 %),
esplenomegalia y ninguno presentd enrojecimiento
de los ojos. Las principales complicaciones asocia-
das a la infeccién en los pacientes que fallecieron
fueron el dafio renal agudo en cinco de ellos
(83 %), tratado con dialisis en cuatro (66 %), en
tanto que la falla hepética se presentd en cinco
pacientes (83 %), el sindrome de Weil también en
cinco (83 %) y el compromiso pulmonar en 50 %
de ellos (un paciente con hemorragia alveolar,
uno con sindrome de dificultad respiratoria aguda
y uno con derrame pleural). Todos los pacientes
fallecidos recibieron tratamiento antibiotico: dos
con cefotaxime, otro con meropenem, otro con la
combinacion de piperacilina y tazobactam mas
doxiciclina, otro con piperacilina y tazobactam,
y otro con un antibiético sin actividad contra
Leptospira spp., cuya administracion se inicio, en
promedio, a los 14,5 dias (DE=10,8) del inicio de los
sintomas y se mantuvo durante 8,5 dias (DE=4,7),
en promedio. Todos estos pacientes ingresaron
a la unidad de cuidados intensivos, y requirieron
manejo con vasopresores y asistencia respiratoria
mecanica. Cinco fallecieron por falla organica
multiple y uno por falla hepatica fulminante.

Discusidn

Este estudio incluyé 119 pacientes hospitalizados
con diagndéstico de leptospirosis, en quienes se
encontré una mayor frecuencia de complicaciones,
especialmente falla hepatica y sindrome de Weil,

y una mortalidad general similar a la reportada
en Colombia, pero inferior a la informada en

algunas series de casos en otros paises (22-29).
Se encontré, ademas, que cerca del 10 % de los
pacientes no recibio tratamiento antibiético a pesar
de encontrarse hospitalizado.

Lagravedad de la enfermedad se harelacionado con
lainfeccion por la serovariedad icterohaemorrhagiae,
la cual se ha asociado con mayor frecuencia al
compromiso hepatico y renal (5,23,25,30), principa-
les complicaciones observadas en la poblacion de
estudio. Sin embargo, esta no ha sido la serovariedad
mas frecuente en el departamento de Antioquia. En
el Uraba antioquefio se ha reportado el predominio
de la serovariedad grippotyphosa, mientras que
en el centro del departamento se ha registrado el
predominio del serotipo pomona (9,12).

La gran frecuencia de complicaciones, especial-
mente de la falla hepética, también puede explicarse
por el tipo de poblacién incluida, es decir, pacientes
hospitalizados en centros de referencia, la mayoria
de ellos en hepatologia.

Aunque la frecuencia de complicaciones fue supe-
rior a la descrita en la mayoria de las series, la
mortalidad no excedio lainformada en otros estudios
colombianos y en el Sistema Nacional de Vigilancia
en Salud Publica (1,5 a 5 %) (6,15,18,22,24,31),
y fue inferior a la reportada en las series de
casos en otros paises (7 a 22 %) (23-29,32,33).
Esta disociacion entre una mayor frecuencia de
complicaciones y una menor mortalidad es dificil
de explicar, especialmente si se tiene en cuenta el
gran namero de pacientes que presentd sindrome
de Weil, complicacion asociada con una mayor
mortalidad (32-34). En este estudio, el intervalo
entre el inicio de los sintomas, el diagndstico de
la enfermedad y el inicio temprano del tratamiento
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antibiético fue corto, lo cual se ha asociado con
una menor mortalidad (26,35). Sin embargo,
otros factores relacionados con las serovarieda-
des infecciosas, las condiciones de base de los
pacientes, la respuesta inmunitaria del huésped
o la calidad de la atencion prestada, no pueden
descartarse como explicacion para la disociacion
entre la mayor frecuencia de complicaciones y una
menor mortalidad.

Existe controversia con respecto al tratamiento
antibidtico, pues la mayoria de los casos de lep-
tospirosis aguda se resuelven espontdneamente.
Algunos estudios sugieren que, en pacientes con
enfermedad grave, la administracion temprana
de antibidticos se asocia con una reduccion
en la duracion de la enfermedad y en las tasas
de mortalidad (36-38). Por el contrario, en una
revision sistematica de la literatura cientifica no
se demostraron los beneficios del tratamiento
antibiético en la reduccion de la mortalidad (39).
El 10 % de los pacientes de la serie de casos del
presente estudio no recibi6 tratamiento antibiético,
y en dicho grupo no hubo un desenlace fatal. Sin
embargo, este es un estudio descriptivo y, por lo
tanto, puede haber sesgos en cuanto a las razones
por las cuales este grupo de pacientes no recibid
antibiéticos, por ejemplo, una menor gravedad de
la enfermedad.

Este estudio tiene varias limitaciones, pues su disefio
retrospectivo favorece los sesgos de informacion
y seleccion (solo se incluyeron pacientes hospita-
lizados). Ademas, el diagnostico no fue confirmado
con una prueba diferente a la de deteccion de IgM
para Leptospira interrogans. La carencia de pruebas
de aglutinacion microscopica impidié contar con la
identificacion de las serovariedades, informacion
necesaria para explicar el comportamiento clinico
de la enfermedad.

La leptospirosis en esta poblacién de pacientes
hospitalizados tuvo manifestaciones clinicas vy
complicaciones similares a las reportadas en la
literatura cientifica, con diferencias en el tipo de
compromiso pulmonar. Sin embargo, se requiere
masinformaciénparaaclarar sieste comportamiento
obedece a variaciones geograficas en las sero-
variedades de L. interrogans, la virulencia del
germen, la hospitalizacién de pacientes con formas
menos graves de la enfermedad o las diferencias
en la oportunidad y la calidad del tratamiento.

En conclusion, la leptospirosis puede confundirse
facilmente con otras enfermedades infecciosas
febriles debido a lo inespecifico y diverso de sus
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manifestaciones, por eso, es importante mejorar
el indice de sospecha clinica de esta enfermedad
en la practica médica, con el fin de diagnosticarla
tempranamente e incidir favorablemente en su
desenlace.
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Introduccidn. La notificacion de triatominos en las viviendas de algunos barrios de Bucaramanga
motivo la realizacion de este estudio.

Objetivo. Evaluar la intrusion de triatominos y mamiferos, asi como algunos factores de riesgo para la
enfermedad de Chagas en viviendas urbanas.

Materiales y métodos. En un barrio de Bucaramanga, Santander, se recolectaron triatominos
mensualmente durante un afio con participacion comunitaria mediante busqueda manual en el
alumbrado publico, y el uso de trampas de luz, cebo animal y atrayentes quimicos en el bosque cercano.
Los reservorios se recolectaron con trampas cebadas. Los insectos y mamiferos se determinaron y
examinaron para establecer su infeccion natural. Los factores de riesgo de las viviendas se midieron
mediante una encuesta sobre factores sociales y ambientales.

Resultados. Se recolectaron 11 adultos de Panstrongylus geniculatus y 63 de Rhodnius pallescens
en el bosque, en zonas de recreacion en el peridomicilio y en el domicilio, incluidas dos hembras y 21
ninfas de R. pallescens en dormitorios. Se capturaron dos ejemplares de Didelphis marsupialis en el
bosques adyacente. De los 11 individuos de P. geniculatus capturados, se examinaron nueve, de los
cuales cinco fueron positivos para Trypanosoma cruzi (56 %); de los 63 individuos de R. pallescens
capturados, se examinaron ocho, cuatro de los cuales fueron positivos para T. cruzi (50 %). De dos
especimenes de D. marsupiales capturados, uno fue examinado y se encontré que era positivo para
T. cruzi. No se pudo establecer un factor de riesgo significativo, sin embargo, las viviendas con reporte
de triatominos se encontraban mas cerca del bosque adyacente.

Conclusiones. El hallazgo de especies de triatominos intrusivas y de mamiferos con T. cruzi en el
domicilio y el peridomicilio, asi como en los bosques periurbanos, demuestra el riesgo de infeccion en
las poblaciones que habitan en viviendas urbanas adyacentes a los ecotopos donde se mantiene el
ciclo silvestre.

Palabras clave: Triatominae; enfermedad de Chagas; area urbana; Didelphis; riesgo; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3051

Risk of transmission of Chagas disease by intrusion of triatomines and wild mammals in
Bucaramanga, Santander, Colombia

Introduction: Notice of triatomines in dwellings of some neighborhoods in Bucaramanga motivated the
realization of this study.

Objetive: To evaluate the intrusion of triatomines and mammals, as well as some risk factors in
urban dwellings.

Materials and methods: Triatomines were collected in a neighborhood in Bucaramanga, Santander, on
a monthly basis during one year with participation of the community. Collection included manual search
in lamp posts, use of light traps, animal bait, and chemical attractants in nearby forests. Reservoirs were
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Riesgo de transmisién urbana de Chagas en Colombia

collected with bait traps. Insects and mammals were identified and examined in order to determine their
natural infection. Risk factors in homes were assessed by means of a social-environmental survey.
Results: Eleven adult specimens of Pastrongylus geniculatus, as well as 63 of Rhodnius pallescens
were collected in the forest, recreational peridomiciliary areas, and houses. Even two females and
21 nymphs of R. pallescens were found in bedrooms. Two specimens of Didelphis marsupialis were
captured in neighboring forests. Out of the eleven P. geniculatus captured, nine were examined. Of
these, five were positive for Trypanosoma cruzi. It was not possible to establish a significant risk factor;
however, the dwellings with report of triatomines were located nearer to the adjacent forest.
Conclusions: The finding of intrusive triatominae species and mammals with T. cruzi in intradomiciliary
and peridomiciliary areas and periurban forests prove the potential risk to acquire infection from these
populations that dwell in urban housing adjacent to these ecotopes where the sylvan cycle is kept.

Key words: Triatominae; Chagas disease; urban area;Didelphis; risk; Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3051

La enfermedad de Chagas causada por Trypanosoma
cruzi es una de las enfermedades desatendidas méas
importantes de América Latina. Segun estimaciones
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
aproximadamente, 6 millones de personas estan
infectadas en 21 paises de Latinoamérica (1).

En Colombia, la fase exploratoria y la intervencion
gue se llevaron a cabo entre 1996 y 1999 en el
marco del programa nacional de prevencion y
control de la enfermedad de Chagas, permitié
establecer la distribucién geogréfica de los
vectores, las especies domiciliadas y la seropre-
valencia en niflos menores de 15 afios en zonas
infestadas (2). La transmisién vectorial de T.
cruzi al hombre se ha considerado la principal via
de infeccién, adquirida por contacto con heces
infectadas de triatominos domiciliados. En este
contexto, se desarrollé6 un protocolo de control
gue logré la disminuciéon de la infestacion de
triatominos en las zonas detectadas (3).

Sin embargo, los reportes de brotes de casos
agudos de la enfermedad en ausencia de triato-
minos domiciliados en varias zonas del pais, han
centrado la atencion en la transmisién por via
oral (4-6). La presencia de triatominos silvestres y
mamiferos sinantropicos, y las visitas ocasionales
a las viviendas cercanas a los bosques que
albergan los ecotopos naturales de estos animales,
permiten inferir una conexion entre el ciclo silvestre
y el doméstico. Esta situacion pone de manifiesto
un riesgo para los habitantes de &reas urbanas,
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lo cual requiere la atencion de los programas de
prevencion y control de los servicios de salud del
pais (7-13).

Es por esto que, en el enfoque del riesgo estable-
cido para el control de la transmision vectorial
de la infeccion y de la enfermedad de Chagas,
se advierte que no se puede tratar de una misma
manera aquello que es desigual. La extension
del area endémica, la variedad de vectores con
comportamientos diversos y las multiples variables
gue intervienen y determinan diferentes patrones
de transmision, revelan la necesidad imperiosa de
adoptar un manejo del riesgo y del control vectorial
especificos en cada zona (14-16).

Asimismo, es importante considerar que los triato-
minos silvestres actian como especies invasoras
gue pueden llegar a nuevas areas mediante la
migracion natural, pero a menudo son introducidos
en el curso de las actividades humanas que
perturban sus ecosistemas. Cabe sefialar que algu-
nos de estos insectos podrian iniciar un proceso de
domiciliacion, el cual se ha hecho evidente por el
aumento de la intrusion en las viviendas y el contacto
con sus habitantes y con los animales domésticos,
especialmente en aquellas zonas colindantes con
regiones boscosas (17-20).

Panstrongylus geniculatus es una especie de
habitos silvestres y amplia distribucion en América
Latina. Es frecuente recolectarlo en el peridomicilio
y dentro de las viviendas en zonas rurales y urbanas
de Colombia y Venezuela. Su periodo completo de
desarrollo es de 128 a 171 dias en condiciones de
laboratorio, aunque en otros estudios se ha men-
cionado una duracién de hasta dos afios (21). Esta
especie se considera euritérmica, pues se puede
adaptar a ecétopos muy secos o0 muy hamedos
y esta presente en una gran variedad de habitats
silvestres, como madrigueras o sitios de reposo
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de armadillos, zariglieyas, roedores, murciélagos
y aves, en huecos de arboles, en bromelias y en
palmas (22-24).

Rhodnius pallescens es una especie considerada
vector primario en Panama y, secundario en varios
paises de Centroamérica y en la region Caribe y
el Magdalena medio en Colombia. La duracién
promedio del desarrollo del huevo hasta el quinto
estadio de ninfa es de 128,6 dias (25). La especie
tiene un gran potencial para invadir y colonizar las
viviendas humanas a donde los insectos se ven
atraidos por la luz artificial en areas urbanas y
rurales; alli colonizan estructuras como gallineros,
palomares y porquerizas en el peridomicilio. Habita
ecoétopos silvestres, especialmente en palmas, y
refugios aéreos y terrestres de varias especies de
mamiferos, roedores y aves (26-29).

Por otro lado, el diagndstico de la infeccién por
T. cruzi de 180 especies de mamiferos silvestres
y domésticos de varios ordenes que habitan en
Centroamérica y Suramérica ha evidenciado el
riesgo que representa la cercania de estos animales
gue actlan como reservorios del paréasito. En este
contexto, es necesario centrar la atencion en el
orden de los marsupiales y el género Didelphis, el
cual es reconocido por su comportamiento sinan-
tropico, ya que visita o anida en el peridomicilio o
en el domicilio en zonas rurales o urbanas, lo cual
lo expone a picaduras de triatominos silvestres o
domésticos (10,12,30,31).

Durante afios, las comunidades han recolectado
individuos de estas dos especies de triatominos
en viviendas periféricas de diferentes barrios de
Bucaramanga, incluida la urbanizacion donde se
presenté un brote de la enfermedad de Chagas,
probablemente por transmision oral (13). Dichos
especimenes han sido enviados a los laboratorios
locales de referencia (4,13).

Esta notificacion constante de triatominos hallados
en las viviendas, y la reciente aparicion de brotes
de la enfermedad aguda de Chagas de posible
transmision oral debido a la contaminacién de
alimentos, en los cuales se han incriminado
estas especies de triatominos y mamiferos como
posibles vectores de T. cruzi, motivo la realizacién
de este estudio en la urbanizacion Villa del Prado
y la zona boscosa colindante (Cafiada del Loro)
en Bucaramanga.

Los objetivos del estudio fueron: 1) determinar la
intrusion y la posible domiciliacion de los insectos
vectores; 2) determinar la presencia de mamiferos
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silvestres en el domicilio y el peridomicilio de las
viviendas; 3) evaluar los métodos de captura de
los triatominos silvestres; 4) determinar la infeccién
natural de los vectores mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), y 5) determinar los
factores de riesgo de la intrusion de los triatominos
en las viviendas.

Materiales y métodos
Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en una zona urbana en
donde la comunidad habia reportado frecuente-
mente la aparicion de triatominos. El area de
estudio (Villa del Prado: 7°6’ 44,53" Ny 73°7' 47,15"
0) estd en la periferia de la escarpa occidental
de Bucaramanga, capital del departamento de
Santander. Durante el periodo de estudio, la
temperatura promedio fue de 24,6 °C, la humedad,
de 18,4 %, y la precipitacion, de 98,7 mm, con dos
periodos lluviosos y dos de menor precipitacion.
La urbanizacion tiene 196 viviendas de estrato
tres, construidas con planos aprobados por la
Oficina de Planeacion Municipal; cuentan con
dos pisos conectados entre si por una escalera
interior paralela, con paredes fabricadas en ladrillo
frisado, estucadas y pintadas, pisos en ceramica,
y techos machihembrados de teja de barro. La
urbanizacién cuenta con una zona social para la
recreacion que consta de una cancha de futbol y
una de baloncesto con piso de cemento, una zona
de juegos infantiles, un pequefio kiosco, asi como
una zona de parqueadero con iluminacioén eléctrica
y una porteria con vigilancia.

La urbanizacion Villa del Prado colinda con una
zona boscosa, la Caflada del Loro, la cual presenta
un suelo de pendientes altas en el borde de la
escarpa, con salida de acuiferos por drenaje natural
(quebradas), y recibe aguas residuales durante su
trayecto (figura 1). Esta zona fue declarada reserva
forestal protegida en el 2013 por la Corporacion
de la Meseta de Bucaramanga (CDMB), con el
fin de preservar los residuos boscosos de los
ecosistemas de bosque seco tropical para el
restablecimiento de su estado natural. La zona
presenta vegetacién abundante, con variedad de
especies, entre ellas, arboles gallineros, sarrapios,
bdcaros, mangos y varias especies de palmas,
como la palma areca y la palma real. Entre las
especies animales, se cuentan zarigiieyas, fieques,
ardillas, una gran variedad de aves y reptiles (boas
y corales), ademas de otras comunes cerca de
los sitios poblados, como gallinazos y roedores
(32,33).
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio en la urbanizacion Villa del Prado y Cafiada del Loro, Bucaramanga, Santander

Fuente: Google Maps

Captura de triatominos

Durante tres dias consecutivos cada mes a lo largo
de un afio (desde febrero de 2011 hasta enero de
2012), se utilizaron los siguientes métodos para
la captura de triatominos: vigilancia comunitaria,
trampas Angulo (27), trampas Noireau (34), trampas
con atrayentes quimicos (35,36), trampas Shannon
y la captura manual en el alumbrado publico. Los
dias de muestreo se eligieron teniendo en cuenta
la fase de transicion de luna menguante a luna
nueva, segun lo sugerido por Castro, et al. (37).

La vigilancia comunitaria se llevo a cabo con un
funcionario de la Secretaria de Salud Municipal
y el aval de la junta de accion comunal de la
urbanizacion; se dio una charla a los habitantes
con el fin de darles a conocer aspectos de la
enfermedad de Chagas, sensibilizarlos sobre la
recoleccién de triatominos e informarles sobre los
cuidados que debian tener durante la captura de
los insectos; posteriormente, se les entregaron los
frascos rotulados para su captura.

En cuanto a las trampas Angulo (con gallina como
cebo) y las Noireau (con ratébn como cebo), se
instalaron entre cuatro y seis de cada una. Las
trampas Angulo se instalaron en palmas y arboles
con fronda abundante, usando la metodologia del

vecino mas cercano para su ubicacion, y las de
Noireau, en sitios como troncos caidos, raices de
arboles, cuevas en las rocas, madrigueras y nidos
de gallinazos.

También, se instalaron ocho trampas Noireau
con atrayentes quimicos contenidos en viales de
2 ml con agujeros en la tapa y adheridos a las
paredes de la trampa. Cada vial contenia 1,5 ml
de nonanal (142,4 g/mol), de heptanal (114,18 g/
mol), de benzaldehido (106,12 g/mol) y de alcohol
isoamilico (88,15 g/moal) (35,36). Estas trampas se
instalaron en sitios similares a los ya mencionados.
Todas ellas se instalaron al atardecer y se revisaron
al cabo de 12 horas. El material entomoldgico
recolectado se almacend en frascos plasticos debi-
damente rotulados.

En cuanto a las trampas de luz del tipo Shannon,
se instalaron tres en un transecto lineal, diagonal
entre la cancha y el bosque de la Cafada del Loro,
separadas cada una por 50 m. En cada punto se
ubicaron entre dos y tres personas para la captura
de insectos en el horario de 6 p.m. a 10 p.m.

Para la captura manual en el alumbrado publico,
una persona revisaba y recolectaba los insectos
de forma manual cerca a la farola del alumbrado
publico de las canchas de fatbol y de baloncesto,
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y en la zona de los juegos infantiles, en el horario
de 6 p.m. a 10 p.m. Los insectos recolectados se
clasificaron segln su sexo y estadio, con la ayuda
de la clave de Lent y Wygodzinski (23).

Captura de mamiferos

Para la captura de mamiferos, se instaldé durante
dos dias una trampa Tomahawk con mango como
atrayente a 8 m de una vivienda en el bosque
adyacente. Se hizo el xenodiagndstico con 20
ninfas de estadio V de R. prolixus en un mamifero
capturado que luego se liberd.

Infeccion natural

La determinacion de la infeccién natural por T. cruzi
en P. geniculatus y R. pallescens se hizo mediante
observacion directa de las heces en el microscopio
y posterior confirmacién por PCR. La extraccion
del ADN se ajustd al protocolo recomendado
por Miller, et al. (método de precipitacion salina).
La amplificacion del ADN nuclear de T. cruzi se
hizo siguiendo el método de Moser, et al. Para la
reaccion se utilizaron los iniciadores TCZ1 5
CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3 'y TCZ25'-
CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3', los cuales
amplifican una regién repetida de 188 pb del ADN
nuclear satelital de T. cruzi. En la PCR se utilizaron
0,4 yl/ml de deoxinucledsido trifosfato (ANTP), 0,1
pl/ml del iniciador, 1,2 pl/ml de cloruro de potasio
(MgCl) y 0,12 pl/ml de ADN Taq polimerasa Tucan.
La amplificacion se hizo en un termociclador a una
temperatura inicial de 94 °C durante 10 minutos,
seguida de 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos,
a 55 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante
30 segundos, y un ciclo final a 72 °C durante 10
minutos. Los productos amplificados se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido
con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz
ultravioleta (38,39).

Determinacion de factores de riesgo

Para caracterizar los posibles factores de riesgo
de la presencia de triatominos en areas urbanas,
se hizo una encuesta domiciliaria sobre factores
sociales y ambientales, similar a la propuesta
por Reyes-Lugo (18), con la idea de determinar
si factores como las caracteristicas fisicas de la
vivienda (color de la fachada), la densidad de
habitantes y de huéspedes animales, la cercania
a ambientes silvestres, la presencia de atrayentes
como fuentes de luz y el nivel de conocimientos
de la comunidad sobre la endemia favorecian la
intrusion de triatominos en las viviendas.
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Para calcular la distancia de las viviendas al bos-
que y al alumbrado publico, se utilizé una imagen
satelital del 2009 obtenida de Google Earth, cuya
georreferenciacion se hizo con el programa Idrisi
Taiga para digitalizar la ubicacién de las viviendas y
del alumbrado publico (figura 2). Para identificar los
factores de riesgo, se uso la prueba de regresion
logistica, teniendo en cuenta la presencia o ausen-
cia de triatominos en las viviendas, y segun los
reportes acumulados en el area de estudio y las
variables mencionadas.

Consideraciones éticas

Este estudié contd con la revisién y aprobacion del
Comité de Etica de la Fundacion Cardiovascular
de Colombia. La manipulaciéon de los insectos
y la bioseguridad del estudio se rigieron por la
Resolucién 008430 de 1993, del Ministerio de
Salud de la Republica de Colombia. Asimismo, el
proyecto hizo uso del permiso de recoleccion trami-
tado por la Universidad Industrial de Santander
ante la Corporacién de Defensa de la Meseta de
Bucaramanga, y de la autorizacién para el uso de
fauna y flora reglamentada en el Decreto 1376 de
2013 con fines de investigacion cientifica no comer-
cial, por el cual se regula la investigacion cientifica
sobre diversidad biolégica. De igual manera, el
trabajo se acogié a la Ley 1581 de 2012 sobre
proteccion de los datos personales en Colombia.

Resultados
Recolecciéon de triatominos

Las especies de triatominos recolectadas fueron P.
geniculatus y R. pallescens. Se recolectaron ocho
hembras y tres machos de P. geniculatus, cinco de
ellos en la cancha, cuatro en las viviendas y dos en
el bosque. El tiempo de respuesta de la comunidad
entre el hallazgo de un insecto semejante a un tria-
tomino y la entrega al encargado de recogerlos fue
corto, asi que el mayor nimero de triatominos fue
recolectado por la comunidad (55 %), seguido por
el recolectado en el alumbrado publico (cuadro 1).

De R. pallescens se recolectaron 63 individuos,
nueve en la cancha y en el parqueadero, 27 en las
viviendas y 27 en palmas reales (Attalea butyracea)
con la trampa Angulo. En una vivienda se encontré
una hembra de R. pallescens y 18 ninfas de primer
estadio en una caja de carton debajo de una cama,
y en otra habitacion de la misma vivienda, una
hembray tres ninfas de segundo estadio (cuadro 2).
En cinco viviendas de la urbanizacion se reportaron
triatominos durante el periodo de estudio y solo en
una vivienda se recolectaron las dos especies (6).
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Figura 2. Viviendas encuestadas de la urbanizacion Villa del
Prado y ubicacion del alumbrado publico. Fuente: Google Maps

Captura de mamiferos

La trampa instalada permitié la captura de dos
mamiferos Didelphis marsupialis, un adulto y
una cria. EI mamifero adulto fue examinado y se
encontrd positivo para flagelados. Después de
examinados, los animales fueron liberados en la
Cafiada del Loro.

Infeccion natural

Se procesaron nueve muestras de P. geniculatus
y ocho de R. pallescens. Entre las muestras
de P. geniculatus, cinco fueron positivas por
examen directo y por PCR (56 %). Entre las de R.

Riesgo de transmisién urbana de Chagas en Colombia

pallescens, el examen directo resultdé positivo en
cinco muestras (62,5 %), de las cuales cuatro se
confirmaron por PCR.

Determinacién de factores de riesgo

La encuesta se hizo en 136 (con 560 habitantes,
aproximadamente) de las 190 viviendas de la
urbanizacion (figura 2). No se pudo establecer
asociacioén entre las variables en estudio, probable-
mente debido al bajo nimero de viviendas (siete)
en donde se habia reportado la presencia de
triatominos (cuadro 3); sin embargo, en las viviendas
mas cercanas a la Cafiada del Loro se detect6
un mayor riesgo de intrusion de triatominos. Los
animales domésticos méas frecuentes fueron los
perros, seguidos de las aves y los gatos.
Discusion

En este estudio se pudieron comprobar dos situa-
ciones de gran importancia en la epidemiologia de
la enfermedad de Chagas en Colombia: en primer
lugar, la presencia del ciclo de transmision silvestre
de T. cruzi en la periferia de una zona urbana,
rodeada de vegetacion conservada; y, en segundo
lugar, la intrusion de triatominos en el domicilio
y, en zonas de recreacion urbanas cercanas a
viviendas, la presencia frecuente de triatominos
y mamiferos silvestres, como P. geniculatus, R.
pallescens silvestres y D. marsupialis, infectados
con T. cruzi, en Bucaramanga. El hallazgo de
reservorios mamiferos y de triatominos infectados
con T. cruzi en el bosque adyacente a las viviendas
en los barrios periféricos de una gran ciudad, alerta
sobre el riesgo de transmision urbana del parasito
en zonas consideradas como no endémicas.

El desarrollo urbanistico de Bucaramanga ha propi-
ciado la construccion de viviendas en la periferia de
la escarpa, adyacentes a los ambientes naturales

Cuadro 1. Individuos de P. geniculatus recolectados por diferentes métodos en la urbanizacion Villa del Prado, Bucaramanga

Método de captura Habitat Lugar de captura Estadio Total
Vigilancia comunitaria Domicilio Habitacion 2 HV 6
Sala 1MV
Entrada de la vivienda 1 MM
Sala 1 MM
Habitacion 1 MM
Trampa Angulo con cebo animal Extradomicilio Bosque (Cafada del Loro) 0 0
Trampa Noireau con cebo animal Extradomicilio Bosque (Cafiada del Loro) 0 0
Trampa Noireau con atrayente quimico Extradomicilio Bosque (Canada del Loro) 0 0
Trampa de luz (Shannon) Extradomicilio Bosque (Cafada del Loro) 2 HV 2
Alumbrado publico Peridomicilio Jardin de una vivienda 1 HV 3
Canchas de fatbol y de baloncesto 2 MV
Total 11

M: macho; H: hembra; V: vivo; M: muerto
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circundantes que han recuperado su vegetacion.
Esto ha permitido la apariciéon y el mantenimiento
de un sinnumero de ecétopos, los cuales albergan
animales de todos los érdenes, incluidos triatominos
y huéspedes mamiferos, como faras o zarigiieyas,
y grandes y pequefios roedores, como fieques y
ratas, los cuales pueden mantener el ciclo silvestre
de la enfermedad de Chagas y son avistados
ocasionalmente por la comunidad en las cercanias
de sus viviendas (32,33).

Se ha reportado la presencia de P. geniculatus,
R. pallecens y de mamiferos didélfidos, como
especies intrusivas en zonas rurales de muchos

Biomédica 2017;37:68-78

paises y, mas recientemente, en zonas urbanas,
y se los ha asociado con brotes de la enfermedad
aguda de Chagas transmitida por via oral debido
a la contaminacion de alimentos (6,11,13,40). En
2003 y 2008 ocurrieron dos brotes en la ciudad
de Bucaramanga, el primero de los cuales se
presenté en una zona de la periferia con bosque
adyacente ubicada a dos kilometros del area de
estudio (4,5,13).

Es importante resaltar que las especies silvestres
no se consideran muy aptas para la transmision,
y su nivel de adaptacién a la vivienda humana es
clave en el desarrollo de su competencia vectorial

Cuadro 2. Individuos de R. pallescens recolectados mediante diferentes métodos en la urbanizacion Villa del Prado, Bucaramanga

Método de captura Habitat Lugar de captura Estadio Total
Vigilancia comunitaria Domicilio Debajo de la cama 1 MM 27
Cortina de la sala 1 HV
Puerta de vivienda 1 MM
Escalera al 2° piso 1MM
Debajo de la cama 2 HV,18 N1, 3 N2
Domicilio Gruta de la Virgen 1MV 8

Canchas de futbol y de baloncesto
Bosque, palmas (Attalea butyracea)

Trampa Angulo con cebo animal (gallina)  Extradomicilio

3 MM, 4 MV
5M,1 H,1 N5, 2 N4, 27
5N3, 8 N2, 6 N1

Trampa Noireau con cebo animal (raton) Extradomicilio  Bosque (Cafiada del Loro) 0 0
Trampa Noireau con atrayente quimico Extradomicilio  Bosque (Cafiada del Loro) 0 0
Alumbrado publico Peridomicilio Canchas de fatbol y de baloncesto 1MV 1
Total 63

N1-5: ninfas de primero a quinto estadios; M: macho; H: hembra; V: vivo; M: muerto

Cuadro 3. Factores de riesgo incluidos en la encuesta sobre factores sociales y ambientales determinantes de la presencia de

triatominos en las viviendas del area de estudio

Variable Descripcion Razén de IC,,, p
probabilidades
Habitantes 1,474 0,819-2,651 0,196
Habitantes 1-3 0,089
4-7 0,025 0,001-0,756 0,034
>8 0,049 0,003-0,942 0,046
Animales Ausencia
Presencia 1,179 0,229-6,072 0,844
Color exterior Blanco-gris 0,517
Amarillo 1,46912 - 1
Azul 5,876 - 1
Rojo 0,991 - 1
Color interior Blanco-gris 0,577
Amarillo 1,3962 - 1
Azul 5,047 - 1
Rojo 0,922 - 1
Color de la iluminacién Sin iluminacion
Amarillo incandescente 0,000 - 1
Blanco incandescente 0,000 - 1
Blanco fluorescente 1,400 0,148-13,242 0,769
Otro 0,000 - 1
Distancia a la cafiada 0,973 0,950-0,996 0,022
Distancia al alumbrado publico 0,914 0,773-1,081 0,294
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(41). Sin embargo, la presencia de triatominos, asi
sean pocos, en el domicilio puede originar el riesgo
de transmision por contaminacion directa de la piel
y de las mucosas o de los alimentos con heces
infectadas del insecto, y originar brotes agudos
de Chagas, como se ha reportado en Colombia
(4-6,42).

El hallazgo de P. geniculatus y R. pallescens en el
domicilio, el peridomicilio y en zonas aledafias, asi
como el hallazgo de una pequefia colonia de R.
pallescens y la entrega de insectos de esta especie
capturados por la comunidad en las habitaciones
de dos personas, quienes refirieron haber sido
picadas y presentaron las marcas de las picaduras
en sus cuerpos, son sefales del desplazamiento
de estos huéspedes desde los ambientes silvestres
periurbanos al ambiente doméstico de la zona
urbana, lo cual acrecienta la posibilidad del inicio
de un proceso de domiciliacion o contaminacién
de alimentos con T. cruzi y, por ende, el riesgo de
transmision del parasito.

La captura de R. pallescens y P. geniculatus
con trampas Angulo y Shanon, respectivamente,
demuestra la eficiencia del uso de cebo animal en
las primeras y de la luz blanca y el cebo humano
en las segundas, lo cual implica su dispersiéon
activa. Por otro lado, la captura manual en postes
del alumbrado publico demostré que la luz eléc-
trica usada en los exteriores de la urbanizacion y
en las viviendas tiene un papel importante en la
invasion de triatominos silvestres en los ambientes
domésticos y, consecuentemente, en el riesgo de
transmision de la enfermedad de Chagas (27,36).

Aungue se presento deterioro de los insectos reco-
lectados por la comunidad, lo cual sucede a veces
(43), se pudo determinar la infeccion natural por T.
cruzi en P. geniculatus y R. pallescens, con valores
similares a los reportados en otros estudios (18,44).

El estudio permitié determinar que la cercania de las
viviendas al bosque constituye un posible factor de
riesgo para la intrusion de triatominos en las urba-
nizaciones ubicadas en la periferia de la escarpa,
aunque no fue posible calcular la significaciéon
estadistica debido al tamafio de la muestra. Por ello,
es recomendable ampliar la muestra a otros barrios
similares, con el fin de determinar dicha significa-
cion. En Venezuela, Reyes-Lugo (18) relaciond esta
misma condicién con la intrusion de P. geniculatus,
asi como la disminucién de la cobertura vegetal
del entorno, el nimero de animales domésticos y
la iluminacién nocturna (18).

Riesgo de transmisién urbana de Chagas en Colombia

Sin duda alguna, la modificacién de los ec6topos
naturales por accion antrépica, en los cuales se
mantiene el ciclo enzod6tico de T. cruzi, modifica el
ciclo epidemiolégico de la enfermedad (45), lo cual se
ve propiciado con la expansion de los asentamientos
humanos en espacios naturales circundantes que
recuperan su entorno verde en ciudades en continuo
crecimiento, como ocurre en muchas de Colombia.
La expansion de estos asentamientos hacia la
periferia trae como consecuencia la disminucion
de los refugios y de las fuentes de alimento de los
vectores y los reservorios en su habitat natural. Si
a esto agregamos los estimulos para su migracion,
como la iluminacién y la agregacion de vivien-
das con presencia de potenciales huéspedes, se
pueden estar configurando nuevas circunstancias
de transmision, en este caso, urbana, lo cual
se habria evidenciado en los brotes de casos
agudos de la enfermedad de Chagas en zonas
no endémicas o de baja endemia, caracterizadas
por la ausencia de triatominos domiciliarios, en
Colombia (4-6,13).

La notificacion y la recoleccion de triatominos de
las dos especies por parte de la comunidad en
este estudio, demuestran de forma inequivoca la
importancia de laincorporacion de la participacion
comunitaria en la vigilancia epidemiol6gica, como
se ha comprobado al comparar métodos de
vigilancia entomolodgica (46,47), asi como de
estrategias de prevencion y control basadas en
sistemas sostenibles de vigilancia que permitan
la notificacion de la presencia de vectores, de
los potenciales huéspedes y de casos febriles
que podrian deberse a la enfermedad aguda de
Chagas (40).

Ante el notable aumento de la intrusién de diferen-
tes especies de triatominos silvestres inducido
por accion antrépica y la ausencia de parametros
cuantitativos para clasificar las poblaciones de
las diferentes especies y estimar el riesgo de este
comportamiento, es necesario, como lo plantean
Waleckx, et al. (48), redefinir los criterios de
clasificacién existentes y comprobar el riesgo con
mediciones cuantitativas para orientar de mejor
forma el disefio y la adopcion de decisiones en
los programas de control de vectores. El grado
de intrusion y domiciliacion debe establecerse
en términos operativos, y considerarse en el
disefio de las estrategias de control (41) y de
un nuevo indicador para la medicion de este
comportamiento, como ya lo proponia Zeledén
desde 1973 (45).
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También, es necesario poner en marcha estrategias
de control de triatominos y mamiferos intrusivos
potencialmente infectados con T. cruzi, con base
en la valoracion del riesgo real. En un primer paso,
estas podrian incluir el uso de barreras fisicas de
proteccion de la vivienda para impedir el ingreso
de los insectos, de proteccién individual (mallas o
toldillos impregnados con insecticidas) y de sus-
tancias repelentes.

Por ultimo, se recomienda adoptar un enfoque que
involucre la participacion de las comunidades en
riesgo en el control vectorial, asi como la educacion
sobre el manejo adecuado de alimentos para evitar
la contaminacion por T. cruzi, la eliminacion de
algunas practicas, entre ellas, la disposicion de
residuos organicos en el bosque aledafio para
evitar el acercamiento de especies silvestres como
faras, fieques y ardillas, y la deteccién temprana de
casos febriles sospechosos de enfermedad aguda
de Chagas y su atencidén temprana, actividades
gue deben incorporarse a los sistemas de alerta
temprana (49), y que podrian disminuir y mitigar el
riesgo de transmision, y la mortalidad y letalidad
de la infeccion.
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Introduccion. Las adenopatias son un hallazgo frecuente en pacientes con infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV). El diagndstico diferencial incluye infecciones, neoplasias malignas o
cambios reactivos. No existen datos sobre su etiologia en Suramérica.

Objetivo. Describir la etiologia de la histopatologia ganglionar en pacientes con HIV del Hospital La
Maria de Medellin.

Materiales y métodos. Se evaluaron de manera retrospectiva historias clinicas de pacientes con HIV
y linfadenopatias, a quienes se les habia hecho biopsia por escisién de ganglio linfatico entre junio de
2009 y octubre de 2011. Se registraron los datos de los resultados de las biopsias en cuanto al estado
de inmunosupresion, el uso de tratamiento antirretroviral y el diagnéstico final de los pacientes.
Resultados. Se evaluaron 120 historias clinicas, con diagndsticos distribuidos asi: 58 % de origen
infeccioso, 32,5 % con cambios reactivos, 6,6 % de origen neoplasico y 2,5 % normales. El diagnéstico
mas frecuente fue la tuberculosis (48,3 %). En 14,1 % de los pacientes, la biopsia de ganglio linfatico
sirvio para detectar otra infeccion oportunista ademas de las encontradas en otros 6rganos.
Conclusidn. La biopsia de ganglio linfatico en pacientes con HIV es una herramienta Gtil que permite
el diagnéstico de enfermedades infecciosas y neoplasicas graves, y que deberia hacerse de rutina en
todos los pacientes con adenopatias.

Palabras clave: enfermedades linfaticas; HIV; biopsia; infeccion oportunista; tuberculosis; histoplasmosis.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3293

Pathological findings in patients with HIV infection and lymphadenopathies

Introduction: Lymphadenopathy is a frequent clinical finding in HIV-infected patients. The differential
diagnosis includes infection, malignancy or reactive changes. Currently, there are no data on this topic
in the region.

Objectives: To describe the etiology of lymph node pathology in HIV-infected patients from the Hospital
La Maria in Medellin, Colombia.

Materials and methods: The medical records of HIV-infected patients with lymphadenopathy who
underwent excisional lymph node biopsy between June 2009 and October 2011 were retrospectively
evaluated. The data were registered according to immune status, antiretroviral therapy and final
diagnosis.

Results: The evaluation of 120 medical records revealed the following diagnosis distribution: 58%
of the cases were attributable to infectious causes, 32.5% were attributable to reactive changes,
6.6% were attributable to neoplastic disease, and 2.5% were normal. The most frequent diagnosis
was tuberculosis, which was found in 48.3% of the patients. The lymph node biopsy was useful for
identifying additional opportunistic infections in different organs in 14.1% of the patients.
Conclusion: A lymph node biopsy in HIV-infected patients is a useful aid in the diagnosis of
serious neoplastic and infectious diseases and should be routinely performed in such patients with
lymphadenopathy.

Key words: Lymphatic diseases; HIV; biopsy; lymph node; opportunistic infections; tuberculosis;
histoplasmosis.
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Segun el Instituto Nacional de Salud, en el 2015
se registraron en Colombia 11.606 nuevos casos
de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV), es decir, cada dia se diagnosticaron
32 nuevos casos, de los cuales 783 fueron fatales
(1). Aunque el numero de casos nuevos se ha
mantenido en un rango estable en los Ultimos afios,
existe la percepcién de que aln hay un subregistro
muy importante. Ademas, una buena proporcion de
los casos se diagnosticd de forma tardia, con una
alta frecuencia de pacientes en fases avanzadas,
pues cerca del 93,2 % de los nuevos diagndsticos
de infeccion por HIV se dio en pacientes que ya
tenian el sida (1).

Las adenopatias son un hallazgo clinico frecuente
en pacientes con esta infeccion, y el diagndstico
diferencial incluye infecciones, neoplasias malignas
y cambios reactivos (2,3). Es de vital importancia
diferenciar entre estas causas, pues el tratamiento,
el prondstico y los eventos adversos asociados
pueden variar de manera significativa si hay un
retraso en el diagndstico. Sin embargo, la determi-
nacion de la etiologia de la linfadenopatia constituye
un reto importante para el clinico, quien debe decidir
la pertinencia de la biopsia y su urgencia.

En varios estudios se ha descrito la etiologia de
las adenopatias en pacientes tratados con antirre-
trovirales y sin tratamiento. Los datos recopilados
en ellos son diversos y, en su mayoria, provienen
de series de casos de adenopatias en pacientes
sometidos a biopsia por aspiracion con aguja fina
en zonas de gran prevalencia de tuberculosis, como
lo es nuestro pais (3-12). No existe informacion
sobre la frecuencia o la etiologia en los pacientes
con adenopatias en Colombia. En el presente
estudio retrospectivo se analizaron y describieron
los resultados de las biopsias de ganglios linfaticos
de pacientes en un hospital publico de Medellin.

Materiales y métodos
Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Hospital La Maria de
Medellin, reconocido a nivel regional como centro
de referencia para la atencién de pacientes con
infeccion por HIV y tuberculosis multirresistente.

Correspondencia:
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de Colombia, Ciudad Universitaria, Carrera 30 N° 45-03, oficina
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Se recopilaron los datos de las historias clinicas
de pacientes sometidos a biopsia por escision de
ganglio linfatico, durante el periodo comprendido
entre enero de 2009 y diciembre de 2011. Los
pacientes debian tener un diagnéstico confirmado
de infeccion por HIV antes o durante el estudio de
la adenopatia, segun la definicién del protocolo
vigente para la época y mediante pruebas sero-
I6gicas ratificadas con Western blot.

Recoleccion de lainformacién y anélisis
estadistico

Los datos se recopilaron inicialmente de las bases
de datos del Servicio de Cirugia y se referian
a aquellos pacientes sometidos a biopsia por
escision de ganglio, tanto los hospitalizados como
los atendidos ambulatoriamente. Solo se incluyeron
pacientes mayores de quince afios.

El protocolo de la institucién para el estudio de
las muestras de ganglio linfatico de pacientes
con HIV contempla los siguientes pasos: se toma
una muestra destinada al cultivo de hongos,
micobacterias y bacterias aerobias para el estudio
microbiolégico; se aplican las coloraciones de
Ziehl-Neelsen (ZN), de auramina y rodamina, el
examen directo y la tincion de Gram; otra muestra
se envia al Laboratorio de Patologia donde se hace
la coloracion con hematoxilina eosina. Con base en
la historia clinica y los hallazgos con la coloracion
béasica, el médico patélogo decide si es necesario
complementar el estudio con tinciones especiales
(acido perydédico de Schiff, plata metenamina de
Gomori, ZN modificado e inmunoperoxidasa, entre
otras) e inmunohistoquimica.

Se recopilaron, asimismo, los datos demograficos,
los sintomas del paciente en el momento del ingreso
alhospitaly el area de residencia segun fuera urbana
o rural. Se anotaron los conteos de carga viral y
linfocitos T CD4, y si el paciente recibia el tratamiento
antirretroviral altamente efectivo o no, aunque en
caso de recibirlo no se registré su duracion. Ademas,
se registraron los resultados y el sitio anatomico
de la biopsia de ganglio linfatico (cervical, axilar,
epitroclear, abdominal o inguinal) y el método de
diagnostico utilizado (directo y con tinciones, cultivo,
histopatologia). Dichos resultados se agruparon en
tres categorias: etiologia infecciosa, neoplasica
0 cambios reactivos. Los hallazgos reactivos
benignos se agruparon sin diferenciar su categoria
(hiperplasia folicular sin fragmentacion, hiperplasia
folicular con fragmentacion, involucion folicular y
deplecion folicular). Asimismo, se recopilaron los
datos del diagnéstico final de los pacientes segun
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los hallazgos clinicos, microbioldgicos, radiolégicos
e histolégicos obtenidos durante el periodo de
estudio de la adenopatia, y se registraron en una
base de datos del programa Microsoft Office
Excel®, versién 2010, para su analisis posterior.
Los resultados se reportaron en valores absolutos
y medidas de tendencia central. Se utilizo la prueba
de ji al cuadrado para determinar las diferencias
entre proporciones considerando significativas
aquellas con un valor de p menor de 0,05. La prueba
exacta de Fisher se utilizd cuando el nimero de
casos era de cinco o menos.

Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por el Comité Etico del
Hospital La Maria de Medellin y de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
Se garantiz6 la confidencialidad de la informacién y
ningun registro contenia informacion sensible sobre
la identidad de los pacientes. Dado que se traté de
un estudio retrospectivo sin riesgo y no se registro
informacién sobre la identidad de los participantes,
no se solicitd consentimiento informado.

Resultados

En total, 120 pacientes con infeccién por HIV se
sometieron a biopsia de ganglio linfatico durante el
periodo de estudio. En dos pacientes se hicieron
dos biopsias con resultado similar, por lo cual en
el andlisis solo se incluy6 el primer resultado.

La informacion demografica y las caracteristicas
de los pacientes se resumen en el cuadro 1. La
mayoria de los pacientes era de sexo masculino
(79,2 %), con una edad media de 33,3 afios (rango
de 15 a 62 afios), provenia del area urbana (82,5 %)
y no estaba recibiendo tratamiento antirretroviral
altamente efectivo (65,8 %).

La media del recuento de linfocitos T CD4 fue
de 125,8 células por mm3 (1 a 952 células/mm?),
pero, en trece pacientes no se disponia de esta

Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes con infeccion por
HIV y biopsia de ganglio (n=120)

Caracteristica n %
Sexo masculino 95 79,2
Uso de antiretrovirales 41 34,2
Recuento de linfocitos CD4 107 125,8 *

(células/mm?, media)
Procedencia

Urbana 99 82,5
Rural 21 17,5
* media

Adenopatias en pacientes con infeccién por HIV

informacién. De los 41 sujetos que recibian trata-
miento antirretroviral altamente efectivo y cuya
carga viral para HIV se habia registrado, solo en
tres (7,3 %) esta fue indetectable y en trece (31 %)
no se registroé el valor.

La frecuencia de los sintomas se presenta en el
cuadro 2, asi como los diagnosticos establecidos
mediante la biopsia de ganglio. Los diagnésticos
de las biopsias y su localizacion anatémica se
resumen en el cuadro 3. Solo tres pacientes fueron
completamente asintomaticos, pero presentaron
adenopatias en el examen fisico: uno con diag-
nostico final de tuberculosis, uno con cambios
reactivos y otro con sindrome de reconstitucion
inmunoldgica. El sintoma mas comun fue la fiebre
(79,2 % de los pacientes).

Solo tres pacientes (2,5 %) tuvieron resultados
normales en la biopsia de ganglio linfatico; en el
resto de biopsias, se detectd, por lo menos, una
anormalidad con la siguiente distribucion: en 58 %
de los pacientes era de origen infeccioso, en 32,5 %
respondia a cambios reactivos y en 6,6 % era de
origen neoplasico. En 17 casos hubo mas de un
diagndstico: ocho de origen infeccioso, ocho de
cambios reactivos e infeccidn, y uno de tuberculosis
y sindrome de reconstitucién inmunologica. No se
encontraron mas de dos diagndsticos simultaneos
en ninguna de las biopsias. La mayoria de los
pacientes con cambios reactivos tuvo fiebre y era
menor de 40 afios: el 36 % de los menores de 40
afios y el 25,8 % de los mayores de esta edad
presentaba estos cambios, aunque dicha diferencia
no fue estadisticamente significativa.

Los diagnosticos basados en la biopsia de ganglio
linfatico segun el recuento de linfocitos T CD4,
se muestran en el cuadro 4. Se encontré una
mayor frecuencia de pacientes con diagndstico de
algun tipo de infeccién en el grupo con linfocitos
T CD4 en numero menor de 50 células por mmé,
Segun el area de residencia, se encontré que,
en general, el recuento de linfocitos T CD4 fue
similar entre pacientes del area urbana y del area
rural (menos de 200 células/mm®en 77,7 % de los
pacientes procedentes del area urbana Vs. 76,04 %
del area rural), asi como el uso del tratamiento
antirretroviral altamente efectivo (35,4 % del area
urbana Vs. 28,6 % del area rural). Sin embargo,
hubo diferencias importantes en la frecuencia
de ciertas infecciones, pues en el 28,5 % de
los pacientes del area rural se encontrd histo-
plasmosis ganglionar, mientras que esta solo
se reportd en 9,1 % de aquellos del area urbana
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Cuadro 2. Manifestaciones clinicas y diagnosticos a partir de la biopsia

Biomédica 2017;37:79-85

Signos y sintomas

Diagnodstico a partir de la biopsia de ganglio

Tuberculosis Cambios Histoplasmosis Complejo Linfoma  Criptococosis Otro
(n=58) reactivos (n=15) M. avium (n=5) (n=3) (n=8)
n % (n=39) n % (n=5) n % n % n %
n % n %
Fiebre 51 (87,9) 30 (76,9) 12 (80,0) 3(60,0) 3(60,0) 3(100) 5 (62,5)
Tos 36 (62,1) 22 (56,4) 6 (40,0) 0 (0) 3(60,0) 0 (0 4 (50)
Pérdida de peso 27 (46,6) 14 (35,9) 10 (66,7) 4 (80,0) 3(60,0) 2 (66,7) 3(37,5)
Disnea 17 (29,3) 6 (15,4) 2(13,3) 1(20,0) 0 (0) 0 (0 2 (25)
Dolor abdominal 12 (20,7) 8 (20,5) 7 (46,7) 3(60,0) 1(20,0) 0 (0 0 (0)
Diarrea 24 (41,4) 13 (33,3) 6 (40,0) 3(60,0) 2 (40,0) 1 (33,3) 2 (25)
Cefalea 15 (25,9) 7(17,9) 3(20,0) 0 (0) 1(20,0) 1 (333) 0 (0)
Lesiones de piel 1 (1,7) 3 (7,7) 2(13,3) 0 (0) 0 (0) 0 (0 1(12,5)
y mucosas
Cuadro 3. Tipo de diagnostico final segin la ubicacion anatdomica del ganglio estudiado
Diagnéstico Localizacion anatémica Total
Cervical Axilar Epitroclear Inguinal Mesentérica
n % n % n % n % n %
Tuberculosis 47 (81,0) 6 (10,3) 1 (1,7) 1 (1,7) 3 (52 58
Cambios reactivos 31 (79,5) 2 (51 1 (2,6) 5(12,8) 0 (0) 39
Histoplasmosis 12 (80,0) 0 (0) 0 (0) 3(20,0) 0 (0) 15
Complejo M. avium 5 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 5
Linfoma 3 (60,0) 1(20,0) 0 (0) 0 (0) 1(20,0) 5
Criptococosis 1 (333 1 33,3) 1(33,3) 0 (0) 0 (0) 3
Otros (*) 5 (62,5) 0 (0) 1(12,5) 2 (25,0) 0 (0) 8

*Otros: sarcoma de Kaposi=2; sindrome de reconstitucién inmunolégica=2, linfadenopatia necrosante con absceso=1, microgranulomas inespecificos=1,
paracoccidioidomicosis=1, adenocarcinoma metastasico en sitio no identificado=1

Cuadro 4. Diagnéstico del ganglio segin el conteo de CD4

Diagnodstico Recuento de linfocitos T CD4 (%)

<50 células/mm? 51-200 células/mm? >200 células/mm? Sin dato
Tuberculosis (n=58) 28 (48,3) 16 (27,6) 11 (18,9) 3 (5,2)
Cambios reactivos (n=39) 12 (30,8) 12 (30,8) 9(23,7) 6 (15,4)
Histoplasmosis (n=15) 9 (60,0) 1 (6,7) 3(20) 2 (13,3)
Complejo M. avium (n=5) 4 (80,0) 0 (0) 0 (0) 1 (20)
Linfoma (n=5) 2 (40,0) 1(20,0) 1 (20) 1(20,0)
Criptococosis (n=3) 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0) 0 (0)

(p=0,025). Aunque los cambios reactivos fueron
mas comunes en los pacientes del area urbana
(36,3 % Vs. 14,2 %), las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0,07; prueba
exacta de Fisher).

Por ultimo, se encontré6 que nueve pacientes con
tuberculosis ganglionar tenian infecciones oportu-
nistas diferentes en otros érganos. De aquellos con
tuberculosis diseminada, dos tuvieron diagnéstico
de histoplasmosis ganglionar, uno, de criptococosis
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ganglionar, y otro, de metastasis ganglionares
axilares contralaterales. Ademas, entre los pacien-
tes con criptococosis en ganglio linfatico, uno
presentaba también tuberculosis diseminada v,
otro, sarcoma de Kaposi diseminado. En ninguno
de estos casos se encontrd evidencia de tales
condiciones en el ganglio examinado.

Entre los pacientes con histoplasmosis ganglionar
se encontr6 un caso de infeccion diseminada
por citomegalovirus y dos de neumonitis por
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Pneumocystis jirovecii, sin que dichas condiciones
se evidenciaran en los estudios de histopatologia
del ganglio. Ninguno de los pacientes con diagnos-
tico de linfoma mediante la biopsia ganglionar
presento otra condicién adicional.

Discusidn

Este trabajo constituye un aporte al conocimiento
de la epidemiologia de las infecciones oportunistas
y los tumores en pacientes con infeccion por HIV
en Colombia. La mayoria de los trabajos sobre
adenopatias en estos pacientes se hallevado a cabo
en paises donde la tuberculosis es endémica (India,
Brasil, Iran, Zambia y Malasia) y donde, ademas, el
ndamero de pacientes con sida es alto y el acceso
al tratamiento antirretroviral altamente efectivo es
bajo, al igual que en nuestro pais (3,5,6,13-19).
A diferencia de estos estudios, en los cuales la
mayoria de los ganglios estudiados se evaluaron
mediante una biopsia por aspiracion con aguja fina,
todos los pacientes en este estudio se sometieron
a biopsia por escision de ganglio linfatico.

En general, en la mayoria de ellos y en los de
las series de casos citadas, las adenopatias
respondieron a una causa infecciosa. Dadas las
condiciones epidemiolégicas mencionadas, era
predecible que la infeccion mas comun fuera
la tuberculosis (casi la mitad), lo cual coincide
con los datos publicados en otras series, donde
la frecuencia ha oscilado entre el 26 y el 67 %
(3,6,13-19). En un estudio en Sudafrica, Maartens,
et al., encontraron una frecuencia mucho mayor
de tuberculosis (92 %) (5), diferencia que proba-
blemente se deba a la mayor incidencia de esta
enfermedad en ese pais (860 casos por 100.000
habitantes, en comparacién con 26 por cada
100.000 en Colombia) (20) y porque, ademas, en
dicho estudio la poblaciéon evaluada incluy6 solo
a pacientes con sospecha de tuberculosis y con
baciloscopia de esputo negativa. Por el contrario,
la frecuencia de la enfermedad segun los estudios
de Bogoch, et al. (12), y de Bottles, et al. (2), de
2,8 %y 10 %, respectivamente, se explicaria por la
baja incidencia de la tuberculosis en Norteamérica,
donde apenas alcanza los tres casos por 100.000
habitantes (21).

La histoplasmosis fue un hallazgo comun, diag-
nosticada en 12,5 % de los casos. No obstante,
este no es un hallazgo frecuente en otras series,
pues en la mayoria no se ha descrito dicha infeccion
(2,5,12,19,22,23) y solo en cuatro estudios se han
registrado frecuencias de histoplasmosis ganglionar
entre 0,6 % y 5,1 % (3,7,8,18). En el estudio de
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Cortez, et al.,, en Brasil (17), la frecuencia de
histoplasmosis ganglionar fue de 8,7 %, resultado
similar al del presente estudio.

Las diferencias encontradas responderian a varias
razones: las distintas prevalencias de la enfermedad,
los medios de diagndstico utilizados (en todos los
pacientes del presente estudio se hizo cultivo para
hongos) y, ademas, la habilidad y conocimiento
del personal para sospechar y detectar el micro-
organismo oportunista causante de la infeccion.

Este estudio se hizo en un hospital de referencia
para pacientes con infeccién por HIV a nivel regional,
con experiencia en el diagnostico y el tratamiento
de enfermedades infecciosas asociadas. Ademas,
en Antioquia se ha documentado claramente la
relacion entre la infeccion por HIV y la histoplas-
mosis oportunista (24), y es el departamento del
pais con la mayor deteccion de casos, seguido por
el Valle del Cauca y Cundinamarca (25).

La poca frecuencia de condiciones neoplasicas
(linfoma, sarcoma de Kaposi, adenocarcinoma
metastasico), a pesar del estado de inmuno-
supresién avanzado de la poblacién estudiada
(promedio de linfocitos T CD4 de 125,8 células/
mm?), podria explicarse, en parte, por la baja tasa
de uso del tratamiento antirretroviral altamente
efectivo, pues, aunque la mayoria de los pacientes
estaba en estadios avanzados de la infeccion, su
supervivencia no se habia prolongado y, por lo
tanto, no habian desarrollado la mayoria de los
canceres frecuentes en estos casos.

Una revision sistematica en la cual se evalud el
impacto de este tipo de tratamiento en la evolucién
de los canceres, reveld que este disminuyo la
frecuencia de neoplasias definitorias y aumenté
la de aquellos tumores no definitorios (26). La
poca frecuencia del uso de este tratamiento se ha
relacionado con lo encontrado para este tipo de
linfomas y sarcomas, y con la poca frecuencia de
adenocarcinomas. En este sentido, es necesario
hacer estudios con otras poblaciones en el futuro,
ya que es posible que con el tiempo cambie la
proporcién de los hallazgos que aqui se describen.
La informacion recolectada en otras series de casos
evidencia una frecuencia muy dispar, puesto que
se registra enfermedad neoplésica entre 2,6 % y
42,9 % de los pacientes (3,8,12,17,22), con una
notoria variacion segun la metodologia utilizada y
el tipo de estudio del ganglio linfatico.

El hallazgo de cambios reactivos en este estudio
se dio en 32,5 % de los pacientes, similar a lo
descrito en otras series, en las cuales se han
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registrado frecuencias entre 25 y el 50 %, con
diferencias importantes en cuanto a la poblacion
estudiada, el acceso al tratamiento antirretroviral
altamente efectivo y la inmunosupresion. Se detec-
taron cambios reactivos con mayor frecuencia
en los menores de 40 afos, lo cual diverge de
lo encontrado en el estudio de Bogoch, et al.
(12), en el que una edad de mas de 40 afios, el
uso del tratamiento, la presencia de fiebre, la
pérdida de peso y el tamafio de los ganglios
estudiados se asociaron con el aumento de la
probabilidad de cambios reactivos en los ganglios
de pacientes con infeccion por HIV. Ademas, los
hallazgos en los pacientes de este estudio fueron
mas frecuentes en aquellos que no seguian el
tratamiento antirretroviral altamente efectivo y
no habian experimentado pérdida de peso. No
obstante, es necesario aclarar que la metodologia
empleada en este estudio fue muy diferente, pues
la investigacion citada fue prospectiva y el célculo
de la muestra se establecid para poder encontrar
dichas diferencias, y ademas, la frecuencia de los
cambios reactivos fue mayor (50 %).

Es importante mencionar que en 6,6 % de los
pacientes se evidencié mas de una infeccién en la
biopsia de ganglio linfatico y, ademas, 17 tuvieron
una infeccién diferente a la encontrada en otros
sitios. Es decir, la biopsia de ganglio linfatico
permitié diagnosticar una infecciéon oportunista
adicional en el 14,1 % de los pacientes estudiados.

Se encontraron diferencias en la frecuencia de
histoplasmosis ganglionar entre los pacientes
del area rural y aquellos provenientes de areas
urbanas; sin embargo, debido a la metodologia
empleada y al nimero de pacientes, no se pudo
establecer una asociacion clara.

El presente estudio tuvo varias limitaciones. La
naturaleza retrospectiva de la metodologia utili-
zada conllevd sesgos de seleccion y fallas en la
recoleccion de la informacion que no dependieron
de los investigadores, pues se debieron a la falta
de datos. No se contdé con informacion sobre
el recuento de linfocitos T CD4 en 11 % de los
pacientes y de la carga viral del HIV en 33,3 %, no
se describi6 el tamafio de los ganglios ni de todas
las cadenas comprometidas en un mismo paciente,
y no se obtuvo informacién precisa sobre el tiempo
de uso del tratamiento antirretroviral altamente
efectivo. Ademas, como ya se ha explicado, el
estudio se hizo en un centro de referencia para
manejo de pacientes con infeccion por HIV, por
lo que es posible que los resultados no puedan
generalizarse a toda la poblacién infectada.
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En conclusién, la biopsia de ganglio linfatico en
pacientes con infeccién por HIV es una herramienta
atil que permite el diagndstico de enfermedades
infecciosas graves y neoplasicas asociadas, por
lo cual deberia ser de uso rutinario en todos los
pacientes con adenopatias, independientemente de
su sintomatologia, su estado de inmunosupresion
o la presencia de infecciones o enfermedades
localizadas en sitios diferentes a los ganglios.

El notable rendimiento diagndstico de la biopsia
de ganglios cervicales debe motivarnos para
buscarlos en la exploracion clinica y, por su facil
acceso quirargico, a solicitar su biopsia tan pronto
sean detectados. De esta forma, el resultado
de enfermedades con gran mortalidad, como la
tuberculosis y la histoplasmosis, para las cuales
existe un tratamiento eficaz, podria ser favorable
en estos pacientes.
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ARTICULO ORIGINAL

Caracterizacion de aislamientos clinicos de
Mycobacterium tuberculosis obtenidos de individuos positivos
para HIV en Colombia, 2012

Claudia Castro, Alba Ricardo, Angie Zabaleta, Claudia Llerena, Gloria Puerto
Laboratorio de Micobacterias, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia

Introduccion. Una tercera parte de los casos nuevos de tuberculosis se atribuye a la propagacioén del
HIV. En 2012, se presentaron en Colombia 1.397 casos de tuberculosis concomitante con la infeccion
por HIV, es decir, 11,8 % del total de notificados. El uso de las herramientas de epidemiologia molecular
contribuye a una mejor comprension de la transmision de la enfermedad.

Obijetivo. Caracterizar los aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis de individuos positivos
para HIV recibidos en el Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Nacional de Salud.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional descriptivo. Se estudiaron 63 aislamientos
de individuos con tuberculosis e infeccion por HIV mediante pruebas de identificacion, sensibilidad y
genotipificacion.

Resultados. Dos de los casos nuevos (3,3 %) eran resistentes a rifampicina y uno (1,6 %) a
isoniacida, en tanto que tres (5,0 %) lo eran a la isoniacida combinada con estreptomicina. Los
casos previamente tratados fueron sensibles. No se evidencié multirresistencia. Hubo 20 (31,7 %)
aislamientos de la familia genética LAM9, 8 (12,7 %) de la H1 y 7 (11,1 %) de la T1 . Diecinueve
aislamientos correspondieron a patrones huérfanos. Se observé un Unico agrupamiento entre los
aislamientos analizados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
resistencia a farmacos y las familias genéticas.

Conclusion. La resistencia encontrada demostrd la transmision de cepas resistentes a rifampicina e
isoniacida. Las familias genéticas LAM9, T1 y H1 corresponden a las descritas en la poblacion general.
No se evidencié transmision activa en los aislamientos estudiados. Se necesitan estudios mas completos
para conocer la situacion real de la infeccion concomitante de tuberculosis y HIV en el pais.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis/transmision; HIV; coinfeccion; epidemiologia molecular;
resistencia a medicamentos.
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Characterization of clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis from HIV positive individuals
in Colombia, 2012

Introduction: One third of the increase in tuberculosis cases is attributed to the spread of HIV. In 2012,
1,397 HIV-associated tuberculosis cases were reported in Colombia, i.e., 11.8% of the total cases.
Molecular epidemiology tools help to understand the transmission of tuberculosis.

Objective: To characterize clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis derived from HIV-infected
individuals, received at the Laboratorio Nacional de Referencia in the Instituto Nacional de Salud.
Materials and methods: This was a descriptive observational study. We analyzed 63 isolates of M.
tuberculosis from HIV-infected individuals. Identification, drug susceptibility and genotyping assays
were performed.

Results: Of the new cases evaluated, three (5.0%) were resistant to isoniazid combined with
streptomycin; two (3.3%) to rifampicin, and one (1.6%) to isoniazid. Previously treated cases were
sensitive. No multidrug resistance was evident. Among the predominant genotypes, 20 isolates were
(31.7%) LAM9, eight (12.7%), H1, and seven (11.1%), T1. Nineteen isolates corresponded to orphan
patterns. One single grouping was observed among tested isolates. We found no statistically significant
difference between the proportions of the antituberculous drug resistance and genotypes.
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Infeccién simultanea de tuberculosis y HIV

Conclusion: We found resistant isolates to the most powerful drugs, rifampicin and isoniazid, among
new cases, showing the transmission of resistant strains. Genetic families of M. tuberculosis LAM9, T1
and H1 correspond to those described in the general population. We detected no active transmission
among studied isolates. More comprehensive studies are needed to assess the real situation of HIV-
associated tuberculosis in the country regarding sensitivity and transmission.

Key words: Mycobacterium tuberculosis/transmission; HIV; coinfection; molecular epidemiology;

drug resistance.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3112

La tuberculosis es un problema de salud publica
a nivel mundial. Durante el 2012, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estimé 8,6 millones de
casos a nivel mundial, y 1,3 millones de muertes
por esta causa (1). Muchos factores se han aso-
ciado durante la Ultima década al incremento en
el numero de casos de la enfermedad, una tercera
parte del cual se atribuye a la propagacion del virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV) (2). Durante
ese afo, en el mundo se presentaron 1,1 millones
de casos de infeccion concomitante de tuberculosis
y HIV, de los cuales 31.000 se registraron en
Latinoamérica.

En el 2012, se diagnosticaron en Colombia 11.990
casos de pacientes con tuberculosis en todas
las formas, de los cuales 7.572 (63,2 %) habian
solicitado la prueba voluntaria para HIV, y 1.397
(11,8 %) presentaban infeccion concomitante de
tuberculosis y HIV (3).

Desde 2009, el Programa Nacional de Control
de Tuberculosis definié los grupos de riesgo de
tuberculosis mediante la circular 058, entre ellos,
los casos de personas con HIV, cuyo diagndstico
se debe hacer por baciloscopia, cultivo y prueba
de sensibilidad a farmacos antituberculosos (4).
En el Grupo de Micobacterias de la Direccion de
Redes en Salud Publica del Instituto Nacional
de Salud, se reciben los cultivos de casos de
tuberculosis provenientes de algunos de los entes
territoriales, con el fin de hacer las pruebas de
sensibilidad en el marco de las actividades de
vigilancia en salud publica.

Ademas, en el Grupo de Micobacterias, se hacen
estudios de epidemiologia molecular para conocer
la cadena de transmision de la enfermedad, esta-
blecer las causas de las recurrencias y proveer
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informacion para determinar la transmision activa,
evidenciada por la circulaciéon de genotipos y la
presencia de agrupamientos, informacién que
contribuye al control de la enfermedad en diferen-
tes poblaciones, especialmente en los grupos de
riesgo, como es el caso de pacientes con infeccion
concomitante de tuberculosis y HIV (5-8). En los
paises en donde la tuberculosis y la infeccion
por HIV son endémicas, es comun encontrar
casos agrupados en los analisis de epidemiologia
molecular, lo cual demuestra la expansion epidémica
de la tuberculosis asociada al HIV (6,9-10).

Por lo tanto, es importante el desarrollo de estudios
que analicen la repercusion de la infecciéon por
el HIV en la transmisién y la adquisicion de la
resistencia a los medicamentos, como parte de las
prioridades en investigacion cuando los recursos
son limitados y dicha infeccién es prevalente (11). En
este contexto, los andlisis de transmisién mediante
estudios de epidemiologia molecular y la vigilancia
de la resistencia a los farmacos deben hacerse
rutinariamente en este grupo de pacientes.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar aisla-
mientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis
de individuos positivos para el HIV, recibidos
en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud
durante el primer semestre de 2012.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se hizo un estudio observacional y descriptivo para
caracterizar los aislamientos de casos con infeccion
concomitante de tuberculosis e infeccion por HIV en
Colombia, recibidos en el primer semestre de 2012.
En el andlisis se tuvieron en cuenta las variables
sociodemograéficas relacionadas con el paciente, los
perfiles de resistencia a farmacos antituberculosos
y la genotipificacion de los aislamientos.

Aislamientos de Mycobacterium tuberculosis

Se analizaron 63 aislamientos provenientes de
individuos con tuberculosis e infeccién por HIV,
registrados en el formato Unico de vigilancia de
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micobacterias en la categoria de “persona que
convive con el HIV”, y con resultado en la prueba
de sensibilidad a los farmacos antituberculosos.
Dichos registros fueron remitidos al Instituto
Nacional de Salud por los laboratorios de salud
publica de aquellos entes territoriales que no
cuentan con estas pruebas.

Pruebas de laboratorio

Identificacién de especie y sensibilidad. Los aisla-
mientos se sometieron a identificacion fenotipica,
mediante pruebas bioquimicas y enzimaticas que
detectan el complejo M. tuberculosis (12). Para
determinar los patrones de sensibilidad, se utilizo la
técnica semiautomatizada en medio liquido Bactec
MGIT™, en la cual se emplea un tubo que contiene
caldo Middlebrook 7H9 y un compuesto de rutenio
fluorescente incluido en silicona, y se fundamenta
en la accion de consumo de oxigeno por parte de
la micobacteria, lo cual libera la fluorescencia del
compuesto y permite detectar su viabilidad al ser
expuesta a los farmacos para determinar si es
sensible o resistente. Las concentraciones criticas
usadas fueron las siguientes: estreptomicina, 1y 4
pag/ml; isoniacida, 0,1y 0,4 pug/ml; rifampicina, 1 pg/
ml, y etambutol, 1y 7,5 ug/ml. En la interpretacién
de los resultados se utilizd el programa Epicenter
(13,14).

La calidad de las pruebas de sensibilidad a los
farmacos fue evaluada por el Instituto de Salud
Puablica de Chile, el cual lleva a cabo un control
anual a los laboratorios nacionales en el marco del
programa mundial de vigilancia de la resistencia.

Tipificacién mediante spoligotyping y
Mycobacterial interspersed repetitive unit-
variable number (MIRU-VNTR)

La extraccion de ADN y la aplicacién de la metodolo-
gia de spoligotyping se hicieron segun lo expuesto
por Kamerbeek, et al., en 1997. La tipificacién con
oligonucledtidos espaciadores (spoligotyping) es
una técnica basada en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), util para la discriminacion de
especies del complejo M. tuberculosis mediante la
deteccidn de espaciadores entre las repeticiones
directas dellocus DR (15). La metodologia de MIRU-
VNTR de 24 loci se hizo de forma manual mediante
la amplificacion por PCR de los 24 minisatélites y
la visualizacién de los amplificados en geles de
agarosa, segun el protocolo descrito por Supply,
et al., en 2006 (16). Desde 2013, el Laboratorio
Nacional de Referencia del Instituto Nacional de
Salud garantiza la calidad de las pruebas de MIRU-
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VNTR mediante el control de calidad del Laboratorio
de Referencia para Tuberculosis del Ministerio de
Salud, Bienestar y Deportes de Holanda.

Anélisis de agrupamientos

El agrupamiento se defini6 como dos o mas aisla-
mientos de M. tuberculosis con un patrén idéntico
determinado mediante spoligotyping y MIRU.

Analisis molecular y designacién de familias
genéticas

Los patrones obtenidos por spoligotyping se com-
pararon con la base de datos internacional SITVIT
del Instituto Pasteur de Guadalupe (http://www.
pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE), y se
designaron las familias genéticas y los codigos SIT
(Spoligo International Type) (17).

La comparacion de los resultados obtenidos
mediante las dos metodologias, asi como la
generacion de los dendrogramas y los arboles
de expansion minima (Minimum Spanning Tree,
MST), se hicieron con el programa VNTR Plus.
Para la construccion de los arboles MST, se usé
el algoritmo neighbor-joining (18).

Los patrones de spoligotyping que no se encon-
traron en la base de datos SITVIT (patrones
huérfanos), se analizaron mediante la herramienta
SpotClust (http://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.
html SPOTCLUST), la cual hace una prediccién de
las familias genéticas de M. tuberculosis mediante
el uso de un modelo derivado de la base de datos
SpolDB3, con base en el analisis de los algoritmos
de evolucion de los patrones de spoligotyping (19).

Anadlisis de los datos

Se utilizaron tres fuentes de informaciéon. La
primera correspondié al formato Unico de vigilancia
de las micobacterias, documento establecido por el
Instituto Nacional de Salud para el procesamiento
de las pruebas de sensibilidad, el cual se recibe
con cada cultivo y contiene informacion sobre el
sexo y la edad de los pacientes, la forma clinica
de la enfermedad, el ente territorial remitente y la
condicion de ingreso al programa de cada paciente
(nuevo o previamente tratado), datos que deben
ser recopilados por el personal de salud en la
institucion donde se los atiende. La segunda fueron
los resultados de las pruebas de sensibilidad para
la deteccion de los patrones de resistencia a los
farmacos, y la tercera, la base de datos de los
resultados de la genotipificacion especifica para
este estudio.
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Se describieron las variables sociodemograficas de
los casos y su distribucion geogréafica empleando
el programa EPI Info™, version 7.1.3.

Se calculd la proporcién de resistencia a farmacos,
teniendo en cuenta la condicion de ingreso de la
persona al programa de tuberculosis (nuevo o previa-
mente tratado), y los porcentajes de aislamientos
sensibles y resistentes en cada una de las familias
genéticas identificadas, con un intervalo de confianza
de 95 %. Las diferencias entre las proporciones de
resistencia a farmacos segun familias genéticas se
establecieron mediante la prueba exacta de Fisher,
tomando como referencia la familia genética de M.
tuberculosis con mayor nimero de aislamientos resis-
tentes en el estudio, con un intervalo de confianza
de 95 %, y una significacién estadistica de p<0,05.

Resultados

El analisis de las variables sociodemograficas
evidencio que 37 (58,7 %) casos correspondian
a pacientes de sexo masculino; el rango de edad
oscilo entre 19 y 59 afios, con una mediana de
32. En 51 (80,9 %) casos se presentaron formas
pulmonares y en 60 (95,2 %) la condicién de
ingreso al programa correspondié a pacientes
nuevos, es decir, sin antecedente de tratamiento
antituberculoso. Los casos analizados provenian
de diez entes territoriales, principalmente del depar-
tamento del Valle del Cauca, con 24 (38,1 %) y
Bogota, con 13 (20,6 %) (cuadro 1).

Todos los aislamientos de los casos en estudio per-
tenecian al complejo M. tuberculosis, segun las
pruebas fenotipicas utilizadas. Al evaluar los patrones
de resistencia en los 60 aislamientos provenientes
de casos nuevos, se encontrd que 54 (90 %) eran
sensibles, dos (3,3 %) presentaron resistencia solo a
la rifampicina, uno (1,6 %), resistencia a isoniacida, y
tres (5 %), resistencia combinada a la estreptomicina
y la isoniacida. La resistencia global para este grupo
fue de 10 %. Los tres aislamientos (4,7 %) de casos
previamente tratados fueron sensibles.

Los aislamientos de los 63 casos pertenecian a 11
familias genéticas de M. tuberculosis (cuadro 2).
Diecinueve (30,1 %) de los resultados obtenidos por
spoligotyping no mostraron similitud con los patrones
de la base de datos SITVIT, y se consideraron
patrones huérfanos. Entre las familias descritas
en la base de datos mundial, se encontraron la
LAM9, la H1 y la T1, con una frecuencia de 20
(31,7 %), ocho (12,7 %) y siete (11,1 %) casos,
respectivamente. Los codigos SIT mas frecuentes
fueron el 42 (LAM9), el 53 (T1) y el 62 (H1).

Infeccién simultanea de tuberculosis y HIV

Mediante el uso de SpotClust para la prediccion
de las familias genéticas de M. tuberculosis, los
19 casos huérfanos se clasificaron como sigue:
ocho pertenecian a la familia H1, cinco, a LAM9,
y dos aislamientos, a cada una de las familias
T1, S y LAM2 (cuadro 3). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
las proporciones de resistencia a los farmacos
entre las familias genéticas de M. tuberculosis
encontradas al tomar como referencia el patrén
huérfano (cuadro 2). El andlisis de los aislamien-
tos por spoligotyping y MIRU-VNTR en el MST
evidencidé una gran prevalencia de la familia LAM
(figura 1).

Al analizar los aislamientos con spoligotyping y
MIRU-VNTR, solo se hallé el agrupamiento de
dos de ellos correspondientes a pacientes de
Bogota y Bucaramanga; uno de dichos pacientes
tenia tuberculosis pulmonar vy, el otro, tuberculosis
extrapulmonar, y no fue posible establecer ningln
vinculo epidemiolégico entre ellos (figura 2).

Discusidn

El andlisis de los datos demogréficos de sexo, edad
y tipo de tuberculosis de los pacientes incluidos
en el estudio arrojé proporciones similares a lo
reportado por el Sivigila en el mismo afio (3), a

pesar de que el nimero de casos analizados en
este trabajo fue mucho menor al de la notificacion.

Los entes territoriales que mas casos aportaron
segun la notificacién del Sivigila fueron Antioquia,
Valle del Cauca y Bogotd, con 44,3 %, en tanto que
en este trabajo el mayor nimero de casos provenia
del Valle del Cauca y Bogota; no obstante, debe
sefialarse que la informacion de Antioquia no se
analiz6 porque en este departamento se cuenta

Cuadro 1. Procedencia de los 63 casos de infeccion concomitante
de tuberculosis y HIV incluidos en el estudio

Ente territorial Numero %
de casos

Bogota, D.C. 13 20,63
Caldas 1 1,59
Cundinamarca 3 4,76
La Guajira 1 1,59
Meta 2 3,17
Norte de Santander 2 3,17
Quindio 3 4,76
Risaralda 7 11,11
Santander 7 11,11
Valle del Cauca 24 38,10
Total 63 100
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Cuadro 2. Frecuencia de las familias de complejo M. tuberculosis encontradas en 63 aislamientos de personas con infeccion concomitante
de tuberculosis y HIV, y andlisis de las diferencias entre las proporciones de resistencia a farmacos segun familias genéticas

Familia Aislamientos % IC,,, Resistente (n=6) Sensible (n=58) p*
(n=63)
n % n %
LAM9 20 31,75 19,46-44,03 1 5,00 19 95,00 0,28
Huérfano 19 30,16 18,03-42,28 3 15,79 16 84,21 ref
H1 8 12,70 3,68-21,71 1 12,50 7 87,50 0,66
T1 7 11,11 2,56-19,66 0 0 7 100 0,37
LAM5S 2 3,17 0,39-11,00 0 0 2 100 0,72
LAM5-LAM6 2 3,17 0,39-11,00 0 0 2 100 0,72
H3 1 1,59 0,04- 8,53 0 0 1 100 0,85
LAM2 1 1,59 0,04- 8,53 0 0 1 100 0,85
LAM3 1 1,59 0,04- 8,53 0 0 1 100 0,85
U(LAM3) 1 1,59 0,04- 8,53 1 100 0 0 0,20
X3 1 1,59 0,04- 8,53 0 0 1 100 0,85

*Prueba exacta de Fisher

Cuadro 3. Resultados del analisis de los 19 patrones huérfanos
de aislamientos de M. tuberculosis procedentes de pacientes
con infeccién concomitante de tuberculosis y HIV mediante la
herramienta SpotClust

Codigo Espoligotipos Familia Probabilidad
175 777771074000420 H1 0,999
403 777767774020631 H1 0,999
107 777767607760671 LAM9 0,999
365 777767605760771 LAM9 0,999
348 777747634000621 H1 0,999
368 777747634000621 H1 0,999
366 777367630740671 T1 0,999
457 777347676760660 T1 0,999
383 777347607740671 LAM9 0,999
315 757737607760771 LAM9 0,999
30 557247434000621 H1 0,999
179 517247606740661 LAM9 0,999
326 T77777776020731 H1 0,992
590 777777776020731 H1 0,992
580 777737776020731 H1 0,992
280 677737607760631 LAM2 0,817
333 677737605760771 LAM2 0,817
311 776377777740731 S 0,810
596 776377777740731 S 0,810

con un laboratorio de salud publica que lleva a
cabo la vigilancia de la resistencia y no envia datos
al Instituto Nacional de Salud (3).

Son varias las razones por las cuales se documenta
la presencia de resistencia en personas con HIV;
se ha demostrado su mayor riesgo de desarrollar
enfermedades de tipo gastrointestinal que reducen
los niveles séricos de la rifampicina; asimismo, en
individuos con acetilacion rapida, la concentracién
de isoniacida, etambutol y pirazinamida es variable.
Estos factores contribuyen a generar resistencia
y estén presentes en alrededor de 5,0 % de los
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casos de infeccion concomitante de tuberculosis
y HIV (20). En este trabajo la resistencia global
en los casos nuevos fue de 10 %, principalmente
a rifampicina e isoniacida, es decir, a los dos
medicamentos mas eficaces en el esquema de
tratamiento de la tuberculosis. En el grupo de los
pacientes previamente tratados no se evidencié
resistencia, lo que puede deberse al numero de
cultivos analizados.

En un estudio en un hospital de tercer nivel de
atencion en Camboya, se evalud la sensibilidad
a los farmacos antituberculosos en 236 personas
con infeccién concomitante de tuberculosis y HIV,
y se encontré una resistencia global en casos
nuevos y previamente tratados de 29,4 %y 63,2 %,
respectivamente. En los casos nuevos la resis-
tencia a isoniacida fue de 13,9 %y a la rifampicina
fue de 1,6 %, con una multirresistencia de 3,7 %. En
los pacientes previamente tratados, la resistencia
a la isoniacida y la rifampicina fue la misma (7,9 %),
y se presentd multirresistencia en 28,9 % de los
casos. Las diferencias entre los resultados obtenidos
podrian deberse al comportamiento epidemiolégico
de la enfermedad en ambos paises y a las diferen-
cias en el tamafio de la muestra en cada uno de los
trabajos (21).

En Espafia, en una cohorte de pacientes con HIV,
se encontrd que el 5 % de los pacientes habia
desarrollado tuberculosis; a 175 se les hizo prueba
de sensibilidad y se detect6 una resistencia global
en pacientes nuevos y previamente tratados de
11,1 % y 36,4 %, respectivamente. En los casos
nuevos, la resistencia a isoniacida fue de 5,9 % y a
rifampicina fue de 1,5 %, y hubo un caso de tubercu-
losis multirresistente. En pacientes previamente
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A.

Infeccion simultanea de tuberculosis y HIV

SpolDB4 Lineage SpolDB4 Lineage
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Figura 1. Arbol de expansion minima (Minimum Spanning Tree, MST) que ilustra la relacion entre los 63 genotipos identificados
en aislamientos de pacientes con infeccién concomitante de tuberculosis y HIV. EI MST ilustra la relacion entre los 63 genotipos
identificados en el estudio. A. Arbol construido con spoligotyping. B. Arbol construido con MIRU-VNTR. El arbol filogenético
conecta cada genotipo con base en los cambios necesarios para ir de un alelo a otro. La longitud entre las ramas representa la
distancia entre los genotipos, y el color diferencia las familias genéticas de M. tuberculosis descritas. Los genotipos sin codigo

representan los patrones huérfanos.

tratados, la resistencia a isoniacida fue de 27,3 %
y a rifampicina fue de 9,1 %, y se presentd un caso
multirresistente. Los datos correspondientes a
pacientes nuevos son similares a los del presente
trabajo, y en los previamente tratados las diferen-
cias se explicarian por el nUmero de casos evaluado
en cada estudio (22).

En un estudio en Perl para establecer la resistencia
a los medicamentos antituberculosos en 523 perso-
nas con tuberculosis e infeccion por el HIV, se
encontrd una resistencia global de 55,8 %y 93 %, y
una multirresistencia de 32,1 % vy 74,8 % en casos
nuevos y previamente tratados, respectivamente.

En ese pais se ha registrado una alta prevalencia
de la resistencia a farmacos, razén por la cual
no hay similitud entre los datos reportados en ese
estudio y el presente (23).

En dos estudios en personas con tuberculosis e
infeccion por el HIV en Colombia, se evalué la
sensibilidad a los farmacos teniendo en cuenta el
antecedente de tratamiento. Uno de dichos estudios
se hizo en el Valle del Cauca en 25 pacientes, y en
él se encontré resistencia a isoniacida en 28,5 %
de los casos nuevos, en tanto que no se encontré
resistencia a la rifampicina ni multirresistencia;
en pacientes previamente tratados, se detectd
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NJ-Tree, MIRU-VNTE [24]: Categorical (1), Spoligo: Categorical (1)
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Figura 2. Dendrograma de los agrupamientos de los 63 aislamientos de pacientes con infecciéon concomitante de tuberculosis y HIV
obtenido mediante las metodologias de spoligotyping y MIRU-VNTR. Se observa un agrupamiento correspondiente a dos pacientes
de Bogota y Bucaramanga con idéntico genotipo, uno con tuberculosis pulmonar y el otro con tuberculosis extrapulmonar.

resistencia a la isoniacida (50 %) y a la rifampicina
(25 %). En ese trabajo se analizo el 37 % de los
casos de infeccién concomitante de tuberculosis y
HIV que se presentaron a lo largo de cuatro afios
en una institucion de tercer nivel de atencién, por
lo cual es posible que la mayoria provinieran de
zonas con alta prevalencia de resistencia, como Cali
y Buenaventura; ademas, el nimero de muestras
analizadas fue inferior, razon por la cual los porcen-
tajes de resistencia evidenciados fueron superiores
a los informados en el presente trabajo (24).
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El segundo estudio se hizo en Medellin, en 22
personas positivas para HIV, en las cuales la resis-
tencia global fue de 18,2 %; se detecto resistencia
a rifampicina en un paciente y multirresistencia
en otro (4,5 %), ambos correspondientes a casos
nuevos. Medellin es uno de los municipios con
altas tasas de tuberculosis resistente, por lo cual
los porcentajes obtenidos en ese estudio fueron
superiores a los de este, en el cual, como ya
se menciond, no se incluyeron aislamientos de
Antioquia (25).
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Las familias genéticas encontradas correspondieron
a las de mayor prevalencia en casos de tuberculosis
en la poblacién general del pais (26-28). Ademas,
se trata de familias genéticas de M. tuberculosis
prevalentes en los demas paises de Latinoamérica,
con frecuencias muy similares a las reportadas
en Perq, Argentina y, recientemente, Honduras
(29-31). Puerto, et al., describieron las familias
genéticas prevalentes en 741 aislamientos de M.
tuberculosis circulantes en Colombia entre 1999 y
2012, y al igual que en este estudio, las familias
LAM9, los genotipos huérfanos, y las familias H1 y
T1 presentaron las mas altas frecuencias, con 27,
17,119y 6,9 %, respectivamente (27). Asimismo,
Realpe, et al., en Medellin, Cali y poblaciones del
Cauca, y Cerezo, et al.,, en Bogota, encontraron
que las familias genéticas de M. tuberculosis mas
frecuentes correspondian a LAM9, H1 y T1 (mas
del 70 % de las familias encontradas) (26,28); sin
embargo, a diferencia de los resultados de Puerto,
et al., y los obtenidos en este estudio, el niUmero
de patrones huérfanos apenas representé un por-
centaje de 4,8y 3,9, respectivamente.

La identificacion de aislamientos con patrones
huérfanos utilizando SpotClust evidenci6 su perte-
nencia a las familias de M. tuberculosis descritas
como prevalentes en Colombia.

En el pais se han hecho varios estudios de carac-
terizacién molecular de casos de tuberculosis,
en los que se ha evidenciado la asociacion de la
infeccién concomitante de tuberculosis y HIV con
la transmision reciente y los patrones agrupados
(32), asi como una asociacion significativa entre
aislamientos y familias genéticas especificas (26).
En este estudio no se observé una asociacion
entre los aislamientos o las familias genéticas
descritas, probablemente debido a que los aisla-
mientos provenian de varios departamentos del
pais, lo cual refleja un panorama general de la
circulacién de genotipos y no de la transmisiéon
confinada a una sola regién. La observacion de
patrones Unicos no agrupados puede deberse a la
reactivacion de infecciones latentes, o, segun los
hallazgos de estudios similares sobre pacientes con
tuberculosis con HIV en regiones de alta incidencia,
corresponderian a infecciones recientes adquiridas
después de la infeccion por HIV (5,33).

En el estudio de Realpe, et al., en el cual se geno-
tipificaron siete aislamientos de pacientes con
tuberculosis e infeccién por HIV, se encontré que
las familias H1, cddigo SIT 727, y T1, cédigo SIT
53, tenian una mayor prevalencia, y en los 407

Infeccién simultanea de tuberculosis y HIV

aislamientos de pacientes negativos para el HIV se
encontré una asociacion significativa del SIT 45,
perteneciente a la familia H1, con multirresistencia
(26). En este estudio no se encontrd relacion
significativa entre los genotipos y la presencia de
resistencia a los farmacos.

En China, Liu, et al., analizaron 70 aislamientos de
personas con HIV y establecieron que los genotipos
de M. tuberculosis circulantes en la poblacién
en general eran los mismos que en personas
con tuberculosis e infeccion por HIV; ademas,
encontraron una tasa de prevalencia de casos de
tuberculosis extremadamente resistente mayor en
estos individuos que en la poblacién general (33).

Los casos analizados se recibieron en el Instituto
Nacional de Salud durante un periodo de seis
meses, y no se considero la informacion sobre la
notificacion de casos de infeccion concomitante
de tuberculosis y HIV en ese mismo periodo; sin
embargo, al revisar todos los casos con infeccion
concomitante en el 2012, se encontr6 que los
63 analizados correspondian a 4,5 % del total
(63/1.397). Este bajo porcentaje se debe a que
Antioquia y Atlantico tienen la capacidad de hacer
las pruebas de sensibilidad a farmacos y no envian
los aislamientos al Instituto; por otra parte, ante la
baja carga bacilar de las muestras procedentes de
pacientes con infeccién concomitante de tubercu-
losis y HIV, no siempre se logra la comprobacion
bacteriolégica y el diagndstico se hace con base en
el criterio clinico o por nexo epidemiol6gico. Algunos
estudios indican que el porcentaje de casos de
tuberculosis en personas con HIV que acceden a un
diagndstico por pruebas de laboratorio es de 65 %
(22). Otra de las causas podria ser que, a pesar
de contar con un lineamiento nacional, el médico
tratante no solicita las pruebas de sensibilidad, lo
cual evidencia debilidades en la vigilancia de la
resistencia en este grupo de pacientes. Las razones
mencionadas fueron limitaciones del estudio, por
lo tanto, no se puede excluir la posibilidad de
transmision activa en estos pacientes.

La seleccién de los casos también represent6 una
limitacion, ya que la fuente primaria de informacion
fueron los formatos Unicos que se emplean para
remitir los cultivos al Laboratorio Nacional de
Referencia, en los cuales se indica que la muestra
proviene de un paciente con HIV, y es posible que
durante el periodo de estudio llegaran mas cultivos
de personas con esta condicion, pero, al no estar
registradas en este formato, no fueron incluidos en
el trabajo.
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Los resultados de este estudio evidencian la nece-
sidad de fortalecer las actividades de vigilancia de
la tuberculosis en personas con HIV. Se requieren
estudios mas completos que permitan evaluar
una proporcion representativa de aislamientos
durante un mayor periodo, con la participacion de
otros grupos de investigacion del pais y con una
supervision de los datos registrados en los formatos
Unicos, lo cual permitiria conocer la situacion real
de la dinamica de transmision de la tuberculosis
en pacientes con HIV en el pais para, asi, propo-
ner estrategias de intervencion a los programas
nacionales de tuberculosis y de HIV.
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Prevalencia de la resistencia de Mycobacterium tuberculosis a
quinolonas y farmacos inyectables en Colombia, 2012-2013
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Introduccidn. La tuberculosis es un problema de salud pablica a nivel mundial. En 2014, la Organizacion
Mundial de la Salud estimé que se habian presentado 9,6 millones de casos nuevos y 480.000
multirresistentes. La evaluacion de la resistencia a farmacos inyectables y a quinolonas se introdujo
hace pocos afios, por lo cual no se conoce su prevalencia.

Objetivo. Determinar la prevalencia de la resistencia a amicacina, kanamicina, capreomicinay ofloxacina
en casos de tuberculosis resistente a isoniacida, rifampicina o a ambas, entre 2012 y 2013.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio de corte transversal con 489 aislamientos resistentes a
isoniacida o rifampicina. Las pruebas de sensibilidad se hicieron con la técnica Bactec MGIT™. Para el
andlisis de la proporcion de la resistencia, los casos se agruparon segun el antecedente de tratamiento
con medicamentos de segunda linea.

Resultados. En los 438 casos nuevos, la resistencia global a la kanamicina fue mayor (7,1 %; IC,,
4,6-9,6); en los 51 casos previamente tratados, dicha resistencia fue de 27,5 % (IC,,,, 14,2-40,7). La
resistencia global fue mayor en casos con antecedentes de tratamiento con quinolonas y farmacos
inyectables. Se encontraron siete casos de tuberculosis extremadamente resistente.

Conclusion. El estudio evidencio la presencia de resistencia a farmacos de segunda linea en personas
con tuberculosis farmacorresistente sin tratamiento previo o tratadas previamente con quinolonas o
farmacos inyectables, estos Ultimos con mayor porcentaje de resistencia. En consecuencia, es esencial
practicar rutinariamente las pruebas de sensibilidad y el analisis de esta informacion.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis resistente a multiples medicamentos;
tuberculosis extremadamente resistente a drogas; isoniazida; rifampin; Colombia.
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Prevalence of Mycobacterium tuberculosis resistance to quinolones and injectables in Colombia,
2012-2013

Introduction: Tuberculosis is a health problem worldwide. The World Health Organization estimated
9.6 million new cases and 480,000 multirresistant cases for 2014. The assessment of resistance to
quinolones and injectables was implemented only a few years ago, so its prevalence is not known.
Objective: To determine the prevalence of resistance to amikacin, capreomycin and ofloxacin in cases
of tuberculosis resistant to isoniazid and/or rifampin during 2012-2013.

Materials and methods: This was a cross-sectional study of 489 isolates resistant to isoniazid and/
or rifampin. We used the Bactec MGIT™ technique for susceptibility tests. For analyzing the rate of
resistance, we grouped cases according to the history of treatment with second line drugs.

Results: In the 438 new cases, the drug that showed greater overall resistance was kanamycin with
7.1 % (95% CI: 4.6 to 9.6). In 51 previously treated cases, this highest resistance was 27.5 % (95% CI:
14.2 t0 40.7). The overall resistance was higher in cases with a history of treatment with quinolones and
injectables. We found seven cases of extremely resistant tuberculosis.

Conclusion: This study demonstrates the presence of resistance to second line drugs in people with
drug-resistant tuberculosis with and without previous treatment with quinolones and/or injectables, these
latter having a higher percentage of resistance. For that reason, it is essential to perform susceptibility
testing and analyze this information routinely.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis, multidrug-resistant; MDR tuberculosis; extensively
drug-resistant tuberculosis; isoniazid; rifampin; Colombia.
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La tuberculosis es un problema de salud publica
a nivel mundial frente al cual la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha puesto en marcha
diferentes estrategias y ha llamado a los estados
miembros a comprometerse en su implementacion.
En 1994, comenzé a promoverse la estrategia de
tratamiento acortado supervisado, reemplazada
posteriormente por la campafia denominada “Alto
a la tuberculosis”, cuya metodologia se conjugaba
con los objetivos de desarrollo del milenio para
lograr el control de la tuberculosis como problema
de salud publica. En 2014, se lanzé la estrategia
“Post 2015” en el marco del cumplimiento de los
objetivos de desarrollo sostenible con la meta de
alcanzar la eliminacion de la enfermedad en el
2050 (1-3).

Durante el 2014, la OMS estim6 en 9,6 millones los
casos nuevos de tuberculosis y una incidencia de
133 casos por 100.000 habitantes en el mundo, de
los cuales solo se reportaron 6,3 millones. En ese
mismo afio, se estimaron 480.000 casos nuevos
de tuberculosis multirresistente, definida como la
resistencia simultanea a isoniacida y rifampicina,
de los cuales solo se notificaron 190.000. En los
ultimos afios la notificacion de casos de tuberculosis
y de tuberculosis multirresistente se ha mantenido
estable, al igual que la brecha entre los casos
estimados y los diagnosticados (4).

La tuberculosis extremadamente resistente corres-
ponde a casos multirresistentes con resistencia, por
lo menos, a una quinolonay a un farmaco inyectable
de segunda linea, los cuales equivalieron a 9,7 %
de los casos de tuberculosis multirresistente notifi-
cados en el mundo en 2014. Este porcentaje esta
por debajo de la cifra real, pues no todos los paises
cuentan con un laboratorio que realice las pruebas
de sensibilidad a estos farmacos (4).

Durante los Ultimos diez afios, la incidencia
de tuberculosis en Colombia ha sido estable
y ha oscilado entre 23 y 25 casos por 100.000
habitantes; en 2014, el Sistema de Vigilancia en
Salud Publica (Sivigila) reporté 12.824 casos en
total (5), la mayoria provenientes de Antioquia,
Valle del Cauca y Bogota.
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Resistencia de M. tuberculosis a quinolonas e inyectables

Entre 2010y 2014, se diagnosticaron, en promedio,
150 casos por afio de tuberculosis multirresistente
y 250 con resistencia a isoniacida o rifampicina no
catalogados como multirresistentes (6).

Desde 2009, el Laboratorio Nacional de Referencia
del Instituto Nacional de Salud hace pruebas de
sensibilidad a los farmacos de segunda linea vy,
a partir de 2011, se establecié que en todos los
casos con resistencia a isoniacida, rifampicina
0 a ambas se debia determinar el patron de
resistencia a farmacos inyectables y quinolonas.
Con este procedimiento, se confirmaron 37 casos
de tuberculosis extremadamente resistente entre el
2009y el 2014, asi como varios casos con resisten-
cia a quinolonas o farmacos inyectables (4,6).

La situacién de la resistencia a los farmacos anti-
tuberculosos en el pais no parece alarmante,
aunque el nimero de casos de multirresistencia
estimado por la OMS es de 350 y solo el 40 % de
ellos se diagnostica (4).

A nivel mundial se busca garantizar el acceso a
una prueba de sensibilidad que permita evaluar la
resistencia a quinolonas y farmacos inyectables en
todos los casos de tuberculosis multirresistente,
pues esta prueba solo se hace en 24 % de los
casos (4). En Colombia, el Laboratorio Nacional de
Referencia estableci6 que los laboratorios de salud
publica deben enviar los aislamientos de todos los
casos de tuberculosis resistente diagnosticados,
con el fin de evaluar su resistencia a farmacos de
segunda linea; sin embargo, solo se ha logrado
una cobertura del 60 %.

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalen-
cia de la resistencia de Mycobacterium tuberculosis
a la kanamicina, la amicacina, la capreomicina y la
ofloxacina en casos de tuberculosis resistentes a
isoniacida, rifampicina, o a ambas, recibidos en el
Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
Nacional de Salud en 2012 y 2013.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se hizo un estudio retrospectivo descriptivo de corte
transversal.

Se analizaron 489 aislamientos de M. tuberculosis
remitidos por los laboratorios de salud publica del
pais y se seleccionaron aquellos que presentaban
resistencia a isoniacida, rifampicina o a ambas.

Se excluyeron los que tenian repetida la prueba de
sensibilidad y no presentaban cambio en el patron
de resistencia, asi como aquellos en los cuales, a
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pesar de la resistencia a isoniacida, rifampicina
0 a ambas, no fue posible obtener un resultado
debido a la contaminacién o a resultados que no
se podian interpretar.

Pruebas de sensibilidad

Los aislamientos se recibieron en medio de cultivo
sélido y se sometieron a la prueba de sensibilidad
con la técnica semiautomatizada Bactec MGIT™,
siguiendo las instrucciones del fabricante; en esta
prueba se emplea un tubo que contiene caldo
Middlebrook 7H9 y un compuesto de rutenio
fluorescente incluido en silicona. La prueba opera
mediante la accion de consumo de oxigeno por
parte de la micobacteria, que libera la fluorescencia
del compuesto y permite detectar su viabilidad al
ser expuesta a los farmacos y determinar si es
sensible o resistente.

Las concentraciones criticas usadas fueron las
siguientes: isoniacida, 0,1 y 0,4 pg/ml; rifampicina,
1 pg/ml; kanamicina, 2,5 pg/ml; amicacina, 1,0 pg/
ml; capreomicina, 2,5 pg/ml, y ofloxacina, 2,0 ug/
ml. La interpretacién de los resultados se hizo con
el programa TB-eXIST™, facilitado por la casa
comercial (7-9).

Los resultados obtenidos en las pruebas se remi-
tieron por correo electronico a los laboratorios de
salud publica de donde provenian los aislamientos.

Anadlisis estadistico de los datos

Se utilizaron tres fuentes de informacion: la primera,
el formato Unico de vigilancia de las micobacterias,
documento establecido en el Instituto Nacional de
Salud para el procesamiento de las pruebas de
sensibilidad, con el cual se remiten los aislamientos,
y contiene la informacion sobre el sexo, la edad, la
forma clinica de la enfermedad, el ente territorial
remitente y los antecedentes de tratamiento con
farmacos antituberculosos, datos que deben ser
recopilados por el personal de salud en la institu-
cion donde se atiende al paciente; la segunda, los
resultados de las pruebas de sensibilidad sobre los
patrones de resistencia a los farmacos, y la tercera,
la base de datos de resultados de las pruebas de
sensibilidad del Laboratorio Nacional de Referencia
del Instituto.

Para el analisis de la informacion, los casos se
clasificaron como resistentes a isoniacida, rifam-
picina 0 a ambas, o0 como multirresistentes, y se
agruparon segun si los pacientes habian recibido
tratamiento con medicamentos de segunda linea. La
definicién de pacientes sin tratamiento y previamente
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tratados se ajust6 al formato Unico o a los datos de
la base de datos de las pruebas de sensibilidad del
Laboratorio Nacional de Referencia.

Se empled el programa Epidat 3.1 para calcular
la proporcion de resistencia a cada farmaco y a
diferentes combinaciones, asi como la resistencia
global, con un intervalo de confianza del 95 %. Se
utilizo la prueba de diferencia de proporciones entre
la resistencia global para quinolonas y farmacos
inyectables de los pacientes no tratados y de los
previamente tratados con farmacos de segunda
linea, con un intervalo de confianza de 95 % y una
significacion estadistica de p<0,05.

Se determiné la procedencia de los aislamientos
segun el ente territorial, el tipo de tuberculosis
(pulmonar, extrapulmonar), la edad, el sexo y la
presencia de infeccion por HIV.

Resultados

Los casos se agruparon como no tratados (438;
89,5 %) y como previamente tratados con medica-
mentos de segunda linea (51; 10,5 %).

En los 438 aislamientos de casos no tratados, se
encontré una resistencia global a kanamicina de
7,1 % (IC,,,, 4,6-9,6), seguida por una resistencia
a amicacina, capreomicina y ofloxacina de 1,8 %
(ICyy, 0.,4-3,2) para cada uno de estos farmacos.
No se detectaron casos de tuberculosis extre-
madamente resistente en este grupo, pero si 22
(5 %) de tuberculosis resistente a la quinolona o
a alguno de los farmacos inyectables evaluado
(cuadro 1).

Los casos con resistencia a isoniacida fueron
239, de los cuales 222 (93,0 %) eran sensibles a
los medicamentos de segunda linea evaluados,
10 (4,2 %) presentaron resistencia solo a kanami-
cina, uno (0,4 %) a amicacina, dos (0,8 %) a
capreomicinay uno (0,4 %) a ofloxacina; ademas,
se encontré un (0,4 %) caso con resistencia
combinada a kanamicina y amicacina, y dos (0,8 %)
resistentes a los tres farmacos inyectables evaluados
(cuadro 1).

Se encontraron 32 casos resistentes a rifampicina,
de los cuales 28 (87,5 %) fueron sensibles a los
medicamentos de segunda linea evaluados, cuatro
(12,5 %) tenian resistencia solo a kanamicina, y
ninguno a los otros medicamentos (cuadro 1).

Se registraron 167 casos de tuberculosis multirre-
sistente, de los cuales 145 (86,8 %) eran sensibles
a los medicamentos evaluados, nueve (5,4 %)
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Resistencia de M. tuberculosis a quinolonas e inyectables

Cuadro 1. Comportamiento de la resistencia de M. tuberculosis a las quinolonas y farmacos inyectables en los casos de

tuberculosis resistente

Casos no tratados

Perfil de resistencia Resistentes Resistentes a Tuberculosis Total Intervalos
aisoniacida rifampicina multirresistente (N=438) de confianza
(N=239) (N=32) (N=167) de 95 %
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sensibles a quinolonas y farmacos inyectables 222 (93,0) 28 (87,5) 145 (86,8) 395 (90,2) 87,3-93,1
Resistencia a un medicamento
Kanamicina 10 (4,2) 4(12,5) 9 (54 23 (5,3) 3,0-74
Amicacina 1 (0,4) 0 0 1 (0,2) 0,006-1,3
Capreomicina 2 (0,8) 0 1 (0,6) 3 (0,7) 0,1-2,0
Ofloxacina 1 (0,4) 0 7 42 8 (1,8) 0,5-3,2
Resistencia combinada
Kanamicina mas amicacina 1 (0,9 0 2 (1,2 3 (0,7) 0,1-2,0
Kanamicina méas capreomicina 0 0 1 (0,6) 1 (0,20 0,006-1,3
Kanamicina mas amicacina mas capreomicina 2 (0,8) 0 2 (1,2 4 (0,9) 0,2-2,3
Resistencia global por medicamento
Resistencia a kanamicina 13 (5,4) 4(12,5) 14 (8,4) 31 (7,1) 4,6-9,6
Resistencia a amicacina 4 (1,7) 0 4 (2,4) 8 (1,8) 0,4-3,2
Resistencia a capreomicina 4 (1,7) 0 4 (2,4) 8 (1,8) 0,4-3,2
Resistencia a ofloxacina 1 (0,9 0 7 (4,2 8 (1,8) 0,4-3,2
Casos previamente tratados
Perfil de resistencia Resistentes Resistentes a Tuberculosis Total Intervalos
aisoniacida  rifampicina multirresistente (N=51) de confianza
(N=13) (N=1) (N=37) de 95 %
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sensibles a quinolonas y farmacos inyectables 9(69,2) 1 (100) 17 (45,9) 27 (52,9) 38,3-67,6
Resistencia a un medicamento
Kanamicina 1 (7,7 0 3 (81 4 (7,8) 2,2-18,9
Capreomicina 1 (7,7 0 1 (2,7) 2 (39 0,5-13,5
Ofloxacina 1 (7,7) 0 5 (13,5) 6 (11,8) 1,9-21,6
Resistencia combinada
Kanamicina méas ofloxacina 0 0 1 (27 1 (19 0,05-10,4
Capreomicina mas ofloxacina 0 0 1 (2,7) 1 (1,9 0,05-10,4
Kanamicina mas amicacina mas capreomicina 1 (7,7 0 4 (10,8) 5 (9,8) 3,3-21,4
Kanamicina méas amicacina mas ofloxacina 0 0 1 (2,7) 1 (1,9 0,05-10,4
Kanamicina mas amicacina mas capreomicina 0 0 4 (10,8) 4 (7,8) 2,2-18,9
mas ofloxacina
Resistencia global por medicamento
Resistencia a kanamicina 2 (15,4) 0 12 (7,9) 14 (27,5) 14,2-40,7
Resistencia a amicacina 1 (7,7 0 8 (53 9 (17,6) 6,2-29,1
Resistencia a capreomicina 2 (15,4) 0 9 (6,0) 11 (21,6) 9,3-33,8
Resistencia a ofloxacina 1 (7,7 0 10 (6,6) 11 (21,6) 9,3-33,8

eran resistentes solo a kanamicina, siete (4,2 %) a
ofloxacina y uno (0,6 %) a capreomicina; ademas,
se identificaron dos (1,2 %) casos con resistencia
combinada a kanamicina y a amicacina, uno (0,6 %)
a kanamicina y capreomicina y dos (1,2 %) a los
farmacos inyectables evaluados (cuadro 1).

Entre los 51 casos considerados como previamente
tratados, se encontr6 una resistencia global a la
kanamicina de 27,5 % (IC,,, 14,2-40,7), seguida por
la ofloxacinay la capreomicina con 21,6 % (IC,,,, 9,3-
33,8) para cada una; la resistencia a la amicacina
fue de 17,6 % (IC,_,, 6,2-29,1). Se identificaron siete

95%

(13,7 %) casos de tuberculosis extremadamente
resistente y 13 (25,5 %) de tuberculosis resistente
(cuadro 1).

Los casos con resistencia a isoniacida fueron 13;
de ellos, nueve (69,2 %) eran sensibles a los
medicamentos de segunda linea evaluados; solo se
encontré uno (7,7 %) resistente a kanamicina, otro
a amicacina y uno mas a ofloxacina. Ademas, se
encontré un (7,7 %) caso conresistencia combinada
a los tres farmacos inyectables evaluados. Solo
hubo un caso resistente a rifampicina, pero sensible
a los farmacos evaluados (cuadro 1).
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Se estudiaron 37 casos multirresistentes, 17 (45,9 %)
de los cuales eran sensibles a los medicamentos
evaluados. Solo se encontraron tres (8,1 %) casos
resistentes Unicamente a kanamicina, uno (2,7 %)
a capreomicina y cinco (13,5%) a ofloxacina;
ademas, se detecté uno (2,7 %) con resistencia
combinada a kanamicina y ofloxacina, otro a
capreomicina y ofloxacina, y cuatro (10,8 %)
resistentes a todos los farmacos inyectables
evaluados (cuadro 1).

La resistencia global a quinolonas y farmacos inyec-
tables en los casos nuevos fue de 9,8 % (IC,, 6,9-
12,7) y en los previamente tratados fue de 47,0 %
(IC,s,, 32,3-61,7), con diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001) entre ellos.

Los 489 casos provenian de 29 entes territoriales,
la mayoria de Antioquia con 137 (28 %) y Valle del
Cauca con 102 (20,9 %), seguidos por 30 (6,1 %)
de Santander, 28 (5,7 %) de Bogota y 27 (5,5 %)
de Atlantico (cuadro 2). Durante este periodo no
se encontraron casos de tuberculosis resistente
en los departamentos de Guainia, Vichada, Vaupés
ni Amazonas.

Se registraron 430 (87,9 %) casos de tuberculosis
pulmonar; la mediana de edad fue de 42 afios
(rango, 1 a 92 afios), y 51,9 % de los pacientes
tenia entre 15 y 44 afos; 327 (66,9 %) eran de
sexo masculino y la infeccién concomitante con el
HIV se evidencié en 66 (13,5 %), pero no se conto
con dicha informacion en 181 (37,0 %) (cuadro 2).

Discusion
Este estudio constituye la linea de base para
determinar la prevalencia de la resistencia de M.

tuberculosis a las quinolonas y farmacos inyecta-
bles en el pais, entre 2012 y 2013.

Se encontr6 una mayor resistencia en los casos
con antecedente de tratamiento que en los no
tratados. Se evidenciaron casos de tuberculosis
extremadamente resistente, la cual es una forma
grave de la enfermedad en términos de epidemio-
logia y salud publica. Aunque se desconoce si estos
individuos tuvieron interrupciones en sus esquemas
de tratamiento, es posible que estos hallazgos estén
relacionados con las dificultades que se presentan
en la administracion de las dosis de medicamentos,
las cuales deben darse, aproximadamente, durante
24 meses en los casos de resistencia. En muchas
ocasiones, la continuidad del tratamiento se ve
afectada por los tramites del sistema de salud y el
compromiso del paciente para cumplirlo (10-12).
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Cuadro 2. Descripcion de las variables sociodemograficas de
los casos de tuberculosis farmacorresistente

Variable Casos (N=489)
n (%)
Procedencia (ente territorial)
Antioquia 137 (28,0)
Valle del Cauca 102 (20,9)
Santander 30 (6,1)
Bogota 28 (5,7)
Atlantico 27 (5,5)
Norte de Santander 21 (4,3)
Risaralda 20 (4,1)
Cesar 13 (2,7)
Quindio 13 (2,7)
La Guajira 11 (2,2)
Narifio 11 (2,2)
Bolivar 10 (2,0)
Chocé 8 (1,6)
Tolima 8 (1,6)
Putumayo 7 (1,4)
Cauca 6 (1,2)
Cérdoba 6 (1,2
Huila 6 (1,2
Magdalena 5 (1,0)
Meta 5 (1,0
Casanare 4 (0,8)
Cundinamarca 3 (0,6)
Sucre 2 (0,4)
Arauca 1 (0,2)
Boyaca 1 (0,2
Caldas 1 (0,2
Caqueta 1 (0,2
Guaviare 1 (0,2
San Andrés y Providencia 1 (0,2
Tipo de tuberculosis
Pulmonar 430 (87,9)
Extrapulmonar 46 (9,4)
Sin dato 13 (2,7)
Edad (afios)
0-14 9 (1,8)
15-29 112 (22,9)
30-44 142 (29,0)
45- 59 128 (26,2)
Mayores de 60 79 (16,2)
Sin dato 19 (3,9)
Sexo
Femenino 162 (33,1)
Masculino 327 (66,9)
Infeccién concomitante de
tug(ierculoss y HIV 66 (13,5)
No 242 (49,5)
Sin dato 181 (37,0)

El farmaco con mayor resistencia en los casos
de tuberculosis no tratados fue la kanamicina,
que es el farmaco inyectable de eleccion en el
manejo de los casos con multirresistencia, segun
lo establecido en la guia de manejo programéatico
del Programa Nacional de Tuberculosis (12,13).

La presencia de casos con resistencia a quinolonas
o farmacos inyectables, constituye una alerta
frente a la intensificacion de la resistencia a los
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farmacos, por lo cual es importante garantizar un
adecuado seguimiento de estos pacientes para
lograr su curacion y evitar que aumente el perfil de
resistencia (10-12).

Al revisar la literatura cientifica sobre la resistencia a
guinolonas y farmacos inyectables, se encontraron
estudios de casos de tuberculosis multirresistente
en los cuales no se diferenci6 entre los previamente
tratados con estos medicamentos y aquellos no
tratados. El reporte global de tuberculosis para 2014
indica que de los 83 paises con estrategias de
vigilancia de laresistencia a estos medicamentos en
casos de multirresistencia, en 40 se diagnosticaron
mas de 10 casos anuales de multirresistencia; la pro-
porcion de resistencia a las quinolonas (ofloxacina,
moxifloxacina y levofloxacina) fue de 21 % (IC,,,
8,3-34), porcentaje similar a lo observado en el
presente trabajo en casos previamente tratados (4).

En varios trabajos se ha documentado la presencia
de resistencia a quinolonas y farmacos inyectables
en regiones con alta prevalencia de tuberculosis
resistente. Li, et al., evaluaron la presencia de
resistencia a trece medicamentos de primera y
segunda linea en 92 aislamientos de pacientes con
tuberculosis en la provincia de Guizhou en China,
y encontraron que 41,3 % presentaba resistencia
a quinolonas, principalmente a ciprofloxacina,
y 18,4 % a los farmacos inyectables. China pre-
senta una alta prevalencia de resistencia a los
farmacos antituberculosos, lo cual explica los altos
porcentajes en comparacion con los datos del
presente estudio (14).

En un hospital de Pakistan, Nafes, et al., estudiaron
la sensibilidad a quinolonas y farmacos inyectables
en 243 pacientes con tuberculosis multirresistente,
y encontraron que la resistencia a ofloxacina fue del
52,7 %, a capreomicina de 1,2 %, y a kanamicina
y amicacina de 0,8 % en cada una, datos que
no se analizaron considerando el antecedente de
tratamiento previo con estos medicamentos. Al
compararlos con los obtenidos en Colombia, se
evidencié que la resistencia a la ofloxacina fue
mucho mayor en todos los grupos conformados
en este estudio, lo cual podria explicarse porque
Pakistan es uno de los paises con mayor carga de
tuberculosis y tuberculosis multirresistente (15,16).

Dalal, et al., evaluaron el porcentaje de resistencia
a farmacos inyectables y quinolonas en 340 casos
multirresistentes, durante un periodo de ocho afios,
en Mumbai, India, y encontraron 16,5 % de resis-
tencia a kanamicina, 14 % a amicacina, 12,4 % a
capreomicina y 61,9 % a ofloxacina. Al igual que

Resistencia de M. tuberculosis a quinolonas e inyectables

en los trabajos ya mencionados, estos datos son
reflejo de la epidemia de tuberculosis resistente a
la que se enfrentan otras regiones del mundo, y
difieren de los reportados en el presente estudio en
términos de prevalencia. A pesar de esto, los datos
gue aqui se presentan deben alertar al programa
nacional para mejorar las acciones de control de
la enfermedad vy, asi, evitar una emergencia por
resistencia a farmacos (17).

En Georgia, Kempeker, et al.,, evaluaron 158
pacientes con tuberculosis multirresistente y encon-
traron que el 44 % habia recibido tratamiento
previo con medicamentos antituberculosos y habia
resistencia a kanamicina y amicacina en 33 % de
ellos, y a ofloxacina en el 6 %, porcentajes similares
a los de este estudio en el caso de los farmacos
inyectables, aunque aqui se analizé la resistencia
total sin diferenciar segin los antecedentes de
tratamiento con farmacos de segunda linea (18).

En un estudio de Asencios, et al., se evalud la pre-
valencia de la resistencia a farmacos de segunda
linea en casos de tuberculosis multirresistente
durante 2005y 2006, en el Pera. Se estudiaron 2.169
casos, de los cuales 36,2 % presentaba resistencia,
por lo menos, a un farmaco, principalmente a la
etionamida y a la kanamicina; aunque no se analizé
el antecedente de exposicion a medicamentos
de segunda linea, se encontré resistencia a la
ciprofloxacina en 10,1 % de los casos (19). Con
estos datos debidamente actualizados, Castillo, et
al., elaboraron un documento con algunas pautas
para el control de esta forma de la enfermedad en
un pais donde la prevalencia de la resistencia es
la mas alta de la regién (20).

Estos hallazgos se asemejan a los de este estudio
en el caso de los farmacos inyectables, pues
se encontr6 mayor porcentaje de resistencia a
las quinolonas y se establecid que la exposicion
previa a estas se relaciona con mayores tasas de
resistencia, especialmente en los pacientes previa-
mente tratados (21,6 %). Ademas, el 3,4 % de los
casos multirresistentes estudiados en Colombia
presentaron tuberculosis extremadamente resis-
tente, porcentaje alto si se tiene en cuenta que el
total de casos evaluados y el periodo de analisis
de los datos fueron menores que los del estudio
de Peru, donde la prevalencia de este tipo de
tuberculosis en 10 afios fue de 6,4 % (19,20).

En un trabajo de Cegielski, et al., que buscaba
establecer la relacion entre el resultado de la
enfermedad y el esquema de tratamiento en 1.244
casos de tuberculosis multirresistente, también
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en PerqQ, se encontr6 que en aquellos casos en
los que se habian hecho estas pruebas, el éxito
del tratamiento habia sido de 85,8 % en los
sensibles, de 69,7 % en aquellos con resistencia
inicial a alguna quinolona, de 37,5 % en casos
de tuberculosis resistente y de 29,3 % en los
casos extremadamente resistentes. Estos datos
evidencian la necesidad de mejorar el acceso
de los pacientes a dichas pruebas, en especial,
porque proporcionan informacion clinicamente (til
para orientar la selecciéon de los esquemas de
tratamiento, aunque las posibilidades de curacién
disminuyen con la presencia de formas de resisten-
ciamas graves (21,22). En Colombia, la curacion de
los casos multirresistentes no supera el 50 %, pero
no se sabe si ello estéa relacionado con la ausencia
de pruebas de sensibilidad o con la efectividad de
los esquemas de tratamiento (4).

Dado que los farmacos antituberculosos de segunda
linea se emplean en el manejo de otras enfermeda-
des, es importante conocer el comportamiento de la
resistencia. En este sentido, Ho, et al., evaluaron en
Australia el perfil de resistencia a los medicamentos
de primera linea y a las quinolonas en 357 casos
nuevos, y encontraron 0,3 % de resistencia a
isoniacida, 11 % de tuberculosis multirresistente y
0,6 % de resistencia a quinolonas en casos sensibles
a los farmacos de primera linea. Australia es un pais
donde las tasas de resistencia a los medicamentos
antituberculosos son bajas; sin embargo, este tipo
de hallazgos alerta sobre la necesidad de mejorar la
vigilancia en casos nuevos, especialmente, cuando
las quinolonas se proponen como una alternativa
terapéutica para reducir el tiempo actual de los
esguemas de tratamiento (23).

Para el Programa Nacional de Control de la
Tuberculosis es primordial fortalecer la vigilancia
por el laboratorio de la resistencia a estos medi-
camentos en todos los casos que presenten
resistencia a isoniacida, rifampicina o a ambas,
pues los datos aqui analizados indican tasas altas
en algunos casos, lo que, sumado a la ausencia de
nuevos medicamentos y a la duracién actual del
tratamiento, constituye una amenaza para el control
de la enfermedad. A pesar de que las nuevas metas
de eliminacion de la tuberculosis establecidas
por la OMS consideran la implementacion de
nuevos esquemas de tratamiento, se ha emitido
la recomendacion de usar otros medicamentos en
los casos multirresistentes, bajo la premisa funda-
mental de evaluar la resistencia a quinolonas y
farmacos inyectables mediante métodos rapidos
de deteccion del ADN con la técnica de reaccion
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en cadena de la polimerasa, los cuales deben
confirmarse mediante los métodos convencionales
como el Bactec MGIT™. Estas recomendaciones
también incluyen las acciones de seguimiento del
paciente y sus contactos (24,25).

El uso indiscriminado de antibidticos es una
practica que debe ser controlada en términos de
salud publica. En este contexto, la resistencia
y el desarrollo de otros mecanismos de defensa
de los microrganismos patdgenos disminuyen la
efectividad de los medicamentos disponibles. En
el caso especifico de la tuberculosis, es necesario
gue se fortalezcan las actividades de vigilancia 'y se
analice periddicamente la informacion, asi como el
manejo adecuado de los esquemas de tratamiento
en los casos sensibles y resistentes para dismi-
nuir las probabilidades de extender la resistencia.
Asimismo, es necesario mantener actualizadas las
guias y los protocolos de manejo de los pacientes
(15,26,27).
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Adaptacion transcultural del cuestionario de puntuacion
de la neumonia adquirida en la comunidad en pacientes
con neumonia leve a moderada en Colombia
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Introduccidn. Entre las estrategias para el uso racional de antibiéticos se encuentra el cuestionario
de puntuacién de la neumonia adquirida en la comunidad, instrumento de evaluacién clinica de los
pacientes que ayuda a tomar la decision de retirar los antibiéticos de forma segura y temprana.
Objetivo. Traducir al espafiol y hacer la adaptacion transcultural del cuestionario de puntuacion de la
neumonia adquirida en la comunidad.

Materiales y métodos. Se obtuvo la autorizacion para la adaptacion transcultural del cuestionario
de puntuacion de la neumonia adquirida en la comunidad; se acogieron las recomendaciones del
International Society for Pharmacoeconomics and Outcomes Research y de la European Organisation
for Research and Treatment of Cancer, siguiendo las siguientes fases: traduccién directa, conciliacion,
traduccion inversa, armonizacion, obtencion de la version provisional en espafiol y aplicacion de esta
en una prueba piloto. La prueba piloto se hizo en un hospital publico de segundo nivel en Bogota,
previa aprobacion de los comités de ética e investigacion.

Resultados. Se introdujeron las modificaciones sugeridas por los traductores en la fase de traduccién
directa; en la traduccion inversa no se encontraron discordancias que requirieran la revision de la
traduccion inicial. Se modificaron cinco items del cuestionario, con base en las sugerencias de los
11 pacientes hospitalizados con diagnostico de neumonia adquirida en la comunidad participantes
en la prueba piloto.

Conclusiones. Se dispone de una version en espafiol del cuestionario de puntuacion de la neumonia
adquirida en la comunidad adaptada a las condiciones culturales locales.

Palabras clave: neumonia; antibacterianos; adulto; terapia; resultado del tratamiento; comparacion
transcultural; encuestas y cuestionarios; traduccion.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3025

Cross-cultural adaptation of the community-acquired pneumonia score questionnaire in patients
with mild-to-moderate pneumonia in Colombia

Introduction: One of the strategies for the rational use of antibiotics is the use of the score for
community-acquired pneumonia (CAP Score). This instrument clinically evaluates patients with
community-acquired pneumonia, thereby facilitating decision making regarding the early and safe
withdrawal of antibiotics.

Obijective: To generate a translation and cross-cultural adaptation of the Community-Acquired Pneumonia
(CAP) Score questionnaire in Spanish.

Materials and methods: Authorization for cross-cultural adaptation of the Community-Acquired
Pneumonia (CAP) Score questionnaire was obtained; the recommendations of the International
Society for Pharmacoeconomics and Outcomes Research (ISPOR) and the European Organisation
for Research and Treatment of Cancer (EORTC) were carried out through the following stages:
forward translation, reconciliation, backward translation, harmonization, obtaining a provisional
questionnaire, and applying the questionnaire in a pilot test. The pilot test was conducted at a
second-level public hospital in Bogota after the study was approved by the ethics and research
institutional boards.

Contribucion de los autores:

Ménica Bernal-Vargas y Jorge Alberto Cortés: ejecucion del proyecto

Ricardo Sanchez: disefio del estudio y andlisis de los resultados

Todos los autores participaron en el disefio del estudio y en la escritura del manuscrito
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Results: The changes suggested by the forward translators were applied. There were no discrepancies
between the backward and forward translations, consequently, no revisions were necessary. Five items
had modifications based on suggestions made by eleven patients hospitalized with a diagnosis of

community-acquired pneumonia during the pilot test.

Conclusions: A Spanish version of the Community-Acquired Pneumonia (CAP) Score was cross-

culturally adapted and is now available.

Key words: Pneumonia; anti-bacterial agents; adult; therapy; treatment outcome; cross-cultural

comparison; surveys and questionnaires; translating.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3025

Anualmente, las infecciones de las vias respira-
torias inferiores cobran la vida, aproximadamente,
de 1,6 millones de personas mayores de 59 afios
en el mundo, es decir, 4 % de todas las muertes.
En Latinoamérica, los fallecimientos pueden llegan
al 6 % (1). La neumonia adquirida en la comunidad
representa la sexta causa de muerte y la primera
por enfermedad infecciosa en Colombia, y ocupa
el quinto lugar como causa de hospitalizacién
(2,3). En un reciente estudio llevado a cabo en
tres instituciones colombianas, se estimé que el
costo generado por un paciente hospitalizado
por neumonia adquirida en la comunidad era de
aproximadamente USD$ 6.200, de los cuales
USDS$ 2.600 correspondian al tratamiento médico
y 36 % de dicho costo se atribuia al tratamiento
antibiético (4).

Dados los costos y los problemas relacionados con
la hospitalizacion (reacciones adversas, infecciones
asociadas a la atencién en salud, etc.), asi como los
problemas de resistencia bacteriana, se han estable-
cido programas que promueven el uso racional de
los antibiéticos con el fin de disminuir la exposicion a
ellos y, consecuentemente, el riesgo de resistencia
y de complicaciones relacionadas con su uso, la
necesidad de hospitalizacién y los costos.

Entre las estrategias, se encuentra el acortamiento
de los esquemas de tratamiento antibiotico (5).
En mdltiples estudios se ha buscado establecer
la forma de disminuir la duraciéon del tratamiento
antimicrobiano y mantener la misma efectividad
de los esquemas prolongados, con la subsiguiente
reduccion de los costos del tratamiento de este tipo
de neumonia (5).
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Para determinar el momento de suspension del
antibiotico, se han propuesto criterios de estabilidad
clinica que ayudan al médico a decidirlo. Entre dichos
criterios se cuentan parametros clinicos, como la
presion arterial o la frecuencia cardiaca, asi como
algunos criterios paraclinicos, como el conteo de
leucocitos (6). Ninguna de las propuestas incluidas
en las guias para establecer el momento ideal de
suspensién del antibiético involucra aspectos como
la resolucién de los sintomas o el bienestar del
paciente, lo cual afecta su calidad de vida y deberia
tomarse en cuenta al determinar el momento apro-
piado para finalizar el tratamiento antibiético.

Uno de los instrumentos para la evaluacion clinica
de pacientes con neumonia adquirida en la comu-
nidad es el cuestionario de puntuacion de esta
condicion (Community Acquired Pneumonia Score,
CAP Score) (7) (anexo 1, disponible en: doi: http://
dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3025), el cual
incluye seis items que evallUan las caracteristicas
psicométricas y que fue probado en un ensayo
clinico aleatorio (8). En dicho estudio se emplearon
los seis items como criterios de inclusion para la
asignacioén aleatoria de un tratamiento antibiotico
acortado o del tratamiento convencional. El estudio
demostré que con las respuestas al cuestionario
era posible suspender el antibiético de forma
segura y acortar el tratamiento de forma efectiva.

Con base en estos resultados, se eligid el cues-
tionario de puntuacion de la neumonia adquirida
en la comunidad para su adaptacion transcultural
como un primer paso en su validacion y eventual
aplicacion en contextos clinicos y de investigacion,
considerando, ademas, que hasta donde se sabe,
este no ha sido validado en Colombia ni en otros
paises hispanohablantes.

Materiales y métodos

En el proceso de traduccién y adaptacion transcul-
tural, se siguieron las recomendaciones del manual
para traducciones y adaptaciones transculturales
de la International Society for Pharmacoeconomics
and Outcomes Research (ISPOR) (9) y las de la
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European Organisation for Research and Treatment
of Cancer (EORTC) (10), en las fases que se
mencionan a continuacion.

Permiso para la adaptacién transcultural del
cuestionario original

Se obtuvo la autorizacion de uno de los autores, el
doctor B. C. Opmeer, para la validacion del cues-
tionario de puntuacion de la neumonia adquirida
en la comunidad mediante intercambio epistolar
por correo electronico.

Traduccion directa

Dos traductores hispanohablantes, un médico espe-
cialista en medicina interna y un médico general,
ambos colombianos, tradujeron el cuestionario
de inglés a espafiol de forma independiente. Se
les solicitd que no incluyeran palabras técnicas
en las traducciones y que estas fueran de facil
comprension para los pacientes.

Conciliacién

El investigador principal de este estudio se encargo
de comparar y evaluar las dos versiones traducidas
del instrumento, incorpord las modificaciones en
las que hubo consenso entre los traductores, y
evalud las discrepancias para discutirlas, inten-
tando preservar la equivalencia con la version
original. No hubo necesidad de incorporar un tercer
evaluador, ya que se logré un consenso en torno
a las diferencias entre las versiones. El resultado
fue una traduccién provisional que se utilizé para
la traduccion inversa.

Traduccion inversa

Otros dos traductores anglohablantes con gran
dominio del espafiol, que no conocian el cuestio-
nario original, tradujeron de forma independiente la
version provisional de espafiol a inglés. Una era
una traductora con experiencia en validaciéon de
escalas en “clinimetria” y el otro era un traductor con
experiencia en traducciéon de documentos médicos.

Armonizacién

El investigador principal compar6 la traduccion
inversa con el documento original para detectar
las diferencias que debian discutirse con los
traductores. Dada la semejanza entre las traduc-
ciones y el documento original, no se requirié la
participacion de un tercer traductor.

Prueba piloto

Se seleccionaron 11 individuos que cumplian con
los siguientes criterios de inclusién: pacientes
colombianos, mayores de edad, con diagndstico
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de neumonia adquirida en la comunidad leve a
moderada (clasificacién de Fine) (11), segun criterios
clinicos y radiolégicos, con capacidad para seguir
instrucciones sobre el cuestionario y responderlo.

Una vez seleccionados los participantes, se les
explicé el estudio y se les entregd la version provi-
sional del cuestionario traducido a espafiol para
que lo respondieran (anexo 2, disponible en: doi:
http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3025).
Posteriormente, se les hizo una entrevista para
evaluar cada item de forma separada mediante un
formato en el que se indagaba sobre la dificultad
para entender las preguntas y responderlas, sobre
los aspectos confusos o que resultaran ofensivos,
y sobre si era necesario plantear la pregunta de
forma diferente (anexo 3, disponible en: doi: http://
dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3025).

Por ultimo, se evaluaron las respuestas de los
pacientes y sus comentarios sobre cada item y
se procedio a elaborar el cuestionario definitivo
adaptado al espafiol.

La prueba piloto se llevo a cabo en el Hospital de
Engativa, hospital publico de segundo nivel en el
occidente de Bogota, el cual atiende pacientes
de empresas prestadoras de servicios de salud,
publicas y privadas. El area de influencia del
hospital incluye una poblacién cercana al millén
de habitantes.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por los comités de ética
e investigacion del Hospital de Engativd. No se
solicitd consentimiento informado individual, dado
gque se trataba de un estudio sin riesgo y que los
participantes respondieron libremente el cuestio-
nario y podian retirarse en cualquier momento.

Resultados
Proceso de traducciéon directa

Los resultados de la traduccion de inglés a espafiol
se presentan a continuacion.

Pregunta 1

Are you today (XXth day of evaluation) bothered by
shortness of breath when:

« Sitting still Yes /No
» Walking around the house/Ward. Yes /No__
» Washing/Dressing Yes /No_
» Walking in the street Yes /No
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« Taking a shower Yes _/No__

Yes [/ No__

En esta pregunta, los traductores coincidieron en
cambiar la traduccién de ward, “sala”, por “cuarto
de hospitalizacion”. EI médico general que cola-
bor6 en la traduccién sugirié cambiar la traduccion
literal de walking the stairs, “caminando por las
escaleras”, por “subir las escaleras”, y el médico
especialista en medicina interna estuvo de acuerdo
con la modificacion.

 Walking the stairs

Pregunta 2

If you were to give a mark on 1 to 5 scale expressing
the severity of your shortness of breath at the
moment, which mark would that be:

+ Not at all short of breath (1) [ ]
« Slightly short of breath (2) [ ]
« Fairly short of breath (3) [ ]
« Substantially short of breath (4) ]
« Terribly short of breath (5) [ ]

En esta pregunta el médico general sugiri6 traducir
fairly como “ligera”, y slightly como “muy ligera”, cam-
bios que fueron acogidos por el médico internista.
En esta pregunta los traductores coincidieron en
sustituir la traduccién de terribly por “intolerable”.

Pregunta 3

En esta pregunta los dos traductores coincidieron
en cuanto a los términos escogidos y la forma
de redaccion.

Pregunta 4

When the following statement is correct, please
check the leftmost box, the less you agree with the
statement, one of the boxes on the right can be
ticked off

| feel fit

yes, that is correct

C I
no, that is not correct.

En esta pregunta los traductores discreparon.
El médico internista la tradujo de la siguiente
manera: “Si el siguiente enunciado es correcto, por
favor, marque la casilla de la izquierda, segun su
opinion se acerque mas a lo contrario, marque las
siguientes casillas de la derecha”, en tanto que, el
médico general la tradujo asi: “Cuando el siguiente
enunciado sea correcto, por favor, marque el

Adaptacién del cuestionario de puntuacion de la neumonia

cuadro que esté mas hacia la izquierda, entre
menos de acuerdo esté con el enunciado, marque
el cuadro méas hacia la derecha”. En la discusion
se optd por dejar la segunda traduccién, pues se
considerd que era mas comprensible y ajustada al
sentido del documento original.

Pregunta 5

En esta pregunta los dos traductores coincidieron
en cuanto a los términos escogidos y la forma
de redaccion.

Traduccion inversa

En la traduccion inversa de espafiol a inglés no se
encontraron discordancias que hicieran necesaria
la revision de la traduccién del cuestionario.

Prueba piloto

La prueba piloto se hizo con un grupo de 11
pacientes, siete mujeres y cuatro hombres, de
una edad promedio de 58,6 afios; un poco mas
del tercio de ellos eran bachilleres (cuadro 1). En
el momento de responder el cuestionario, todos
estaban hospitalizados por neumonia adquirida
en la comunidad de leve a moderada segun el
indice de gravedad de la neumonia, y estaban bajo
tratamiento con antibioticos.

Los participantes se demoraron, aproximadamente,
cinco minutos en responder el cuestionario y
tuvieron dificultades con las siguientes preguntas.

En la pregunta 2, cuatro pacientes refirieron haber
tenido dificultades para entenderla e hicieron los
siguientes comentarios: “No entendi lo de los
numeros”. Uno dijo textualmente: “No la entendi”,
y otro, “Me confundo entre muy ligera y ligera”,
sugiriendo cambiar “ligera” por “leve”.

En la pregunta 3, literales b, c y d, seis pacientes
manifestaron dificultades con las palabras “expec-
toracion” y “esputo”, ya que desconocian su

Cuadro 1. Escolaridad de los pacientes que participaron en
la prueba piloto

Escolaridad Numero de Porcentaje
pacientes

Ninguna 1 9
Primaria incompleta 2 18,2
Primaria completa 1 9,1
Bachillerato incompleto 2 18,2
Bachillerato completo 4 36,5
Universitario incompleto 1 9
Total 11 100
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significado y plantearon cambiar la palabra “esputo”
por “flema” y expectorar por “expulsion de flema” o
“salida de flema al toser”.

En la pregunta 4, ocho pacientes refirieron no
haberla entendido. Uno manifestd desconocer el
significado de “en forma” y tres sugirieron cambiarlo
por alguna de estas opciones: “¢4,Coémo se siente
hoy?”, “,Se siente en buen estado fisico?”, o
utilizar la expresion “forma fisica”. Cinco pacientes
sugirieron cambiar el sistema de cuadros por el
de una escala de 1 a 5 que incluyera un espectro
de posibilidades entre bueno y muy malo.

Versién definitiva en espafiol
Pregunta 1

Hoy ha tenido (dia xx de la evaluacién) dificultad
para respirar cuando esta:

« sentado y quieto Si_/No__
» caminando por la casa/

cuarto de hospitalizacién Si__/No__
» aseandose o vistiéndose Si__/No__
« caminando en la calle Si__/No__
 duchandose Si__/No__
« subiendo o bajando escaleras Si__/No__

Pregunta 2

Si tuviera que dar un puntaje en una escala de 1
a 5 expresando la gravedad de su dificultad para
respirar en este momento, ¢qué puntaje seria?

« Sin dificultad respiratoria alguna (1)
- Dificultad respiratoria muy ligera (2)
« Dificultad respiratoria leve (3)
« Dificultad respiratoria sustancial (4)
- Dificultad respiratoria intolerable (5)

Pregunta 3a

¢ Usted tose?

« No (omita las preguntas 3b, 3c y 3d)
« Solo en las mafanas al levantarse

» De vez en cuando a lo largo del dia
- Frecuentemente a lo largo del dia
Pregunta 3b

¢Expulsa flema al toser? (cantidad de flema en
24 horas)

- No
« Menos de 2 cucharadas
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» Mas de 2 cucharadas

» Media taza o mas

Pregunta 3c

¢Al toser, expulsa la flema con facilidad?
 No tiene molestias con la evacuacién de la flema.
- Con facilidad

» Con alguna dificultad

« Con mucha dificultad

Pregunta 3d

¢De qué color es la flema?

 No le ha prestado atencién o no tiene flema.
« Transparente

- Blanca

« Verde, amarillo o café.

Pregunta 4

Si tuviera que expresar si se encuentra en buen
estado fisico, en una escala de 1 a 5, siendo 1
en muy buen estado fisico y 5 en muy mal estado
fisico, ¢.cual nimero elegiria?

« 1 Muy buen estado fisico
« 2 Adecuado estado fisico
» 3 Regular estado fisico

» 4 Mal estado fisico

« 5 Muy mal estado fisico
Pregunta 5

Si tuviera que dar un puntaje en una escalade 1 a
5, expresando su estado general de salud en este
momento, ¢ qué puntaje marcaria?

« Excelente 1
« Bueno 2
« Regular 3_
+ Malo 4
» Muy malo 5
Discusion

Ante la creciente necesidad de optimizar el trata-
miento antibiético en pacientes con neumonia
adquirida en la comunidad, se han creado diver-
sas herramientas para clasificarla. Uno de estos
instrumentos es el cuestionario de puntuacién
de la neumonia adquirida en la comunidad (7),
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cuyo objetivo es establecer el momento adecuado
para la suspension del tratamiento antibiotico en
pacientes con este tipo de neumonia de leve a
moderada. Se sabe que no basta con traducir un
instrumento para utilizarlo en otras poblaciones
pertenecientes a diferentes culturas, y que es
necesario hacer una adaptacion transcultural de
la herramienta para que realmente sea equivalente
alaversion original. En este contexto, en el presente
estudio se hizo la adaptacion transcultural de dicho
cuestionario, elaborado originalmente en inglés,
mediante un proceso sistematico y ajustado a las
recomendaciones de la ISPOR (9) y la EORTC (10),
con el fin de que fuese linglistica y semanticamente
equivalente al original.

Durante dicho proceso se hicieron las traducciones
directa e inversa sin mayores complicaciones, pues
las diferencias entre versiones se resolvieron facil-
mente y no hubo necesidad de recurrir a un tercer
traductor para conciliar las divergencias, lo cual
se explicaria por la simplicidad del cuestionario
original y la consecuente facilidad para contestarlo.
En la prueba piloto se incluyeron pacientes entre
los 20 y 92 afios, con una media de edad de 58,6
afios; este amplio rango de edades representé
una ventaja. Ademas, las apreciaciones de los
pacientes coincidieron en torno a las preguntas
gue no necesitaron cambios y aquellas que
ganarian en claridad al hacer ajustes. Un ejemplo
de dichas coincidencias fue el desconocimiento
general del significado de las palabras “expectorar”
y “esputo”, y la propuesta de cambiarlas por “salida
o expulsion de flema” y “flema”, respectivamente.
Probablemente, los traductores no consideraron
necesario parafrasearlas debido a su entrena-
miento médico o a su estrecha relacion con el
ambito médico, por lo cual las consideraron como
palabras facilmente entendibles en el lenguaje
cotidiano de los pacientes.

Otra de las ventajas del cuestionario en su idioma
original que lograron mantenerse fue el tiempo
requerido para responderlo. En la prueba piloto los
participantes lo respondieron en 5 a 10 minutos, con
lo cual se ratificé una de las razones por las cuales
se lo escogi6 para el estudio, su brevedad (solo
seis items), la cual permite responderlo rapida-
mente, a diferencia de otros cuestionarios como
The Community-Acquired Pneumonia Symptom
Questionnaire, el cual consta de 18 items (12).

Ademas, debe resaltarse que, comparado con
otros cuestionarios como los de Metlay de 1997
(13) y de 1998 (14), y el de Marrie, et al. (15),

Adaptacioén del cuestionario de puntuacion de la neumonia

los cuales se restringen a la neumonia leve o,
incluso, a pacientes exclusivamente ambulatorios,
el cuestionario de puntuacion de la neumonia
adquirida en la comunidad esta disefiado para
pacientes con esta condicion leve a moderada, o
cual amplia la poblacién objeto del instrumento.

Entre las limitaciones de este estudio debe men-
cionarse el hecho de haberse restringido a un tnico
centro de atencién. Sin embargo, se incluyeron
pacientes con diversos niveles de educacion, con
lo cual se evitd que la futura implementacion del
cuestionario deba restringirse a una poblacion con
un nivel educativo determinado. Otra limitacion
gue pudo haber interferido con las respuestas al
cuestionario es que algunos pacientes entrevis-
tados podrian haber tenido algin grado de déficit
cognitivo no diagnosticado, o alguna otra condicién
como disminucion de la agudeza auditiva, aunque
la coincidencia de los entrevistados en torno a
las preguntas que entendieron y aquellas que les
plantearon dificultades permitiria concluir que, de
existir tales condiciones, tuvieron un efecto menor
en el resultado final.

Un aspecto interesante de la discusién sobre las
traducciones de un idioma a otro, es que en una
regiéon como Latinoamérica la diversidad de matices
en la seleccién de términos implicaria tener que
hacer traducciones adaptadas a cada pais (Chile
comparado con México, por ejemplo). También,
podria suponerse lo mismo para las diferentes
regiones de Colombia, lo que supondria contar
con cuestionarios diferentes para la Costa Atlantica
y la zona cafetera. Estas preguntas adn no tienen
respuesta. De hecho, no se utilizan cuestio-
narios diferentes para el inglés britanico y el inglés
americano. La implementacion de los cuestionarios
y la realizacién de otros estudios podrian dar luces
sobre las diferentes interpretaciones de una misma
pregunta en diversas regiones.

En conclusién, se dispone de una versién en
espafiol del cuestionario de puntuacion de la neu-
monia adquirida en la comunidad, producto de
un proceso metddico y sistematico, el cual puede
seguir validandose para establecer claramente su
utilidad en la suspension temprana del tratamiento
antibidtico en pacientes con neumonia adquirida
en la comunidad leve a moderada.
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Anexo 1. CAP score questionnaire

Question Coding

1. Are you today (XXth day of the evaluation) bothered by shortness of breath when
- sitting still Jyes [1no
- walking around the house/ward Jyes [1no
- washing/dressing Jyes [1no
- walking in the street Jyes [1no
- taking a shower Jyes [1no
- walking the stairs Jyes [1no

2. If you were to give a mark on a 1 to 5 scale expressing the severity of your shortness
of breath at the moment, which mark would that be?

- Not at all short of breath (1)

- Slightly short of breath (2)

- Fairly short of breath (3)

- Substantially short of breath (4)
- Terribly short of breath (5)

oooono

3a. Do you cough?

- No (skip questions 3b, ¢ and d)

- Only in the morning, when getting up
- Now and then, all through the day

- Frequently, all through the day

oooo

3b. Do you cough up sputum? (amount of sputum by 24 hrs)
- No
- Less than 2 spoons
- More than 2 spoons
- Half a cup or more

oooo

3c. Do you cough up the sputum with ease?

- Not bothered by sputum
- With ease

- Fairly difficult

- Very difficult

oooo

3d. What is the color of the sputum?
- Did not pay attention/no sputum
- Transparent
- White
- Green, yellow or brown

oooo

4. When the following statement is correct, please check the leftmost box, the less you agree
with the statement, one of the boxes on the right can be ticked off
| feel fit
yes, thatis correct [J[J[J[J[J no, thatis not correct

5. If you were to give a mark on a 1 to 5 scale expressing your general state of health
at the moment, which mark would that be?
- Excellent (1)
- Good (2)
- Fair (3)
- Poor (4)
- Very poor (5)

ogoooo
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Anexo 2. Version provisional de la traduccion al espafiol del CAP score
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1. Hoy ha tenido (dia xx de evaluacion) dificultad para respirar cuando esta:

- sentado y quieto

- caminando por la casa/cuarto de hospitalizacion.
- bafidndose o vistiéndose

- caminando en la calle

- duchandose

- subiendo o bajando escaleras

2. Si tuviera que dar un puntaje en una escala de 1 a 5 expresando la gravedad
de su dificultad para respirar en este momento, ¢,qué puntaje seria?

- Sin dificultad respiratoria alguna
- Dificultad respiratoria muy ligera
- Ligera dificultad respiratoria

- Dificultad respiratoria sustancial
- Dificultad respiratoria intolerable

3. ¢ Usted tose?

- No (omita las preguntas 3b, 3c y 3d)
- Solo en las mafianas al levantarse
- De vez en cuando a lo largo del dia
- Frecuentemente a lo largo del dia

3a. ¢ Expectora al toser? (cantidad de esputo en 24 horas)

- No

- Menos de dos cucharadas
- Mas de dos cucharadas

- Media taza 0 mas

3b. ¢ Expectora con facilidad?

- No tiene molestias con la expectoracion
- Con facilidad

- Con alguna dificultad

- Con mucha dificultad

3c. ¢De qué color es el esputo?

- No le ha prestado atencién o no tiene esputo
- Transparente

- Blanco

- Verde, amarillo o café.

4. Cuando el enunciado sea correcto, por favor, marque el cuadrado que esté mas a la izquierda,
entre menos de acuerdo esté con el enunciado, marque los cuadros hacia la derecha.

Me siento en forma:

Si,esoescorrecto (JJ OO No, eso no es correcto

5. Si tuviera que dar un puntaje en una escala de 1 a 5 expresando su estado general de salud

en este momento, ¢,qué puntaje marcaria?

- Excelente
- Bueno

- Regular

- Malo

- Muy malo

Si__/No__
Si__/No__
Si__/No__
Si_/No__
Si__/No__
Si__/No__

oooo oooo oodno

ogooo

wWN

[S23N
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Anexo 3. Evaluacion de las respuestas de los pacientes

Adaptacion del cuestionario de puntuacion de la neumonia

Pregunta

a. ¢Le parece que la pregunta es dificil?
-Si O
-No O
- Comentarios

b. ¢ Considera que la pregunta es confusa?
-Si O
-No [J
- Comentarios

c. ¢Existen palabras dificiles que no entiende o desconoce su significado?

-Si O
-No O
- Comentarios

d. ¢La pregunta es ofensiva o molesta?
-Si O
-No J
- Comentarios

e. ¢ Cémo realizaria usted esta pregunta?
- Comentarios
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Aloinjertos analogos de mucosa bucal en ratas no consanguineas
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Introduccion. A pesar de que existen opciones terapéuticas para el tratamiento de defectos de la mucosa
bucal, persiste la necesidad de encontrar sustitutos funcionales, anatémicos y estéticamente similares al
tejido que se va a reemplazar, asi como soluciones que reduzcan la morbilidad de los injertos autélogos.
Objetivo. Determinar la compatibilidad clinica e histolégica de aloinjertos equivalentes de mucosa
bucal elaborados mediante ingenieria tisular en ratas no consanguineas.

Materiales y métodos. Se utiliz6 una muestra de mucosa bucal de ratas Sprague Dawley para la
obtencion de un cultivo de fibroblastos y otro de queratinocitos y fibroblastos. En ambos casos, se
us6 una membrana de colageno comercial como soporte. Después de diez semanas de cultivo, las
membranas resultantes se injertaron en cuatro ratas Wistar. La primera fase del estudio consistié
en la elaboracion de los tejidos analogos de mucosa bucal mediante ingenieria tisular, los cuales
se implantaron en ratas Wistar inmunocompetentes; posteriormente, se evaluaron las caracteristicas
clinicas e histologicas del aloinjerto.

Resultados. La evaluacion in vivo de los tejidos anédlogos demostr6 que se habian integrado
correctamente en los huéspedes inmunocompetentes, y se habia logrado el aumento del biotipo
periodontal y la creacion de una zona con mayor queratinizacion. Desde el punto de vista histoldgico,
el tejido adquirié caracteristicas similares a las de la muestra de mucosa bucal de control, sin ningin
tipo de reaccion inflamatoria ni signos clinicos o histolégicos de rechazo.

Conclusioén. Hubo compatibilidad clinica e histoldgica de los aloinjertos equivalentes de mucosa bucal
obtenidos mediante ingenieria tisular.

Palabras clave: aloinjertos; ingenieria de tejidos; técnicas de cultivo de tejidos; mucosa bucal;
fibroblastos; queratinocitos.
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Oral mucosa analog allografts in non-consanguineous rats

Introduction: Although there are therapeutic options for the treatment of oral mucosa defects, the
need for functional, anatomical and aesthetically similar substitutes persists, as well as for solutions to
reduce autologous grafts morbidity.

Objective: To determine clinical and histological compatibility of equivalent oral mucosa allografts
generated through tissue engineering in non-consanguineous rats.

Materials and methods: We used a sample of oral mucosa from Sprague Dawley rats to obtain a
fibroblast culture and a keratinocytes and fibroblasts co-culture. In both cases, we used a commercial
collagen membrane as “scaffold”. After ten weeks of culture, we grafted the resulting membranes into
four Wistar rats. The first phase of the study was the development of the oral mucosa equivalents
generated by tissue engineering. Then, we implanted them in immunocompetent Wistar rats, and finally
we evaluated the clinical and histological features of the allografts.

Results: In vivo evaluation of mucosal substitutes showed a correct integration of artificial oral mucosa
in immunocompetent hosts, with an increase in periodontal biotype and the creation of a zone with
increased keratinization. Histologically, the tissue was similar to the control oral mucosa sample with no
inflammatory reaction nor clinical or histological rejection signs.

Conclusion: The equivalent oral mucosa allografts generated by tissue engineering showed clinical
and histological compatibility.

Key words: Allografts, tissue engineering; tissue culture techniques; mouth mucosa; fibroblasts;
keratinocytes.
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Varias enfermedades de la cavidad bucal, de origen
inflamatorio, traumatico, neoplasico o congénito,
resultan en defectos de la mucosa bucal (1), entre
los cuales cabe mencionar las recesiones gingivales,
las vestibuloplastias, el paladar hendido, los trauma-
tismos y la extirpacidon de tumores (2). Aunque se
han propuesto diversos procedimientos quirdrgicos
para el tratamiento de estos defectos, persiste
la necesidad de encontrar sustitutos funcionales,
anatémicos y estéticamente similares al tejido que
se va a reemplazar, asi como soluciones que
reduzcan la morbilidad asociada a la obtencion de
tejido de zonas donantes, lo cual supone un desafio
clinico para los periodoncistas y los cirujanos
bucales y maxilofaciales (3).

En este contexto, los recientes avances en medicina,
odontologia y bioingenieria han abierto la puerta
a un nuevo tipo de tratamiento que no requiere la
utilizacion de tejidos autélogos y que se basa en la
ingenieria tisular, en la cual se recurre a los princi-
pios de la biologia y la ingenieria para desarrollar
sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o
mejoren la funcion de los tejidos (1).

Mediante esta técnica, es posible cultivar in vitro los
gueratinocitos y fibroblastos de una mucosa bucal
sana, sembrarlos en un soporte y, una vez obtenido
el tejido anélogo, injertarlo para reconstruir defectos
de la mucosa (4), con lo cual disminuiria la duracién
de las cirugias y se dispondria de mas tejido en
comparacion con otros procedimientos quirdrgicos.

A pesar de esto, son escasos los estudios conclu-
yentes sobre la utilizacion de aloinjertos como
sustitutos eficientes en la reconstruccion de defectos
de la mucosa bucal (4), los cuales se proponen
como una alternativa novedosa en el campo de
la cirugia mucogingival y en la regeneracion tisular
guiada frente a la morbilidad asociada con otros
procedimientos quirdrgicos, a los cuales debe
recurrirse dada la poca disponibilidad de materiales
de regeneracion tisular y de mucosa bucal sana para
reemplazar los tejidos lesionados o perdidos (5).

La utilizacién de aloinjertos anédlogos de mucosa
bucal evitaria el uso de tejido autélogo, con la conse-
cuente reduccion de la morbilidad de los tejidos
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Andes, Edificio del Rectorado, Calle 24, entre Avenidas 2 y 3,
Mérida (5101), Venezuela
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donados, y ofreceria una cantidad considerable
de tejido, con lo cual no se necesitarian cirugias
multiples para intervenir areas mucosas extensas.

La reaccion inmunitaria del paciente a los antigenos
bucales difiere en algunos aspectos fundamentales
de los de otros sitios anatomicos. Las diferencias
mas llamativas son la gran cantidad de inmuno-
globulinas asociadas con los tejidos mucosos, y
la tendencia de la inmunizacion oral con proteinas
a inducir la tolerancia de las células T en lugar de
Su activacion, con la consecuente supresion de las
reacciones inmunitarias sistémicas humorales y
celulares (6).

El objetivo del presente estudio fue determinar
la compatibilidad clinica e histologica de aloin-
jertos analogos de mucosa bucal en ratas no
consanguineas de cepas diferentes, para simular
la variabilidad genética entre las especies, y
observar su reaccion tisular frente al injerto de un
solo tipo de células (fibroblastos) y de su cultivo
con queratinocitos, con miras a su futura aplicacion
clinica como posible alternativa terapéutica.

Materiales y métodos

El estudio se desarrollé en tres fases: la primera
consistid en la elaboracion de los sustitutos de
mucosa de ratas Sprague Dawley mediante cultivo
in vitro; en la segunda fase, se procedio a implantar
las muestras obtenidas artificialmente en ratas
Wistar inmunocompetentes y, en la tercera fase, se
evaluaron las caracteristicas clinicas e histoldgicas
del aloinjerto.

Obtencién de la muestra

La muestra para elaborar los injertos analogos
de mucosa bucal se obtuvo haciendo una herida
de espesor total de 0,5 cm en la mucosa bucal
de dos ratas Sprague Dawley, especificamente
de la encia adherida en la cara vestibular del
maxilar superior, en la region ubicada entre los
incisivos, anestesiadas con 50 mg/kg de ketamina
(Ketamine®) combinada con 10 mg/kg de xilacina
(Sedazine®), administradas por via intraperitoneal,
y con lidocaina al 2 % por infiltracion. Se hizo una
incision superficial en el tejido y, después, una
diseccion aguda hasta eliminar el tejido mucoso,
preservando el periostio.

La muestra se depositd en un tubo estéril de
15 ml que contenia medio Eagle modificado de
Dulbecco completo (D-MEM) (D 5546 Sigma-
Aldrich), al cual se le adicionaron 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 2,5
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mg/ml de trihidrato de anfotericina B: sc-227265
(Santa Cruz Biotecnology, CA), para su posterior
procesamiento.

Con el mismo procedimiento se obtuvo la muestra
de control de una rata Wistar, la cual se conservé
en formol al 10 % para su posterior procesamiento
y andlisis histoldgico.

Cultivo primario de queratinocitosy fibroblastos
gingivales

Siguiendo el protocolo de Padron, et al. (7), el
tejido epitelial se separé del tejido conjuntivo meca-
nicamente y los dos se disgregaron en una caja
de Petri con la ayuda del bisturi; a continuacion,
se homogeneizaron con el émbolo de una
jeringa estéril, con el fin de obtener fragmentos
mas pequefios de tejido. La muestra se volvié a
suspender en medio D-MEM con suplemento
de suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich) al
10 % para los queratinocitos y al 20 % para los
fibroblastos. En el caso de los fibroblastos, la
suspension celular se sometié a separacién por
gradiente de densidad, utilizando solucién Ficoll-
Hypaque con una densidad de 1,077 (Sigma-
Aldrich) para eliminar las células mononucleares
presentes en el tejido. Después de la centrifugacion
a 400g durante 30 minutos, el boton celular ubicado
en el fondo del tubo se recuperd, se lavo tres veces
y se sembré en medio D-MEM completo. Los
cambios del medio se hicieron cada cuatro dias. La
viabilidad celular se determin6 mediante la técnica
de coloracion con azul de tripano al 0,4 % v, el
fenotipo de los fibroblastos, mediante citometria
e inmunofluorescencia directa con el marcador
especifico de fibroblastos del anticuerpo ER-TR7
sc-73355 PE (Santa Cruz Biotecnology, CA).

Desarrollo de los injertos analogos de mucosa
bucal

Transcurridas seis semanas del inicio del cultivo
de los fibroblastos, se logré una confluencia de
80 %, aproximadamente; las células en suspension
se separaron de las adherentes, y estas Ultimas
se trataron con tripsina (0,25 %) y &cido etilen-
diamino-tetraacético (EDTA); después se las lavd
con medio completo y se centrifugaron durante 10
minutos. El botdn celular se recuperé, se volvio
a someter a suspension y se sembré sobre una
membrana de colageno bovino de tipo | (Mem-Lok
BiHorizont®) de uso clinico odontolégico.

Después de dos semanas de la siembra de los
fibroblastos, la membrana resultante se dividio en
dos porciones: una para la continuacién del cultivo
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de fibroblastos y la otra para el de queratinocitos
y fibroblastos. Siguiendo el procedimiento previa-
mente descrito para la recuperacién de las células,
se procedié a sembrar los queratinocitos sobre
una de las mitades de la membrana durante dos
semanas mas, con el fin de obtener un cultivo de
mucosa bucal.

Evaluacion in vivo de los aloinjertos analogos
de mucosa bucal

Se hizo la valoracion clinica periodontal de cada
uno de los especimenes de la muestra antes del
injerto, con base en los siguientes indicadores
periodontales: biotipo, color, contorno, consistencia,
textura, posicion del margen gingival y sondaje
vertical utilizando una sonda periodontal de William
marcada con milimetros marca Hu-Friedy®.

A continuacidn, los aloinjertos analogos de mucosa
bucal se implantaron en colgajos orales en ocho
ratas Wistar inmunocompetentes previamente
marcadas, de las cuales cuatro se trataron con
el colageno enriquecido con fibroblastos vy, las
cuatro restantes, con un cultivo de queratinocitos
y fibroblastos.

El procedimiento quirdrgico se hizo bajo anestesia
(50 mg/kg de ketamina combinada con 10 mg/
kg de xilacina por via intraperitoneal y lidocaina
al 2 % por infiltracion). Se separd un colgajo de
Newman de espesor total utilizando un bisturi
Bard Parker con hoja nimero 15 C y mediante
incisiones intracreviculares en la encia adherida
en la cara vestibular del maxilar superior (entre
los dos incisivos) en cada rata Wistar para la
implantacion del aloinjerto. En todos los casos, el
material injertado se cort6 en la cantidad requerida
y se inmoviliz6 mediante puntos simples con
sutura no reabsorbible de hilo de seda 4.0. Dicha
técnica fue ejecutada por el mismo equipo de
cirujanos. Seis semanas después del aloinjerto, se
procedio a valorar los injertos con los indicadores
periodontales establecidos.

Por ultimo, los animales se sacrificaron mediante
una sobredosis inhalada de tiopental (Tiopental®).
Después de la eutanasia, se recolectaron las mues-
tras de encia mediante biopsia, se conservaron en
formol al 10 % y se incluyeron en parafina para,
posteriormente, cortarlas y aplicarles coloracion
con hematoxilina y eosina, con el fin de hacer el
analisis histoldgico, compararlas con la muestra de
mucosa bucal de control y evaluar la presencia o
ausencia de infiltrado inflamatorio agudo o croénico,
o de células gigantes de reaccion a cuerpo extrafio,
asi como la organizacion del tejido.
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Consideraciones éticas

La investigacion contd con el aval del Comité de
Bioética del Bioterio Central de la Universidad de
los Andes, Mérida, Venezuela.

Resultados

El tratamiento mecanico y enzimatico de estos
tejidos demostro ser efectivo en las muestras pro-
cesadas, pues se obtuvieron suficientes células
en todos los casos. En cuanto a su morfologia,
con el microscopio Optico de fase invertida, estas
células se observaron como elementos esféricos
de pequefio tamafio (alrededor de 2 pum de
diametro), que permanecian en suspension en
el medio de cultivo durante las primeras horas de
su aislamiento.

En el cultivo primario de fibroblastos y de querati-
nocitos, se observo la proliferacion celular en medio
D-MEM con suplemento de suero bovino fetal (SBF)
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al 20 % y al 10 %, respectivamente. Durante la
primera semana, la mayor parte de las células se
encontraban adheridas al fondo de la placa de
cultivo de manera aislada y habian comenzado a
aparecer pequefias prolongaciones. Se evidencio
un crecimiento de fibroblastos y queratinocitos entre
la segunda y la tercera semanas, los cuales se
agruparon en colonias celulares.

En el caso de los fibroblastos, una trama de
células fusiformes se configur6 a partir de la
cuarta semana, formada por células con largas
prolongaciones que ocupaban la superficie de
la placa de cultivo. Posteriormente, las colonias
fueron aumentando de tamafio hasta obtener una
confluencia de aproximadamente 80 % en la quinta
semana (figura 1, a-c).

Por su parte, los queratinocitos alcanzaron una
confluencia del 80 %, aproximadamente, en la sexta
semana. En el andlisis con microscopia 6ptica, se

Figura 1. Evolucién de los cultivos celulares. a-c. Progreso del cultivo de fibroblastos gingivales de rata con medio D-MEM
enriquecido con S.F.B al 20 % en la segunda, tercera y cuarta semanas de incubacion, respectivamente. d-f. Desarrollo del cultivo
de queratinocitos gingivales de rata (con medio D-MEM enriquecido con SFB al 10 %) en la segunda, tercera y cuarta semanas de
incubacion, respectivamente. Las flechas muestran la ubicacion de algunas células.
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evidenci6 la existencia de una poblacion celular de
gueratinocitos configurados en una monocapa en
la placa de cultivo, constituida por células irregular-
mente poliédricas con un nudcleo central voluminoso
y citoplasma de aspecto hialino (figura 1, d-f).

La elaboracién de injertos andlogos de mucosa
bucal mediante ingenieria tisular se llevé a cabo
de manera eficiente. La malla se mantuvo como
soporte durante cuatro semanas, tiempo en el cual
permanecié inmersa en el medio de cultivo, sin
disolverse, lo cual facilit6 la proliferacion celular.

Debido a su densidad, la membrana no dejo
atravesar la luz durante la primera semana de
siembra (poco refringente), por lo que fue dificil
observar las células, sin embargo, se torné un
poco mas porosa a partir de ese momento (figura
2). Los fibroblastos en la periferia permitieron inferir
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que la superficie semiporosa de la malla permitio la
correcta adhesion celular y la subsecuente unién
intercelular. Asimismo, se constatd la resisten-
cia de la malla Mem-LokBioHorizont®, por lo cual
su manipulacion fue facil a la hora del injerto
propiamente dicho.

Evaluacion in vivo de los injertos analogos de
mucosa bucal

En todos los casos, la evaluacion de la mucosa
bucal de la zona injertada mostré una adecuada
integracion con el sitio receptor. El procedimiento
quirdrgico fue bien tolerado por todos los animales,
y no se apreciaron signos clinicos de rechazo o
contraccion de la cicatriz (figura 3).

En cuanto a la valoracion clinica periodontal inicial
de los dos grupos, se evidenciaron caracteristicas
normales de la encia como un biotipo delgado, el

Figura 2. Microfotografia de la membrana de coldgeno comercial. a. Durante el primer dia de siembra. b. Al cabo de una semana

de la siembra. ¢. A dos semanas de la siembra.

Figura 3. Caracteristicas clinicas de la mucosa bucal de ratas a las seis semanas del injerto. a. Muestra de mucosa de control sin
injerto. b. Mucosa de una rata Wistar con el injerto de fibroblastos cultivados y sembrados sobre soporte de colageno MEMLOCK.
c. Injerto de fibroblastos y queratinocitos cultivados y sembrados sobre soporte de colageno MEMLOCK
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color rosado, un contorno festoneado, consistencia
firme, textura con el puntillado de cascara de
naranja, posicion del margen gingival en el limite
amelocementario y un sondaje vertical de 0,5 mm
(figura 3a 'y cuadro 1).

Durante la primera semana del injerto, solo se
aprecio un ligero eritema en el area; sin embargo,
a partir de la segunda semana y en las siguientes
evaluaciones, se observé un aumento sostenido
del biotipo periodontal (de delgado a grueso),
que se evidencié porque el borde de la encia
marginal se encontraba més elevado, y la zona
injertada mas gruesa y con una coloracién rosada
menos intensa que la mucosa sana circundante,
lo cual indicaba una mucosa queratinizada. Los
animales que recibieron un injerto combinado con
queratinocitos presentaron queratinizacion mas
compatible con los patrones normales; en cuanto
a las demas caracteristicas clinicas, estas se
mantuvieron dentro de los criterios de normalidad:
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continuidad con la mucosa adyacente, posicion
del margen gingival en el limite amelocementario,
sondaje vertical de 0,5 mm, textura con el punti-
llado de cascara de naranja y consistencia firme,
y ausencia de sangrado o contraccion de la
cicatriz (figura 3, b y c¢). Estas caracteristicas se
mantuvieron hasta la sexta semana, sin mostrar
signos clinicos de rechazo (cuadro 1).

El andlisis histolégico de las biopsias de encia de
los especimenes mostré que, tanto los injertos ana-
logos de mucosa bucal de espesor parcial como
los de espesor total, presentaron caracteristicas
similares a las de la muestra de encia de control
(figura 4), con una adecuada integracion al sitio
receptor; se observé una encia tapizada por un epi-
telio plano estratificado, queratinizado y organizado,
de maduracion normal. En el corion se observo
tejido conjuntivo denso y buena irrigacion. En
ningln caso se aprecié reaccion inflamatoria, lo
cual indicaba la aceptacion del aloinjerto.

Cuadro 1. Indicadores periodontales de los especimenes de la muestra

Rata Indicador Biotipo Color Contorno Consistencia Textura Posicion Sondaje

Wistar periodontal del MG vertical (mm)

1AMBEP  Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

2 AMBEP  Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

3 AMBEP  Antes del al injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntilado  LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

4 AMBEP  Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

1AMBET Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

2 AMBET  Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

3AMBET  Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

4AMBET  Antes del injerto Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5
Después del injerto Grueso Rosado Blanquecino Festoneado Firme Puntilado  LAC 0,5

Control ~ —-mememmeeeeees Delgado Rosado Festoneado Firme Puntillado LAC 0,5

AMBEP: tejido analogo de mucosa bucal de espesor parcial; AMBET: tejido analogo de mucosa bucal de espesor total; MG: margen gingival;

LAC: limite amelocementario

Figura 4. a. Mucosa de una rata Wistar de control. b. Mucosa de una rata Wistar con un injerto de tejido analogo de mucosa oral
de espesor parcial. ¢. Mucosa de rata Wistar con injerto de tejido analogo de mucosa oral de espesor total
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Discusidn

La ingenieria tisular permite desarrollar diferentes
tejidos artificiales en el laboratorio mediante el uso
de células vivas, la manipulacion del entorno celular,
la creacion de sustitutos bioldgicos y su consecuente
implantacion en el cuerpo (8). El injerto de susti-

tutos artificiales de tejidos se perfila como uno de
los mejores tratamientos alternativos (9).

Por estar constituida de tejidos blandos con carac-
teristicas similares a las de la piel, la mucosa
bucal ha servido para el desarrollo de sustitutos
artificiales de piel y de la misma mucosa bucal
(10,11). Mediante los estudios preclinicos y clinicos
de estos productos se han podido proponer nuevos
métodos para el tratamiento de heridas de la
mucosa bucal de espesor parcial y total (10,12). Se
han estudiado varios tipos de sustitutos artificiales
de mucosa bucal que, segln su estructura y
composicion, pueden utilizarse para: i) reemplazo
del tejido epitelial (13); ii) aumento del tejido
conjuntivo presente en la lamina propia cuando
hay pérdida o reduccién de tejido queratinizado
(14); iii) reemplazo total de la lamina propia para
favorecer la reparacion del tejido conjuntivo y
estimular la regeneracién del epitelio in vivo (15),
y iv) reemplazo de mucosa bucal de espesor total
con tejidos analogos (16-18).

La metodologia desarrollada en la presente inves-
tigacion permiti6 el aislamiento y el cultivo de
fibroblastos y queratinocitos gingivales a partir de
biopsias de mucosa bucal de ratas Sprague Dawley,
y su posterior utilizacién para generar equivalentes
artificiales de espesor parcial y total sobre un soporte
de membrana de colageno comercial. En otros estu-
dios se han obtenido resultados similares, a pesar
de haber empleado una metodologia distinta, pues
el cultivo de queratinocitos se desarrollé utilizando
como soporte una matriz alogénica Alloderm® en un
medio exento de factores de crecimiento (19,20). En
algunos estudios se han utilizado diversos materiales
para la obtencion de tejidos en el laboratorio, entre
los cuales se destacan los de quitosano, colageno
y fibrina, entre otros (21).

Con la obtencién de células epiteliales de mucosa
bucal mediante el cultivo de explantes de muestras
de este mismo tipo de tejido, en el presente estudio
se demostrd la gran eficiencia de esta técnica para
generar cultivos celulares, tal como se reporté en
el estudio de Bayar, et al. (22).

La evaluacion in vivo de los tejidos analogos de
mucosa de rata evidencié la adecuada integra-
cion de la mucosa bucal artificial en organismos
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huéspedes (ratas Wistar) inmunocompetentes. Se
logré aumentar el biotipo periodontal y crear una
zona con mayor queratinizacion. Desde el punto de
vista histologico, el tejido adquirié caracteristicas
similares a las de la muestra de encia de control,
con un epitelio plano estratificado y queratinizado
de apariencia organizada y maduracién normal.
En el corion se observé la formacién de tejido
conjuntivo denso con abundante material eosino-
filico, bien irrigado. En ningln caso se detect6
reaccion inflamatoria.

Estos resultados difieren de los publicados por
Junquera, et al. (23), en los cuales se reportan
tejidos con areas desestructuradas y degeneracion
hidrépica, o como los obtenidos por Bello, et al.
(24), quienes encontraron infiltrado inflamatorio
cronico en el injerto de tejido conjuntivo artificial
autologo en conejos.

Los hallazgos permiten inferir que los tejidos
anélogos de mucosa bucal suministran factores
de crecimiento, citocinas y matriz extracelular a las
células del huésped (25), y que la porcién sin células
del aloinjerto (membrana de colageno), actuaria
como un entramado para que las células autologas
migren hacia dentro, lo cual favorece y acelera la
formacion de epitelio y la curacion de la herida en
tejidos blandos (16), aumentando la cantidad de
mucosa queratinizada, la cual una vez creada o
aumentada, puede modificarse y redisefiarse para
obtener resultados estéticos y funcionales.

La terapia regenerativa con aloinjertos en la
cavidad bucal podria considerarse tedricamente
viable, pues debe tenerse en cuenta que la
reaccion inmunitaria del paciente frente a los
antigenos bucales es muy particular y es diferente
a la de otros tejidos, especialmente por la gran
cantidad de inmunoglobulinas que se produce en
asociacion con los tejidos mucosos, y la tendencia
de la inmunizacién oral con proteinas a inducir la
tolerancia de las células T en lugar de su activacion,
con la consecuente supresion de las reacciones
inmunitarias sistémicas humorales y celulares (6).

El cultivo tisular se proyecta como una posibilidad
para la regeneracion de tejidos bucales, por lo cual
la creacion de tejido analogo de mucosa bucal en
nuestro laboratorio representa un paso inicial para
la implementacion de nuevos tratamientos, con el
fin de ofrecerles a los pacientes una alternativa en la
restitucién de tejidos perdidos o dafiados, especial-
mente enlamucosabucal. Sin embargo, se requieren
estudios clinicos para determinar la utilidad de estos
tejidos en humanos, aunque se pueden adoptar
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otras estrategias iniciales, como la combinacion de
células alogénicas y autbélogas para crear tejidos
quiméricos inmunoldgicamente mas aceptables.
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Activacion de STAT3 por hipoxia en modelos in vitro de
cancer de cuello uterino y en células endoteliales
Oscar Ortega, Alejandro Ondo-Méndez, Ruth Garzén

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas,
Universidad del Rosario, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. ElI microambiente tumoral influye en el comportamiento de las células cancerosas.
Especialmente, el estimulo de agentes estresantes, como la hipoxia, se convierte en un factor critico
para la evolucion y el tratamiento del cancer. La reaccion celular frente a diversos estimulos se
manifiesta en la activacion de vias de sefializacion como la JAK/STAT, una de las mas importantes por
sus efectos en la diferenciacion y proliferacion celular.

Objetivo. Evaluar el estado de la via JAK/STAT mediante la expresion o activacion de la proteina
STAT3 en células de cancer de cuello uterino (HeLa) y en células endoteliales (EA.hy926) sometidas
a hipoxia.

Materiales y métodos. Las lineas celulares se sometieron a condiciones de hipoxia fisica (1 % de O,)
0 quimica (100 uM de deferoxamina, DFO) durante dos, seis y 24 horas. Mediante Western blot se
determiné el cambio en la expresién y activacion de STAT3, y mediante inmunofluorescencia indirecta,
su localizacién subcelular.

Resultados. La hipoxia se evidenci6 por la activacion y translocacion al ndcleo del HIF-1. Ni la hipoxia
fisica ni la quimica alteraron la expresion de STAT3, pero si la activacion, segin se comprob6 por su
fosforilacion y su translocacion al nacleo en los dos modelos bajo estudio.

Conclusiones. Se evidenci6 la importancia de la hipoxia como un estimulo que modifica la activacion
de la proteina STAT3 en las células HeLa y EA.hy926, lo cual la convierte en un elemento importante
en el disefio de estrategias terapéuticas contra el cancer.

Palabras clave: factores de transcripcion STAT, hipoxia de la célula; neoplasias del cuello uterino;
células endoteliales; microambiente tumoral; células Hela; estrés fisiologico.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i2.3225
STAT3 activation by hypoxia in in vitro models of cervix cancer and endothelial cells

Introduction: The biological behavior of cancer cells is influenced by the tumor microenvironment in
which they develop. In this context, stressor stimuli such as hypoxia are considered critical for tumor
development and therapeutic management. Cellular response to various stimuli is evidenced in the
activation of intracellular signaling pathways such as JAK/STAT, which is one of the most important for
its effects in differentiation and cell proliferation.

Objective: To evaluate the condition of the JAK/STAT pathway through the expression/activation of the
STAT3 protein in cervix cancer cells (HeLa) and endothelial cells (EA.hy926) subjected to hypoxia.
Material and methods: Cell lines were subjected to physical (1% O,) or chemical (deferoxamine, DFO,
100 pM) hypoxia for 2, 6 and 24 hours. Changes in the expression and activation of STAT3, and its
subcellular localization by indirect immunofluorescence, were determined by western blot.

Results: Hypoxia was evidenced by the activation and translocation to the nucleus of HIF-1. Neither
physical nor chemical hypoxia altered STAT3 expression, but it did affect its activation, as seen in its
phosphorylation and translocation to the nucleus in the two models under study.

Conclusions: The present study highlights the importance of hypoxia as a stimulus that modifies the
activation of the STAT3 protein in HeLa and EA.hy926 cells, which makes it an important factor in the
design of therapeutic strategies against cancer.

Key words: STAT transcription factors; cell hypoxia; uterine neoplasms; endothelial cells; tumor
microenvironment; Hela cells; stress, physiological.
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El cancer constituye uno de los mayores proble-
mas de salud publica a nivel mundial, y una de
las enfermedades de mas dificil diagnostico y
tratamiento. A pesar de los grandes avances
de las dUltimas décadas en su comprension y
estudio, su control continda siendo esquivo (1),
en gran medida, debido a que es una enfermedad
notablemente compleja en la que un gran nimero
de rutas moleculares y celulares se ven alteradas,
lo cual se traduce en mdultiples fenotipos (2). En
el caso especifico del cancer de cuello uterino, a
pesar de la reduccidn en las tasas de incidencia
y mortalidad debido a la implementacién de
programas de prevencion, especialmente en los
paises en desarrollo, este sigue siendo una de
las principales causas de muerte en la poblacion
femenina mundial. Aunque se espera que el reporte
de casos disminuya con la implementacién de la
vacunacion contra el principal agente causante de
la enfermedad, esto no sera posible antes de 20
a 30 afios. Por lo tanto, la busqueda de nuevas y
mejores formas de tratamiento sigue siendo valida,
mas aun cuando la cobertura de la vacuna se
restringe a ciertos tipos virales (3).

La comprensién de los mecanismos bioquimicos y
genéticos del desarrollo de los tumores es funda-
mental para detectar, clasificar, vigilar y tratar este
tipo de enfermedades, como lo demuestran los
nuevos métodos de diagnosticoy los medicamentos
basados en moléculas que inhiben o revierten su
crecimiento (4).

Entre los factores que afectan el comportamiento
biolégico de las células cancerosas, los micro-
ambientes tumorales han cobrado gran interés.
El tejido tumoral es un complejo entramado
de células tumorales y de otras no tumorales,
entre las cuales se cuentan los fibroblastos del
estroma, los adipocitos, las células del sistema
inmunoldgico como macréfagos y neutroéfilos, y
las células del endotelio de los vasos sanguineos.
Ademas de las condiciones ambientales que
cumplen funciones criticas para el desarrollo del
fenotipo tumoral, existen otros factores biol6gicos,
guimicos y fisicos, como las moléculas de la matriz
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extracelular, asi como las condiciones ambientales
de oxigenacion, la presion intersticial y el pH, que
afectan el comportamiento tumoral (5).

Uno de los factores criticos de la viabilidad de las
células tumorales y de las adyacentes al tumor,
son las concentraciones tisulares de oxigeno (6).
Dado que solo un numero limitado de células
puede recibirlo por difusién directa a partir de un
vaso sanguineo (60-100 um por vaso), estas sufren
condiciones de estrés metabdlico como la hipoxia
y la falta de nutrientes, las cuales hacen evidente
la heterogeneidad tumoral (7). En el tejido tumoral
la tasa de consumo de oxigeno de las células
neoplasicasy del estroma excede su disponibilidad,
ya de por si limitada, lo que resulta en areas con
concentraciones de oxigeno inferiores al 5 % (8),
con la consecuente alteracion en la expresion
génicay proteica en estos tejidos (9).

Hay informacion que evidencia la asociacion de
la hipoxia tumoral con los resultados clinicos
desfavorables en el carcinoma de cuello uterino, y
conlaresistenciaalaradioterapiaylaquimioterapia.
En varios estudios se ha reportado el aumento
de marcadores metabdlicos relacionados con la
hipoxia, como el lactato, el transportador de glucosa
(Glutl) y la anhidrasa carbdnica (CAXIV), todos
ellos relacionados con la actividad de transcripcion
del factor inducible por hipoxia, HIF-1a (10).

Las rutas de sefializacion celular determinan la
forma en que la célula incorpora los estimulos
del medio ambiente, y reacciona frente a estos
mediante diferentes tipos de modificaciones en su
expresién génica y en la regulacién de la actividad
enzimatica. La via JAK/STAT ha demostrado tener
un importante papel entre las rutas de sefalizacion
implicadas en este proceso; las proteinas que
hacen parte de esta via son capaces de detectar
una gran variedad de sefiales del entorno y
hacer su transduccion al ndcleo, lo cual afecta
directamente la regulacién de la expresién génica
(11). Mientras la activacion de estas proteinas es
rapida, el tiempo en que permanecen activas es
reducido debido a mecanismos especificos de
realimentacion negativa. La activacion aberrante y
sostenida de esta via se ha asociado con mdlti-
ples condiciones, como la inflamacion crénica, las
reacciones inmunitarias anormales o el cancer
(12). Aunque no se han observado mutaciones en
los genes que codifican para las proteinas de la
familia STAT en el cancer, si se ha encontrado su
activacion persistente y aberrante en diversos tipos
de canceres humanos (13).
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En el cancer de cuello uterino se ha reportado la
expresion exagerada y la activacion constitutiva de
la via, especialmente mediante la proteina STAT3,
tanto en biopsias de pacientes (14) como en estu-
dios in vitro con células de carcinoma de cuello
uterino, como las Hela (15), C33a, SiHa y CaSki
(16). Se ha sugerido que esta activacion aberrante
tiene un papel prominente en el desarrollo y la
progresion de la enfermedad, y se la ha relacionado
con el mal pronéstico y la poca supervivencia de
los pacientes; sin embargo, los mecanismos que la
explican no se han aclarado completamente.

A partir de los resultados reportados se puede
inferir que existen otras vias de sefializacion o con-
diciones ambientales que afectan su activacion. De
hecho, diversos factores, como el estrés mecanico
o el oxidativo, se han relacionado con la activacion
no candnica de esta via (17), y en varios estudios
se ha sugerido que la adaptacion a las condiciones
de hipoxia en varias lineas tumorales estaria
asociada a la estimulaciéon de la via JAK/STAT,
hecho que la convierte en un factor critico en el
desarrollo, la supervivencia y la expansion de las
células malignas (18). Sin embargo, a diferencia
de otras vias de sefializacién oncogénicas, esta no
se ha explorado completamente en condiciones de
hipoxia, por lo cual la importancia de su activacion
podria estar subestimada. Por ello, resulta de gran
interés ahondar en la comprension de los factores
gue conducen a su activacion aberrante y su
efecto en el proceso de oncogénesis y desarrollo
tumoral (19).

De las siete proteinas de la familia STAT, la
STAT3 y la STAT5 han sido las mas ampliamente
vinculadas a procesos de desarrollo tumoral (20).
La STAT3 es una oncoproteina que se encuentra
activa de manera constitutiva en cerca del 70 %
de los tumores soélidos y hematolégicos, incluidos
el mieloma mudltiple, varios tipos de linfoma y
leucemia, el cancer de seno, cabeza y cuello, el
cancer de proéstata, el carcinoma de ovario, el
melanoma, el carcinoma renal, el colorrectal y
los tumores del epitelio del timo (21). Aunque
existen formas mutantes constitutivamente activas
disponibles para la investigaciéon, como la STAT3C,
la aparicion de estas formas es extremadamente
rara en cultivos in vitro (22).

Se ha observado que las células obtenidas a partir
de tejidos tumorales que muestran activacion
constitutiva de STAT3 in vivo pierden rapidamente
la fosforilacion una vez se ponen en cultivo sin
células del estroma o del sistema inmunolégico

Activacion de STAT3 por hipoxia

(23), lo cual lleva a plantear que, a menudo, la
activacion de STAT3 en el cancer es el resultado
de la estimulacién cronica producida por los
estimulos extracelulares presentes en el micro-
ambiente tumoral, como la hipoxia, la presencia de
diversas citocinas o factores de crecimiento (24),0
de células sanas adyacentes como las del sistema
inmunoldégico o las del tejido endotelial responsable
de la creacién de nuevos vasos sanguineos (25).

En algunos estudios se ha reportado la asociacion
de las STAT3 con la adaptacion de las células
tumorales a condiciones de hipoxia cuando
interactdan fisicamente con el HIF-1la y activan
la transcripcidon completa de genes regulados por
este factor (26). Esta adaptacion se relaciona
con el cambio metabdlico dependiente de las
condiciones de oxigeno en las células sanas y en
las transformadas (27).

Entre los componentes del microambiente tumoral,
el tejido endotelial ha cobrado especial interés
por su amplia relacién con el desarrollo y el cre-
cimiento de los tumores de cuello uterino, no solo
porque facilita el acceso del oxigeno mediante la
angiogénesis, sino por la secrecion de citocinas y
factores de crecimiento que promueven el desarrollo
del neoplasma de cuello uterino. En la activacién
de estos procesos, se ha evidenciado el papel
protagonico de la proteina STAT3 en las células
tumorales y en las del tejido endotelial adyacente
durante la reaccion a los estimulos autocrinos y
paracrinos de estos tipos celulares (10,28).

El conocimiento sobre el estado de los diferentes
procesos en los tipos celulares que componen
el microambiente, en especial de las vias de
sefalizacion que los hacen posibles, es de gran
relevancia en la interpretacion de la reaccion de
las células tumorales a los estimulos externos,
sobre todo a las condiciones cambiantes de las
concentraciones de oxigeno.

En este contexto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el estado de expresion o activacion de
la via de sefializacion JAK/STAT en dos modelos
in vitro, uno endotelial y otro tumoral, sometidos
a condiciones de hipoxia semejantes a las encon-
tradas en el microambiente tumoral.

Materiales y métodos
Cultivo celular

Para la recreacion in vitro de los componentes del
microambiente tumoral, se escogid6 como modelo
la linea celular HeLa (adenocarcinoma de cuello
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uterino humano) y, como modelo de las células
adyacentes sanas, la linea endotelial EA.hy926
(linea endotelial humana fusionada con la linea
A549 de carcinoma de pulmoén). Las células se
cultivaron en medio de cultivo Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM), con suplemento de suero fetal
bovino (SFB) al 10 %, en atmosfera himeda, con
5% de CO,ya37 °C.

Condiciones de hipoxia

La hipoxia fisica se logr6 mediante una camara
aislada C-Chamber de BioSpherix®y un controlador
de la concentracién de oxigeno y dioxido de carbono
ProOx C-21 de BioSpherix®, con una composicion
de gases de 1 % de O, y 5 % de CO,, equilibrado
con N,al 99,9 %, a 37 °C (29). La hipoxia quimica
se consiguié mediante la adicion de 100 uM de
mesilato de deferoxamina (DFO, Sigma) (29,30).
Las células se mantuvieron en estas condiciones
de cultivo durante todos los experimentos.

Ensayo de citotoxicidad mediante el ensayo
de MTT

Se sembraron, aproximadamente, 25.000 células
en cajas de cultivo celular de 96 pozos y se
incubaron durante 24 horas a 37 °Cy 5 % de CO,
para permitir su adherencia. Posteriormente, los
cultivos se sometieron a condiciones de normoxia,
hipoxia fisica (1 % de O,) e hipoxia quimica (100 uM
de DFO), durante dos, seis y 24 horas. Al finalizar
este periodo, se descarto el medio y se agregaron
100 pl de medio DMEM sin suero con MTT a una
concentracion de 1 mg/ml (Invitrogen), se dejé en
incubacion durante cuatro horas a 37 °C y 5 % de
CO,. Se elimino el sobrenadante y se afadieron
100 pul de isopropanol y 0,05 de solucién normal de
acido clorhidrico para permitir la disolucion de los
cristales de formazan, luego se dej6 en incubacion
durante una hora a temperatura ambiente y en
agitacion sobre una plataforma balanceante vy,
finalmente, se hizo la lectura en espectrofotdémetro
a una longitud de onda de 595 nm.

Extraccion de proteinas totales

Después de los diferentes estimulos, las células
se lavaron tres veces con solucién tampén fosfato
salino (PBS) y se les adicionaron 500 pl de solucion
tampon: 50 mM de TrisCl, pH 7,4; 15 mM de cloruro
de sodio (NaCl); 5 mM de EDTA, y Triton™ X-100
al 0,5 % (RIPA) (Sigma) con suplemento de 5 pl/ml
de una mezcla de inhibidor de proteasas (AEBSF,
aprotinina, bestatina, E-64, leupeptina y pepstatina
A) (Sigma), 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) (Sigma) y 1 mM de ortovanadato de
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sodio (Na,vVO,) (Sigma). Los cultivos celulares
se cosecharon utilizando un raspador de células;
la suspensién se recolectdé y se sometio a lisis
con solucién tampon RIPA utilizando una jeringa
con aguja de calibre 21, se incubd en hielo
durante 15 minutos y se centrifug6 durante otros
15 a 14.000 rpm a 4 °C. El sobrenadante con las
proteinas se recolecté y almacen6 a -80 °C para
Su posterior uso.

Extraccion de proteinas nucleares

Para la extraccion de las proteinas nucleares, se
empled el estuche Nuclear Extract Kit® (Active
Motif). Las células con confluencia del 95 % se
lavaron con PBS e inhibidor de fosfatasas, se les
afiadieron 500 pl de soluciéon tampdn hipoténica
y se las incubd durante 15 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se agregaron 25 pl de detergente
y se mezclo en un agitador durante 10 segundos.
La suspension se centrifugd durante 30 segundos
a 14.000 rpm y a 4 °C, y el sobrenadante con las
proteinas citoplasmaticas se transfiri6 a un tubo
Eppendorf y almacené a -80 °C.

El material sedimentado resultante, correspondiente
a la fraccion nuclear enriquecida, se suspendi6 de
nuevo en solucién tampén de lisis que contenia 1
mM de ditiotreitol (DTT) y la mezcla de inhibicién
de proteasas. La suspension se incub6 durante 30
minutos sobre hielo en plataforma balanceante vy,
posteriormente, se homogeneizé en un agitador
durante 30 segundos. Se centrifugé durante 10
minutos a 4 °C y el sobrenadante con las protei-
nas nucleares se almacend en varias alicuotas a
-80 °C hasta su uso. Las proteinas se cuantificaron
mediante el método del &cido bicinconinico (BCA)
(Thermo), segun las instrucciones del fabricante.
La pureza de las proteinas nucleares se verificé por
Western blot, utilizando anticuerpos contra lamina
A (proteinas nucleares) y actina beta (proteinas
citoplasmicas).

Activacion del factor de transcripcion HIF-1a

La activacién del factor de transcripcion HIF-1a se
comprobdé utilizando el sistema TransAM™ HIF-1
(Active Motif). Para el ensayo se utilizaron 10 pg
de extractos nucleares por pozo y se incubaron
con la secuencia correspondiente al elemento
de respuesta a la hipoxia (ERH) provista en el
estuche, segun las instrucciones del fabricante.
La actividad del HIF-1 presente en los extractos
nucleares se comprob6é mediante lecturas en
un espectrofotometro a una longitud de onda de
450 nmy 655 nm.
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Deteccion de proteinas mediante Western blot

La separacion de las proteinas se hizo mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsul-
fato sddico (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida
al 8 %. Se utilizaron 40 ug de proteina por pozo. Las
muestras se calentaron durante 5 minutos a 96 °C,
se centrifugaron a 14.000 rpm a 4 °C durante cinco
minutos y se sembraron en cada uno de los pozos.

La electroforesis se hizo durante dos horas a
un voltaje constante de 120 V y las proteinas
se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare), utilizando
el sistema de transferencia hiumeda Mini Trans-
Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) en
solucién tampdn de transferencia (15 mM de tris,
120 mM de glicina, metanol al 15 %) (Merck) a
100 V durante dos horas.

Las membranas se mantuvieron en solucién salina
amortiguadora TBS con Tween-20 (TBS-T) (20 mM
de tris con pH de 7,6; 137 mM de NacCl, Tween® 20
al 0,1 %) (Sigma), hasta su uso. Posteriormente,
se bloquearon durante dos horas con leche
descremada al 5 % en TBS-T para STAT3 o0 con
albumina de suero bovino (BSA) al 1 % en TBS-T
para actina beta, y se incubaron toda la noche a
4 °C con anti-STAT3 en una proporcion de 1:500
(STAT3 (C-20), Santa Cruz Bioctechnology) diluido
en leche descremada al 5 % o con el anticuerpo
primario monoclonal producido en raton anti-actina
beta en proporcion de 1:5.000 para el control de
carga (Sigma). Se lavaron tres veces con TBS-T
en agitacion durante 10 minutos cada vez y se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado
en peroxidasa de rabano (HRP), durante dos horas
a temperatura ambiente y en agitacion continua.

Las proteinas se detectaron con quimioluminis-
cencia acentuada (ECL Plus) (GE Healthcare) y se
documentd mediante peliculas de alto rendimiento
para quimioluminiscencia (GE Healthcare). Las
peliculas se digitalizaron a una resolucién de
600 dpi y se analizaron por densitometria con
el programa de analisis de imagenes Image J,
version 1.44.

Inmunoprecipitacion de proteinas fosforiladas
en tirosinas

Se utilizaron perlas de proteina G sefarosa (Sigma),
las cuales se lavaron inicialmente tres veces con
500 ul de PBS y 5 pl/ml de la mezcla de inhibidores
de proteasas, 1mM de PMSF y 1 mM de Na,vVO,,
y se centrifugaron en cada lavado a 14.000 rpm
durante un minuto.

Activacion de STAT3 por hipoxia

Para formar el complejo de anticuerpo y polisa-
carido, se utilizaron 70 pl de perlas a las cuales se
le afiadio el anticuerpo antifosfotirosina (Millipore)
en una concentracion de 0,03 pg/ul y se incubaron
toda la noche a 4°C en agitacién constante.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
14.000 rpm durante un minuto y se retird el exceso
de anticuerpos presente en el sobrenadante.

Se hicieron tres lavados con PBS e inhibidores
de proteasas y fosfatasas, se agregaron 500 pg
de proteinas totales y se llevaron a un volumen
de 500 pl con PBS e inhibidores de proteasas y
fosfatasas; después, se incubaron a 4 °C durante
dos horas en agitacién constante y se lavaron tres
veces en las condiciones ya descritas. Las perlas se
suspendieron de nuevo en 60 pl de solucion tampon
de carga 4X para SDS-PAGE, y se calentaron a
96 °C para permitir la disociacién de las proteinas
de interés del complejo de anticuerpo y polisacarido.
La muestra se centrifugé durante cinco minutos a
14.000 rpm y 4 °C, y el sobrenadante se recolectd
y se sometié a electroforesis mediante Western
blot como se describié anteriormente.

Inmunocitoquimica con anticuerpos
inmunofluorescentes

Las células se sembraron sobre cubreobjetos dis-
puestos en cajas de cultivo celular de 24 pozos, en
una densidad de 30.000 células por pozo con 500
pl de medio DMEM y 10 % de suplemento de suero
fetal bovino (SFB), y se cultivaron durante 24 horas
para permitir su adherencia. Posteriormente, se
lavaron tres veces con PBS, y las células se fijaron
con paraformaldehido al 4 % (PFA, Sigma) durante
30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion
continua. Después, se retird el PFAYy se hicieron otros
tres lavados con PBS a temperatura ambiente.

Las células se hicieron permeables con 0,3 %
de Triton™ X100 (Sigma) en PBS durante cinco
minutos a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Se lavaron de nuevo tres veces con PBS
y se incubaron con 50 mM de cloruro de amonio
(NH,CI) fresco para evitar la autofluorescencia de
los grupos aldehido por la fijacién con PFA.

A continuacion, las células se lavaron tres veces
con PBS y se incubaron con solucién tampon de
bloqueo (1 % de BSA en PBS) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Se incub6 con anticuerpo
anti-STAT3 diluido en solucion tampon de bloqueo
a una concentracion de 1:100 durante toda la
noche a 4 °C; se hicieron seis lavados con PBS y
se incubaron durante dos horas con el anticuerpo
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secundario Alexa Fluor® 568 Goat Anti-RabbitlgG
(Life Technologies) en dilucion de 1:1000 en solucion
tampon de bloqueo.

Para la deteccion de los nucleos, se hicieron tres
lavados adicionales, se tifié con 0,2 pg/ml de
colorante Hoechst 33342 (LifeTechnologies) y se
incubé durante 30 minutos.

Por ultimo, los cubreobjetos se lavaron tres veces
con PBS vy se fijaron sobre portaobjetos utilizando
el medio de montaje Fluoromount (Sigma). Para
cuantificar la translocacion de la proteina al nicleo,
se utilizd un microscopio de fluorescencia y se
contabilizé6 en 100 células la incorporacién de
proteina STAT3 al nucleo utilizando el programa
ImageJ (version 1.44).

Analisis estadistico

Los experimentos se hicieron por triplicado y los
datos obtenidos se expresaron como promedios
y su desviacidon estandar. Se hicieron pruebas
t para medias de dos muestras pareadas, con
el fin de determinar las diferencias estadistica-
mente significativas en las condiciones de hipoxia
comparadas con las de normoxia. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo con el programa
Graph Pad Prism (v. 6, GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA).

Resultados
Induccion de hipoxiay activacién de HIF-1

Las condiciones de hipoxia fisica y quimica se
comprobaron mediante la activacion de HIF-1 y
su migracion al nucleo en extractos nucleares de
células HeLa y EA.hy926. La absorbancia obte-
nida permitio ratificar que los cultivos celulares
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expuestos a condiciones de hipoxia fisica con
concentraciones de oxigeno del 1 % y de hipoxia
quimica utilizando100 pM de DFO presentaron
concentraciones mas altas de HIF-1 en el nucleo,
comparados con las células en condiciones de
normoxia (figura 1).

La hipoxia fisica activo el HIF-1 tempranamente, a
partir de las dos horas, con una ligera tendencia a
disminuir a las 24 horas, en tanto que su activacion
tras la exposicion a la hipoxia quimica se inicio
a las dos horas y continué en aumento durante el
experimento. Se observd, ademds, un incremento
mas pronunciado de HIF-1 en las células HelLa
y ligeramente mayor bajo condiciones de hipoxia
guimica en las dos lineas celulares.

La determinacion de la activacion del HIF-1 permitio
confirmar que las concentraciones de oxigeno de
1 % y las utilizadas con el agente quelante del
hierro, DFO, inducian las condiciones de estrés
celular, y sus valores registraron diferencias esta-
disticamente significativas al compararlos con los
obtenidos en condiciones de normoxia. Dichas
condiciones de hipoxia, excepto a las 24 horas
de hipoxia fisica en las células HelLa (p<0,05), no
tuvieron efectos citotoxicos para las células HelLa
y EA.hy926 en los periodos analizados (no se
presentan los datos).

Lahipoxiano modifico laexpresidn constitutiva
de STAT3 en las células HeLa y EA.hy926.

Para valorar la expresion de STAT3 con respecto
al tipo y la duracion del evento estresante, las
células se sometieron a un ambiente de 1 % de
O, durante dos, seis y 24 horas. Después de
aplicar el estimulo, no se registré ningdn cambio
en la expresion constitutiva de la proteina STAT3

2,04 EHeLa = EAhy926 * *
— *
£ x
8 1,5 T * *
N
©
S 1,01 * .y
8 . * * x
2 05 -
< j

0,01 -~

Normoxia 2h 6h 24 h 2h 6 h 24 h
Hipoxia fisica Hipoxia quimica

Figura 1. Activacién de HIF-1 en células HeLa y EA.hy926 bajo condiciones de hipoxia fisica y quimica. Para la hipoxia fisica
las células se sometieron a concentraciones de O, de 1 % y para la hipoxia quimica se utilizaron 100 uM de DFO. Se extrajeron
las proteinas nucleares, y el HIF-1 se detect6 por ELISA con el kit TransAM™. Se hizo la prueba t para medias de dos muestras
pareadas entre el control en condiciones de normoxia y cada una de las condiciones de experimentacion.

* p<0,05
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de la linea tumoral HelLa ni de la linea endotelial
EA.hy926 en condiciones de normoxia e hipoxia,
siendo mayor la expresion de STAT3 en las células
endoteliales (figura 2).

La hipoxia indujo la activacion de STAT3 en las
lineas HeLay EA.hy926.

La inmunoprecitacion de las proteinas fosforiladas
permitid establecer que la hipoxia fisica indujo
cambios en la activacion de la proteina STAT3 de
las dos lineas celulares estudiadas. En las células
HelLa se observd fosforilacion de STAT3 a partir
de las seis horas del estimulo, mientras que, en
las células EA.hy926, la fosforilacion se detect6 a
las dos horas. Se confirmé que bajo las mismas
condiciones no hubo cambio en la expresiéon de
la proteina total STAT3. El analisis por densidad
Optica relativa evidencio un incremento progresivo
de la forma fosforilada de la proteina STAT3, es
decir, su forma activa, dependiente del tiempo
(figura 2).
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Figura 2. Inmunodeteccion de STAT3 fosforilada en células
HelLa y EA.hy926 expuestas a hipoxia fisica. a. Activacion de
STATS3 en células HeLa y EA.hy926 expuestas a hipoxia fisica.
Para la deteccién de pSTAT3 en cada una de las muestras, se
inmunoprecipitaron 500 pg de extractos totales con proteina
G-sefarosa y anti-fosfotirosina, clon PY20, y posteriormente
se hizo la inmunodeteccién mediante Western blot con anti-
STAT3. b. Densidad 6ptica relativa de la forma fosforilada de
STAT3 en células HeLa y EA.hy926 expuestas a hipoxia fisica.
Los resultados obtenidos en la inmunodeteccién de pSTAT3
se escanearon y procesaron con el programa ImageJ, Version
1.44. Los resultados obtenidos se normalizaron con base en la
expresion de STAT.

Activacion de STAT3 por hipoxia

La activacion de STAT3 por hipoxia fisica se confirmé
mediante inmunocitoquimica usando anticuerpos
fluorescentes. En las células Hela, la translocacion
nuclear de STAT3 se observo con una intensidad
moderada a las dos horas y con mayor intensidad a
las seisy 24 horas. En las células EA.hy926, la trans-
locacion de STAT3 se inicié tempranamente, desde
las dos horas, con un pico de mayor intensidad a las
seis horas, y permanecidé de forma mas leve hasta
las 24 horas. La translocacion nuclear de STAT3
no fue tan evidente bajo condiciones de hipoxia
quimica con 100 uM de DFO en las células HelLa y
EA.hy926 en los tiempos de estudio. Los resultados
fueron compatibles con el porcentaje de células con
translocacion nuclear de STAT3, y se encontré una
diferencia significativa entre la hipoxia quimica y la
hipoxia fisica en todas las condiciones analizadas
(figura 3).

Los resultados de la inmunofluorescencia indirecta
permitieron confirmar la translocacién nuclear de
la proteina tras el estimulo con hipoxia fisica en las
células HelLa y EA.hy926. Resulta interesante que
la translocacion nuclear fuera menos acentuada en
condiciones de hipoxia quimica con DFO, aunque
sigui6 mostrando diferencias significativas con
respecto a su control en condiciones de normoxia
(p<0,05).

Discusidn

Los microambientes tumorales y su reaccion
ante diferentes estimulos estresantes y agentes
terapéuticos han cobrado una gran importancia
en la comprension del desarrollo del tumor (31).
Frente a un estimulo ambiental como la hipoxia,
las células reaccionan con diversos mecanismos
de adaptacion, que incluyen la activacion de rutas

de sefializacion implicadas en la proliferacion, la
angiogénesis y la regulacién metabdlica.

El papel del HIF-1o en condiciones de hipoxia
se ha considerado critico para iniciar la respuesta
celular en tales situaciones (32), lo que podria
estar relacionado con la activacion de otras vias de
sefializacion que buscan que la célula se adapte a
las condiciones cambiantes de su ambiente. Las
condiciones de hipoxia establecidas en el estudio
se comprobaron al evaluar la activacion del HIF-1
por su unidn a la secuencia de ADN correspondiente
al elemento de respuesta a la hipoxia, tanto fisica
como quimica. Las condiciones de hipoxia fisica
y de hipoxia quimica no desencadenaron efectos
citotdxicos para las células en estudio, lo que con-
cuerda con estudios anteriores en los que estos
efectos se han descrito después de exposiciones
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Figura 3. a. Sublocalizacion celular de STAT3 en células HelLa y EA.hy926 tras la exposicion a hipoxia fisica y quimica (100 pM
de DFO). Las células se cultivaron en portaobjetos y se sometieron durante dos, seis y 24 horas a hipoxia quimica. Se fijaron y se
hicieron permeables; posteriormente, se detecté la proteina STAT3 mediante inmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes,
usando anti-STAT3 y Hoescht 33342. b. Porcentaje de translocacion nuclear de la proteina STAT3 en células HeLa y EA.hy926 tras
la exposicion a hipoxia fisica y quimica. Se contaron las células que presentaron translocacion nuclear de la proteina STAT: 100
células por triplicado para cada una de las condiciones. Se hizo la prueba t para medias de dos muestras pareadas entre el control
en condiciones de normoxia y cada una de las condiciones de experimentacion (¢); se compararon, ademas, las dos lineas en los
diferentes tiempos para los dos tipos de hipoxia (y), con p<0,05, respectivamente.

cronicas durante intervalos de tiempo superiores
a las 24 horas (33). Las condiciones de hipoxia
fisica y quimica analizadas durante el estudio
indujeron la estabilizacion temprana del HIF-1 y
su translocacion nuclear a partir de las dos horas
de inicio de las condiciones de hipoxia en las dos
lineas celulares, dando comienzo a toda la reaccion
metabdlica dependiente de HIF-1.
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La expresién de STAT3 esta presente en un gran
numero de lineas celulares y se ha reportado en
aquellas de fibroblastos, NIH3T3, cancer hepatico,
Hep3B, cancer de rifidén, Caki-1 (34) y cancer de
cuello uterino, como las HelLa, C33a, SiHa y CaSki
(16). Se ha sefalado que la activacion de STATS3, al
igual que la de otros miembros de esta familia, no
requiere la degradacion inducida por un regulador
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(35), por lo cual un estimulo que afecte esta via
puede mantener sin modificaciones la cantidad de
proteina expresada, lo cual explicaria los resultados
observados y plantearia la necesidad de analizar
en el futuro su comportamiento en la expresion
génica. En estudios anteriores se ha incrementado
experimentalmente la expresion de la proteina inac-
tiva en su forma silvestre y se ha demostrado que
carece de efectos sobre la progresion tumoral (36).

Los resultados obtenidos muestran que las dos
lineas celulares en estudio presentaron una expre-
sion constitutiva de la proteina STAT3 que no varié en
las condiciones de hipoxia recreadas. No obstante,
se observé una mayor expresion en el modelo
endotelial, lo que puede deberse a que esta linea es
un hibrido de células de adenocarcinoma de pulmén
A549 (37) y de células endoteliales HUVEC, en las
cuales se ha observado de manera independiente
una expresion constitutiva de esta proteina (34,38).
Sin embargo, harian falta mas datos experimentales
para concluir que esta variacion en la expresion
es producto del fenotipo endotelial, del tumoral o
de la sinergia entre los dos.

La activacion de STAT3 in vitro como reaccion a la
hipoxia fisica se observé tanto en la linea celular
tumoral como en la endotelial, lo cual sugiere que el
estrés por hipoxia podria proveer una sefial comdn
de induccién de un incremento en la expresién
de factores de angiogénesis, la migracion de las
células endoteliales y la angiogénesis durante el
proceso de formacién del tumor (7,39).

La activaciéon de STAT3 es producto de la fosfori-
lacién de un residuo critico de tirosina en la posicion
705 (Y705), la cual induce la dimerizacion de STAT a
través del dominio de interaccion SH2-fosfotirosina
(40). Ademas de este residuo, se ha planteado que
la actividad de transcripcion y unién al ADN son
reguladas por otras modificaciones posteriores a la
transduccién, como la fosforilacion de las serinas
(S727) (41) y la acetilacion reversible del residuo
685 de lisina (42).

La inmunoprecipitacion de proteinas con residuos
de tirosina fosforilada mostré que, tras la estimu-
lacién por hipoxia fisica, hay un incremento de las
formas fosforiladas de la proteina STAT3, la cual se
inicia tempranamente tras el estimulo estresante,
alrededor de las seis horas en las células HeLa y a
las dos horas en las células EA.hy926, y sugiriere que
el estrés por hipoxia activa esta via de sefializacién
presuntamente mediante la fosforilacion de la Y705
de la proteina STAT3, tanto en células tumorales
como en el modelo endotelial en estudio.

Activacion de STAT3 por hipoxia

Aunque en la proteina STAT3 se ha observado que
la importacion al nucleo puede ocurrir de manera
independiente a la fosforilacion de tirosinas en
diferentes tipos celulares, mediante la importina
alfa 3 sin estimulos externos (34), los resultados
de este estudio demuestran que la translocacién
de STATS3 se ve afectada por el tipo de linea celular
utilizado, pues se observé una mayor translocacion
en las células tumorales que en las endoteliales
(p<0,05), y por el tipo de hipoxia, prevaleciendo la
fisica sobre la quimica (p<0,05). Estos resultados
indican que la hipoxia fisica fue un importante
estimulo estresante en las dos lineas celulares en
estudio, el cual indujo la fosforilacion de la proteina
STAT3 y su migracién al nucleo.

En el estudio de Jung, et al.(43), se reportd un
incremento significativo de la fosforilacion del
residuo Y705 de la proteina STAT3 y su posterior
translocacion nuclear en células de carcinoma renal
humano Caki-1, datos que apoyan los resultados
obtenidos. En cuanto a la localizacion de la proteina
en la hipoxia fisica y quimica, esta podria ser
producto de diferencias en la interaccion entre el
HIF-1a y la STAT3 frente a los estimulos estresantes
aplicados, o de la existencia de mecanismos de
regulacion de STAT3 en la hipoxia independien-
tes de HIF-1 que estimulan su activacion, lo cual
debera ampliarse en estudios posteriores.

En diversos estudios se ha evidenciado la impor-
tante relacién existente entre HIF-1la y STAT3
(44,45), pues la forma fosforilada de STAT3 se une
de manera directa a HIF-1o. y aumenta su estabilidad
al impedir su union a la proteina VHL, su posterior
marcacién con ubicuitina y su degradacion (46). El
mecanismo de accion del DFO, el agente quelante
del hierro que se utiliz6 en este estudio como
inductor de la hipoxia fisica, consiste en bloquear
la degradacion de HIF-1a inducida por la proteina
VHL, con lo cual se provoca su acumulacién y la
imitacion de la reaccién celular producida bajo un
ambiente de hipoxia (47), lo cual favorece, asimismo,
la estabilidad del complejo HIF-1/STAT3 fosforilado.

Resultados recientes han demostrado que la
induccién cooperativa de STAT3 y HIF-1 esta
funcionalmente asociada a la adquisicién de resis-
tencia tumoral bajo condiciones de hipoxia; de
hecho, STAT3 trabaja de manera sinérgica con
HIF-1 para activar y dirigir mediante la activacion de
genes blanco, el desarrollo del tumor dependiente
de HIF-1 bajo condiciones de hipoxia, aunque
también se ha demostrado que la STAT3 tiene una
actividad independiente de HIF-1 en células en
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condiciones de normoxia e hipoxia (26). En estu-
dios en los que se ha utilizado un inhibidor dual de
HIF-1 y STATS3, derivado del perileno y conocido
como TELO3, se ha demostrado su efecto sobre
la expresién de oncogenes (entre ellos, Bcl-2,
VEGF, Glutl) regulados por estas dos proteinas en
células cancerosas, con lo cual induce la apoptosis
en ellas (48).

Hay datos que sugieren que la STAT3 contribuye a
la transformacion maligna y a la progresién tumoral
por transactivacion de genes blanco involucrados en
eventos criticos del desarrollo tumoral, incluidas la
proliferacion, la supervivencia, la propia renovacion,
la invasion y la angiogénesis (49). La proteina
STAT3 parece tener un papel critico en todos estos
procesos en el cancer de cuello uterino, ya que
su inhibicion puede reducir e inhibir la progresion
tumoral en modelos in vivo e in vitro, mientras que
su activacion ha demostrado inhibir la apoptosis e
inducir un fenotipo mas agresivo mediante rutas de
sefializacién especificas (15,50).

Mas recientemente, se ha observado que la elevada
concentracion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) puede ser responsable de la activaciéon de
STAT3 en la hipoxia en células de glioblastoma,
y una alternativa mas a la hora de determinar los
blancos terapéuticos contra el cancer (51).

En este estudio, se corrobord la importancia
de la hipoxia como un estimulo que modifica la
activacién de la proteina STAT3 en las células
HelLa y EA.hy926, por lo cual constituye un factor
importante que debe tenerse en cuenta en el
disefio de estrategias terapéuticas contra el cancer
basadas en esta proteina. De igual forma, los
resultados del estudio amplian la comprension de
la activacion de STAT3 como reaccion a estimulos
estresantes del microambiente tumoral, lo cual
podria constituir una estrategia mas efectiva para
el tratamiento del cancer.
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Introduccion. El dengue es una enfermedad causada por uno de los cuatro serotipos del virus del
dengue (DENV) y es endémica en, aproximadamente, 130 paises. Su incidencia ha aumentado
notablemente en las Ultimas décadas, asi como la frecuencia y la magnitud de los brotes. A pesar
de los esfuerzos, no existen tratamientos profilacticos ni terapéuticos contra la enfermedad y, en ese
contexto, el estudio de los procesos que gobiernan el ciclo de infeccion del DENV es esencial para
desarrollar vacunas o terapias antivirales. Una de las moléculas del DENV mas prometedoras es
la proteina no estructural 3 (NS3), la cual es indispensable para la replicacion viral y es uno de los
principales blancos inmunolégicos durante la infeccion.

Obijetivo. Producir anticuerpos policlonales para contribuir a los futuros estudios sobre las interacciones
entre la proteina NS3 y otras proteinas celulares.

Materiales y métodos. Se expresaron dos proteinas recombinantes del dominio helicasa de NS3
del DENV de serotipo 2, las cuales se emplearon para inmunizar ratas y producir anticuerpos
policlonales.

Resultados. Los anticuerpos producidos fueron Utiles en ensayos de Western blot e inmunofluorescencia
y se reporté por primera vez un anticuerpo policlonal anti-NS3 que permitié la inmunoprecipitacion de
la proteina viral y la detecta con Western blot sin necesidad de inducir sobreexpresion de NS3 o de
usar extractos de células marcados metab6licamente con radioisotopos.

Conclusidn. Las proteinas recombinantes expresadas y los anticuerpos producidos constituyen
herramientas valiosas para estudiar procesos infecciosos del DENV que involucren a la proteina NS3
y evaluar pruebas dirigidas a interferir las funciones de esta proteina.

Palabras clave: virus del dengue; proteinas recombinantes; inmunoprecipitacion; produccion de
anticuerpos; Western blotting.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.3249
Polyclonal antibodies against recombinant dengue virus NS3 protein

Introduction: Dengue is a disease caused by one of four serotypes of the dengue virus (DENV) and
is endemic in approximately 130 countries. The incidence of dengue has increased dramatically in
recent decades, as well as the frequency and magnitude of outbreaks. Despite all efforts, there are
no prophylactic or therapeutic treatments for the disease. Accordingly, research on the processes
governing the DENV infection cycle is essential to develop vaccines or antiviral therapies. One of the
most attractive DENV molecules to investigate is nonstructural protein 3 (NS3), which is essential for
viral replication and a major immune target for infection.

Objective: To produce antibodies to support future studies on NS3 and its cellular interactions with
other proteins.

Materials and methods: Two recombinant proteins of the helicase domain of DENV NS3 serotype 2
were expressed, and used to immunize mice and produce polyclonal antibodies.

Results: The antibodies produced were useful in Western blot and immunofluorescence tests. We
report an NS3 antibody that immunoprecipitates the viral protein and detects it in Western blot with no
need to over-express it or use cell extracts with metabolic radio