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Editorial
Un siglo del Instituto Nacional de Salud y una proyeccion para los proximos anos

Al comenzar el 2017, el afio del centenario del Instituto Nacional de Salud, el eminente doctor José Félix
Patifio, conocedor y amigo de esta entidad, escribia en este mismo espacio de Biomédica unas palabras
gue merecen ser repetidas:

“[...] Las culturas de los pueblos se desarrollan y pasan a la historia por la accién 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 [...]" (1).

Los aniversarios no son mas que pretextos para recordar, para actualizar aquellos momentos que nos
definen como personas o como instituciones, momentos para hacer balances y proyectar el futuro. A
lo largo del afio del centenario hemos consagrado una parte de nuestros esfuerzos a ese propdsito e,
inevitablemente, hemos llegado a la misma conclusion del ilustre doctor Patifio: los aportes del Instituto
Nacional de Salud son invaluables para la salud de los colombianos.

Nuestra institucién —y no es exagerado decirlo— ha estado presente en los principales avances que hicieron
posible que nuestra poblacion casi duplicara su esperanza de vida a lo largo del Gltimo siglo: desde
la inmunizacioén contra las enfermedades infecciosas y las inversiones en agua segura y saneamiento
ambiental hasta el modelado prospectivo de la respuesta dirigida frente a las epidemias emergentes que
la globalizacién del siglo XXI ha traido consigo.

Cada periodo ha venido marcado por su propia prioridad. Por eso, cuando miramos en retrospectiva,
encontramos que quiza no hemos sido una sola institucién; hemos sido muchas, que podrian concentrarse
en cinco momentos:

1) Laboratorio de Higiene Samper-Martinez. Creado en 1917 como una iniciativa privada de los doctores
Bernardo Samper Sordo y Jorge Martinez Santamaria, constituye el tronco de la historia. Basicamente,
nacié como un laboratorio de diagndstico, andlisis y elaboracion de productos biolégicos, como el suero
antidiftérico y la vacuna antirrabica. El rapido prestigio ganado en un pais azotado por las enfermedades
infecciosas y con precarias capacidades para afrontar epidemias es una muestra fehaciente de que su
creacion respondi6 a una necesidad sentida de la sociedad. La calidad de su trabajo fue reconocida por
la Fundacion Rockefeller, con la cual trabajé conjuntamente en el estudio de la fiebre amarilla, y cuyos
representantes lo consideraron como uno de los laboratorios mejor dotados de América Latina.

2) Instituto Nacional de Higiene Samper-Martinez. Asi se denominé la entidad en 1929, tras haber
sido adquirida por el Estado en desarrollo de una ley de 1925 que autorizaba al Gobierno la compra.
Bajo este nombre se agruparon el Laboratorio Oficial de Higiene, el Parque de Vacunacion y el propio
Laboratorio Samper-Martinez. La investigacion sobre higiene, el analisis quimico y bacterioldgico,
el estudio de epidemias, la produccion de biolégicos, la aprobacién de productos medicinales y la
formacion del personal del sector fueron las funciones asignadas a la nueva entidad oficial. Este fue un
periodo de gran relevancia, y significé la institucionalizacion de la medicina de laboratorio en Colombia
y el transito hacia un concepto de salud publica, siguiendo las tendencias de la practica médica en
Estados Unidos.

3) Instituto Nacional de Salud. La fusién del Instituto Nacional de Higiene Samper-Martinez con el
Laboratorio de Higiene Industrial, el Laboratorio de Control de Productos Farmacéuticos, el Laboratorio



de BCG vy el Instituto de Estudios Especiales “Carlos Finlay” dio nacimiento al Instituto Nacional de
Salud. El legado de este ultimo —que recoge el esfuerzo realizado con la Fundacion Rockefeller en
la investigacion sobre la fiebre amarilla durante los afios treinta y cuarenta—, daria un fuerte impulso
al desarrollo de la Virologia, la Parasitologia y la Entomologia dentro de la entidad. En esta época
comenzd a consolidarse en el Instituto una tendencia mundial: el paso del andlisis de casos particulares
al andlisis de situaciones generales de salud, con estudios sobre la prevalencia de las enfermedades
y su distribucién geogréfica. El andlisis, la interpretacion y la divulgacion de los resultados del Estudio
de Recursos Humanos para la Educacion Médica en Colombia (1964) y de la Investigacién Nacional de
Morbilidad (1965-1966) marcaron el ingreso decidido de la Epidemiologia en la entidad.

4) Instituto Nacional de Programas Especiales de Salud (INPES). Este fue el resultado de la integracion
del Instituto Nacional de Salud con la organizacion a cargo del Plan Nacional de Saneamiento Basico
Rural, que desde los afios sesenta operaba en el Ministerio de Salud y era responsable de la construccién
de acueductos para conglomerados de menos de 2.500 habitantes. El nombre INPES se mantuvo hasta
1975, y la Division de Saneamiento Basico Rural siguié operando dentro del Instituto Nacional de Salud
hasta 1989. Aunque la magnitud del programa redujo la importancia de las demas areas de la entidad,
durante estas dos décadas se produjeron hitos de gran relevancia en la salud puablica: la conformacién de
la Red Nacional de Laboratorios (1977), la erradicacion de la viruela (1979) y la publicacion de estudios
que generaron un conocimiento fundamental sobre la realidad de la salud en Colombia y una base sélida
para la adopcién de decisiones, como fueron el Estudio Nacional de Salud (1977-1980) y la Encuesta
Nacional de Salud sobre Conocimientos, Actitudes y Practicas (1986-1989).

5) El Instituto Nacional de Salud del siglo XXI. La Ley 100 de 1993 trajo consigo los cambios fundamentales
gue definirian la estructura del Instituto Nacional de Salud en el nuevo siglo. Uno de los mas significativos
fue la entrega del andlisis y la aprobacion de productos farmacéuticos al Instituto Nacional de Vigilancia
de Alimentos y Medicamentos (Invima), creado por dicha ley. En este periodo, el Instituto suspendié la
produccién y exportacién de gran cantidad de productos biolégicos para concentrarse en aquellos que
no eran de interés para la industria farmacéutica. Sin embargo, el rasgo de identidad definitivo en los
albores del nuevo milenio ha sido la asuncidn de funciones de vigilancia epidemiolégica, tarea que, por su
transparencia y calidad, le ha granjeado reconocimiento internacional a la entidad.

No cabe duda, esta es una historia de reinvenciones, de cambios continuos que ponen de manifiesto una
gran capacidad de adaptacion, de capas de conocimiento que se disponen sobre otras, de un bagaje
que se acumula y se enriquece. No de otra manera se entiende el abanico de reconocimientos que
hemos recibido de una miriada de instituciones del sector: condecoraciones de la Academia Nacional de
Medicina y del Observatorio Intersectorial de Cancer Infantil; la Orden Lorencita Villegas de Santos; una
nota de estilo del Concejo de Bogoté; reconocimientos de Tephinet por el Programa de Epidemiologia de
Campo de Colombia; del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica por la calidad estadistica
del Sivigila, y de los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Estados Unidos.

Todas estas condecoraciones y reconocimientos generan orgullo, pero también mayores responsabilidades.
Al llegar al centenario, aparecen nuevos retos acordes con los tiempos.

Uno de ellos es cubrir la demanda de productos que no interesan a la industria farmacéutica, como son
los sueros antivenenos, cuyos beneficiarios tal vez sean muy pocos, pero provienen casi siempre de
regiones apartadas, por lo que dicha produccién sera una forma de cerrar brechas sociales y de favorecer
un acceso equitativo a la salud.

La vigilancia en salud publica seguird siendo en los proximos afios la tarea principal de la entidad,
complementada con una capacidad cada vez mas soélida de respuesta articulada con las demas entidades
del Estado.

También tendremos que ser reconocidos como centro docente. No tiene I6gica que casi todos los doctores
de las ciencias bioldgicas en Colombia, centenares de magisteres y miles de estudiantes de pregrado
hayan pasado por el Instituto y, sin embargo, en sus diplomas no se observe ni un pequefio recordatorio
del Instituto Nacional de Salud, dado que no tiene caracter de entidad educativa.



Es justo reconocer que el Instituto no ha estado solo en su historia. Esta entidad hereda conocimientos y
recibe apoyo. Todo logro es resultado de las lecciones del pasado y de la participacién de otras personas
o instituciones en el presente. Recordemos una vez mas las palabras del doctor Patifio: si pasamos a la
historia, también es por la accién de hombres y mujeres notables de otras grandes instituciones.

Nuestro centenario es también un homenaje a los esfuerzos mancomunados y al trabajo interinstitucional
e intersectorial. Gracias a esos esfuerzos también somos lo que somos. Por eso podemos decir que no
cumplimos cien afios, sino que llevamos cien afios cumpliéndole al pais.

Martha Lucia Ospina Martinez
Directora General
Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia
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El citomegalovirus (CMV) es uno de los microorganismos oportunistas con mayor prevalencia en
pacientes inmunocomprometidos, aunque su reactivacion ha descendido después de la introduccion
de la terapia antirretroviral altamente activa (Highly Active Antiretroviral Therapy, HAART). En las
coinfecciones, la encefalitis se ha reportado como una de las condiciones mas frecuentes.

Se presenta el caso de un paciente adulto joven con infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) que tuvo un rapido deterioro neuroldgico evidenciado en sintomas y signos clinicos clasicos del
sindrome de Wernicke-Korsakoff y que no presentaba factores de riesgo para deficiencia de tiamina.
En las imagenes de la resonancia magnética cerebral, se detectaron hallazgos tipicos del sindrome, y
se identifico citomegalovirus (CMV) en el liquido cefalorraquideo. Con el tratamiento especifico para el
CMV, se logro el control de los sintomas, aunque hubo secuelas neurolégicas que mejoraron.

Este es uno de los pocos casos reportados a nivel mundial de sindrome de Wernicke secundario a
encefalitis por citomegalovirus.

Palabras clave: encefalitis viral; citomegalovirus; sindrome de Korsakoff; encefalopatia de Wernicke;
encefalitis infecciosa; infecciones por citomegalovirus.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3451
Wernicke-Korsakoff syndrome secondary to cytomegalovirus encephalitis: A case report

Cytomegalovirus (CMV) is one of the opportunistic microorganisms with the highest prevalence in
immunocompromised patients. Reactivation has decreased after the introduction of highly active
antiretroviral therapy (HAART). Encephalitis has been reported in the coinfection as one of the most
frequent presentations.

We present the case of a young adult patient with HIV infection and rapid neurological deterioration
due to classic clinical symptoms and signs of the Wernicke-Korsakoff syndrome, with no risk factors
for thiamine deficiency, with images by nuclear magnetic resonance typical of the syndrome, and
identification of cytomegalovirus in cerebrospinal fluid. The specific treatment for CMV managed to
control the symptoms with neurological sequelae in progression towards improvement.

This is one of the few cases reported in the literature of Wernicke syndrome secondary to cytomegalovirus
encephalitis.

Key words: Encephalitis, viral; cytomegalovirus; Korsakoff syndrome; Wernicke encephalopathy;
infectious encephalitis; cytomegalovirus infections.
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La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) continda siendo una de las de
mayor trascendencia en el mundo; los informes
epidemiolégicos internacionales indican que, si
bien la incidencia ha disminuido de 2,2 millones de
personas infectadas en el 2010 a 2,1 millones en el

Contribucion de los autores:

2015, la prevalencia ha aumentado de 33,3 millones
a 36,7 millones en el mismo periodo. Por otra
parte, las muertes relacionadas con el sida se han
reducido de 1,5 millones en el 2010 a 1,1 millones
en el 2015 (26 %) (1). Ello significa que las tasas
de transmisién han disminuido y que la expectativa

Luis Guillermo Uribe, Maria Alejandra Pérez y Javier Hernandez: descripcion del caso clinico y del marco tedérico sustentado durante

la discusion

Camilo Lara y Natalia Rueda: resumen de presentacion del articulo, descripcion de los aspectos radiol6gicos del caso clinico,
sustentacion de los hallazgos en imagenes descritos en casos previamente publicados
Todos los autores contribuyeron a la discusion y la edicién del manuscrito.
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de vida es mayor, con el consecuente desafio de
lograr el control de las complicaciones relacionadas
directamente con el estado inmunitario.

La infeccion primaria por citomegalovirus (CMV)
se presenta de forma subclinica en la mayoria de
las personas; sin embargo, su reactivacion puede
ser grave en los pacientes inmunocomprometi-
dos. La forma méas comun en pacientes con HIV
es la retinitis, seguida de manifestaciones gas-
trointestinales y, posteriormente, del compromiso
neurologico, pulmonar, hepético y suprarrenal
(2). Desde la introduccién de la terapia antirretro-
viral altamente activa (Highly Active Antiretroviral
Therapy, HAART), la incidencia del compromiso
organico por CMV ha disminuido, pues se han
limitado las reactivaciones (3).

La relacion entre el curso clinico de la infeccion
por HIV y el de la infeccion por CMV es estrecha,;
en los pacientes que presentan la coinfeccion, se
ha observado elevacién de los valores de CD8 v,
escasa relacion entre los CD4 y los CD8 como efecto
secundario de la infeccion por citomegalovirus. En
pacientes que no tienen infeccion por CMV, se ha
visto una recuperacion mas rapida con la HAART(4),
en tanto que la persistencia de dicha infeccién
se ha asociado con mayores cargas virales de
HIV (5-6). En los pacientes infectados con HIV y
CMV, también se ha observado un mayor riesgo
de condiciones clinicas no relacionadas con el sida
(aterosclerosis y afecciones cardiovasculares) (7).

Caso clinico

Se trata de un paciente de sexo masculino de
26 afios de edad con antecedentes de asma e
infeccidn por HIV diagnosticada dos afios antes, y
tratado con abacavir, lamivudina y zidovudina con
un cumplimiento del tratamiento del 100 %.

En el momento de la consulta por urgencias,
la carga viral era de menos de 20 copias y el
recuento de CD4 era de 612 cel/pl. Una semana
antes de su ingreso en urgencias, habia terminado
el tratamiento de ocho meses con isoniacida y
piridoxina para tuberculosis latente.

Consulté por un cuadro clinico de un mes de evo-
lucion con vomito ocasional de alimentos prece-
dido de nauseas, aunque sin dolor abdominal ni
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Sindrome de Wernicke-Korsakoff por citomegalovirus

deposiciones liquidas. Desde la semana anterior,
tenia cefalea difusa asociada a diplopia, vértigo,
ataxia y paraparesia. En el examen fisico de
ingreso, se lo encontré somnoliento, con un pun-
taje de Glasgow de 13/15 asociado a nistagmo
horizontal, ataxia y fuerza de 4/5 en los grupos
proximales y distales de las extremidades, y sin
alteraciones en el fondo de ojo.

En los exdmenes de laboratorio practicados en el
momento de su ingreso, no se encontraron altera-
ciones (cuadro 1). Debido a los antecedentes de
vomito, se practicé un estudio endoscopico de vias
digestivas altas y se detecto ulceracion en el eséfago
medio sugestiva de infeccion por CMV. Ademas,
dados los sintomas neurolégicos que presentaba,
se le hizo una puncién lumbar y se encontré hiper-
proteinorraquia leve sin otras alteraciones (cuadro
2); los cultivos del liquido cefalorraquideo para
microorganismos comunes, hongos y Mycobacterium
tuberculosis fueron negativos.

Los estudios se complementaron con una resonan-
cia magnética (RM) cerebral (figuras 1-3), en la cual
se encontraron signos radiolégicos de encefalo-
patia de Wernicke.

El paciente presenté un rapido deterioro neurolé-
gico con progresion a estado de coma asociado
a taquicardia sostenida, por lo cual se inicio el

Cuadro 1. Resultados de los examenes de laboratorio del
paciente en el momento del ingreso.

Examenes iniciales Valores del Valores de

paciente referencia
Leucocitos (cél/ul) 7.660 5.000-10.000
Granulocitos (%) 64 50-62
Linfocitos (%) 24 % 25-40
Hemoglobina (g/dl) 19,2 14-18
Hematocrito (%) 56 42-52
Plaquetas (cél/ul) 296.000 150.000-500.000
PCR (mg/dl) 12 0-6
Velocidad de sedimentacion 12 2-30
globular (mm/hora)
ASAT (U/L) 52 0-38
ALAT (U/L) 117 0-41
Bilirrubina total (mg/dl) 1,25 0-1
Bilirrubina directa (mg/dl) 0,79 0-3
Fosfatasa alcalina (U/L) 81 40-129
Creatinina (mg/dl) 0,71 0,7-1,2
BUN (mg/dl) 10,7 6-20
Vitamina B, , (pg/dl) 402,3 197-771
Acido félico (ng/dl) 2,54 4,5-32,2
Carga viral de CMV sérico Menor de 500

copias/ml

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; ASAT: amino aspartato
transferasa; ALAT: alanina amino transferasa; BUN: nitrégeno ureico en
sangre; CMV: citomegalovirus
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tratamiento con ceftriaxona y vancomicina, ademas
de ganciclovir para contrarrestar el compromiso
gastrointestinal por CMV y la sospecha de encefalitis
asociada al virus; se inici6, asimismo, tratamiento
con tiamina (el paciente no tenia antecedentes de
consumo de alcohol).

Cuando se constatd la elevacion de la carga
viral de CMV en el liquido cefalorraquideo, se
suspendid la administracion de los antibidticos
y de la tiamina, y se continué Unicamente con
ganciclovir. El paciente presentd mejoria clinica
neurolégica tras completar los primeros 12 dias
de administracion intravenosa de ganciclovir, pero
con secuelas como diplopia, paralisis del VI par,

Cuadro 2. Valores del analisis citoquimico del liquido cefalorra-
guideo en el momento del ingreso

Andlisis citoquimico Valores del Valores de
paciente referencia

Color Incoloro Incoloro

Glucosa (mg/dl) 80 40a70

Glucemia sérica (mg/dl) 119 70 a 110

Proteinas (mg/dl) 57,4 15a45

Leucocitos (cél/pl) 0 0

Eritrocitos (cél/pul) 0 0

VDRL No reactivo 0 diluciones

Antigeno de Cryptococcus Negativo

Tincién de ZN, KOH y Negativas

tinta china

PCR para Herpes virus Negativo

Carga viral de CMV* 1.180 copias/ml

ADA (U/L) 1 0ab

* Carga viral en liquido cefalorraquideo mediante RT PCR (plataforma
LightCycler® 2.0, Roche)

VDRL: prueba serolégica para la sifilis; ZN: cinc; KOH: hidréxido de
potasio; CMV: citomegalovirus; ADA: adenosina desaminasa
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fuerza de 3/5 en los grupos musculares proximales
de las extremidades y falla respiratoria cronica
con necesidad de traqueostomia. En cuanto a los
sintomas gastrointestinales, no presentd nuevos
episodios de vomito, pero requirid gastrostomia
por trastorno de la deglucion.

Consideraciones éticas

El paciente fue atendido en el Hospital Universitario
Los Comuneros y, para la publicacién de su caso,
se obtuvo su consentimiento después de explicarle
el propésito del reporte; durante el proceso, se
garantizd la confidencialidad de la informacion y no
se lo expuso a tratamientos experimentales.
Discusion

El CMV es uno de los microorganismos mas
importantes causantes de infecciones oportunistas
en pacientes inmunocomprometidos antes de la
introduccién de la HAART para la infeccion por el
HIV. Con la introduccion de este tratamiento, se
mejoraron sustancialmente las tasas de morbi-
mortalidad relacionadas con la infeccion, asi como
la calidad de vida de estos pacientes y, consecuen-
temente, se logré la disminucion de la replicacion y
de la incidencia de la comorbilidad por CMV (8,9).

Hoy se sabe que los individuos portadores del HIV
seropositivos para CMV desarrollan 2,5 veces mas
rapidamente el sida que aquellos seronegativos
para el CMV. La deteccion del CMV en sangre o
en las secreciones corporales constituye un factor
de riesgo independiente para la progresion de la
enfermedad, lo cual no ha cambiado a pesar de la
introduccién de la HAART (8).

Figura 1. Secuencias flair en el plano axial que demuestran hiperintensidades periacueductales en la region medial de ambos
talamos, caracteristicas del sindrome de Wernicke
Flair: fluid-attenuated inversion recovery
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Figura 2. Secuencias spin echo (SE) con informacién ponderada
T1 con contraste en los planos axial y sagital, gue demuestran
realce con el medio de contraste paramagnético en la region
periacueductal

Figura 3. Secuencias de difusién DWI en el plano axial que
muestran aumento de la sefial en la region periacueductal y el
contorno medial de ambos talamos

DWI: diffusion-weighted magnetic resonance imaging

Los mecanismos por los cuales la infeccién con el
CMYV puede comportarse como un factor de riesgo
independiente de la progresion de la enfermedad
y de la muerte en pacientes positivos para el HIV,
aun no estan completamente esclarecidos. Se ha
sugerido que el CMV se comporta como un factor
activador de los retrovirus que se encuentran en
estado de latencia, pues ello aumenta indirec-
tamente la cantidad de virus con capacidad de
replicacion. También, se ha establecido un posible
deterioro en la funcionalidad de los linfocitos CD4+
como consecuencia de la viremia por CMV, a
pesar de la aparente buena reaccién terapéutica a
la HAART, medida por los conteos de este tipo de
linfocitos (8).

AUn no se ha establecido si los pacientes sero-
positivos con viremia por CMV que estan recibiendo
la HAART deben recibir tratamiento especifico
contra el CMV, dada la estrecha relacion entre
esta infeccion y el empeoramiento del curso de la
infeccidn por HIV, a pesar del uso de la mencionada
terapia artirretroviral (8).

Sindrome de Wernicke-Korsakoff por citomegalovirus

En la poblacién general, la prevalencia de anti-
cuerpos para CMV oscila entre 40 y 100 % (10).
Aunque se ha reportado que las infecciones
son de resolucion espontanea, también se han
informado manifestaciones graves. En la revision
de Rafailidis, et al., se reportaron 290 pacien-
tes, y el principal sitio de infeccion fue el tubo
digestivo, seguido del sistema nervioso central;
56 pacientes tuvieron infecciones graves con
signos de mielitis, encefalitis, meningoencefalitis
o radiculopatia (11).

En el 95 % de los pacientes homosexuales y posi-
tivos para HIV, se ha documentado la presencia
de anticuerpos contra el CMV; el mayor riesgo de
reactivacion se ha determinado en aquellos con
conteos de CD4 menores de 100 células/mm? (11).
En los estudios post mortem, se ha descrito la
infeccion por CMV en 15 a 25 % de los pacientes
con sida, pero las manifestaciones clinicas se
desarrollaron en menos del 1 % (12,13).

En el estudio realizado entre 1965 y 1995, Arribas,
et al., documentaron los casos de 573 pacientes
con diagnostico definitivo de encefalitis por CMV
(hallazgo de células citomegalicas en el tejido
cerebral), y encontraron que 85 % de ellos tenia
coinfecciéon por HIV, en tanto que en el 12 % la
inmunosupresion respondia a otras causas; en
los pacientes inmunocompetentes (3 % en este
estudio), los sintomas principales fueron la fiebre
y la cefalea (14).

Entre las condiciones neurologicas debidas al
CMV en pacientes con HIV, se han encontrado
las siguientes: retinitis en 20 %, encefalitis en
54 %, polirradiculopatia en 54 %, romboencefalitis
y ventriculoencefalitis en 1,8 % y neuropatia
multifocal en 20 % (15,16). Es comun encontrar
enfermedades extraneuronales con afectacion de
la retina y del tubo digestivo, complicaciones que
ocurren con bajos conteos de CD4 (15-19).

Dado el variado espectro de sintomas neurolégicos
en la coinfeccion, entre los diagnosticos diferen-
ciales deben tenerse en cuenta la demencia por
HIV, el sindrome de Guillain-Barré, la tuberculosis
cerebral, la toxoplasmosis y el linfoma (15,20).
Debe sefialarse que los diagnésticos no son
excluyentes, y que es comun el hallazgo de estas
enfermedades en el momento en que se detecta
la infeccion por CMV. En este sentido, en algunas
series de casos se ha descrito la coinfeccion por
toxoplasma en 26 % de los casos, el linfoma en
9 %y la infeccién por herpes simple en 5 % (14).
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Hallazgos histopatologicos

Entre los hallazgos histopatoldgicos descritos en el
sistema nervioso central por efecto del CMV, esta
la presencia de células citomegalicas aisladas,
nddulos microgliales y necrosis parenquimatosa
focal. En la forma micronodular de la infeccion
por CMV, solo el 10 % de estos nédulos contiene
cuerpos de inclusion virales, los cuales pueden
encontrarse en neuronas, astrocitos y células
endoteliales del cerebro sin inflamacién asociada;
cuando hay afectacidon periventricular, pueden
observarse zonas con hemorragia (16).

En la polirradiculopatia, se encuentran inclusiones
en las células de Schwann, fibroblastos y célu-
las multinucleadas, y endarteritis obliterante, asi
como infartos en la capa de mielina (15,21), pero
no se han encontrado cuerpos de inclusion en las
motoneuronas (22).

Anélisis citoquimico del liquido cefalorraquideo
y diagnostico

Los resultados del analisis citoquimico del liquido
cefalorraquideo varian. La ventriculoencefalitis se
asocia con pleocitosis, proteinorraquia e hipoglu-
corraquia en mayor medida que la encefalitis;
estos mismos hallazgos pueden encontrarse en
pacientes con radiculopatia, en quienes pueden
ser mas acentuados y simular una meningitis
bacteriana. En los pacientes con polirradiculopatia,
el predominio en la pleocitosis es de leucocitos
polimorfonucleares y, en la ventriculoencefalitis, de
mononucleares (13-15,19,23,24).

El diagnostico se establece con la deteccion del
virus mediante reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) en el liquido cefalorraquideo, con
una sensibilidad y especificidad mayores del 90 %
(25). La identificacion del antigeno pp67 en el
liquido cefalorraquideo tiene una sensibilidad del
84,6 % y una especificidad del 100 % (26). El cultivo
en liquido cefalorraquideo tiene una sensibilidad
del 18 % y una especificidad del 100 % (26). En
todos los pacientes con sospecha de coinfeccion,
se recomiendan la PCR y el cultivo.

Manifestaciones clinicas

Entre los sintomas que se presentan en los pacientes
gue cursan con mielitis, se encuentran la arreflexia
ascendente, las parestesias, las hipoestesias y la
retencion urinaria; hasta el 75 % de los pacientes
puede referir adormecimiento simétrico de las
extremidades (16). En la neuropatia multifocal, se
evidencian simultdneamente sintomas de pares-
tesias en varias localizaciones; los nervios mas
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afectados son el radial, el cubital, el peroneo y el
femoral lateral cutaneo (16). La disfuncién sensitiva
y motora aguda también puede estar relacionada
con la infeccion y la toxicidad de los analogos de
nucledsidos, lo cual debe tenerse en cuenta en los
diagnésticos diferenciales (27).

Los sintomas de la encefalitis incluyen mareos
y alteraciones de la memoria y el equilibrio; los
propios del tallo cerebral son marcha con base
amplia, ataxia del tronco y movimientos oculares
‘sacadicos’; los propios de afectacion periventri-
cular incluyen nistagmo, paresia de los musculos
oculares o dificultad para hablar. Como signos clini-
cos prominentes de la ventriculoencefalitis, se han
descrito la paralisis ocular motora y el nistagmo (16).

Sindrome de Wernicke-Korsakoff

El de Wernicke-Korsakoff es un sindrome neuro-
psiquiatrico agudo caracterizado por nistagmo,
paralisis ocular motora, y cambios en el estado
mental y en la marcha (28), los cuales también
se describen en la encefalitis por CMV debido a
que ambas condiciones afectan zonas como la
sustancia gris periacueductal y el talamo (29,30).
Esto ha llevado al diagnéstico de este sindrome
en pacientes con encefalitis por CMV, en quienes
en la histopatologia se encuentran inclusiones cito-
megalicas, y no las hemorragias petequiales y la
congestion propias del déficit de tiamina (18).

En las cohortes de pacientes con CMV en quie-
nes se ha detectado el sindrome de Wernicke-
Korsakoff, la probabilidad de viremia fue mayor
y el conteo de CD4, ligeramente menor (18,30).
Se han observado alteraciones post mortem en
el hipocampo, cerca de los cuernos temporales
de los ventriculos laterales, en pacientes que no
habian desarrollado ventriculoencefalitis y en quie-
nes se detectaron signos de infeccion por CMV
en los nucleos olivares, los cuerpos mamilares y
el hipotadlamo.

Las manifestaciones extraneuronales del CMV se
han reportado con igual frecuencia en pacientes
con sindrome de Korsakoff y sin él; la inflamacion
suprarrenal y la polineuropatia sensitiva fueron mas
frecuentes en quienes no presentaban el sindrome
de Korsakoff (18).

En el estudio publicado por Pirskanen-Matell, et al.,
en el 2009, se describié una cohorte de pacientes
con HIV, en 93 de los cuales se sospechaba
encefalitis por CMV; en 48, se confirmo el diag-
nostico de encefalitis por CMV mediante PCR
en liquido cefalorraquideo o en los estudios post
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mortem; 17 de ellos fueron diagnosticados con
sindrome de Korsakoff y 85 % tenia alteracion en
la marcha. Los pacientes recibian suplementos
vitaminicos que incluian vitamina B, y ninguno
tenia antecedentes de alcoholismo, por lo que
no se considero que la deficiencia de B, fuera la
causa del sindrome de Wernicke-Korsakoff (18).
En los pacientes con HIV en quienes se sospecha
este sindrome, ademas del soporte adecuado con
tiamina, deben practicarse RM cerebral y PCR para
detectar CMV en el liquido cefalorraquideo.

La encefalopatia de Wernicke resulta de la defi-
ciencia de vitamina B, y, aunque se asocia con
el alcoholismo, guarda relacién con la presencia
de tumores malignos, sida, inflamacién cronica,
malabsorcion y malnutricion. La prevalencia de
deficiencia de B, en la poblacion con sida es de
23 %, y el primer caso se reporté en 1987 en
pacientes tratados con zidovudina. La caquexia
y el estado catabdlico del HIV se asocian con el
desarrollo del sindrome de Wernicke, por lo que
se ha recomendado administrar suplemento de
tiamina en los pacientes con sida (31).

Hallazgos radiolégicos

La resonancia magnética es el método de eleccion
para el estudio de la encefalopatia de Wernicke y
de la encefalitis por CMV (32). Entre los hallazgos
generales en la encefalopatia de Wernicke, se
encuentra el realce intenso en la sustancia gris
periacueductal, los cuerpos mamilares, el talamo
medial (adyacente al tercer ventriculo) y el hipo-
talamo (33) (cuadro 3).

Entre los hallazgos de las imagenes en la encefalo-
patia por CMV se destaca el realce periventricular
en las secuencias T1, asociado en ocasiones al
realce subependimario con medio de contraste

Sindrome de Wernicke-Korsakoff por citomegalovirus

paramagnético; este realce subependimario tam-
bién se ha descrito en los linfomas y en la ventri-
culitis de origen bacteriano (23).

Cuando se trata de encefalitis difusa, en cambio, se
encuentran lesiones hiperintensas en el hipocampo,
el cerebelo, el tallo cerebral y los ganglios basales;
la presencia de hiperintensidad en las secuencias
T1 puede indicar la transformacion hemorragica que
se presenta después de un trasplante de médula
Osea 0 de una trombocitopenia (32).

Prondstico

El diagnéstico de la ventriculoencefalitis tiene mal
prondstico en pacientes inmunocomprometidos y
cuando el conteo de CD4 es menor de 100 células/pl.
Se ha descrito una supervivencia no mayor de cuatro
semanas debido al inicio agudo y, en ocasiones, a la
falta de mejoria terapéutica asociada a la resistencia.
Se encontrd que hasta 56 % de los pacientes con
HIV que desarrollan encefalitis estaba en tratamiento
con foscarnet o ganciclovir (14); ademas, pueden
encontrarse sintomas de polirradiculopatia antes
de la aparicién de los sintomas de encefalitis.

Conclusiones

En este articulo se describe el caso de un paciente
con afectaciéon gastrointestinal y ventriculoencefa-
litis por CMV, con hallazgos clinicos y radiologicos de
encefalopatia de Wernicke, en quien la infeccién se
detect6 mediante PCR en liquido cefalorraquideo.
Tuvo mejoria de los sintomas neuroldgicos con
el tratamiento con ganciclovir. Esta forma de pre-
sentacion es poco usual y su diagndstico se basé
en la afectacion de areas periventriculares a causa
del CMV en las imagenes de resonancia magnética,
asi como en el déficit de vitamina B,. Los signos
clinicos fueron nistagmo, oftalmoplejia, y alteracion
del estado mental y de la marcha.

Cuadro 3. Hallazgos frecuentes en la encefalopatia de Wernicke (33)

Estudio de imagenes diagnodsticas Hallazgos

TC cerebral

RM cerebral
Secuencias T1
talamo medial

Usualmente es normal.

Hipointensidades en sustancia gris periacueductal, cuerpos mamilares, hipotalamo y

En encefalopatia crénica: atrofia de cuerpos mamilares identificados en cortes sagitales

Secuencias T2

Hiperintensidad alrededor del tercer ventriculo, cuerpos mamilares, hipotalamo y

talamo medial y sustancia gris periacueductal

FLAIR
DWI
Medicina nuclear: 18F-FDG-PET
temporal medial

Hallazgos similares a los de la secuencia T2
Usualmente, las areas afectadas presentan restriccion a la difusion.
Hipometabolismo en diencéfalo, area retroesplenial, sistema limbico y I6bulo

TC: tomografia computadorizada; RM: resonancia magnética; FLAIR: fluid-attenuated inversion recovery; DWI: Diffusion-weighted

Magnetic Resonance Imaging; PET: positron emission tomography
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El paciente cursaba con un cuadro clinico de
esofagitis que producia episodios ocasionales de
vomito, pero no en una cantidad significativa para
generar déficit de vitamina B,, y tampoco tenia
antecedentes de alcoholismo. Por ello, en los
pacientes con HIV que consulten por signos y sin-
tomas indicativos de encefalopatia de Wernicke, se
recomienda practicar puncion lumbar y PCR para
la deteccion del CMV.

Elhecho de haber detectado enla PCR una carga de
CMV sérico menor de 500 copias/ml puede deberse
a la variacién en la sensibilidad de la prueba, con
valores reportados de 61 a 100 %, segun la que
se use. Aunque las cargas elevadas se asocian
con la enfermedad, aun no se ha establecido un
valor predictivo. De todas maneras, el hallazgo en
el liquido cefalorraquideo y la reaccion terapéutica,
corroboraron el diagnéstico.
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Sensibilidad in vitro de cepas cubanas de Aspergillus spp.
de origen clinico y ambiental
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Introduccién. En Cuba se desconoce el comportamiento de la sensibilidad de Aspergillus spp. a los
antifingicos recomendados para el tratamiento de la aspergilosis: la anfotericina B, el itraconazol,
el voriconazol y las equinocandinas. La influencia del ambiente puede condicionar la aparicion de
resistencia en estos microorganismos.

Objetivo. Evaluar la sensibilidad in vitro de cepas de Aspergillus spp. a la anfotericina B, el itraconazol
y el voriconazol, y la relacion de los patrones de sensibilidad con su origen.

Materiales y métodos. Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas de la anfotericina B,
el itraconazol y el voriconazol para 60 cepas de Aspergillus spp. de origen clinico y ambiental mediante
el método M38-A2 del Clinical and Laboratory Standard Institute.

Resultados. Se encontraron 21 cepas resistentes a la anfotericina B (principalmente en muestras
clinicas y ambientes hospitalarios) y tres cepas resistentes al itraconazol (en ambientes interiores y
exteriores no hospitalarios). No se hallaron cepas resistentes al voriconazol. No se encontro relacion
entre el origen de las cepas y su sensibilidad.

Conclusiones. Se sugiere la posible existencia de factores ambientales o interacciones con genotipos
resistentes que pueden dar origen a fenotipos resistentes en Cuba. Este es el primer reporte del pais
de cepas de Aspergillus spp. resistentes in vitro. Los resultados ameritan ampliar el estudio para incluir
andlisis moleculares y filogenéticos.

Palabras clave: Aspergillus; farmacorresistencia fungica; anfotericina B; itraconazol; voriconazol.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3447

In vitro susceptibility of Cuban Aspergillus spp. strains of clinical and environmental origin

Introduction: The behavior of antifungal susceptibility of Aspergillus spp. in Cuba remains unknown.
The antifungals recommended to treat aspergillosis are amphotericin B, itraconazole, voriconazole and
echinocandins. The influence of the environment may set off the emergence of drug-resistance in these
microorganisms.

Objective: To evaluate in vitro susceptibility of Aspergillus spp. strains to amphotericin B, itraconazole
and voriconazol, and the relationship between susceptibility patterns and their origin.

Materials and methods: Minimum inhibitory concentrations of amphotericin B, itraconazole and
voriconazole were determined for 60 Aspergillus spp. strains of clinical and environmental origin using
the M38-A2 method of the Clinical and Laboratory Standards Institute.

Results: We found 21 amphotericin B resistant strains (mainly from clinical samples and hospital
environments), as well as three itraconazole resistant strains (from non-hospital outdoor and indoor
environments). No voriconazole resistance was found. No relationship was found between strain origin
and susceptibility.

Conclusions: Results suggest the possible existence of environmental factors or interactions with
resistant genotypes which may give rise to resistant phenotypes in our country. This is the first report
of in vitro Aspergillus spp. resistant strains in Cuba. These studies should be broadened and include
molecular and phylogenetic analyses.

Key words: Aspergillus; drug resistance, fungal, amphotericin B; itraconazole; voriconazole.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3447

Contribucion de los autores:

Javier L. San Juan y Carlos M. Fernandez: desarrollo experimental de la investigacion, analisis e interpretacion de los datos y
redaccién del manuscrito

Michel Almaguer: desarrollo experimental de la investigacion y proveedor de las cepas evaluadas

Mayda R. Perurena y Gerardo F. Martinez: interpretacion de los datos y asesoria en la redacciéon del manuscrito

Rosario E. Velar: desarrollo experimental de la investigacion

Maria T. llinait: asesoria en el disefio experimental y en la redaccién del manuscrito

452



Biomédica 2017;37:452-9

El género Aspergillus es probablemente el taxén
fungico de mayor distribucién en el mundo por la
facil diseminacion de sus esporas y por la amplia
gama de sustratos que puede degradar (1).

La interaccién con estos microorganismos puede
representar un riesgo para la salud humana por
la potencial patogenia y la toxicidad que presen-
tan algunas especies. Las infecciones causadas
por Aspergillus spp. se manifiestan de muchas
maneras, desde formas no invasivas, como la
otomicosis, las queratitis fungicas, la aspergilosis
broncopulmonar alérgica y los aspergilomas, hasta
infecciones invasivas con posible diseminacién a
diferentes sistemas de 6rganos (2).

Entre los principales antifingicos que se utilizan para
el tratamiento contra la infeccidn por Aspergillus
spp., estan los triazoles (fundamentalmente, el
itraconazol y el voriconazol), la anfotericina B y
las equinocandinas (3). En las Ultimas décadas,
se ha observado un incremento en la aparicion de
cepas resistentes a los antifungicos, fundamental-
mente de A. fumigatus (4). Sobre Aspergillus spp.
se han realizado mudltiples investigaciones para
determinar la sensibilidad in vitro de sus especies
y los factores ambientales que influyen sobre este
patrén (5,6). En Cuba no existe informacién sobre
el tema en el ambito clinico ni en estudios de
micobiota ambiental.

Esta es la primera investigacién cubana que pre-
tende evaluar la reaccion frente a tres de los
principales antifingicos empleados para tratar la
aspergilosis en grupos de especies de Aspergillus
con origen clinico y ambiental.

Materiales y métodos
Cepas

Se evaluaron 60 cepas pertenecientes al género
Aspergillus organizadas en tres grupos, segun su
origen: grupo 1 (G1), formado por 20 cepas aisladas
de ambientes exteriores e interiores no hospitala-
rios, proporcionadas por la Coleccion de Cultivos
Microbianos de la Facultad de Biologia (CCMFB)
del Departamento de Microbiologia de la Facultad
de Biologia de la Universidad de La Habana; grupo
2 (G2), formado por 20 cepas aisladas de ambientes
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hospitalarios del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK) y del Laboratorio de Micro-
biologia del Centro de Investigaciones Médico-
Quirurgicas (CIMEQ), y grupo 3 (G3), constituido
por 20 cepas aisladas de muestras clinicas
provistas por el Laboratorio de Microbiologia del
Hospital Militar “Luis Diaz Soto”, el Laboratorio de
Microbiologia del CIMEQ y la Coleccion de Hongos
Patégenos del IPK.

Todas las cepas estaban clasificadas segun los
criterios de identificacion de Barnet, et al. (7), Klich,
etal. (8), y de Hoog, et al. (9). La distribucién segun
especie fue la siguiente: 19 de A. fumigatus, 20 de
A. flavus, 20 de A. niger y una de A. terreus. A
todas las cepas se les asign6 un codigo especifico,
diferente a su original, en aras de homogenizar la
nomenclatura.

Cepas de control

Como cepas de control se utilizaron Candida krusei
ATCC® 6258 y C. parapsilosis ATCC® 22019. Los
valores de sensibilidad se determinaron dentro
de los limites establecidos por el método M38-
A2 del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (20).

Sensibilidad a los antifungicos

La determinacién de la sensibilidad a la anfo-
tericina B y al itraconazol se hizo con el método de
microdilucion M38-A2 del CLSI (10). Las soluciones
“madre” de cada antifiingico se prepararon con
dimetilsulféxido (DMSO). Las diluciones finales
(1:50) se hicieron en el medio RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich; USA) usando acido 3- [N-morfolino] pro-
panosulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich; USA) como
solucién tampdn; el pH se ajusté a un valor de 7,0
+ 0,1. Posteriormente, se distribuyeron 100 ul de
las soluciones de los antifingicos en placas de
poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (Cellstar®).
Los indculos se ajustaron a una concentracion de
0,4-5 x 10* conidios por ml mediante conteo en
camara de Neubauer, y se dispensaron 100 pl en
los pocillos con los antifungicos. En cada placa se
tuvieron en cuenta un control negativo (medio de
cultivo sin antifdngico ni inéculo) y un control de
crecimiento (medio con disolvente e indculo).

Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 horas.
Los valores de concentracion inhibitoria minima
(CIM) para la anfotericina B y para el itraconazol,
se establecieron como el menor valor de concen-
tracion en el que se observé el 100 % de inhibicion
del crecimiento y no se observé efecto de arrastre
(10). Se determiné la CIM del voriconazol frente a
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las cepas que mostraron resistencia a la anfotericina
B o al itraconazol y, para ello, se emplearon tiras
de Etest® (bioMérieux; Francia) segun la metodo-
logia descrita por el fabricante. La preparaciony la
estandarizacion del in6culo fueron las mismas que
las utilizadas en el procedimiento de microdilucion.
Se empled el medio RPMI-1640 con agar como
medio de cultivo. Las placas se incubaron durante
48 horas a 37 °C (11).

La lectura de los datos se hizo siguiendo las indica-
ciones del fabricante. Los valores de sensibilidad
del Etest® diferentes de los intervalos establecidos
en el método de referencia, se aproximaron a la
concentracion inmediatamente superior empleada
por el método del CLSI para facilitar su correcta
interpretacion categorica. Todos los antifiingicos
empleados fueron suministrados por la casa
comercial Sigma-Aldrich.

Interpretacion de los datos y andlisis estadistico

Para los tres antifingicos, se consideraron sensibles
las cepas con valores de CIM de 1 pg/ml o menores,
con sensibilidad intermedia, aquellas con una CIM
de 2 ug/ml, y como resistentes, aquellas con una
CIM de 4 pg/ml o menos (10).

Los datos de concentracion de la anfotericina B y
el itraconazol se transformaron a escala para su
andlisis estadistico (transformacion logaritmica).
Se calcularon las medias geométricas de los tres
antifiingicos para cada grupo segun su origen, y
para las especies A. fumigatus, A. flavusy A. niger
frente a la anfotericina B y el itraconazol.

Se hizo un analisis de varianza (ANOVA) para com-
parar las medias de CIM de los dos antifungicos
en todas las especies evaluadas, y las medias de
los valores de CIM de los grupos segun el origen.
También, se determind la relacién entre el grado de
sensibilidad a los dos antifingicos y el origen de las
cepas mediante un test de y2 de Fischer. El vorico-
nazol se excluyé de los ANOVA dado que para
este se utiliza un método de evaluacion diferente
al del CLSI. En todos los andlisis se emple6 un alfa
de 0,05. Los datos se analizaron con el programa
estadistico GraphPad Prism, versién 6.01.

Resultados

En el cuadro 1 se presentan todas las cepas
evaluadas mediante el ensayo de microdilucion
frente a la anfotericina B y el itraconazol. Se evalu6
una cepa de A. terreus, pero esta no se tuvo en
cuenta en los andlisis de varianza por no ser
estadisticamente representativa.
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La media geométrica de la CIM de la anfotericina
B, enel G1, fue de 2,14 pug/ml, en el G2, de 1,80 pg/
ml, y en el G3, de 1,19 pg/ml. La media geométrica
de la CIM del itraconazol, en el G1, fue de 0,73 pg/
ml, en el G2, de 0,52 pg/ml, y en el G3, de 0,13 pg/
ml. Para A. fumigatus, la media geométrica de la
CIM fue de 0,90 para la anfotericina B y de 0,26
para el itraconazol; para A. flavus, fue de 2,73 para
la anfotericina B y de 0,22 para el itraconazol; y
para A. niger, fue de 1,62 para la anfotericina B y
de 0,84 para el itraconazol.

Se detectaron 21 cepas resistentes a la anfotericina
By tres cepas resistentes al itraconazol. En el G1,
7 (11,67 % del total) cepas mostraron valores de
CIM para la anfotericina B correspondientes al
criterio de resistencia; en el G2, se detectaron 8
(13,33 % del total) cepas y, en el G3, 6 (10 % del
total). Solo se observaron tres (5 % del total) cepas
resistentes al itraconazol en el G1. La especie con
mayor nimero de cepas resistentes a la anfo-
tericina B fue A. flavus (21,67 %), seguida por A.
niger (6,67 %) y A. fumigatus (5 %). Aspergillus
niger resultd ser la Unica especie (5 %) resistente
al itraconazol.

En la figura 1 se presenta la distribucién de las
cepas segun especie y patron de sensibilidad. El
ANOVA mostré diferencias significativas (p<0,05)
en las medias de las muestras entre especies para
los antifiingicos evaluados mediante microdilucién
(anfotericina B: p=0,0069; itraconazol: p=0,0016).
El ANOVA no arroj6 diferencias significativas
(p<0,05) en las medias de las muestras entre los
grupos frente a la anfotericina B (p=0,26), pero fue
estadisticamente significativo frente al itraconazol
(p=0,0001).

En la figura 2 se presenta la distribucion de las
cepas segun el patron de sensibilidad y los grupos
definidos segun su origen. Mediante el test de ¥? de
Fischer, se establecid la independencia entre las
variables del grado de sensibilidad a la anfotericina
B y el origen de las cepas. No se pudo hacer el
test de y? para el itraconazol debido al tamafio de la
muestra y a la ausencia de cepas en las categorias
de la variable de grado de sensibilidad.

Los valores de la CIM del voriconazol se presentan
en el cuadro 2. La media geométrica de la CIM
para este antifungico fue de 0,54 pg/ml en el G1,
de 0,55 pg/ml en el G2, y de 0,14 pg/m en el G3.
La cepa de A. terreus no se incluyé en el célculo
de esta media geométrica en el G3. No se hallaron
cepas resistentes a este antifungico.
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Cuadro 1. Valores de concentracion minima inhibitoria (CIM) de la anfotericina B (AMB) y del itraconazol (ITZ) para las cepas
evaluadas por el método de microdilucién. Los grupos corresponden al origen de la cepa. G1: ambientes interiores y exteriores no
hospitalarios; G2: ambiente hospitalario; G3: muestras clinicas.

Grupos Aspergillus AMB®M™

ITZ™  Aspergillus AMB®M™

ITZem

Aspergillus  AMB™  |TZ°™  Aspergillus AMBSM |TZ°M

fumigatus  (ug/ml) (ug/ml) flavus (ug/ml)  (ug/ml) niger (ng/ml)  (png/ml) terreus (ng/ml)  (ug/ml)
(codigo de (codigo de (coédigo de (coédigo de
la cepa) la cepa) la cepa) la cepa)
Gl JFO1 1,0 0,5 JFOO0 4,0 0,5 JF05 1,0 0,25
JF02 0,5 0,5 JFO4 8,0 0,5 JFO7 2,0 2,0
JFO3 0,5 0,125 JF06 >16,0 0,5 JF08 1,0 0,25
JF10 4,0 1,0 JF11 8,0 0,25 JF15 20 >16,0
JF12 2,0 0,5 JF14 4,0 0,5 JF16 20 >16,0
JF13 0,5 0,0625 JF18 8,0 1,0 JF17 2,0 >16,0
JF19 1,0 0,5
JF23 2,0 0,5
G2 JJ1 4,0 1,0 JJj11 8,0 0,25 JAI 0,5 1,0
JJ10 2,0 0,25 JJ2 0,25 2,0 JAIl 2,0 0,5
JJ4 1,0 0,125 JJ3 0,25 1,0 JAIII 1,0 1,0
JJ8 4,0 0,25 JAIV 1,0 2,0
JM10 8,0 0,25 JMO01 1,0 1,0
JMO02 1,0 1,0
JMO03 4,0 1,0
JMO05 4,0 0,125
JMO06 2,0 1,0
JMO07 4,0 0,25
JMO08 4,0 0,25
JMO09 2,0 0,25
G3 JLo4 0,5 0,125 JL13 0,25 0,0625 JLol 1,0 0,5 JL16 >16,0 0,25
JLO5 0,25 0,0625 JL14 2,0 0,0625 JL12 1,0 0,0625
JLO6 0,125 0,125 JL17 8,0 0,125
JLO7 0,25 0,25 JL18 0,5 0,0625
JLO8 4,0 0,5 JL19 4,0 0,125
JLO9 0,5 0,5 JL23 4,0 0,0625
JLO5 1,0 0,0625 JL24 0,5 0,0625
JLO3 1,0 0,25 JL25 1,0 0,0625
JL26 >16,0 0,125
a o N Resistente b. i) N Resistente
g M Intermedio <y M Intermedio
£ EE Sensible £ Sensible
g " g
S < S <
[ )
g < g <
g 3 g 3
p=} pm}
Y, g
< <

o
N
N

6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de cepas

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de cepas

o

Figura 1. Distribucion de las cepas evaluadas mediante el ensayo de microdilucion (M38-A2) segun la especie y el patron de
sensibilidad a la anfotericina B (AMB) (a) y al itraconazol (ITZ) (b)

Discusién

En el estudio se evidencié un grado variable de
reaccion a la anfotericina B; sin embargo, en el
andlisis estadistico de la relacion entre el origen

ambiental de las cepasy sus patrones de sensibilidad
a este antifungico, no se pudo confirmar la hipétesis.
Este polieno es el antifingico de primera linea para
el tratamiento de las micosis graves y su empleo
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Figura 2. Distribucion de las cepas evaluadas mediante el ensayo de microdilucion (M38-A2) segln su patron de sensibilidad y el
origen del aislamiento. a) frente a la anfotericina B (AMB); b) frente al itraconazol (ITZ). G1: ambientes interiores y exteriores no

hospitalarios; G2: ambientes hospitalarios; G3: muestras clinicas

Cuadro 2. Valores de concentracion minima inhibitoria (CIM) del voriconazol (VCZ) para las cepas evaluadas por Etest®. Los
grupos corresponden al origen de las cepas. G1: ambientes interiores y exteriores no hospitalarios; G2: ambientes hospitalarios;

G3: muestras clinicas

Grupos Aspergillus fumigatus VCZ®™  Aspergillus flavus VCZ®™  Aspergillus niger VCZ®™ Aspergillus terreus VCZ®™
(codigo de la cepa) (ug/ml) (coédigo delacepa) (ug/ml) (cédigo delacepa) (ng/ml) (codigo delacepa) (ug/ml)
Gl JF10 0,125 JFO0 0,25 JF15 1,0
JFO4 1,0 JF16 1,0
JFO6 0,25 JF17 2,0
JF11 0,25
JF14 0,5
JF18 1,0
G2 JJ11 1,0 JMO03 1,0
JJ8 0,25 JMO5 1,0
JM10 0,25 JMO7 0,5
JMO08 0,5
G3 JLO8 0,25 JL17 0,25 JL16 0,75
JL19 0,125
JL23 0,125
JL26 0,0625

esta generalizado en la mayoria de los hospitales,
lo cual supone una probleméatica cuya verdadera
dimension no se conoce, pues la presion selectiva
en estos ambientes podria contribuir a la aparicion
de fenotipos resistentes (12).

Afortunadamente, la resistencia a este antifingico
es poco frecuente y posiblemente esté asociada a
bajos niveles de ergosterol en la membrana celular,
lo que conlleva una menor accién del farmaco (13),
0 a la presencia de mutaciones en el gen erg3 que
originan la inactivacion de la 5,6-esterol desaturasa,
una enzima que participa en la ruta de biosintesis
del ergosterol y genera esteroles anormales cuando
se ve afectada. Asimismo, existen especies de
Aspergillus capaces de producir enzimas con acti-
vidad reductora, que disminuyen el efecto oxidativo
de la anfotericina B en el metabolismo fdngico (14).
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Aspergillus terreus es una especie que ha surgido
como patégeno oportunista capaz de causar asper-
gilosis pulmonar, onicomicosis y queratomicosis,
entre otras enfermedades, y ha suscitado especial
atencion por su resistencia natural in vitro e in vivo
(15). En 2009, Lars-Florl, et al. (16), evaluaron el
comportamiento de 79 cepas de A. terreus frente a
nueve agentes antifingicos. La media geométrica
de los valores de CIM obtenidos para la anfotericina
B fue de 1,77 pg/ml (16). Aunque en el presente
estudio solo se encontré una cepa perteneciente a
esta especie, esta mostro la maxima CIM registrada
para este antifangico (>16 pg/ml), comparable con
muchas de las cepas analizadas por Lars-Florl, et
al. Si se supera el nimero de aislamientos de esta
especie, se podria confirmar con mayor certeza que
su resistencia natural a la anfotericina B no es un
fenotipo poco comdn.
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La distribucion de especies pudo influir en los datos
de los grupos. El analisis de varianza confirmd
la existencia de diferencias significativas entre
los valores de CIM para las diferentes especies
evaluadas (figura 1). En el estudio, el mayor numero
de cepas resistentes a la anfotericina B se concen-
tr6 en A. flavus, con 21,67 % (13 cepas) del total, y
esta fue la especie con la mayor media geométrica
(2,73). Segun Krishnan, et al., la resistencia a este
antifngico en A. flavus es frecuente (17), y Seo, et
al., plantean que dicho fenémeno puede deberse
a alteraciones en las concentraciones de beta-
1,3 glucano y de los complejos proteicos de la
pared celular de esta especie, que disminuyen la
interaccion de la anfotericina B con la membrana
plasmatica (18).

Cuatro (6,67 %) cepas de A. niger y solo tres (5 %)
cepas de A. fumigatus, fueron resistentes a la
anfotericina B, resultados que coinciden con los de
varios estudios (19-21).

En estudios sobre aeromicota en Cuba, se ha
evidenciado que la especie A. flavus es la de mayor
predominio entre las potencialmente patégenas
(22,23). Infortunadamente, no se conoce con pre-
cision la situacion real de las infecciones causadas
por Aspergillus spp. en nuestro pais, lo que genera
incertidumbre sobre la prevalencia de esta especie
como causante de infeccion y el subsecuente pro-
blema terapéutico que puede generar.

Es importante tener en cuenta que el proceso de
identificacion de las especies se hizo mediante los
métodos convencionales basados en el andlisis de
las caracteristicas culturales y de la micromorfolo-
gia. Esto constituye un sesgo para la clasificacion
taxondmica por las diferentes modificaciones que
ha sufrido la sistemética de hongos en las ulti-
mas décadas con el apoyo de las técnicas de
identificaciéon molecular. Existe la posibilidad de
que algunas de estas cepas pertenezcan a otras
especies clasificadas en las diversas secciones
establecidas para el género Aspergillus, las cuales
son imposibles de determinar mediante la metodo-
logia convencional. Estas especies ‘cripticas’, como
se denominan, tienen patrones de sensibilidad
categorizados como resistentes a la mayoria de los
antifingicos empleados en el ambito clinico (24) y
podrian ser la causa de los perfiles de sensibilidad
registrados en este trabajo.

Solo se encontraron tres cepas resistentes al itra-
conazol (>16 pg/ml) de la especie A. niger en el
grupo de ambientes interiores y exteriores no hospi-
talarios. En diversos estudios a nivel internacional,

Sensibilidad del género Aspergillus

se comenta sobre la resistencia de esta especie
al antifiingico (15,25,26). Tokarzewski, et al., en
un grupo de 10 cepas de A. niger, obtuvieron
valores de CIM,, frente a este antifingico de
hasta 8 pg/ml mediante el método M38-A, y cinco
cepas clasificadas como resistentes, segun lo
establecido por el CLSI (27). Asimismo, Gheith, et
al., hallaron valores elevados (2 mg/l) de la CIM,,
del itraconazol, en 17 cepas de A. niger aisladas
de pacientes con enfermedades hematoldgicas en
Tanez (21).

La evaluacion del voriconazol no revelé cepas
resistentes; sin embargo, una de ellas se clasificé
como de sensibilidad intermedia, y ocho sensibles
presentaron el valor extremo de su categoria.
Los valores de la CIM del voriconazol fueron
similares a los reportados por Pfaller, et al. (28).
Este antifungico actla, no solo sobre la 1l4a-
esterol demetilasa, enzima diana de la mayoria
de los azoles, sino también, sobre la 24-metileno
dihidro-lanosteroldemetilasa, otra enzima de la
ruta biosintética del ergosterol (29), lo cual podria
explicar su mejor efecto en comparacion con otros
antifngicos de su misma familia farmacoldgica, y
constituye otra prueba de su potencial terapéutico.

Uno de los nuevos grupos farmacolégicos en el
tratamiento de la aspergilosis es el de las equi-
nocandinas, moléculas que actian como inhibi-
dores de la beta-1,3-D-glucano sintasa y afectan
indirectamente la incorporacion de los beta-1,3-D-
glucanos a la pared celular de los hongos.

En el género Aspergillus, estos polisacaridos se
concentran fundamentalmente en la pared de la
regién apical de la hifa y no en el resto del micelio
y, por lo tanto, la actividad del farmaco influye sobre
la velocidad del crecimiento fangico, pero no sobre
otros aspectos fisiologicos (30). La evaluacion
de la sensibilidad in vitro de estos antifungicos
es compleja debido al llamado efecto de arrastre
(trailing effect) que impide establecer de forma
precisa la CIM, por lo que en su lugar se utiliza
la concentracion efectiva minima (CEM) como un
concepto mas adecuado para la interpretacion de
su actividad antifangica (10,31).

Por falta de disponibilidad, en este trabajo no se
pudieron evaluar la caspofungina, la anidulafungina
ni la micafungina; sin embargo, existen diversos
estudios a nivel internacional con interesantes
resultados. En 2011, Lockhart, et al., publicaron
un estudio en el que evaluaron la sensibilidad de
288 aislamientos de Aspergillus spp. a estas tres
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equinocandinas y ninguna de las CEM,, para A.
fumigatus, A. flavusy A. niger sobrepasaron el valor
de 0,06 pg/ml, en tanto que solamente A. terreus
mostro un valor de 0,5 pg/ml para la caspofungina
(32). En un estudio anterior, Messer,et al., también
encontraron una buena actividad de la caspofun-
gina y la anidulafungina frente a 49 aislamientos
de A. fumigatus, con valores de CEM, de 0,12 y
0,008 pg/ml, respectivamente (33).

En el presente estudio, no se comprobo la existen-
cia de una relacion entre el origen ambiental de
las cepas y su patron de sensibilidad al itraconazol
(figura 2). Sin embargo, las cepas resistentes a
este antifingico se concentraron en el G1 (5 %)
con la mayor media geométrica (0,84), un hecho
interesante dado que son cepas que provienen
de ambientes en los cuales los azoles no tienen
uso clinico.

En paises europeos y asiaticos, se ha observado
gue muchas de las cepas de A. fumigatus resis-
tente a azoles son frecuentes en campos de
cultivo o zonas donde el uso agricola de triazoles
es habitual, o en pacientes que nunca han sido
tratados con antifingicos pero tienen un vinculo
estrecho con este tipo de ambientes. El tebuconazol,
el propiconazol, el protioconazol, el tetraconazol,
el metconazol y el epoxiconazol, son algunos de
los fungicidas inhibidores de la desmetilacion que
a menudo se emplean para la proteccion contra
agentes fitopatdgenos (34).

Pham, etal., sefialaron que estos compuestos tienen
una naturaleza homologa con los triazoles de uso
clinico, y que los microorganismos estan expuestos
con mayor frecuencia a ellos, lo cual facilita que
ocurran mutaciones y que estas se propaguen (4).
Enlos estudios de Faria-Ramos, et al., se emplearon
tres cepas de A. fumigatus sometidas a incremen-
tos de procloraz, un azol usado ampliamente en la
agricultura; posteriormente, analizaron su sensibi-
lidad al itraconazol, el voriconazol, el posaconazol
y el fluconazol, registrando un incremento en los
valores de la CIM para los triazoles de uso clinico,
lo cual aporté evidencias sobre este tipo de resis-
tencia adquirida en el entorno natural (35).

En Cuba, se ha descrito la influencia de fendmenos
meteoroldgicos en la diseminacién de algunas espe-
ciesde hongos. En 2006, Lopetegui, etal., propusieron
modelos predictivos de la trayectoria de conidios
transportados por los vientos de diferentes huraca-
nes (36). Asimismo, en reportes meteorolégicos
anuales de la regién del Caribe, se han registrado
tormentas de polvo provenientes de la regién del
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Sahara, entre los meses de marzo y agosto (37),
casualmente, la época en la que se aislaron muchas
de estas cepas. Estos datos sugieren la posibilidad
de que los microorganismos no sean autéctonos
y hayan sido importados de forma natural desde
areas con predominio de fenotipos resistentes, o
gue sean cepas recombinantes de genotipos endé-
micos con cepas foraneas resistentes.

Este estudio es una investigacién preliminar sobre
el comportamiento de los patrones de sensibilidad
en cepas cubanas de las especies de Aspergillus
de mayor interés clinico. Se encontré que la resis-
tencia a los azoles era poco frecuente, lo cual es
favorable desde el punto de vista epidemiol6gico
y terapéutico. La resistencia a la anfotericina B,
en cambio, fue considerable y ello constituye una
alerta. Como parte de futuros proyectos, se pretende
aumentar el tamafio de la muestra poblacional para
confirmar con mayor precision estos resultados.
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Optimizacion de recursos para determinar la carga viral
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Introduccion. Las metas globales para controlar la epidemia de HIV contemplan que la carga viral
sea indetectable en 90 % de las personas en tratamiento. El costo de la medicién de la carga viral en
lotes de muestras puede reducirse y, asi, aumentar la cobertura cuando los recursos son limitados; sin
embargo, su eficacia disminuye al aumentar la prevalencia del fracaso del tratamiento antirretroviral.
Objetivo. Evaluar estrategias para disminuir la proporcion de pacientes con fracaso del tratamiento anti-
rretroviral en los lotes de muestras y, de esta manera, aumentar el ahorro en las pruebas de carga viral.
Materiales y métodos. Las estrategias evaluadas fueron: a) la organizacion de los lotes de muestras
segun el esquema de tratamiento antirretroviral, y b) la exclusion de aquellos pacientes con antecedente
reciente de fracaso del tratamiento antirretroviral, aquellos con menos de 12 meses de tratamiento
antirretroviral y aquellos sin tratamiento antirretroviral previo. Los resultados de los lotes se compararon
con los resultados individuales.

Resultados. El valor diagndstico negativo fue similar para los pacientes con esquema de primera linea
(100,0 %; IC,,,, 99,5-100,0) o de segunda linea de tratamiento (99,4 %; ICyy, 96,9-99,9). La incidencia
del fracaso del tratamiento antirretroviral fue menor en los pacientes con tratamiento de primera linea
(p<0,01), lo cual permiti6 un mayor ahorro en las pruebas de laboratorio en este grupo (74,0 %; IC__,
71,0-76,7) que en los pacientes con tratamiento de segunda linea (50,9 %; IC,,,, 44,4-57,3) (p<0,01).
Conclusién. La seleccion de las muestras que se incluyeron en los lotes para determinar la carga
viral del HIV segun el tipo de esquema de tratamiento, permiti6 maximizar el porcentaje de ahorro en
pruebas de laboratorio.

Palabras clave: HIV; carga viral; ahorro de costo; andlisis costo-eficiencia; estrategias.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3318

Optimizing resources to reduce costs to determine HIV viral load in limited resources settings

Introduction: HIV viral load testing is a key factor to evaluate the accomplishment of the UNAIDS
target of 90% of viral suppression among people receiving antiretroviral therapy. Pooled samples are
a potentially accurate and economic approach in resource-constrained settings, but efficiency can be
negatively affected by high prevalence rates of virological failure.

Objective: Strategies were assessed to increase the relative efficiency of pooled HIV viral load testing
in resource-constrained settings.

Materials and methods: We evaluated two strategies: a) plasma samples were not included in pools
if patients had <12 months on antiretroviral therapy, patients had previous viral load >1,000 copies/
ml, or were antiretroviral therapy naive patients, and b) plasma pools were organized separately for
first and second-line antiretroviral therapy regimens. Individual viral load tests were used to compare
pooled results.

Results: Negative predictive values were similar for patients on first (100.0%; 95% CI 99.5 to 100.0)
and second-line antiretroviral therapy regimens (99.4%; 95% CI 96.9 to 99.9). However, the incidence
of virological failure among individuals on first-line antiretroviral therapy was lower than second-line
antiretroviral therapypatients (p <0.01), resulting in greater savings in laboratory tests in patients on
first-line antiretroviral therapy (74.0%; 95% CI 71.0 to 76.7) compared with the group of patients on
second-line antiretroviral therapy (50.9%; 95% CI 44.4 to 57.3) (p<0.01).
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Carlos Mejia-Villatoro: disefio del estudio

Elizabeth Yax y Axel Martinez: fase experimental y andlisis de datos
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Conclusion: Selecting the samples to be included in the pools and selecting the pools according to
ART regimens are criteria that could lead to decreased spending on laboratory tests for HIV viral load

determination in resource-constrained settings.

Key words: HIV; viral load; cost savings; cost efficiency analysis; strategies.
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La medicion de la carga viral plasmatica del virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV) es la herra-
mienta empleada para evaluar la efectividad del
tratamiento antirretroviral, el cual busca suprimir
la replicacion del virus (1). Una prueba de labora-
torio cominmente usada para determinar la carga
viral es la cuantificacion del ARN plasmatico del
HIV mediante la transcripcién inversa del genoma
viral y, posteriormente, la reaccién en cadena de
la polimerasa (reverse transcription Polymerase
Chain Reaction, rt-PCR) en tiempo real. Se con-
sidera que ha habido fracaso del tratamiento
antirretroviral cuando no es efectivo para suprimir
la replicacion viral, lo cual se establece cuando, en
dos ocasiones y con un mes de diferencia como
minimo, la carga viral es mayor de 1.000 copias de
ARN por ml de plasma (1).

La carga viral es, entonces, un estandar de la aten-
cion en salud que reciben los pacientes infectados
con HIV. Es mas, las nuevas metas de control de
la epidemia de HIV para el afio 2020, propuestas
por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el HIV/sida (ONUSIDA), contemplan que la
carga viral debe ser indetectable en el 90 % de las
personas con tratamiento antirretroviral (2). Sin
embargo, en los paises en desarrollo, el acceso
a esta prueba de laboratorio puede dificultarse
debido a su costo (3). Tal es el caso de Guatemala,
en donde se ha estimado que los pacientes son
sometidos a la prueba de carga viral 1,2 veces al
afo, en lugar de las dos mediciones recomendadas
por el protocolo nacional (4).

La medicién de la carga viral de HIV mediante el
analisis de las muestras plasméticas en lotes, se
considera una estrategia que reduce los costos
relacionados con el control de la efectividad del
tratamiento antirretroviral (5,6). Sin embargo, la
eficacia de esta estrategia disminuye cuando
aumenta la prevalencia de fracaso del tratamiento
antirretroviral en la poblacion (7).

Correspondencia:

Ricardo Mendizabal-Burastero, Hospital Roosevelt, Clinica de
Enfermedades Infecciosas, zona 11, Ciudad de Guatemala,
Guatemala

Teléfono: (502) 2497 7300; fax: (502) 2445 4304
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El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad
de la estrategia de analizar lotes de muestras orga-
nizadas en una matriz para medir la carga viral de
HIV después de excluir las muestras de pacientes
con antecedente reciente de fracaso del tratamiento
antirretroviral, aquellos con menos de 12 meses
de estar recibiendo tratamiento antirretroviral y los
gue no lo habian recibido previamente. Ademas, se
organizaron lotes de muestras segun el esquema
de tratamiento antirretroviral, asumiendo que, de
tener una prevalencia de fracaso del tratamiento
antirretroviral diferente segun el esquema de trata-
miento, la eficiencia de la estrategia se diferen-
ciaria igualmente.

Materiales y métodos

Se obtuvo la aprobacion del Comité de Etica del
Hospital Roosevelt para hacer el estudio en indi-
viduos mayores de 18 afios en este centro, que
atiende a la cohorte mas grande de pacientes con
HIV bajo tratamiento antirretroviral en Guatemala.

En este estudio no se solicitd el consentimiento
informado de los pacientes, ya que las pruebas
de carga viral son un servicio que se ofrece regu-
larmente en Guatemala a los pacientes con HIV, y
la comparacién de las metodologias de laboratorio
se hizo con muestras sin identificacién personal
de los pacientes. A los pacientes se les entregd
el resultado de la carga viral determinado por la
medicion individual de cada muestra de plasma.

Seleccién de las muestras

Se incluyeron solamente aquellos pacientes que
habian recibido el tratamiento antirretroviral, por
lo menos, durante 12 meses, para contar con, al
menos, una carga viral previa, lo cual fue uno de
los criterios de inclusion.

Con el propésito de optimizar la eficacia de la estra-
tegia de determinacion de la carga viral por lotes
de muestras, se excluyé a los pacientes con ante-
cedente reciente de fracaso del tratamiento anti-
rretroviral; estos pacientes se detectaron mediante
la revision de la base de datos de registro de los
resultados de carga viral, usando como criterio
de exclusion un dltimo resultado de carga viral de
ARN mayor de 1.000 copias/ml.
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Las muestras se recolectaron de manera con-
secutiva, con el fin de simular el flujo de trabajo
de la clinica. Se seleccionaron 800 muestras de
pacientes tratados con el esquema de tratamiento
antirretroviral de primera linea (dos inhibidores
nucledsidos de la transcriptasa inversa y un inhi-
bidor no nucledsido de la transcriptasa inversa)
y 198 tratados con el esquema de segunda linea
(dos inhibidores nucletsidos de la transcriptasa
inversa y un inhibidor de la proteasa).

Las 998 muestras representaron el 33 % de la
cohorte de pacientes en tratamiento en la clinica.
El tamafio de la muestra de cada grupo (primera
lineay segunda linea) correspondi6 a la proporcién
de pacientes que recibia cada tipo de tratamiento.

Tomay manejo de las muestras

Se extrajeron 5 ml de sangre venosa en un tubo con
anticoagulante con EDTA,; la muestra se centrifugo
a 20 °C durante 20 minutos a 568g antes de que
se cumplieran seis horas de haberla tomado. Se
separ0 el plasma y se almacené a -20 °C hasta el
momento de ser analizado.

Organizacién de las muestras en lotes

Se usoO la estrategia de analizar las muestras en
lotes, es decir, muestras mezcladas en cantidades
iguales y analizadas como una unidad. Los lotes
se organizaron, se analizaron y se interpretaron
mediante la estrategia de matriz descrita previa-
mente (7), es decir, por columnas y filas, de manera
gue cada muestra quedo incluida en dos lotes, uno
correspondiente a la columna y otro a la fila.

Al encontrar lotes con resultados superiores al
punto de corte, se procesaba individualmente la
muestra que coincidia con la interseccién entre las
filas y las columnas para identificar dentro del lote
la muestra con alta carga viral (7).

Las muestras se separaron segun el esquema de
tratamiento antirretroviral que recibia el paciente.
Las de aquellos tratados con el esquema de primera
linea de antirretrovirales, se organizaron en lotes
de diez analizados luego en matrices de diez por
diez. En el caso de las muestras de pacientes que
recibian el esquema de segunda linea, estas se
analizaron en lotes de cinco muestras, organizados
en una matriz de cinco por cinco.

La disminucién del tamafio del lote de diez a cinco
muestras permitié que la estrategia de andlisis de
la carga viral por lotes se aplicara a una poblacién
pequefia de pacientes que recibian el segundo
esquema de antirretrovirales, analizando al menos
una matriz al mes.
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Con el fin de detectar las muestras con una carga
viral de ARN mayor de 1.000 copias/ml, parametro
definido como fracaso del tratamiento antirretroviral
por el protocolo de pais (1), se utilizaron como
puntos de corte los resultados de la carga viral
de ARN mayor de 100 o 200 copias/ml para los
lotes de diez y cinco muestras, respectivamente.
El punto de corte se establecié dividiendo el valor
por detectar, en este caso 1.000 copias/ml, entre el
namero de muestras que conformaban el lote, es
decir, diez o cinco.

Medicién de la carga viral de HIV

Se midi6 la carga viral de HIV por medio de rt-
PCR en tiempo real, usando la prueba COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1®, version 2,0
(Roche, Alameda, California), segun las instruc-
ciones del fabricante.

Andlisis de los datos

El desempefio de la estrategia de andlisis de
lotes de muestras organizados en una matriz, se
compard con la medicién individual de la carga
viral de HIV. El valor diagndstico negativo se estimé
usando la funciéon de evaluacién de una prueba
diagnéstica del programa OpenEpi, version 3.0.3.
La eficacia relativa se estimé como la proporcién de
ahorro del nimero de pruebas de laboratorio que
debian hacerse. Este mismo programa se usoé para
estimar la incidencia del fracaso del tratamiento
antirretroviral. Con base en el registro de las horas
requeridas para determinar la carga viral, se calculé
el porcentaje de ahorro en el tiempo empleado,
comparando las determinaciones individuales y el
andlisis por lotes de las muestras.

Resultados

De los 998 pacientes cuyas muestras se recolec-
taron, 55,8 % correspondié al sexo masculino,
42,2 % al femenino y 2,0 % a personas transgénero.
La mediana de meses de estar recibiendo el trata-
miento fue de 39 (rango intercuartilico: 24-49) y 18
(rango intercuartilico: 16-24) para los pacientes con
esquema de primera y segunda linea de tratamiento
antirretroviral, respectivamente (cuadro 1). La inci-
dencia de fracaso del tratamiento antirretroviral fue
significativamente menor (p<0,01) en los pacientes
con prescripcion de tratamiento antirretroviral de
primera linea que en quienes recibian el esquema
de segunda linea (0,9 %; IC,_, 0,4-1,8y 8,6 %; IC
5,4-13,3, respectivamente).

95% 95%

Con la estrategia de medir la carga viral en lotes
de muestras, fue factible detectar a todos los
pacientes que presentaban fracaso del tratamiento
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes cuyas muestras de plasma se usaron para evaluar el desempefio de la deteccion de la

carga viral de HIV en lotes de muestras

Pacientes con diferente esquema de tratamiento antirretroviral

Primera linea (n=800)

Segunda linea (n=198)

Sexo
Masculino
Femenino
Transgénero
Mediana de meses con el esquema de tratamiento
antirretroviral
Incidencia de fracaso viroldgico?

39 (RIC 24-49)

0,9 % (IC

456 (57,0 %)
328 (41,0 %)
16 (2,0 %)

101 (51,0 %)
93 (47,0 %)
4 (2,0%)
18 (RIC 16- 24)
0,4-1,8)

8,6 % (IC,., 54-13,3)

95% 95%

aFracaso virolégico: resultado de carga viral de HIV mayor de 1.000 copias/ml de plasma

RIC: rango intercuartilico 1y 3; IC: intervalo de confianza

antirretroviral, es decir que tenian una carga viral
de ARN individual mayor de 1.000 copias/ml. El
valor diagnéstico negativo fue similar usando
la estrategia de medir la carga viral en lotes de
muestras de pacientes con esquema de primera
linea (100,0 %; IC,,, 99,5-100,0) y con esquema
de segunda linea (99,4 %; IC,, 96,9-99,9). Sin
embargo, la eficacia relativa, es decir, el porcentaje
de ahorro en las pruebas de laboratorio fue mayor
en el grupo de pacientes con esquema de primera
linea (74,0 %; IC,,, 71,0-76,7) que en el grupo
de aquellos con esquema de segunda linea de
tratamiento antirretroviral (50,9 %; IC_., 44,4-57,3)
(p<0,01).

Con relacién al tiempo empleado para las deter-
minaciones de la carga viral, el ahorro de tiempo
al procesar las muestras en lotes, en comparacion
con las determinaciones individuales, fue similar
en las matrices de diez muestras y en las de cinco
(cuadro 2).

95%

Discusion

El elevado valor diagndstico negativo que se obtuvo
usando la estrategia de determinar la carga viral
de HIV en lotes de muestras, garantiza con buen
nivel de confianza, que en mas del 99 % de los
casos de pacientes que no presentan fracaso del
tratamiento antirretroviral, la carga viral sea menor
de 1.000 copias/ml.

En cuanto al porcentaje de ahorro en las pruebas
de laboratorio, el hecho de que la eficacia relativa
del esquema de primera linea de tratamiento
antirretroviral fue significativamente mayor que el
del esquema de segunda linea, se correlacioné
inversamente con la diferencia significativa encon-
trada en la incidencia del fracaso del tratamiento
antirretroviral en estos dos grupos. Esto es con-
gruente con el reporte de May, et al., quienes

Cuadro 2. Desempefio de la deteccion de carga viral de HIV
en lotes de muestras de pacientes con diferente esquema de
tratamiento antirretroviral

Indicador de Pacientes con diferente esquema de
desempefio terapia antirretroviral
Primera linea Segunda linea
(n=800) (n=198)
Valor diagnéstico 100,0 % 99,4 %
negativo (ICy,, 99,5-100,0) (IC,y,, 96,9-99,9)
Eficacia relativa® 74,0 % 50,9 %
(IC,,, 71,0-76,7)  (IC,,, 44,4-57,3)
Ahorro en tiempo 37,8% 38,2 %
(IC,,, 21,9-56,8)  (IC,,, 16,6-65,8)

aEficacia relativa: porcentaje de ahorro de pruebas de laboratorio
IC: intervalo de confianza

realizaron una simulacion computacional para eva-
luar el impacto de la prevalencia del fracaso del
tratamiento antirretroviral en la eficacia relativa
de la determinacion de la carga viral del HIV en
muestras organizadas en lotes, y concluyeron que
la eficacia de esta estrategia disminuia al aumen-
tar la proporcion de individuos con fracaso del
tratamiento antirretroviral en la poblacion (7). Es
mas, los resultados obtenidos experimentalmente
en la presente investigaciébn concuerdan con las
predicciones de May, et al., tanto para la estrategia
de la matriz de 10 x 10 como para la de 5 x 5 mues-
tras, con una incidencia de fracaso del tratamiento
antirretroviral de 0,9 y 8,6 %, respectivamente.

Segun lo sugerido por van Zyl, et al., en el disefio
de esta investigacion se hizo la revision rapida
de los registros digitales de los pacientes, con
el fin de detectar a aquellos que cumplieran con
los criterios para ser incluidos en la estrategia de
determinacion de la carga viral en lotes de mues-
tras (8). Se incluyeron Unicamente las muestras
de los pacientes mayores de 18 afios y se exclu-
yeron aquellas de quienes no estaban recibiendo
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el tratamiento; ademas, también se excluyeron las
muestras de los individuos cuyo resultado de
carga viral previo al estudio era mayor de 1.000
copias/ml. De no haberse hecho este proceso de
seleccién, la proporcion de pacientes con fracaso
del tratamiento antirretroviral hubiera sido mayor
y, por ende, la eficacia relativa habria resultado
menor, como sucedio en el estudio de Pannus, et
al., quienes incluyeron a pacientes con sospecha de
fracaso del tratamiento antirretroviral en sus lotes de
muestras (16,3 % de las muestras), o en el estudio
de Tilghman, et al., en el que se incluyeron mues-
tras de pacientes sobre quienes no habia certeza de
que estuvieran recibiendo antirretrovirales (18,0 %
de las muestras), situacién que tuvo un impacto
negativo en el porcentaje de ahorro de pruebas
de laboratorio, lo cual los llevé a recomendar que
los antecedentes de fracaso del tratamiento antirre-
troviral debian considerarse al disefiar algoritmos
para la determinacion de la carga viral de HIV por
lotes de muestras (6,9).

Este aspecto es muy importante en la implemen-
tacion y la optimizacion de esta estrategia, no solo
en cuanto a los costos, sino también en cuanto
a la operacion, ya que esto reduce el nimero de
repeticiones que deben hacerse. Por otra parte, en
un contexto de recursos limitados, la disminucién
de costos en los insumos de laboratorio necesarios
para el seguimiento de los pacientes con trata-
miento antirretroviral mediante la determinacion de
la carga viral en lotes de muestras, permitiria ampliar
las coberturas y haria factible la sostenibilidad a
largo plazo de este servicio.

Ademas, se la puede considerar como una estra-
tegia complementaria para evaluar el cumplimiento
de las metas 90-90-90 que propone ONUSIDA para
eliminar la epidemia en el 2030, especialmente,
la de alcanzar, en el 2020, cargas virales de ARN
menores de 1.000 copias/ml en el 90 % de las
personas contratamiento antirretroviral. Es mas, en
paises de recursos limitados y niveles intermedios
de resistencia del HIV a los medicamentos antirre-
trovirales previa al tratamiento, como Guatemala,
el dinero ahorrado en las pruebas para determinar
la carga viral podria emplearse para introducir ruti-
nariamente la deteccién de mutaciones puntuales
asociadas a la resistencia del HIV antes de que los
pacientes inicien su tratamiento antirretroviral (10).
La medicién de la resistencia previa al tratamiento
repercutiria positivamente en la disminucién del
riesgo de fracaso del tratamiento antirretroviral en
los primeros meses de la terapia, disminuiria su
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prevalencia y, por ende, ayudaria a cumplir la meta
de 90 % de personas en tratamiento antirretroviral
con supresion virologica.

En conclusion, la estrategia de determinar la carga
viral del HIV en muestras organizadas en lotes
es un enfoque preciso y econémico para evaluar
la eficacia del tratamiento antirretroviral, ya que
permite determinar si los pacientes presentan fra-
caso del tratamiento antirretroviral o no.

Con el fin de optimizar la eficacia de la estrategia,
es recomendable seleccionar solamente las mues-
tras de pacientes que hayan estado recibiendo
tratamiento antirretroviral durante los 12 meses
anteriores, lo que asegura, al menos, dos controles
previos de carga viral indetectable y el que no
haya antecedente reciente de fracaso del trata-
miento antirretroviral. Ademas, es conveniente
hacer diferentes lotes de muestras dependiendo
del tipo de esquema de tratamiento antirretroviral,
asi como de las diferentes prevalencias de fracaso
del tratamiento antirretroviral para maximizar el
porcentaje de ahorro en pruebas de laboratorio.
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Caracteristicas de la infeccion por Clostridium difficile
en una institucién de alta complejidad y reporte de la circulacién
en Colombia de |la cepa hipervirulenta NAP1/027
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Isabel Cristina Torres, Luis Carlos Zambrano, Maria José Pareja

Grupo de Infectologia y Laboratorio, Fundacién Clinica Shaio, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. Clostridium difficile es el principal responsable de la diarrea asociada al uso de
antibidticos. En Colombia y en Latinoamérica, el conocimiento sobre el comportamiento epidemiolégico
de la infeccion por C. difficile todavia es limitado.

Objetivo. Describir las caracteristicas de una serie de pacientes con infeccion por C. difficile.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo de una serie de casos de pacientes con infeccion
por C. difficile atendidos en la Fundacion Clinica Shaio, entre enero de 2012 y noviembre de 2015.
Resultados. Se estudiaron 36 pacientes con una edad promedio de 65 afios. Se determinaron los
siguientes factores relacionados con la infeccion por C. difficile: uso previo de antimicrobianos (94,4 %),
hospitalizacién en los Ultimos tres meses (66,7 %) y uso de inhibidores de la bomba de protones (50 %).
Las comorbilidades méas comunes fueron la enfermedad renal crénica (41,7 %) y la diabetes mellitus
(30,6 %). Los sintomas mas frecuentes fueron mas de tres deposiciones diarreicas (97,1 %) y dolor
abdominal (42,9 %). En cuanto a la gravedad de los casos, 44,4 % se clasificé como leve a moderado,
38,9 % como grave, y 11,1 % como complicado o grave. El método de diagndstico mas utilizado (63,8%
de los pacientes) fue la identificacién de la toxina mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La mortalidad global durante la hospitalizacién fue de 8 %. Se identificaron cuatro cepas del serotipo
NAP1/027 y nueve muestras fueron positivas para la toxina binaria.

Conclusién. La infecciéon por C. difficile debe sospecharse en pacientes con deposiciones diarreicas y
factores asociadostradicionalmente aestaenfermedad. Sereportola circulacion de cepas hipervirulentas
del serotipo NAP1/027 en Colombia, lo cual debe enfrentarse con la vigilancia epidemioldgica y el
diagndstico temprano.

Palabras clave: Clostridium difficile; infecciones bacterianas; antiinfecciosos; diarrea; enterocolitis
seudomembranosa; reaccion en cadena de la polimerasa.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3244

Characteristics of Clostridium difficile infection in a high complexity hospital and report of the
circulation of the NAP1/027 hypervirulent strain in Colombia

Introduction: Clostridium difficile is the main pathogen related to healthcare-associated diarrhea and it
is the cause of 20 to 30% of diarrhea cases caused by antibiotics. In Colombia and Latin America, the
knowledge about the epidemiological behavior of this infection is limited.

Objective: To describe the characteristics of a series of patients with C. difficile infection.

Materials and methods: We performed a descriptive case series study of patients with C. difficile
infection hospitalized in the Fundacion Clinica Shaio from January, 2012, to November, 2015.
Results: We analyzed 36 patients. The average age was 65 years. The risk factors associated with the
infection were: previous use of antibiotics (94.4%), prior hospitalization in the last three months (66.7%)
and use of proton pump inhibitors (50%). The most common comorbidities were chronic kidney disease
(41.7%) and diabetes mellitus (30.6%). The most frequent symptoms were more than three loose
stools per day (97.1%) and abdominal pain (42.9%). According to the severity of the disease, 44.4%
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of cases were classified as mild to moderate, 38.9% as severe, and 11.1% as complicated or severe.
The detection of the toxin by PCR (GeneXpert) was the most common diagnostic procedure (63.8%).
Global mortality during hospitalization was 8%. We identified four strains with serotype NAP1/027 and

nine samples positive for binary toxin.

Conclusion: Clostridium difficile infection should be suspected in patients with diarrhea and traditional risk
factors associated with this disease. We report the circulation of the hypervirulent strain serotype NAP1/027
in Colombia, which should be countered with epidemiological surveillance and a prompt diagnosis.

Key words: Clostridium difficile; bacterial infections; anti-infective agents; diarrhea; enterocolitis,

pseudomembranous; polymerase chain reaction.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3244

Clostridium difficile es el principal agente patégeno
responsable de la diarrea asociada al cuidado de
la salud, y representa entre 20 y 30 % de los casos
de diarrea asociada con el uso de antibidticos. En
2010, se report6 en Estados Unidos una incidencia
de 8,2 casos por cada 1.000 pacientes hospitali-
zados y una mortalidad de 6 a 30 %, con costos
anuales para el sistema de salud que excedieron
los USD $1.500 millones.

Desde el 2001, la incidencia de casos de infec-
cion por C. difficile en Estados Unidos se ha
incrementado en 400 %, incremento favorecido
por la aparicién de cepas hipervirulentas como la
NAP1/027 (North American PFGE type1/ribotype
027), la cual produce de 16 a 23 veces mas
toxina A y toxina B que los aislamientos previos
de C. difficile. Otros factores que han contribuido
han sido el aumento progresivo de la edad de los
pacientes hospitalizados y de sus comorbilidades,
la disponibilidad de mejores métodos diagndsticos
y, en algunas ocasiones, el uso indiscriminado
de los tratamientos antibidticos, los cuales han
contribuido al comportamiento epidémico de este
microorganismo (1-6).

El cuadro clinico de la infeccién por C. difficile es
diverso e incluye, desde los portadores asintoma-
ticos o con diarrea leve, hasta la presentacion
de colitis seudomembranosa, megacolon toxico,
sepsis y muerte. La patogenia de la enfermedad
responde a multiples factores y condiciones tales
como la adquisicion del patégeno, la disrupcion de
la microbiota intestinal, la produccién de toxinas
por el microorganismo y una inadecuada reaccion
inmunitaria del huésped.
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Cuando el microrganismo coloniza el intestino, se
produce un dafio directo en los enterocitos causado
por las toxinas bacterianas A y B, y por la toxina
binaria. La toxina A es una enterotoxina que rompe
las uniones intercelulares de los enterocitos y
facilita el ingreso de la toxina B, la cual activa los
macrofagos y los mastocitos que, a su vez, generan
un aumento de la permeabilidad epitelial, de la
produccién de citocinas, la infiltracién de neutré-
filos, la produccion de intermediarios de especies
reactivas del oxigeno, la activacion de mastocitos,
la produccion de sustancia P y el dafio directo en
la mucosa. En cuanto a la toxina binaria, su meca-
nismo patogénico aln no esta del todo dilucidado,
pero al parecer incrementa la adhesion de las cepas
de C. difficile y actla a nivel del citoesqueleto de la
célula, provocando una mayor pérdida de liquidos,
por lo que las cepas portadoras de dicha toxina se
han asociado a una mayor virulencia (4,5,7-9).

En Colombia y en Latinoamérica, el conocimiento
sobre el comportamiento epidemioldgico de la
infeccién por C. difficile se reduce a unas po-
cas publicaciones que no permiten establecer el
impacto real y las caracteristicas clinicas y epide-
miolégicas de la enfermedad (10-12), por lo que,
muchas veces, se ha hecho necesario extrapolar
datos publicados de otras regiones del mundo a la
poblacion colombiana.

El objetivo de este estudio fue describir las carac-
teristicas clinicas y epidemioldgicas de una serie
de casos de infeccién por C. difficile atendidos en
la Fundacién Clinica Shaio, determinar los factores
relacionados con la enfermedad, y determinar la
presencia de la cepa hipervirulenta NAP1/0O27 en
la poblacion de estudio.

Materiales y métodos
Diseno del estudio

Se hizo un estudio descriptivo de una serie de casos
de pacientes con infeccion por C. difficile atendidos
en la Fundacién Clinica Shaio, desde el 1° de
enero de 2012 hasta el 30 de noviembre de 2015.
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La informacion se recolectd en la base de datos del
laboratorio clinico mediante la busqueda y la revi-
sion de las solicitudes de pruebas diagnésticas de
infeccion por C. difficile (foxina Ay B mediante ELISA,
toxina B y binaria mediante PCR e identificacion de
la cepa NA1/027 mediante la prueba GeneXpert C.
difficile), y la revision de los cédigos relacionados
de la Clasificacién Estadistica Internacional de
Enfermedades y Problemas Relacionados con la
Salud (CIE-10) en el registro de historias clinicas de
la institucién durante el periodo de estudio.

Se defini6 como caso de infeccién asociada al
cuidado de la salud, el de aquellos pacientes con
antecedente de hospitalizacién de, al menos, dos
dias en los tres meses previos, una estancia mayor
de 48 horas, pacientes en hemodidlisis, quimio-
terapia, tratamiento antibiotico intravenoso en casa,
y pacientes atendidos en la clinica por heridas en
casa, o internos en un hogar geriatrico o en una
institucién para el cuidado de condiciones cronicas.

La gravedad del cuadro clinico de infeccion por
C. difficile se clasificé segun la guia de practica
clinica para la infeccion por Clostridium difficile en
adultos, de la Society for Healthcare Epidemiology
of America (SHEA) y la Infectious Disease Society
of America (IDSA) en su actualizacion de 2010, asi:
leve a moderado, grave y grave o complicado (13).

Criterios de inclusion

Se incluyeron todos los pacientes con mas de
tres deposiciones liquidas al dia en ausencia de
laxantes, mayores de 18 afos, y con diagnéstico
confirmado de infeccidn por C. difficile por toxina A
o B mediante ELISA, o por toxina B o toxina binaria
mediante PCR GeneXpert Clostridium difficile, por
colonoscopia o biopsia. Se determing la frecuencia
de las estancias hospitalarias previas y prolon-
gadas, el uso previo de antibiéticos, la cirugia
abdominal reciente y el estado de inmunosupre-
sion, asi como la gravedad de las manifestaciones
clinicas, la frecuencia de ingreso a la unidad de
cuidados intensivos y el tratamiento.

Dado que se trat6 de un estudio retrospectivo
basado en la revision de historias clinicas, no hubo
necesidad de consentimiento informado por parte
de los pacientes.

Analisis estadistico

Se hizo un andlisis estadistico descriptivo de las
variables de interés. Se obtuvieron las prevalencias
de cadavariable parala muestratotal. Los resultados
se expresaron como porcentajes y, como medida
de tendencia central, se calcularon las medianas,
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ya que las variables no siguieron una distribucion
normal. Los datos se ingresaron en una base de
datos en el programa Excel y se utilizé el programa
estadistico SPSS®, version 23, para el analisis.

Resultados

Durante el periodo de estudio de cuatro afios y
diez meses, se detectaron 261 pacientes con sos-
pecha de infeccién por C. difficile, de los cuales
se confirmaron 36 (13,8 %). De ellos, el 52,8 %
correspondia a mujeres; la mediana de edad del
promedio de los pacientes fue de 65 afios (rango
intercuartilico, RIQ=57,75-76,75); la mediana del
indice de masa corporal (IMC) fue de 23,2 kg/m?
(R1Q=19,76-25,86 kg/m?).

En el momento del diagnéstico, la mediana de
leucocitos fue de 11.100 células/ul (RIQ=8.800-
16.700), la de la proteina C reactiva, de 55,08 mg/L
(R1IQ=13,66-129,7),y la de la creatinina, de 1,0 mg/
dl (R1Q=0,7-1,9 mg/dl).

En cuanto a las caracteristicas clinicas, los sinto-
mas mas frecuentes fueron la presencia de méas de
tres deposiciones diarreicas (34 pacientes; 97,1 %)
y de dolor abdominal (15 pacientes; 42,9 %).
El 91,6 % (33) de los casos cumplian con los
criterios de infeccién asociada al cuidado de la
salud (cuadro 1).

Al explorar en la serie de casos la presencia de
factores de riesgo reconocidos para la infeccién
por C. difficile, se encontr6 que el uso previo de
antibiéticos (94,4 % de los casos), la hospitaliza-
cion en los tres meses previos (66,7 %) y el uso
de inhibidores de la bomba de protones (50 %)
fueron las condiciones de riesgo mas frecuentes
(cuadro 2).

En cuanto al tipo de antimicrobiano empleado, 23
(63,9 %) pacientes habian recibido previamente
betalactamicos, siete (19,4 %), metronidazol, y seis
(16,7 %), trimetoprim/sulfametoxazol (cuadro 3).

En trece (36,1 %) casos, el diagnéstico se habia
hecho con base en la deteccién de toxinas mediante
ELISA, y, en 23 casos (63,9 %), mediante PCR
GeneXpert Clostridium difficile. Con el uso de la
técnica de GeneXpert, se detectd la toxina B en
el 100 % de las muestras, de la toxina binaria
en 9 (39,1 %) de ellas y de la cepa hipervirulenta
NAP1/027 en cuatro (17,3 %) muestras (cuadro 4).

La gravedad se clasificd como leve a moderada en
16 (44,4 %) casos, como grave en 14 (38,9 %), y
como grave o complicada en cuatro (11,1 %); en
dos (5,6 %) casos no se determiné la gravedad.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los pacientes en el
momento del diagnoéstico

Variable n (%)
Sexo
Masculino 17 (47,2)
Femenino 19 (52,8)

Mediana de edad (afios)
Mediana de peso (kg)
Mediana de la talla (m)
Mediana del indice de masa
corporal

Recuento de leucocitos
Niveles de proteina C
reactiva (mg/L)

Niveles de creatinina (mg/dl)
Mas de tres deposiciones

65 (RIQ=57,75-76,75)
62 (RIQ=50-74)
1,61 (RIQ=1,58-1,66)

23,18 (RIQ=19,7-25,8)
11.100 (RIQ=88,00-167,00)

55,08 (RIQ=13,66-129,70)
1,0 (RIQ=0,7-1,9)

diarreicas 34 (94,4)
Malestar general 8(22,2)
Dolor abdominal 15 (41,6)
Nauseas 5(13,8)
Anorexia 2 (5,5)
Variables asociadas al cuidado

de la salud 33 (91.6)

RIQ: rango intercuartilico

Cuadro 2. Antecedentes de los pacientes

Variable n (%)
Uso previo de antibiéticos 34 (94,4)
Hospitalizacion en los tres meses previos 24 (66,7)
Uso de inhibidores de la bomba de protones 18 (50,0)
Enfermedad renal cronica 15 (41,7)
Tratamiento inmunosupresor 10 (31,3)
Diabetes mellitus 11 (30,6)
Insuficiencia cardiac congestiva 8(22,2)
Diélisis 7(19,4)
Cirugia abdominal 7(19,4)
Quimioterapia 3 (8,3)
Enfermedad inflamatoria intestinal 2 (5,6)
Nutricion
Via oral 35(97,2)
Sonda nasogastrica 1 (2,8)
Cuadro 3. Antibidticos administrados previamente
Variable n (%)
Betalactamicos 23 (63,8)
Metronidazol 7(19,4)
Trimetoprim-sulfametoxazol 6 (16,7)
Fluoroquinolonas 4(11,1)
Vancomicina 4(11,1)
Fosfomicina 1 (2,8
Nitrofurantoina 1 (2,8

Tres (8,8 %) pacientes fallecieron antes del egreso
hospitalario y el tiempo promedio transcurrido desde
el ingreso hospitalario hasta el momento del diag-
néstico fue de ocho dias (RIQ=1,25-24,5 dias).

Caracteristicas de la infeccion por C. difficile

La mediana de estancia de los diez pacientes aten-
didos en la unidad de cuidados intensivos fue de
3,5 dias (R1Q=2-6,5 dias) (cuadro 5).

Discusién

Durante la Ultima década, son pocos los estudios
gue se han hecho para determinar la prevalencia
de infeccion por C. difficile en nuestro medio v,
hasta la fecha, no se habia reportado la circulacién
de cepas hipervirulentas en Colombia. En el 2009,
Otero, et al., publicaron un estudio observacional
en 2.244 pacientes adultos mayores sometidos
a colonoscopia, en 15 % de los cuales se habia
detectado colitis,y en 20 % de ellos de probable
origen infeccioso (en 40 % de estos casos se
identificé C. difficile) (11). En el 2011, Becerra, et al.,
publicaron un estudio de 22 casos y 44 controles
en el Hospital Universitario San Vicente Fundacion
y determinaron los siguientes factores de riesgo:
edad mayor de 65 afios (OR=3,4), estancia en la
unidad de cuidados intensivos (OR=4,0) y uso de
inhibidores de la bomba de protones (OR=5,1) (12).

En el presente estudio, el 13,8 % de las muestras de
pacientes con sospecha de infeccion por C. difficile
fue positivo. Los datos estimados del porcentaje de
positividad de las pruebas contrasta acentuadamente
con lo informado en otros paises de Latinoamérica,
como en Costa Rica, donde se report6 una cercana
a 30 % (14). En un hospital general de Argentina, se
evidencio que 32 de 87 (36,8 %) pacientes con sos-
pechade infeccion por C. difficile resultaron positivos
para las toxinas de C. difficile detectadas mediante
ensayo inmunoenzimatico o cultivo toxigeno (15).
En Rio de Janeiro, se report6 un brote de diarrea por
C. difficile en una unidad de cuidados intensivos en
donde se detect6 su presencia en 43 de 218 (19,7 %)
pacientes (16). En el 2001, se publicé un estudio rea-
lizado en el Departamento de Gastroenterologia de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, en el cual
26 de 92 (28 %) pacientes tuvieron cultivo toxigeno
positivo para C. difficile (17).

El primer reporte de la cepa NAP1/027 en Latino-
ameérica provino de Costa Rica, donde esta se
detectd en 54 % de los casos clinicos de diarrea en
un hospital (18). En la serie de casos del presente
estudio, se logro detectar la cepa NAP1/027 en 4
(11,1 %) de los 36 casos y la toxina binaria en 9
(25 %), lo cual evidencia la circulacion de cepas
hipervirulentas en nuestro territorio. Debido a la
escasez de casos con la cepa NAP1/027, no se
pudieron establecer diferencias con respecto a los
causados por cepas que no son hipervirulentas,
pero el hallazgo de los cuatro casos constituye una
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Cuadro 4. Diagnéstico

Biomédica 2017;37:466-72

Variable n (%)

Método diagnoéstico PCR (GeneXpert) 21 (58,3) Toxina B: 23 (100)
PCR mas colonoscopia 2 (5,6) Toxina binaria: 9 (39,1) / Cepa NAP1/027: 4 (17,3)
ELISA 11 (30,6)
ELISA mas colonoscopia 2 (5,6)

Cuadro 5. Clasificacion segun la gravedad y el tratamiento

Variable n (%)
Gravedad

Leve a moderada 16 (44,4)

Grave 14 (38,9)

Grave o complicada 4(11,1)

No determinada 2 (5,6)
Tratamiento antimicrobiano

Metronidazol 23 (67,6)

Vancomicina 8 (23,5)

Metronidazol méas vancomicina 3 (8,8)
Tiempo hasta el diagndstico (dias) 8 (RIQ=1,25-24,5)
Tiempo de estancia en la unidad de 3,5 (RIQ=2-6,5)
cuidados intensivos (dias)
Muerte durante la hospitalizacién

No 31 (86,1)

Si 3 (8,8

alerta epidemioldgica para Colombia, ya que la cepa
esta asociada a una alta tasa de mortalidad y tiene
una gran capacidad para diseminarse con rapidez,
como se ha reportado a nivel mundial (19).

En 44,4 % de los pacientes incluidos en el presente
estudio, se presenté infeccion leve a moderada, en
38,9 %, grave, y tan solo en 11,1 % hubo infec-
cion grave o complicada, lo cual contrasta con lo
encontrado en otros estudios en los que los casos
de infeccion grave o complicada han sido mas
frecuentes cuando se ha constatado la circulacion
de cepas hipervirulentas (4,5).

En esta serie de casos, se detectaron factores
relacionados con la infeccion por C. difficile como
la edad avanzada, el uso de antibiéticos, la hospi-
talizacion previa, el uso de inhibidores de la bomba
de protones y la comorbilidad, lo cual concuerda
con lo reportado ampliamente en otros estudios (12,
20-23). En 2001, Fernandez-Caniggia, et al., (24)
reportaron la edad avanzada, las comorbilidades,
la hospitalizacién, el tratamiento antimicrobiano y
la inmunosupresién reciente, como factores aso-
ciados a la infeccion por C. difficile en una serie de
245 pacientes en Argentina (25). En México, en un
estudio de 113 casos y 226 controles, Camacho-
Ortiz, et al., encontraron que la edad de méas de 65
afios, el uso de inhibidores de la bomba de protones,
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la hospitalizacién durante las 12 semanas previas
al diagnéstico, la hospitalizacion prolongada, la
estancia en la unidad de cuidados intensivos y el
uso previo de antibibticos, eran factores de riesgo
para la infeccion por C. difficile (26).

En la presente serie, el factor mas frecuentemente
relacionado con la infeccion por C. difficile fue el
uso previo de antibiéticos, lo cual no sorprende,
pues es el factor mas mencionado en los estu-
dios. No hubo pacientes que hubieran usado
previamente clindamicina, pero si se encontré
uso muy frecuente de betalactamicos antes del
diagnostico de infeccién por C. difficile, 1o cual tam-
bién coincide con lo reportado en otros estudios en
Latinoamérica (27).

La técnica de PCR en tiempo real (sistema
GeneXpert) fue el método diagnostico de eleccion
en 63,8 % de los casos. Esta técnica comenzé a
emplearse en la institucion en 2014 y reemplazé la
identificacion de toxinas mediante ELISA.

La técnica de referencia para la deteccién de cepas
de C. difficile toxigenas es el cultivo de heces, cuya
sensibilidad es de 94 a 100 % y su especificidad
es de 99% (28,29). Este método requiere de un
laboratorio de referencia que haya estandarizado
la técnica.

Las técnicas basadas en la amplificacion de acidos
nucleicos, incluida la PCR en tiempo real, tienen
una sensibilidad de 87 a 94 % y una especificidad
de 94 a 97 % para la deteccion de cepas toxigenas,
y una sensibilidad y una especificidad mayores de
95 % para la deteccion de la cepa NAP1/027 (30,31),
en tanto que la ELISA tiene una sensibilidad de 73
a 87 % y una especificidad de 97 a 98 % para la
deteccion de las toxinas A y B (29,32).

Esta menor sensibilidad de la técnica ELISA, asi
como la incorporacién de las técnicas de PCR
en tiempo real en el laboratorio clinico (cuyos
resultados se obtienen en tres horas), y la capa-
cidad de la prueba GeneXpert para detectar
cepas hipervirulentas como la NAP01/027, la han
convertido en la técnica de eleccion en los ultimos
tres afios en nuestra institucién.
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Su utilizacién increment6 la deteccion de la infec-
cién por C. difficile, con lo cual se pudo optimizar el
tratamiento y adoptar las medidas de aislamiento
oportunas en el caso de muchos pacientes. Sin
embargo, en algunos estudios se ha reportado
que puede haber pacientes asintomaticos, cuya
infeccion no se detecta con el uso exclusivo de
técnicas basadas en la PCR, por lo cual algu-
nas guias recomiendan el uso de algoritmos de
multiples pasos que incluyen mas de un método
diagnéstico: PCR y ELISA o el empleo de la
glutamato deshidrogenasa (32,33).

En la presente serie, dos de los pacientes pre-
sentaron menos de tres deposiciones diarreicas
y en ellos se detectd la toxina mediante PCR; se
les tuvo en cuenta para el andlisis, ya que se hizo
el diagnostico de infeccion por C. difficile, y se
les suministrd el tratamiento especifico. De todas
maneras, debe advertirse sobre el riesgo de falsos
positivos con la técnica, especialmente en aquellos
casos que no cumplen estrictamente con los cri-
terios clinicos. Cuando no es posible combinar
diversas pruebas, en nuestra institucion se utiliza
la prueba GeneXpert Unicamente en pacientes con
un cuadro clinico compatible con las definiciones
ya mencionadas y claros factores de riesgo para la
infeccion por C. difficile.

Este reporte presenta algunas limitaciones. Al tra-
tarse de una serie de casos y no de un estudio de
corte transversal, no se hizo el calculo de las tasas
de ataque e incidencia de la infeccién. Tampoco,
pudieron establecerse criterios diagnosticos de
referencia para evaluar si se habia sobrestimado
la presencia de infeccidon por C. difficile al utilizar la
técnica de PCR. Asimismo, dado que no se traté de
un estudio analitico, no se pudo evaluar la presencia
de factores de riesgo y solo se enumeraron algunos
factores clinicos relevantes debido a su frecuencia
de aparicion en la serie, los cuales se han asociado
con el riesgo de infeccion por C. difficile en diversos
estudios. No obstante, con base en los resultados
es posible concluir que la infeccion estaba presente
en la poblacion de estudio y que las caracteristicas
sociodemograficas y las variables clinicas de la
serie eran similares a las reportadas en la literatura
sobre el tema.

En el presente estudio, se establecid la circula-
cion de cepas hipervirulentas en el pais, lo cual
evidencia la necesidad de establecer un sistema
de vigilancia para la deteccion temprana y la
adopcion de medidas de control, con el fin de evitar
la expansion de este patdgeno.

Caracteristicas de la infeccion por C. difficile

Por ultimo, debe aclararse que el diagnéstico de los
casos de infeccién por C. difficile correspondientes
al primer afio considerado en el estudio, se basaba
principalmente en la determinacion de toxinas
mediante ensayo inmunoenzimatico, el cual se
sustituyd posteriormente por la prueba GeneXpert.

En el futuro, sera necesario hacer estudios de
corte transversal para evaluar la incidencia y la
tasa de ataque de infeccion por C. difficile en esta
poblacion, asi como implementar sistemas de
vigilancia que analicen su comportamiento en el
tiempo. Asimismo, se requieren estudios analiticos
para evaluar con precision los factores de riesgo de
la infeccion por la cepa NAP1/027 de C. difficile en
nuestro medio, con el fin de planear estrategias que
contengan o desaceleren su eventual expansion.
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Resultados de la vigilancia nacional de la resistencia antimicrobiana
de enterobacterias y bacilos Gram negativos no fermentadores en
infecciones asociadas a la atencién de salud, Colombia, 2012-2014

Maria Victoria Ovalle!, Sandra Yamile Saavedra?, Maria Nilse Gonzalez?,
Andrea Melissa Hidalgo?, Carolina Duarte?, Mauricio Beltrant

1 Direccion de Redes en Salud Publica, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia

2 Programa de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana en Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud, Grupo
de Microbiologia, Subdireccion Laboratorio Nacional de Referencia, Direccion de Redes en Salud Publica,
Instituto Nacional de Salud, Bogoté, D.C., Colombia

Introduccion. En el tercer trimestre de 2012, comenzé a operar el Sistema Nacional de Vigilancia de
Resistencia Antimicrobiana en las infecciones asociadas a la atencién en salud, con el fin de recabary
analizar la informacion referente al problema en Colombia.

Objetivo. Describir los perfiles de resistencia y los resultados de la vigilancia por el laboratorio con
base en los datos recolectados en el Sistema.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo con base en la informacién del
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica, Sivigila, 1 de septiembre de 2012 a 31 de diciembre
de 2014, asi como de las bases de datos Whonet con los datos notificados por las unidades primarias
generadoras de datos y los resultados de la confirmacion por el laboratorio de la caracterizacion fenotipica
y genotipica de la resistencia a carbapenemasas en 1.642 aislamientos (927 de enterobacterias, 614
de Pseudomonas spp. y 101 de Acinetobacter spp.).

Resultados. La resistencia de Escherichia coli a las cefalosporinas de tercera generacion presentd
un incremento significativo, alcanzando 26,3 % en unidades de cuidados intensivos y 22,5 % en otras
areas de hospitalizacion. La resistencia a ertapenem de Klebsiella pneumoniae registrdé un incremento
y alcanzé 14,6 % en unidades de cuidados intensivos. La resistencia de Acinetobacter baumannii a
los carbapenémicos superd el 50 % en dichas unidades, en tanto que en Pseudomonas aeruginosa se
presentaron porcentajes mas bajos (38,8 %). Las carbapenemasas mas frecuentes en enterobacterias
fueron la KPC (n=574), seguida de la NDM (n=57); en P. aeruginosa, la VIM (n=229) y la KPC (n=114),
y en A. baumannii, la OXA-23 (n=87). Se detectaron varias combinaciones de carbapenemasas, siendo
la de KPC y VIM la mas frecuente en Pseudomonas spp., y en enterobacterias.

Conclusion. La informacion obtenida a partir del Sistema Nacional de Vigilancia ha permitido conocer
los perfiles y los mecanismos de resistencia a carbapenémicos de las cepas que estan circulando en
las instituciones de salud del pais.

Palabras clave: farmacorresistencia microbiana; infecciones bacterianas; vigilancia; carbapenémicos;
Enterobacteriaceae; Acinetobacter; Pseudomonas.
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Results of the national surveillance of antimicrobial resistance of Enterobacteriaceae and Gram
negative bacilli in health care-associated infections in Colombia, 2012-2014

Introduction: The Colombian National Antimicrobial Resistance Monitoring System for the surveillance
of healthcare-associated infections was set up to meet this problem in the third quarter of 2012.
Objective: To describe resistance profiles and laboratory-based surveillance based on the information
collected by the System.

Materials and methods: We conducted a retrospective and descriptive study of the information
notified to the Colombian Public Health Surveillance System (Sivigila), and in the Whonet databases
covering the period from July 2012 to December 2014 provided by the primary data-generating units
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in the country, as well as laboratory surveillance results from 1,642 phenotypic and genotypic tests on
carbapenemase isolates (927 from Enterobacteriaceae, 614 from Pseudomonas spp. and 101 from
Acinetobacter spp.).

Results: There was a significant increase in Escherichia coli resistance to third-generation cephalosporins
(reaching 26.3% in ICUs and 22.5% in other hospital wards), and Klebsiella pneumoniae resistance to
ertapenem also increased (reaching 14.6% in ICUs). Acinetobacter baumannii carbapenem resistance
exceeded 50% in ICUs whereas Pseudomonas aeruginosa had lower carbapenem resistance
(38.8%). KPC (n = 574) and NDM (n=57) were the most frequently occurring carbapenemases in
Enterobacteriaceae, VIM (n=229) and KPC (n=114) in P. aeruginosa, and OXA-23 in A. baumannii
(n=87); several carbapenemase combinations were identified, KPC + VIM being the most common in
Pseudomonas spp. and Enterobacteriaceae.

Conclusion: The data from the surveillance of healthcare-associated infections revealed significant
carbapenem resistance profiles and antimicrobial resistance mechanisms circulating in Colombian
healthcare institutions.

Keywords: Drugresistance, microbial; bacterialinfections; surveillance; carbapenems; Enterobacteriaceae;
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Acinetobacter; Pseudomonas.
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La aparicién y la rapida diseminacién de microor-
ganismos cada vez mas resistentes a la accion de
los antimicrobianos en los servicios de salud, se
asocian con aumento de lamorbilidad, la mortalidad,
la estancia hospitalaria y los costos de la atencién
sanitaria (1). Por ello, en su estrategia mundial para
la contencién de esta problematica, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda estimular
las medidas de prevencion de las infecciones para
retrasar la aparicion de la resistencia, disminuir la
diseminacion de microorganismos resistentes y, asi,
reducir el impacto negativo de la resistencia a los
antimicrobianos en los pacientes y en los costos de
la atencion sanitaria (2). En este contexto, la imple-
mentacion de sistemas de vigilancia es el primer
paso y parte fundamental de dicha estrategia.

En 2008, el Ministerio de Salud y Proteccién Social
de Colombia disefi6 un modelo de vigilancia en
salud publica que incluia las infecciones asociadas
a la atencion en salud, la resistencia antimicro-
biana y el consumo de antibidticos como problemas
prioritarios de salud publica a nivel nacional. En el
2012, el Instituto Nacional de Salud estableci6é una
metodologia para la implementacién progresiva de
estas estrategias de vigilancia y emitié la Circular
045, en la cual se establece la obligatoriedad de
la notificacion de estas situaciones en todo el
territorio nacional.
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Por otra parte, el Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud se incorpord desde
2010 a la Red Latinoamericana de Vigilancia de
la Resistencia a los Antimicrobianos (RELAVRA),
cuyo objetivo es obtener informaciéon microbiol6-
gica confiable, oportunay reproducible, con el fin de
fortalecer la vigilancia mediante la instauracion de
programas sostenibles de garantia de la calidad.

En el marco del Programa de Vigilancia de la
Resistencia Antimicrobiana en las infecciones
asociadas a la atencién de salud, y con el uso
de Whonet, el Grupo de Microbiologia incluye la
vigilancia de la resistencia a diferentes antimicro-
bianos en enterobacterias, bacilos Gram negativos
y cocos Gram positivos (Staphylococcus spp.
y Enterococcus spp.), asi como la vigilancia de
resistencias inusuales en diferentes bacterias.

El objetivo de este trabajo fue presentar los
resultados obtenidos del Sistema Nacional de
Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana en las
infecciones asociadas con la atencion de salud, asi
como de la notificacion a las bases de Whonet y
la vigilancia por laboratorio de carbapenemasas
a partir del 1° de septiembre de 2012 a 31 de
diciembre de 2014 en enterobacterias y los bacilos
Gram negativos no fermentadores Pseudomonas
spp. Y Acinetobacter spp. de pacientes atendidos
en unidades de cuidados intensivos y otras areas
de hospitalizacion de las instituciones de salud que
reportan al sistema de vigilancia.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo con
base en la informacién recolectada en el Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica, Sivigila,
proveniente de las unidades primarias generadoras
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de datos (UPGD) que estas remiten a las entidades
territoriales correspondientes, las que, a su vez, las
hacen llegar al Instituto Nacional de Salud.

Cada una de estas unidades recoge mensualmente
los datos microbiolégicos de los sistemas automa-
tizados, utilizando el programa Whonet, version
5.6 (OMS, 2014), previo control de calidad de las
bases de datos.

El Sistema Nacional de Vigilancia viene funcionando
desde el 1° de septiembre de 2012. En agosto de
ese afo, los departamentos de Antioquia, Valle del
Cauca, Boyaca y Santander comenzaron a enviar la
informacion (30 UPGD entotal). En2013, ingresaron
al sistema de vigilancia los departamentos de
Meta, Cundinamarca y los distritos de Bogota y
Barranquilla (137 UPGD en total) y, en 2014, se
habia alcanzado un numero de 157 UPGD que
notificaban en los ocho departamentos.

En el andlisis de la informacion sobre la resisten-
cia antimicrobiana, se utilizé el programa Whonet,
version 5.6, y se incluyé Unicamente el primer
aislamiento de cada paciente. Los perfiles de
resistencia antimicrobiana se analizaron siguiendo
las recomendaciones vigentes del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014) (3)
para enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii.

Aislamientos y caracterizacion microbiol6gica

Ademas de esta vigilancia, el 1° de septiembre
de 2012, el Grupo de Microbiologia dio inicio al
Programa de Vigilancia por el Laboratorio de la
Resistencia Antimicrobiana en infecciones aso-
ciadas a la atencion en salud, en cuyo marco se
vigila la resistencia mediada por carbapenema-
sas en bacilos Gram negativos (enterobacterias,
Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp.), la resis-
tencia a vancomicina en Staphylococcus spp. y
en Enterococcus spp., y resistencias inusuales en
diferentes bacterias.

Entre el 1° de septiembre de 2012 y el 31 de diciem-
bre de 2014, se recibieron en el Grupo de Microbio-
logial.642 aislamientos (927 de enterobacterias, 614
de Pseudomonas spp. y 101 de Acinetobacter spp.)
provenientes de 19 departamentos del pais para la
deteccién e identificacion fenotipica y genotipica
de carbapenemasas. Se confirmé la identificacion
y se determiné el perfil de sensibilidad de todos los
aislamientos recibidos, utilizando el sistema auto-
matizado Vitek 2 Compac® (bioMérieux, tarjeta AST-
NO082, AST N272y AST N 271) y, ademas, la técnica
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de difusién en disco (Kirby-Bauer). La interpreta-
cion de los resultados se ajusté a los parametros
vigentes del CLSI (3).

La deteccién fenotipica de carbapenemasas se
hizo mediante el test modificado de Hodge, usando
como indicadora la cepa Escherichia coli ATCC
25922, como control positivo la cepa K. pneumoniae
ATCC BAA 1705 (positiva para KPC) y, como
control negativo, la cepa K. pneumoniae ATCC
BAA 1706. La deteccion de carbapenemasas de
tipo serina de clase A se hizo mediante la prueba
de sinergia con acido fenilborénico (APB), usando
como control positivo la cepa K. pneumoniae ATCC
BAA 1705 (positiva para KPC).

Para la deteccién de carbapenemasas del tipo de
las metalobetalactamasas, se empleé la prueba de
sinergia con acido etilendiaminotetracético-acido
mercaptoacético de sodio (EDTA/SMA) en todos los
aislamientos y la cepa K. pneumoniae ATCC BAA
2146 (positiva para NDM) como control positivo.

Caracterizacion genotipica

El ADN de los aislamientos se obtuvo mediante
lisis celular por ebullicion. Para la deteccion de
carbapenemasas, se recurri6 a una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) convencional.
La deteccion de los genes bla, ., bla . y bla,,
(4) se hizo mediante PCR miuiltiple, y la de bla,,,
(5), bla,, (6) y bla,,, ,, (7), con PCR simple. La
presencia de carbapenemasas del tipo de las OXA
de los subgrupos blag,, ., bla ,, su. Plagy, s
bla,,, ., (8) y bla_,, ,,.(9) en Acinetobacter spp., se
evalu6 mediante PCR mudltiple. Las mezclas para
la reaccion contenian: solucién tampon para PCR
1X, 3 mM de MgCl, (PCR mudiltiple para OXA ), 2 mM
de MgCl, (PCR muiltiple para KPC, GES y VIM), y
1,5 mM de MgCl, (PCR simple), 0,2 mM de dNTP
y 1 U/ul de Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Life
Technologies) para la PCR multiple y 0,5 U/ul de
Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Life Technologies)
para la PCR simple.

Las condiciones de amplificacion, las secuencias y
la concentracion de los iniciadores se describen en
el cuadro 1. Las reacciones de PCR se realizaron
en los termocicladores T100 y C1000 de Bio-Rad.
Los productos de amplificacion se visualizaron en
geles de agarosa al 1,2 %, tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml).

Resultados

En el cuadro 2 se presentan los microorganismos
mas frecuentemente aislados entre 2012 y 2014,
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Cuadro 1. Condiciones de amplificacién, secuencias y concentracion de iniciadores en la reaccion en cadena de la polimerasa

Ensayo Secuencias (5' - 3') Concentracion de Condiciones de amplificacion
iniciador y tamafio
(pb)
PCR mudltiple KPC F: TCGCTAAACTCGAACAGG 1 ciclo 95 °C 5 minutos
KPC, GES VIM KPC R: TACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 0,4 pm (785 pb) 35 ciclos 95 °C 30 segundos
GES F: CTATTACTGGCAGGGATCG 58 °C 45 segundos
GES R: CCTCTCAATGGTGTGGGT 0,4 pm (594 pb) 72 °C 1 minuto
VIM F: GTTTGGTCGCATATCGCAAC
VIM R: AATGCGCAGCACCAGGATAG 0,3 um (382 pb) 1 ciclo 72 °C 8 minutos
PCR NDM Pre NDM F: CACCTCATGTTTGAATTCGCC 0,4 pm (984 pb) 1 ciclo 95 °C 5 minutos
Pre NDM R: CTCTGTCACATCGAAATCGC 30 ciclos 95 °C 1 minuto

58 °C 1 minuto
72 °C 1 minuto

1 ciclo 72 °C 10 minutos
PCR IMP IMP F: GGAATAGAGTGGCTTAATTC 0,6 pm (275 pb) 1 ciclo 94 °C 10 minutos
IMP R: GCCAAGCTTCTATATTTGCG 35 ciclos 94 °C 30 segundos

55 °C 45 segundos
72 °C 1 minuto

1 ciclo 72 °C 15 minutos
PCR OXA-48 OXA-48 F: GCGTGGTTAAGGATGAACAC 1 ciclo 95 °C 5 minutos
OXA-48 R: CATCAAGTTCAACCCAACCG 0,5 pm (438 pb) 35 ciclos 95 °C 30 segundos

58 °C 45 segundos
72 °C 1 minuto

1 ciclo 72 °C 8 minutos
PCR multiple OXA-23-like F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 0,5 pm (501pb) 1 ciclo 95 °C 5 minutos
subgrupos de OXA-23-like R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA OXA-24/40-like F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 0,5 um (246 pb)
OXA-24/40-like R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT :
30 ciclo 95 °C 45 segundo
OXA-51-like F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 0,5 um (353 pb) cielos 58°C 1 msingtuo S
OXA-51-like R: TGGATTGCACTTCATCTTGG 72 °C 1 minuto
OXA-58-like F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 0,5 pm (599 pb) 30 segundos
OXA-58-like R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC : ° ;
OXA-143-F: TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 0.7um(149pb) > ccl° 72°C 8 minutos
OXA-143-R: TAATCTTGAGGGGGCCAACC
pb: pares de bases
Cuadro 2. Prevalencia de los principales patégenos
Microorganismo Microorganismos n (%)
Unidades de cuidados intensivos Otras areas de hospitalizacion
2012 2013 2014 2012 2013 2014
(n=3.033) (n=11.121) (n=29.716) (n=6.628) (n=22.524) (n=62.156)
Klebsiella pneumoniae 447 (15) 1.825 (16) 4.705 (16) 717 (11) 2.823 (13) 7.383 (12)
Escherichia coli 416 (14) 1.613 (15) 2.251 (16) 1.790 (27) 6.385 (28) 18.199 (29)
Pseudomonas aeruginosa 304 (10) 1.134 (10) 2.649 (9) 490 (7) 2.141 (10) 4.737 (8)
Staphylococcus aureus 279 (9) 1.016 (9) 2.560 (9) 798 (12) 2.437 (11) 6.941 (11)
Staphylococcus epidermidis 231 (8) 801 (7) 1.973 (7) 305 (5) 753 (3) 2.523 (4)
Candida albicans 149 (5) 318 (3) 992 (3) 167 (3) 324 (1) 1.013 (2)
Enterococcus faecalis 132 (4) 327 (3) 1.048 (4) 354 (5) 790 (4) 2.766 (4)
Enterobacter cloacae 106 (3) 397 (4) 1.085 (4) 246 (4) 761 (3) 1.945 (3)
Stenotrophomonas maltophilia 80 (3) 288 (3) 544 (2) 59 (1) 241 (1) 431 (1)
Acinetobacter baumannii 46 (2) 418 (4) 901 (3) 67 (1) 449 (2) 755 (1)
Serratia marcescens 71 (2) 290 (3) 819 (3) 91 (1) 394 (2) 994 (2)

discriminados segun el tipo de servicio de salud idéntico durante los afios de estudio. En las
del cual provenian. Se observd que la frecuen- unidades de cuidados intensivos predomind K.
cia de microorganismos tuvo un comportamiento  pneumoniae, seguido de E. coli, P. aeruginosa y
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Staphylococcus aureus, en tanto que en otras
areas de hospitalizacion predomind E. coli, seguido
de K. pneumoniae, S. aureus y P. aeruginosa. Por
otra parte, se observé un incremento en el niimero
de microorganismos reportados.

En los cuadros 3 y 4 se presentan los perfiles de
resistencia mas frecuentes en las enterobacterias
y en P. aeruginosa y A. baumannii, discriminados
segun las areas de hospitalizacién (unidades de
cuidados intensivos y otras). Es importante resal-
tar que el nimero de microorganismos sujetos a
vigilancia durante 2012 fue mucho menor que el de
los demas anos, debido a que la vigilancia se inici6é
a partir del mes de agosto de ese afio.

Se observé un ligero incremento en la resistencia
de E. coli a cefalosporinas de tercera generacién en
los dos tipos de servicios de atencién hospitalaria,
siendo mayor en las unidades de cuidados inten-
sivos, con un rango de resistencia entre 20,8 y
26,5 % (CIM,,=1-2 pg/ml); especificamente, se
presenté un incremento significativo en la resis-
tencia a la ceftazidima, marcador de resistencia a
cefalosporinas de tercera generacién, en los tres
afos de vigilancia (p<0,007). La resistencia a carba-
penémicos en las unidades de cuidados intensivos
tuvo un comportamiento similar en los afios 2012
y 2014, con un promedio de resistencia de 1,8 %
(CIM_,=0,5-1 pg/ml), y sin diferencias significativas;
sin embargo, se observé una ligera disminucion en
los porcentajes de resistencia en 2013.

En las otras areas de hospitalizacion, se presentd
un incremento significativo (p<0,03) en la resis-
tencia a cefalosporinas de tercera generacion
durante el periodo vigilado, en tanto que en la
resistencia a los carbapenémicos se observé una
disminucidn significativa (p<0,003) en 2014, con un
rango de resistencia que oscil6é entre 0,6 y 0,9 %
(CIM_,=0,5-1 pg/ml para ertapenem e imipenem, y
CIM,,=0,25-8 pg/ml para meropenem).

Klebsiella pneumoniae presenté porcentajes simi-
lares de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacionenlosafios de vigilancia, conunpromedio
de 37,5 % en las unidades de cuidados intensivos
y de 36,8 % (CIM_=1-8 pg/ml) en otras areas de
hospitalizaciéon. La resistencia a carbapenémi-
cos en las primeras aumentd significativamente
(p<0,004): para ertapenem paso6 de 9,3 % en 2012 a
14,6 % en 2014 (CIM, =0,5-1 pg/ml); sin embargo,
en otras areas de hospitalizacién, la resistencia
fue menor comparada con la registrada en las
unidades de cuidados intensivos, pues alcanzd
una resistencia de 12,5 % (CIM, =0,5-4 ug/ml).

Resultados de la vigilancia nacional de resistencia antimicrobiana

Se analiz6 la resistencia en Providencia rettgeri,
ya que en esta enterobacteria se ha detectado
el mayor nimero de metalobetalactamasas de
tipo NDM durante la vigilancia, y se observo que,
a pesar del bajo numero de aislamientos notifi-
cados, en las unidades de cuidados intensivos se
presentaron porcentajes elevados de resistencia
a cefalosporinas de tercera generacién, con un
promedio de 56,1 %, aunque sin diferencias signi-
ficativas (CIM, ,=4-64 pg/ml) comparado con el de
otras areas de hospitalizacién, cuyo promedio de
resistencia fue de 34,3 % (CIM, =1-8 pg/ml).

En A. baumannii se evidencié una mayor resistencia
a carbapenémicos en las unidades de cuidados
intensivos, con un incremento significativo en los
tres afnos de vigilancia (p<0,02), que alcanzd un
promedio de 53,8 % (CIM, =16 pg/ml) en 2014, en
tanto que en otras areas de hospitalizacion no se
observé un incremento significativo en la resisten-
cia a esta familia de antibioticos, la cual oscild
entre 46,4 y 47,2 %; sin embargo, la CIM, para
2014 fue menor que la reportada en las unidades
de cuidados intensivos (CIM_ =1 ug/ml).

Los porcentajes de resistencia a carbapenémicos
en P. aeruginosa fueron mas altos en las unida-
des de cuidados intensivos, con una resistencia
promedio de 32,4 % (CIM, =1-2 pg/ml), que en las
otras areas de hospitalizaciéon, cuya resistencia
promedio fue de 22,8 % (CIM,,=1-2 pug/ml).

En los datos reportados sobre resistencia antimi-
crobiana entre 2012 y 2014, se evidenciaron altos
porcentajes de resistencia a carbapenémicos en K.
pneumoniae; en lafigura 1 se presenta la tendencia
de este fenotipo de resistencia a carbapenémicos
durante los afios de vigilancia, observandose en
el primer afio un alto porcentaje de resistencia,
el cual alcanzé 11 %, en los dos tipos de servicio
hospitalario considerados, a pesar del bajo nimero
notificado de microorganismos. Se destaca la dismi-
nucion de la resistencia a imipenem y meropenem
en 2013, aunque la tendencia general al incremento
de la resistencia a esta familia de antibioticos
se mantuvo.

Segun los datos del programa de vigilancia por
laboratorio de la resistencia antimicrobiana en las
infecciones asociadas a la atencién de salud, K.
pneumoniae fue la enterobacteria que mas fre-
cuentemente se identific6 (n=468), seguida de
Enterobacter cloacae (n=195), E. coli (n=110), P.
rettgeri (n=44) y Serratia marcescens (n=43).

Entre las enterobacterias, la KPC fue la carbape-
nemasa mas prevalente (70,3 %; n=574), seguida
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Cuadro 3. Perfiles de resistencia en enterobacterias y bacilos Gram negativos no fermentadores en las unidades de cuidados
intensivos, 2012-2014

Unidades de cuidado intensivo

Organismo/antimicrobiano 2012 2013 2014
% R CIM,, CIM,, % R CIM,, CIM,, % R CIM,, CIM,,
Escherichia coli n=416 n=1.613 n=4.451
Ampicilina-sulbactam 45,7 16 32 43,8 16 32 41,4 16 32
Piperacilina-tazobactam 10,1 16 128 9,8 16 64 10,4 16 128
Ceftazidima 18,5 1 16 26,5 1 32 24,6 1 16
Ceftriaxona 16,4 1 64 24,6 1 64 24,7 1 64
Cefotaxima 15,9 2 64 22,9 2 64 20,8 2 64
Cefepime 9,5 2 8 15,7 4 32 12,4 2 32
Aztreonam 16,1 4 32 21,2 4 32 24,7 4 32
Ertapenem 2,5 1 2 1,9 1 1 2,2 5 1
Imipenem 1,9 1 1 0,5 1 1 1,7 1 1
Meropenem 1,5 25 1 0,9 1 1 1,3 1 1
Amikacina 0,7 8 16 14 16 16 0,9 8 16
Ciprofloxacina 32,1 1 4 36,9 1 4 35,1 1 4
Trimetoprim-sulfametoxazol 46,3 2 16 49,2 2 8 46 2 16
Klebsiella pneumoniae n=447 n=1.825 n=47.705
Ampicilina-sulbactam 42,6 8 32 48,2 16 32 47,5 16 32
Piperacilina-tazobactam 21,7 16 128 25,1 16 128 27,8 16 128
Ceftazidima 37,5 1 32 41,2 1 32 39,1 1 32
Ceftriaxona 34,2 8 64 38,5 2 64 39,4 1 64
Cefotaxima 36,9 2 64 35,6 2 64 35,5 2 64
Cefepime 23,6 4 32 27,7 4 32 23,6 2 32
Aztreonam 33,4 8 64 37,2 4 32 35,4 4 32
Ertapenem 9,3 1 8 11,6 1 8 14,6 5 8
Imipenem 11,2 1 4 7,1 1 1 12,3 1 16
Meropenem 10,3 1 4 9,6 1 2 12,1 1 16
Amikacina 6,1 8 16 6,1 16 16 4.8 8 16
Ciprofloxacina 17,4 1 4 22,6 1 4 20,6 1 4
Trimetoprim-sulfametoxazol 30,3 2 4 36,5 2 4 35,1 2 8
Providencia rettgeri n=5 n=10 n=28
Ampicilina-sulbactam 100 2 32 66,7 32 32 64,7 32 32
Piperacilina-tazobactam 20 64 128 40 16 128 17,4 16 128
Ceftazidima 60 4 32 50 4 32 48,1 2 64
Ceftriaxona 60 64 64 70 8 64 53,6 8 64
Cefotaxima 60 64 64 50 2 64 53,8 64 64
Cefepime 20 4 32 60 16 32 26,9 4 32
Aztreonam 20 4 32 80 32 32 42,9 4 32
Ertapenem 60 8 8 20 1 8 42,3 1 8
Imipenem 75 8 16 33,3 1 16 13,3 1 16
Meropenem 60 4 8 20 1 16 30,8 1 16
Amikacina 40 32 64 30 16 64 17,9 8 64
Ciprofloxacina 40 1 4 40 1 4 32,1 1 4
Trimetoprim-sulfametoxazol 60 4 4 60 4 4 54,2 4 16
Acinetobacter baumannii n=46 n=418 n=901
Ampicilina-sulbactam 16 2 32 41,6 16 32 35,4 8 32
Ceftazidima 22,7 4 64 43,7 8 32 46,1 8 32
Cefepime 39,1 8 64 61,4 32 32 49,7 16 64
Imipenem 35,6 1 16 66,9 16 16 53 16 16
Meropenem 40 1 16 69,2 16 16 54,7 16 16
Amikacina 28,1 8 64 48,5 32 64 33,3 32 64
Ciprofloxacina 34,8 5 4 59,9 4 4 49 1 4
Pseudomonas aeruginosa n= 304 n=1134 n=8.649
Piperacilina-tazobactam 23 16 128 23,5 16 128 21,8 16 128
Ceftazidima 25,5 4 64 20,6 4 32 22,1 4 32
Cefepime 23,5 8 32 21,6 4 32 18,6 4 32
Aztreonam 32,4 8 32 32,5 8 32 30 8 32
Imipenem 38,8 2 16 34,7 2 16 33,2 2 16
Meropenem 334 1 16 28,3 1 16 26,3 1 16
Amikacina 21,7 8 64 14,9 16 64 14,3 8 64
Gentamicina 20,2 4 16 20,6 4 16 18,8 4 16
Ciprofloxacina 27,8 1 4 22,9 1 4 21,2 1 4

% R: porcentaje de resistencia; n: nimero de aislamientos
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Cuadro 4. Perfiles de resistencia en enterobacterias y bacilos Gram negativos no fermentadores en otras areas de hospitalizacién
diferentes a las unidades de cuidado intensivo, 2012-2014

Otras areas de hospitalizacion

Organismo/antimicrobiano 2012 2013 2014
%R CIM,, CIM, % R CIM,,  CIM,, %R CIM,, CIM,
Escherichia coli n=1.790 n=6.385 n=18.199
Ampicilina-sulbactam 45,7 16 32 39,8 16 32 36,9 16 32
Piperacilina-tazobactam 10,1 16 128 6,5 16 32 7,3 16 64
Ceftazidima 17,6 1 16 22,5 1 16 20,3 1 16
Ceftriaxona 14,7 1 64 21,9 1 64 19,1 1 64
Cefotaxima 17,1 2 64 18,8 4 32 16,5 2 64
Cefepime 5,9 2 8 15,3 4 32 9,5 1 8
Aztreonam 12,2 4 32 20 5 1 21,6 4 32
Ertapenem 1,1 1 2 1,4 1 1 1,3 5 1
Imipenem 19 1 1 0,7 1 1 0,9 1 1
Meropenem 15 25 1 0,7 8 16 0,7 1 1
Amikacina 0,7 8 16 1,1 4 16 0,6 8 16
Ciprofloxacina 31,5 1 4 34,8 1 4 33,3 1 4
Trimetoprim-sulfametoxazol 42,6 2 16 47,8 2 16 45,1 2 16
Klebsiella pneumoniae n=717 n=2.823 n=7.383
Ampicilina-sulbactam 45,5 16 32 49,7 16 32 48,5 16 32
Piperacilina-tazobactam 24,1 16 128 22,2 16 128 26,9 16 128
Ceftazidima 35,4 1 32 415 1 32 38,7 1 32
Ceftriaxona 35,3 8 64 39,2 2 64 37,1 1 64
Cefotaxima 32,6 2 32 34,9 4 32 36,6 2 64
Cefepime 20,6 8 64 26 4 32 21,7 1 32
Aztreonam 32,1 5 4 36,3 5 2 41,3 4 32
Ertapenem 11,1 1 2 9,8 1 1 12,7 5 4
Imipenem 10 1 1 7 1 1 11 5 8
Meropenem 8,8 4 16 7,6 8 16 10,8 1 4
Amikacina 5,6 2 16 53 4 16 4,5 8 16
Ciprofloxacina 20,4 1 4 26,9 1 4 24,3 1 4
Trimetoprim-sulfametoxazol 35,6 2 4 40,8 2 8 37,6 2 8
Providencia rettgeri n=8 n=32 n=73
Ampicilina-sulbactam 50 8 32 20,7 16 32 54,5 32 32
Piperacilina-tazobactam 0 16 16 16,7 16 128 23,8 16 128
Ceftazidima 12,5 1 32 46,9 1 32 35,7 1 32
Ceftriaxona 25 8 64 39,1 2 64 46,5 2 64
Cefotaxima 33,3 2 64 19,4 4 64 51,4 8 64
Cefepime 0 4 8 21,9 4 32 26,8 4 32
Aztreonam 25 4 32 29 4 32 29,1 4 32
Ertapenem 25 1 8 35 1 8 33,3 1 8
Imipenem 16,7 1 8 9,4 1 8 25 1 8
Meropenem 12,5 1 8 15,6 1 1 25,4 1 16
Amikacina 25 8 64 37,5 16 64 9,7 8 32
Ciprofloxacina 37,5 1 4 41,4 1 4 43,8 1 4
Trimetoprim-sulfametoxazol 16,7 2 4 2 4 57,9 4 8
Acinetobacter baumannii n=67 n=449 n=755
Ampicilina-sulbactam 13,5 2 32 35,2 8 32 27,2 8 32
Ceftazidima 7,7 4 32 32,9 4 32 25,2 8 32
Cefepime 23 8 32 48,9 16 32 44,5 16 64
Imipenem 40 1 16 54,9 16 16 46,4 1 16
Meropenem 50 2 16 51,6 16 16 47,2 1 16
Amikacina 29,5 8 64 33 16 64 25,7 16 64
Ciprofloxacina 38,5 5 4 53,9 4 4 445 1 4
Pseudomonas aeruginosa n=490 n=2.141 n=4.737
Piperacilina-tazobactam 15,1 16 128 18,5 16 128 18,3 16 128
Ceftazidima 14,2 4 32 17,1 4 32 18,4 4 32
Cefepime 14 8 32 17,8 4 32 14,8 4 32
Aztreonam 24,1 8 32 27,1 8 32 27,4 8 32
Imipenem 23,9 2 16 26,4 2 16 24,6 2 16
Meropenem 20,1 1 16 22 1 16 20 1 16
Amikacina 12,2 8 64 15,2 8 64 12,6 8 64
Gentamicina 16,6 4 16 20,7 4 16 18,8 2 16
Ciprofloxacina 21,6 1 4 24,5 1 4 22,2 5 4

% R: porcentaje de resistencia; n: nimero de aisamientos
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Figura 1. Fenotipo de la resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae por area de hospitalizacion, 2012-2014
Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana en IAAS. Grupo de Microbiologia, Direccion Redes en Salud

Pdblica, Instituto Nacional de Salud

Fenotipos de resistencia kpn_etp: K. pneumoniae resistente a ertapenem; kpn_ipm: K. pneumoniae resistente a imipenem; kpn_
mem: K. pneumoniae resistente a meropenem. UCI: Unidad de cuidados intensivos. No UCI: servicio de hospitalizacion.

% R: porcentaje de resistencia

de las metalobetalactamasas NDM (7 %; n=57) y
VIM (2,8 %; n=23); la KPC se detect6 en la mayoria
de especies analizadas, excepto en Morganella
morganii y Providencia spp.; la NDM se identificd
principalmente en P. rettgeri y Klebsiella spp., en
tanto que la VIM se detecté en Klebsiella spp. y
Enterobacter spp., la IMP en P. rettgeri y la GES
en Citrobacter spp. Las combinaciones identifica-
das fueron la de KPC y GES (n=6), KPC y VIM
(n=6), y KPC y NDM (n=3). En 17,8 % (n=145) de
los aislamientos la resistencia a carbapenémicos no
se asocié con la produccién de carbapenemasas
(cuadro 5)

En Pseudomonas spp., las carbapenemasas mas
identificadas fueron la VIM (n=229) y la KPC
(n=114). Las combinaciones identificadas fueron
las de KPC vy VIM (n=27), VIM y GES, y KPC y
GES, en dos aislamientos cada una. En 33,7 %
(n=191) de los aislamientos, la resistencia a carba-
penémicos no se asocié con la produccion de
carbapenemasas (cuadro 6).

En Acinetobacter spp. se observo el predominio de
la carbapenemasa OXA-23 (n=87), y, ademas, se
destaco la presencia de NDM en tres aislamientos
y de las combinaciones de OXA-23 y NDM, KPC y
OXA-23, y OXA-24 y OXA-143, en un aislamiento
cada una (cuadro 7).

La distribucién geografica de las carbapenemasas
durante el periodo analizado se presenta en la
figura 2. Se observd que las carbapenemasas KPC,
VIM y OXA-23 estaban ampliamente diseminadas;
la NDM solo se identificé en cinco departamentos:
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Antioquia, Cundinamarca (incluidos los aislamien-
tos de Bogota), Santander, Norte de Santander y
Valle del Cauca. La carbapenemasa IMP se detecto
unicamente en Bogota y, la GES, en Antioquia.

La distribucion geogréfica de las combinaciones se
presenta en la figura 3. La combinacién de KPC y
VIM fue la de mayor distribucion en el pais, seguida
de NDM y KPC (Narifio, Norte de Santander y
Valle del Cauca), y KPC y GES (Antioquia, Norte
de Santander y Santander). Las combinaciones
con las carbapenemasas OXA del subgrupo OXA-
23 se identificaron en tres departamentos (una por
departamento) y solo se detect6 la de dos carba-
penemasas oxacilinasas en Norte de Santander.
Discusion

Los sistemas de vigilancia han demostrado ser una
estrategia efectiva para detectar tempranamente
las cepas emergentes o aquellas con mecanismos
de resistencia de importancia en salud publica;
ademas, permiten conocer los perfiles de sensibi-
lidad, la tendencia de la resistencia, la transmision
y la expresion de los genes de resistencia en varias
poblaciones de bacterias, con lo cual es posible
orientar las decisiones terapéuticas, la implemen-
tacion de cambios en las practicas de prescripcion
de antibioticos y las intervenciones de control de
infecciones para contener la resistencia en el ambito
hospitalario (10).

Los datos que se presentan en este informe evi-
dencian, en general, una mayor resistencia de los
principales fenotipos de enterobacterias y bacilos
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Cuadro 5. Distribucion de carbapenemasas en enterobacterias

Resultados de la vigilancia nacional de resistencia antimicrobiana

Microorganismo n S R Mecanismo asociado a la resistencia a carbapenémicos
Carbapenemasas No asociado a
carbapenemasas*
KPC NDM VIM [IMP GES KPCy KPCy NDMy
GES VIM KPC

Citrobacter spp. 31 2 29 26 0 0 0 1 0 1 0 1
Enterobacter spp. 207 12 195 129 1 5 0 0 6 2 0 52
Escherichia coli 110 49 61 39 3 0 0 0 0 3 0 16
Klebsiella spp. 480 40 440 359 12 18 0 0 0 0 3 48
Kluyvera 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
cryocrescens

Morganella morganii 3 1 2 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Pantoea spp. 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis 4 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Providencia rettgeri 44 1 43 0 38 0 1 0 0 0 0 4
Providencia stuartii 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Serratia spp. 45 3 42 19 1 0 0 0 0 0 0 22

Total 927 111 816 574 57 23 1 1 6 6 3 145

n: nimero de aislamientos; S: sensible a carbapenémicos; R: resistente a carbapenémicos
*Aislamientos en los cuales la resistencia a carbapenémicos no se asoci6 con la produccién de carbapenemasas

Cuadro 6. Distribucién de carbapenemasas en Pseudomonas spp.

Microorganismo n S R

Mecanismo asociado a la resistencia a carbapenémicos

Carbapenemasas

No asociado a

VIM KPC NDM GES KPCyVIM KPCyGES VIMyGES Ccarbapenemasas*

Pseudomonas spp. 614 47 567 229 114 1 1 27 2 2 191
n: nimero de aislamientos; S: sensible a carbapenémicos; R: resistente a carbapenémicos
*Aislamientos en los cuales la resistencia a carbapenémicos no se asoci6 con la produccién de carbapenemasas
Cuadro 7. Distribucién de carbapenemasas en Acinetobacter spp.
Microorganismo n S R Mecanismo asociado a la resistencia a carbapenémicos
Carbapenemasas
OXA-23 NDM KPC VIM KPCy NDMy VIMy OXA-24y
OXA-23 OXA-23 OXA-23 OXA-143
Acinetobacter spp. 101 4 97 87 3 2 1 1 1 1 1

n: nimero de aislamientos; S: sensible a carbapenémicos; R: resistente a carbapenémicos

Gram negativos no fermentadores en las unidades
de cuidados intensivos. En el 2014, se observo en
E. coli una resistencia a la ceftazidima, marcador
de las cefalosporinas de tercera generacion, de
24,6 % en las unidades de cuidados intensivos
y de 20,3 % en otras areas de hospitalizacion.
Tales porcentajes superan lo reportado en el
informe anual de 2010 por la Red de Monitoreo
o Vigilancia de la Resistencia a los Antibioticos
de la Organizacién Panamericana de la Salud, la
cual incluye 20 paises de Latinoamérica, pues la
resistencia a la ceftazidima se ubicé en un rango

de 8 a 42 %, siendo Panama el pais con los mas
bajos porcentajes de resistencia (8 %), y Cuba y
Peru, los que reportaron los porcentajes mas altos
(>30 %) (11).

En cuanto a K. pneumoniae, los mas altos por-
centajes de resistencia a carbapenémicos se
registraron en las unidades de cuidados intensivos,
observandose un incremento en la resistencia entre
2012y 2014, ya que paso de 9,3 a 14 %, porcentaje
que supero lo reportado por otros autores (12,13),
pero fue menor que el reportado por otras redes de
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Figura 2. Distribucion geografica de los aislamientos de microorganismos productores de carbapenemasas en Colombia, septiembre
de 2012 a diciembre de 2014
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Figura 3. Distribucion geografica de los aislamientos de microorganismos productores de combinaciones de carbapenemasas en
Colombia, septiembre de 2012 a diciembre de 2014

vigilancia locales, el cual fue de 17 a 20 %, en 2013  La rapida diseminacion de aislamientos de entero-
(14,15), aunque en otra areas de hospitalizacién la  bacterias productoras de carbapenemasas se ha
resistencia fue menor (12,7 %). convertido en un problema de salud publica debido
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a las pocas opciones terapéuticas para tratar las
infecciones que causan. En el 2006, se describid
por primera vez en Colombia la presencia de
KPC-2 (16) en pacientes hospitalizados y, en
2008, se reporto el primer brote por KPC-3 (17).
Este incremento en la prevalencia ha ocurrido
simultdneamente con el aumento en las tasas
de resistencia a carbapenémicos en diferentes
especies de enterobacterias (18). Colombia es
considerada como una regidon endémica para
KPC (18) vy, en el presente informe, fue la car-
bapenemasa mas frecuentemente detectada en
estos microorganismos (70,3 %), lo cual coincide
con lo reportado en otros sistemas de vigilancia
como el de Chile (32 de 34 aislamientos de KPC
analizados) (19) y el de Canadéa (89,3 %; n=742
aislamientos) (20).

Con respecto a otras carbapenemasas, la NDM
se reportd por primera vez en el pais en 2012,
con una prevalencia mayor de la reportada en
otros estudios de vigilancia (Chile y Canada) (20).
En Colombia, se detectdé principalmente en P.
rettgeri (66,7 %) y en Klebsiella spp. (21,1 %), y
sigue presentandose principalmente en P. rettgeri
(21); también, se ha reportado en Argentina,
Brasil, México y Uruguay (http://www.paho.org/
hg/index.php?option=com_docman&task=doc_
view&gid=24472).

En el periodo de vigilancia analizado en el presente
estudio, se detectdé por primera vez la carbapene-
masa IMP en un aislamiento clinico, aunque esta
enzima ya habia sido reportada en el pais en 2006,
en un aislamiento de Salmonella enterica prove-
niente de muestras de alimentos recolectadas en la
costa Caribe (22). También, se detectd por primera
vez la GES, la cual también se ha reportado en
Brasil y Canada (23,24).

Segun los datos analizados, la resistencia a carba-
penémicos en A. baumannii y P. aeruginosa fue
mayor en las unidades de cuidados intensivos, con
un promedio de 53,2 % y 32,4 %, respectivamente,
siendo menores los porcentajes reportados en el
sistema de vigilancia de Chile (42,7 % y 18,5 %,
respectivamente) (25). Las carbapenemasas mas
frecuentemente detectadas en Pseudomonas spp
fueron la VIM y la KPC, en una relacion de 2 a 1,
respectivamente. En Colombia estas dos enzimas
son endémicas en Pseudomonas spp (26,27).
Ademas, se detectdé por primera vez la presen-
cia de GES y un aislamiento portador de NDM,
enzima que se considera poco frecuente en este
microorganismo (28).

Resultados de la vigilancia nacional de resistencia antimicrobiana

Por otra parte, en Acinetobacter spp la OXA-23 fue
la carbapenemasa mas frecuentemente identificada,
lo que coincide con lo reportado en otros estudios
en el pais (29,30). Asimismo, se detecté por primera
vez la OXA-143, enzima previamente identificada
en Brasil, Estados Unidos y Honduras (31,32), asi
como la NDM y la KPC en Acinetobacter spp.

Durante el periodo de vigilancia analizado, se
detectaron algunos casos de combinaciones en
enterobacterias, Pseudomonas spp. y Acinetobacter
spp., siendo la principal la de KPC y la VIM en
Pseudomonas spp. y en enterobacterias, combi-
nacion que ya habia sido reportada en el pais
(figura 3) (26,27,33-35). Por primera vez se detec-
taron en el pais combinaciones de NDM (KPC y
NDM, y NDM y OXA-23), aunque en otros paises
ya se habian reportado (36,37). Asimismo, se
identificaron por primera vez las combinaciones
de KPC y GES, VIM y GES, KPC y OXA-23, VIM
y OXA-23, y OXA-24 y OXA-143. Por lo general,
los aislamientos que presentan combinaciones
tienen mayor resistencia, lo cual limita las opciones
terapéuticas. Ademas, la amenaza de diseminacion
de este tipo de microorganismos en los hospitales
es preocupante.

Estos hallazgos evidencian un problema de salud
publica debido a la alta prevalencia de la resisten-
cia de las enterobacterias y bacilos Gran negativos
no fermentadores a los antibiéticos de importancia
hospitalaria.

Se detectd la circulacion de KPC y VIM en los
departamentos que hacen parte del sistema nacio-
nal de vigilancia. Aunque la presencia de NDM se
reportd recientemente en el pais, el nimero de
casos va en aumento en las diferentes regiones y
ha adquirido caracteristicas endémicas.

De ahi, la necesidad de fortalecer las estrategias
de vigilancia, prevencién y control a nivel local,
para evitar la diseminacion de patdgenos multirre-
sistentes en el ambiente hospitalario. Asimismo, es
indispensable mantener una articulacion continua
entre el laboratorio de microbiologia, el comité de
infecciones y el comité clinico, con el fin de detectar
oportunamente estos perfiles de resistencia.
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ARTICULO ORIGINAL

Variantes en los genes TNFA, IL6 e IFNG asociadas con la gravedad
del dengue en una muestra de poblacion colombiana
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Introduccién. La composicion genética del huésped determina, entre otros aspectos, el perfil clinico del
dengue, lo cual se deberia al efecto de variantes en los genes que codifican citocinas proinflamatorias.
Objetivo. Evaluar la asociacion entre las variantes de tres polimorfismos en los genes candidatos
TNFA, IL6 e IFNG con la gravedad del dengue en una poblacién colombiana.

Materiales y métodos. Se evaluaron los polimorfismos rs1800750, rs2069843 y rs2069705 de los
genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente, en 226 pacientes con dengue. Los genotipos se tipificaron
usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). Para determinar el
riesgo de diferentes fenotipos del dengue, se compararon las frecuencias alélicas con la prueba de ji al
cuadrado, y los genotipos y los haplotipos, con regresion logistica. Por ultimo, los analisis se ajustaron
utilizando datos de autoidentificacion o del componente genético ancestral.

Resultados. El alelo A del rs2069843, ajustado por autoidentificacion, se asocio con casos de dengue
hemorragico en afrocolombianos. En la muestra completa, dicho polimorfismo, ajustado por componente
genético ancestral, fue reproducible. Ademas, hubo asociaciones significativas entre las combinaciones
alélicas GGT y GAC de los rs1800750, rs2069843 y rs2069705 en pacientes con dengue hemorragico,
con ajuste por componente genético ancestral y sin él. Ademas, la combinacién alélica AGC produjo
58,03 pg/ml mas de interleucina 6 que la GGC, independientemente de los componentes genéticos
europeo, amerindio y africano.

Conclusién. Las variantes de los polimorfismos GGT y GAC de los rs1800750, rs2069843 y rs2069705
en los genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente, se correlacionaron con la gravedad del dengue en
esta muestra de poblacion colombiana.

Palabras clave: dengue/genética; citocina; genotipo; reaccion en cadena de la polimerasa; polimorfismo
(genética); Colombia

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305

Variants in the TNFA, IL6 and IFNG genes associated with dengue severity in a sample of
Colombian population

Introduction: The genetic makeup of the host contributes to the clinical profile of dengue. This could
be due to the effect of variants in the genes encoding pro-inflammatory cytokines.

Objective: To evaluate the association between the variants of three polymorphisms in TNFA, IL6 and
IFNG candidate genes with dengue severity in a sample of Colombian population.

Materials and methods: We evaluated the rs1800750, rs2069843, and rs2069705 polymorphisms in
TNFA, IL6 and IFNG candidate genes, respectively, in 226 patients with dengue infection. The genotypes
were typed using both polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism
(RFLP). To determine the risk of different dengue phenotypes, we compared allele frequencies with chi-
square and genotypes and haplotypes using logistic regression. Finally, these analyzes were adjusted
with data from self-identification or the ancestral genetic component.
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Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Results: The A allele in the rs2069843 polymorphism, adjusted by self-identification, was associated
with dengue hemorrhagic fever cases in Afro-Colombians. In the entire sample, this polymorphism,
adjusted by the ancestral genetic component, was reproducible. In addition, there were significant
associations between GGT and GAC allelic combinations of rs1800750, rs2069843, and rs2069705
in dengue hemorrhagic fever patients, with and without adjustment by ancestral genetic component.
Additionally, the AGC allelic combination produced 58.03 pg/ml of interleukin-6 more than the GGC
combination, regardless of European, Amerindian and African genetic components.

Conclusions: The variants of GGT and GAC polymorphisms of rs1800750, rs2069843, and rs2069705
inthe TNFA, IL6 and IFNG genes, respectively, were correlated with the susceptibility to dengue severity

in a sample of Colombian population.

Key words: Dengue/genetics; cytokines; genotype; polymerase chain reaction; polymorphism, genetic;

Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305

El dengue es una enfermedad febril aguda causada
por el virus del dengue (DENV), el cual es transmi-
tido por la picadura de mosquitos del género Aedes
(1). Esta virosis es endémica en mas de 100 paises
de zonas tropicales y subtropicales del mundo
(2). Segun datos del Instituto Nacional de Salud,
en Colombia, el dengue es endemo-epidémico,
con un promedio anual de mas de 60.000 casos
confirmados (3).

Su espectro de manifestaciones clinicas varia
desde las formas indiferenciadas o leves hasta
las graves. Cualquiera de los serotipos (DENV-1
a 4) puede causar la enfermedad grave (4), carac-
terizada por extravasaciondel plasma, hemorragias
y trombocitopenia, siendo la extravasacion del
plasma el rasgo mas importante porque determina
la gravedad de la infeccion (5).

Los mecanismos involucrados en el desarrollo de
las formas graves no son del todo claros. Se ha
postulado que los factores virales (6,7), el hecho
de que la infeccidon haya estado precedida de otra
causada por un serotipo diferente (8), y factores
asociados con el huésped, entre ellos los genéti-
cos, pueden influir en la proclividad a presentar el
dengue grave (8-10).

Las citocinas tienen un papel importante en la inmu-
nopatogenia del dengue y algunas se han asociado
con la gravedad de la enfermedad (11-13), tal como
se ha reportado para el factor de necrosis tumoral a
(TNFa), la interleucina 6 (IL-6) y el interferén (IFN-y)
(14,15). Sus niveles de produccion pueden estar
influenciados por el componente genético ancestral,
como se ha demostrado previamente (10).
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La intensidad de la reaccion inmunitaria depende
en gran medida del control de la expresion génica
y, desde esa perspectiva, puede entenderse la
importancia de las diferencias individuales en el
riesgo genético frente a la gravedad del dengue.

La expresion de los genes TNFA, IL6 e IFNG
fue elevada en casos de dengue hemorragico,
pero este grupo de transcriptos no siempre se
expresaron en el mismo grupo étnico (16,17).

Los polimorfismos genéticos con efecto sobre la
regulacion de la transcripcion se han relacionado
con la produccién de citocinas y la gravedad del
perfil clinico (18). Hay diferencias sustanciales entre
distintas poblaciones en las frecuencias alélicas
de algunos de ellos debido al efecto de la mezcla
genética (19), por lo cual debe considerarsela como
una factor de confusién.

ElgenIL6, localizado en el cromosoma 7p21, codifica
la citocina IL-6, mediadora de la fiebre y reguladora
negativa de la coagulacién y la fibrindlisis (20). Las
variantes de este gen han sido candidatas exitosas
en la basqueda de variantes puntuales con efecto
sobre el desarrollo de los signos y los sintomas del
dengue (21). Por ejemplo, se ha reportado que el
polimorfismo -714 G/C en la regién promotora afecta
su transcripcion, incrementandola en los casos de
dengue que progresaron en gravedad (20,22), en
tanto que el genotipo -714 G/G demostrd ser un
factor protector (23).

Elgen TNFA, localizado en el cromosoma 6, codifica
para la citocina TNF-a que regula la diferenciacion,
la proliferacion, la apoptosis de células infectadas,
el metabolismo de los lipidos y la coagulacion, y
participa en la reaccion inmunitaria innata y en la
humoral (20). Las frecuencias del alelo -308 Ay del
haplotipo -238 TNFA/LTA fueron mayores en los
casos de dengue hemorragico (24) en poblacion
venezolana y tailandesa, respectivamente (18,20).
Localizado en el cromosoma 12, el gen IFNG codifica
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la citocina IFN-y, fundamental en la defensa contra
el virus (25). La variante -1615 C/T en la region
promotora, se asocio con niveles séricos altos de
IFN-y, y la variante T/T del polimorfismo llamado
rs2430561 (reference sequence, rs), fue mas fre-
cuente en los casos de dengue hemorragico (26).

En el presente estudio se propuso determinar el
grado de asociacién de las variantes genéticas
evaluadas con la infeccion o la progresion del den-
gue, variantes que, después de comprobarse el
significado bioldgico de las asociaciones, podrian
usarse como marcadores moleculares de sensibili-
dad o pronéstico. Dado que en estudios anteriores
no se ha considerado el componente ancestral, el
objetivo fue evaluar la relacién entre las variantes
de tres polimorfismos en tres genes de citocinas
con la gravedad del dengue, en una muestra de
poblacién colombiana.

Materiales y métodos
Tipo de estudio y poblaciéon de estudio

Se hizo un estudio prospectivo de corte transversal.
La poblacion de estudio estuvo constituida por 226
pacientes con diagnéstico de dengue. Los casos
se captaron a partir de los registros de la vigilancia
activa de pacientes con sindrome febril de siete
dias o menos de evolucién que consultaron en
varias instituciones de salud de los departamentos
de Antioquia y Choco en el periodo de agosto de
2008 a noviembre de 2009. Estos departamentos
se eligieron por su reconocido contraste poblacional
en cuanto a su composicién genética ancestral
(27). La gota gruesa positiva para malaria fue
criterio de exclusién de caso.

La clasificacién de las formas clinicas de dengue
se hizo segun los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1997,
la cual clasificaba los casos en fiebre por dengue y
dengue hemorragico (1,28).

Diagndstico de infeccién

La confirmacion en el laboratorio de la infeccién
por DENV se hizo mediante la deteccion de
anticuerpos IgM especificos contra el virus en
todas las muestras de suero obtenidas en la fase
aguda y en 100 muestras obtenidas en la fase de
convalecencia de los pacientes que fueron a la
segunda toma de la muestra.

Las muestras se procesaron con una prueba
comercial (ELISA de captura - Dengue IgM
Panbio™, Sinnamon Park, Australia), siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante. Esta prueba
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tiene una sensibilidad en la fase aguda de 82,2 %
(IC,,, 78-87), y de 93,7 % (IC,,, 90-96) en la fase
convaleciente, y una especificidad de 87,8 % (IC
82-93) (29).

En 45 de los pacientes se detectd el genoma viral
en la muestra de la fase aguda mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa con transcrip-
tasa inversa (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR), usando el protocolo
establecido por Lanciotti (30) y adaptado por
Harris (31) (cuadro suplementario 1 disponible en:
https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305). El
numero de pruebas dependi6 de la disponibilidad
de los reactivos.

95%

Ademds, se detectaron anticuerpos IgG con un
estuche comercial (Dengue IgG Capture ELISA™,
Panbio, Sinnamon Park, Australia) en la muestra de
la fase aguda, con el fin de determinar la infeccidon
secundaria y la primaria segun la presencia o
no de estos anticuerpos. Esta prueba clasifica
correctamente 67 % de los casos con infeccion
secundaria por dengue (29).

Los sueros obtenidos de los pacientes fueron
centrifugados y conservados a -20 °C para,
finalmente, almacenarlos a -70 °C hasta su pro-
cesamiento en los grupos de investigacion de
genética molecular de la Universidad de Antioquia
y del Instituo Colombianao de Medicina Tropical.
Los niveles de las citocinas TNF-q, IL-6 e IFN-y se
midieron en la muestra de suero de la fase aguda
de la enfermedad, utilizando estuches comercia-
les y siguiendo las instrucciones del proveedor
(Quantikine HS-High Sensitivity™, R & D Systems,
Minneapolis, MN).

Extraccion de ADN Yy tipificacion de variantes
en genes candidatos

El ADN se extrajo de una muestra de sangre de 5
ml mediante el método fenol-cloroformo (32). Las
variantes rs1800750, rs2069843 y rs2069705 se
tipificaron mediante ensayos de reaccién en cadena
de la polimerasa combinados con polimorfismos
en la longitud de fragmentos de restriccion (PCR-
RFLP). Los genes candidatos se seleccionaron con
base en los estudios de fisiopatologia del dengue
citados en la introduccion (11-18,20-22,24,26). Los
cebadores utilizados estan detallados en el cuadro
suplementario 1. Los genotipos se determinaron
por la ausencia o presencia de los sitios de corte
usando las endonucleasas Tasl, Eco88l y Hpal en
los rs1800750 G/A, rs2069843 G/A y rs2069705
CIT, respectivamente. Los alelos de corte “A”, “G”
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y “T” generaron, en su orden, los fragmentos de
214 pb, 579 pb, 104 pb, 196 pb, 220 pb y 54 pb.
El tiempo de incubacién con enzimas se determind
de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Por dltimo, los fragmentos fueron resueltos en
electroforesis con geles de agarosa al 2,5 %.

Marcadores informativos de componente genético
ancestral

Con base en los mayores valores de delta entre las
frecuencias alélicas de los marcadores del com-
ponente genético ancestral (Ancestry-Informative
Markers, AIM) en poblaciones ancestrales continen-
tales presentadas en el cuadro suplementario 2
disponible en: https://doi.org/10.7705/biomedica.
v34i2.3305, se seleccionaron los 19 AIM detallados
en el cuadro suplementario 3 disponible en: https://
doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305, los cuales
se usan para calcular los porcentajes individuales
de componente ancestral de forma similar a la
empleada por Chacon o Shriver y Parra (33-35).
En general, estos se amplificaron mediante PCR,
y tanto los polimorfismos de insercién y delecién
como los que requirieron el uso de RFLP se
resolvieron en electroforesis capilar (ABI-310) y
en geles de agarosa.

Anélisis

Las variantes génicas de los pacientes con dengue
se compararon con las de aquellos con dengue
hemorragico; se comparo, asimismo, entre infec-
cion primaria y secundaria, presencia y ausencia
de trombocitopenia, y segun los niveles séricos
del TNF-qa, la IL-6 y el IFN-y, en la muestra de la
fase aguda.

La base de datos se elaboré en Microsoft Excel.
La comparacién de las variables dicotémicas entre
grupos se hizo mediante la prueba de ji al cuadrado,
y la de las variables continuas, usando la prueba
U de Mann-Whitney, ambas del paquete SPSS™
(Statistical Package for the Social Sciences),
version 22.

La prueba de normalidad utilizada fue la de
Kolmogorov-Smirnov. Con la prueba de ji al
cuadrado, se evaluaron las diferencias entre las
frecuencias alélicas calculadas a partir de los
genotipos con el programa Arlekin 3.5y, las des-
viaciones genotipicas del equilibrio de Hardy-
Weinberg, con Genpop V4. Con el programa
Admixmap 3.8, se determiné la composicion gené-
tica ancestral promedio e individual a partir de los
AIM mediante un algoritmo bayesiano (36).

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Para evaluar las asociaciones de genotipos y
combinaciones alélicas inferidas a partir de los
genotipos, se calcularon la razon de probabilidades
(odds ratio, OR), el intervalo de confianza (IC)
del 95 % y el nivel de significacion (valor de p
menor de 0,05) mediante regresiones logisticas
utiizando maxima verosimilitud en el lenguaje
de programacion R en interface con el programa
SNPstat 2.14.

Ademas, se ensayaron los modelos de herencia
(codominante, dominante, recesivo y sobredomi-
nante). Para validar y contrastar las asociaciones,
la prueba de ji al cuadrado se hizo sin estratificacion
por autoidentificacion y con ella, y las regresiones
logisticas se hicieron primero sin ajuste y, poste-
riormente, con ajuste considerando un componente
genético ancestral (europeo, amerindio o africano)
alavez.

Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética
del Instituto Colombiano de Medicina Tropical -
Universidad CES, y el consentimiento informado
fue aceptado y firmado por todos los participantes.

Resultados
Descripcion de la poblacién

La descripcion de los pacientes de estudio se
presenta en el cuadro 1. Se incluyeron 226 casos
confirmados de dengue, sin diferencias en la distri-
bucién por sexo. Por autoidentificacion, hubo mas
afrocolombianos que mestizos.

El diagnéstico de dengue se confirmé en 97,8 %
(221/226) de los casos mediante la presencia

Cuadro 1. Descripcion de los pacientes captados para este
estudio

Parametro Detalle n %
ELISA IgM12 Positivo 194 85,8
Seroconversion de IgM  Positivo 27 11,9
RT-PCR® Positivo 5 2,2
Formas clinicas FDP 204 90,3
DHe 22 9,7
Tipo de infeccion Primaria 134 60,4
Secundaria 88 39,6
Autoidentificacion Mestizo 104 46,0
Afrocolombiano 122 54,0
Sexo Hombres 110 48,7
Mujeres 116 51,3

Edad (afios) Promedio+tDE  24,5+18,8

aPrueba realizada en muestras de fase aguda
>FD fiebre por dengue
¢DH: dengue hemorragico
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de anticuerpos IgM, y 27 de ellos tuvieron sero-
conversion de IgM entre la muestra de la fase
aguda y la de la fase de convalecencia, y en 2,2 %
(5/226) mediante RT-PCR. Se identificaron los
serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-3. Segun el
diagndstico de la forma clinica, 22 tuvieron dengue
hemorragico y, de ellos, 17 eran mestizos y solo
cinco eran afrocolombianos (p=0,003). En cuanto
a la procedencia geografica, 21 casos fueron de
Antioquia y solo uno del Chocbé.

Aunque la frecuencia de infeccion secundaria
fue mayor en los casos de dengue hemorragico
que en los de fiebre por dengue (57 y 38 %,
respectivamente), estas diferencias no fueron esta-
disticamente significativas.

Los signos clinicos, asi como los niveles de
citocinas y trombocitopenia, se resumen en el
cuadro 2. Se presento6 trombocitopenia en 47,30 %
de los afrocolombianos y en 66,70 % de los
mestizos, lo que corresponde a una diferencia
de 19,4 %. Con relacién a los niveles séricos de
citocinas, se observé un promedio mayor de IL-6
e IFN-y en pacientes afrocolombianos, comparado
con el de los mestizos, pero, en promedio, los
niveles de TNFa fueron similares entre los dos
grupos étnicos.

Con el fin de observar mejor las diferencias, se
presentaron los promedios con sus respectivas
desviaciones estandar; sin embargo, al aplicar el
célculo estadistico para evaluar las diferencias
de citocinas entre grupos étnicos, se usaron las
medianas en una prueba U de Mann-Whitney.

Composicion genética ancestral

Los dos grupos étnicos presentaron algin grado
de mezcla genética ancestral. En los afrocolombia-
nos, el componente europeo fue, en promedio, de
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0,150, con una desviacion estandar de + 0,125, el
amerindio fue de 0,098 + 0,121 y el africano fue
de 0,752 + 0,184. Por el contrario, los mestizos
tuvieron 0,652 + 0,100 de componente europeo,
0,193 + 0,075 del amerindio y 0,155 + 0,081 del
africano (cuadro suplementario 4 disponible en:
https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305).

Tipificacion en los genes candidatos

En los resultados de este estudio, ningin poli-
morfismo en los genes candidatos se excluyé
del analisis porque no hubo alelos de menor
frecuencia (Minor Allele Frequency, MAF) por
debajo de 1 %. Ademas, una vez hechos los ajus-
tes considerando la autoidentificacion, ninguno de
los loci estuvo por fuera del equilibrio de Hardy-
Weinberg. Asimismo, la tasa de datos perdidos fue
minima. El rs1800750 en la region del TNFA se vio
por fuera del equilibrio, lo cual ocurrié solo cuando
la muestra de colombianos (afrocolombianos y
mestizos) fue tratada como una sola poblacion,
lo cual es congruente con un efecto de Wahlund
(37). Las frecuencias alélicas de los rs1800750,
rs2069843 y rs2069705 en la muestra completa
fueron 0,0333, 0,1134 y 0,4667, respectivamente
(cuadro suplementario 5 disponible en: https://doi.
org/10.7705/biomedica.v34i2.3305).

Asociacion de alelos con dengue hemorragico

Los alelos de menor frecuencia para cada polimor-
fismo rs1800750, rs2069843 y rs2069705, de los genes
candidatos TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente,
en los casos de dengue hemorragico y fiebre por
dengue, se muestran en el cuadro 3. Alli se presen-
tan las frecuencias alélicas calculadas en la muestra
completay en los grupos estratificados con los datos
de autoidentificacion. Hubo una sola asociacion
significativa entre dichas frecuencias alélicas.

Cuadro 2. Descripcion de los pacientes captados para este estudio

Parametro Afrocolombiano Mestizo Valor de p para
afrocolombiano/

FD?n=117 DH°n=5  Total n=122 Valorp  FD2n=87 DH°n=17 Total n=104 p mestizo

IL-6 21,75+59,65 6,62+8,58 21,08+58,42 0,480 10,49+49,96 19,05+62,67 11,80+51,9 0,156 FD3=0,000
DHP=0,168

Total=0,000

TNFo 3,90+6,20  6,78+8,46  4,02+6,29 0,364 4,64+6,94 2,81+3,85 4,34+6,56 0,454 FD*=0,688
DH®=0,337

Total=0,946

IFNy 38,25+130,31 0,44+0,60 36,59+127,63 0,993 19,20+93,99 0,00+0,00 16,06+86,18 0,090 FD3=0,049
DH"=0,010

Total=0,008

Trombocitopenia 47,30 % 66,70 % 0,012

2FD: fiebre por dengue; ® DH: dengue hemorragico. Se muestran los promedios.

¢+ desviacion estandar. Valor de p en la prueba U de Mann Whitney
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En el grupo de pacientes afrocolombianos, el
alelo “A” en la region del rs2069843 del gen IL6,
se observd con gran frecuencia en los casos de
dengue hemorragico en comparacion con los de
fiebre por dengue (40 y 11 %, respectivamente;
OR=5,394; IC, , 2,565-11,34; p<0,0001). Este
alelo (A) tuvo un comportamiento similar en la
muestra completa y en el grupo de pacientes
mestizos, sin embargo, las diferencias no fueron
significativas. Tampoco fueron significativas las
demas diferencias en las frecuencias alélicas de
rs1800750 y rs2069705.

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Asociacion de genotipos en pacientes con
dengue hemorragico

Cuatro senales importantes se identificaron en las
frecuencias genotipicas y se presentan en el cuadro
4. La frecuencia del genotipo “G/A” en la region
del rs2069843 fue significativamente mas alta en
pacientes con dengue hemorragico que en aquellos
con dengue por fiebre, ajustada por componente
genético ancestral africano (34,8 % Vs. 15,8 %;
OR=3,99; IC, 1,45-11,00; p=0,026) y por el euro-
peo (OR=3,96; IC, 1,43-10,97; p=0,028). Ademas,
el mismo genotipo ajustado por el componente

Cuadro 3. Asociacion de alelos con dengue hemorragico en la muestra completa y ajustada por autoidentificacion

Gen SNP Alelos Muestra completa Autoidentificacion y formas clinicas
Formas clinicas Afrocolombianos Mestizos
FD° DHe OR! FD® DH° OR! FD® DHe OR!
(ICQS%)e (ICQS%)e (ICQS%)e
p’ p’ p'
TNFA 1 0,1386 1,532
rs1800750 A 0,04 0,04 (0,2430-4,116) 0 0,03 (0,007061-2,720) 0,04 0,06 (0,4187-5,604)
1 0,08 0,52
IL6 2,071 5,394 1,936
rs2069843 A 0,09 0,17 (0,8753-4,900) 0,11 0,40 (2,565-11,34) 0,06 0,11 (0,6869-5,458)
0,09 <0,0001¢ 0,2
IFNG 1,495 1,128 1,496
rs2069705 T 0,47 0,57 (0,8558-2,611) 0,50 0,47 (0,6474-1,964) 0,48 0,58 (0,8560-2,615)
0,16 0,67 0,16

2 SNP: polimorfismo de nucledtido simple; ° FD: fiebre por dengue; © DH: dengue hemorragico; ¢ OR: Odds Ratio; ° IC,,: intervalo de confianza de 95
%; " Valor de p en la prueba de ji al cuadrado; ¢ Asociacion significativa

Cuadro 4. Asociacién de genotipos con dengue hemorragico en la muestra completa ajustada por componente ancestral

Gen Genotipo Formas clinicas Sin ajuste Ajustado por Ajustado por Ajustado por
componente componente componente
africano europeo amerindio
SNP2 FD°n (%)  DHen (%) ORY(IC,,,) © OR‘ (IC,,, ) OR‘(IC,,, ) OR‘ (IC,,,)*
p! p' p' p'
TNFA GIG 186 (92,5) 21(91,3) 1 1 1 1
rs1800750 AIG 15 (7,5) 2(8,7) 1,18 (0,25-5,52) 1,04 (0,21-5,01) 1,04 (0,21-5,01) 1,24 (0,26-5,85)
0,84 0,96 0,96 0,79
AA 0(0) 0(0) N/A? N/A? N/A? N/A?
IL6 GIG 168 (83,2)  15(65,2) 1 1 1 1
rs2069843 G/A 32 (15,8) 8(34,8) 2,80 (1,10-7,15) 3,99 (1,45-11,00) 3,96 (1,43-10,97) 2,85(1,10-7,33)
'0,10 0,03" 0,03" '0,10
AA 2(1) 0(0) N/A? N/A? N/A? N/A?
IFNG ciC 60 (29,9) 4(17,4) 1 1 1 1
rs2069705 TIC 93 (46,3) 12 (52,2) 1,94 (0,60-6,28) 2,13 (0,64-7,05) 1,95 (0,60-6,40) 2,21 (0,66-7,41)
0,41 0,35 0,44 0,29
TIT 48 (23,9) 7 (30,4) 2,19 (0,60-7,91) 2,31 (0,63-8,54) 2,09 (0,57-7,64) 2,55 (0,68-9,56)
0,41 0,35 0,44 0,29

2SNP: polimorfismo de nucleétido simple; ® FD: fiebre por dengue; ¢ DH: dengue hemorragico; ¢ OR: Odds Ratio; IC
fValor de p de la regresion logistica; 9 N/A: no fue calculado; " Asociacion significativa; 'IC no pasa por uno

95%"

: intervalo de confianza al 95%;
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amerindio (OR=2,85; IC,,, 1,10-7,33; p=0,10) y sin
ajuste por el componente ancestral (OR=2,80; IC,
1,10-7,15; p=0,10) mostrd, en ambos, intervalos de
confianza de 95 % significativos, aunque el valor
de p no lo fue. Las demas frecuencias genotipicas
en otros polimorfismos (rs1800750 y rs2069705)
no presentaron diferencias significativas en su dis-
tribucion, al confrontar las de los casos de fiebre
por dengue con los de fiebre por dengue.

Asociacion de combinaciones alélicas en dengue
hemorragico

Hubo nueve asociaciones significativas de combina-
ciones alélicas en el dengue hemorragico (cuadro
5), cuatro de ellas en la combinacién alélica No. 2
GGT, la cual tuvo mayor frecuencia en los casos
de dengue hemorragico que en los de fiebre por
dengue (53 y 39 %, respectivamente), sin ajuste
por el componente ancestral (OR=2,80; IC,,
1,26-6,24; p=0,012), e igualmente significativo con
cualquier ajuste (africano, europeo o amerindio).

Un comportamiento similar se observd en la
combinacion alélica No. 4, GAC, vista con mayor
frecuencia en los casos de dengue hemorragico

Biomédica 2017;37:485-97

gue en los de fiebre por dengue (4 Vs. 3 %), el cual
fue significativo sin ajuste (OR=11,09; IC,,, 2,58-
47,60; p=0,001) y con cualquier ajuste.

5%

La frecuencia de la combinacién alélica No. 5, AGC,
fue elevada en los casos de dengue hemorragico
comparados con los de fiebre por dengue (4 %y 1 %,
respectivamente), y fue significativa solo cuando
se ajusté por el componente amerindio (OR=8,11;
IC,,, 1,09-60,49; p=0,042).

Asociacion de las variantes génicas en los
endofenotipos relacionados con la gravedad
del dengue

5%

En el presente estudio, no hubo asociaciones sig-
nificativas de los genotipos o alelos estudiados con
los niveles séricos de las tres citocinas exploradas
en la muestra completa. Las combinaciones alélicas
evaluadas tampoco se asociaron con las diferencias
en los niveles de IFN-y, ni con los niveles del TNF-a
(no se muestran los datos).

Sin embargo, se encontraron cuatro asociaciones
de combinaciones alélicas con los niveles de IL-6
(cuadro 6). Concretamente, la combinacion alélica

Cuadro 5. Asociacion de combinaciones alélicas con dengue hemorragico en la muestra completa ajustada por componente ancestral

No.2 Cad Formas Sin ajuste Ajustado por Ajustado por Ajustado por
clinicas componente africano  componente europeo componente amerindio

FD¢ DH¢ OR<(IC,,,) valor p¢ ORe (IC,,,,) valor p9 ORe (IC,,,,) valor p9 ORe (IC,,)valor p¢
(%) (%)

1 G G C 47 24 1 1 1 1

2 G G T 39 53  2,80(1,26-6,24) 0,012"  2,67(1,20-5,94)0,017" 2,55(1,15-5,66)0,022" 3,14(1,37-7,19)0,007"

3 G A T 5 3 1,02(0,13-8,33)0,98 1,21(0,13-11,52)0,87 1,08(0,12-10,04)0,95 1,14(0,14-9,05)0,90

4 G A C 3 4 11,09(2,58-47,60)0,001" 12,03(2,74-52,82)0,001" 10,97(2,59-46,39)0,001" 12,22(2,78-53,66)0,001"

5 A G C 1 4 7,05(0,99-50,29)0,053 4,72(0,68-32,62)0,12 4,83(0,69-33,56)0,11 8,11(1,09-60,49)0,042"

2No.: nUmero asignado a la combinacién alélica; * Ca: combinacién alélica conformada por los SNP rs1800750 - rs2069843 - rs2069705 en los genes
TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente; © FD: fiebre por dengue; ¢ DH: dengue hemorragico; ¢ OR: Odds Ratio; 'IC,,,: intervalo de confianza de 95 %; ¢ Valor
de p de la regresion logistica; " Asociacion significativa

Cuadro 6. Asociacion de combinaciones alélicas con los niveles de interleucina-6 en la muestra completa ajustada por componente
ancestral

No.2 Cad Proporcién Sin ajuste Ajustado por Ajustado por Ajustado por
componente africano componente europeo componente amerindio
Media Media Media Media
Diferencia en pg/ml Diferencia en pg/ml Diferencia en pg/ml Diferencia en pg/ml
(ICyq,,)° valor de p? (ICyg,,) valor de p? (ICy,,)c valor de p® (ICy,,)° valor de p°
1 GGC 0,462 0,001 0,001 0,001 0,001
2 GGT 0,405 6,6(-4,49-17,68)0,24 7,12 (-3,92-18,15)0,21 6,69 (-4,48-17,86)0,24 6,03(-4,93-16,99)0,28
3 GAT 0,052 5,93 (-17,94-29,8)0,63 4,76 (-18,95-28,47)0,69 5,79 (-18,19-29,78)0,64  5.94(-17,6-29,.48)0,62
4 GAC 0,045 -3,3(-30,84-24,24)0,81  -3,17 (-30,56-24,23)0,82  -3,32(-30,93-24,28)0,81  -2,49(-29,7-24,72)0,86
5 AGC 0,017 58,03 (7,47-109)0,025¢ 63,78 (12,58-115)0,015¢ 58,53 (7,46-110)0,026° 61,01 (10,57-111)0,019¢

2No.: nimero asignado a cada combinacion alélica;  Ca: combinacion alélica conformada por los SNP rs1800750 - rs2069843 - rs2069705 en los
genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente; °IC,,, : intervalo de confianza al 95 %; ¢ Valor de p de la regresion logistica; ° Asociacion significativa
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nombrada como No. 5 AGC, comparada con la No.
1 GGC, presento diferencias significativas sin ajuste
por componente genético ancestral en pg/ml (58,03
pg/ml Vs. 0,0001 pg/ml; p=0,025); asimismo, hubo
diferencias significativas ajustando con cualquier
componente genético ancestral (africano, europeo
0 amerindio).

Solo el genotipo “C/T" de laregién del SNP 2069705
del IFNG se asocié con una mayor presencia de
trombocitopenia comparada con su ausencia (47 %
Vs. 20 %), cuando se ajusté por el componente
africano (p=0,041), y también fue significativo
cuando se ajust6 por el amerindio (p=0,04), pero
no asi al ajustarlo por el europeo (no se muestran
los datos).

Por ultimo, no hubo relacién entre las frecuencias
de alelos, genotipos o combinaciones alélicas
confrontadas con la infeccion secundaria (no se
muestran los datos).

Discusion

Este estudio de epidemiologia genética se realizo
para evaluar la asociacion de tres variantes en tres
genes codificantes de citocinas con la gravedad
del dengue. La hipétesis fue que los rs1800750,
rs2069843 y rs2069705 de los genes TNFA, IL6
e IFNG, respectivamente, estaban implicados
en la presentacién de las formas graves. Para
probarla, se compararon los fenotipos del dengue
relacionados con diferencias en las formas cli-
nicas, como el dengue hemorragico y la fiebre
por dengue, y los endofenotipos, como los niveles
séricos producidos por los genes estudiados, asi
como la presencia de trombocitopenia e infeccién
secundaria, todo en una muestra de casos de una
poblacion colombiana.

Durante el periodo de estudio, se identificaron los
serotipos DENV-1 a DENV-3, en concordancia
con los serotipos que circularon entre los afios
2008 y 2009 en el departamento de Antioquia
(comunicacion personal, Laboratorio Departamen-
tal de Salud Publica). El 2,2 % de los casos de
dengue se confirmaron mediante RT-PCR con base
en el total de la poblacion estudiada (5/226), sin
embargo, por esta técnica se diagnostico 11,1 %
(5/45). Otros autores han reportado la deteccion de
ARN mediante RT-PCR en 48,4 % de los casos
(38), diferencias que pueden explicarse por el
tiempo de la toma de la muestra y la fecha de inicio
de sintomas o con la prueba que se compara. En
el presente estudio, la mayoria de los pacientes
presentaban anticuerpos IgM en la fase aguda, es

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

decir, con mas de cinco dias de evolucion de los
sintomas, lo cual se relaciona con la disminucion
de la viremia y dificulta la deteccion del ARN viral.

Como se sabe que la composicion genética indivi-
dual puede influir en el riesgo de presentar formas
graves del dengue (35), se puede considerar que
una ventaja de este estudio fue haber controlado
el andlisis de asociacion de polimorfismos génicos
con informacion previa de los ancestros continen-
tales, tal y como se ha recomendado para este tipo
de estudios (39).

Como era de esperarse, los grupos poblacionales
estudiados difirieron en las proporciones genéticas
ancestrales y, asi como Galanter (28) determiné las
proporciones de mezcla ancestral en una muestra
colombiana, también se encontré que los mestizos
tenian mayor componente genético europeo
mezclado conlos componentes amerindioy africano
(cuadro suplementario 4). Esta concordancia es
un buen indicador de la confiabilidad de los datos
analizados.

El andlisis de variantes puso en evidencia el efecto
génico puntual sobre el dengue hemorragico. En
primer lugar, el alelo “A” del rs2069843 del gen IL6
se relacion6 con el dengue hemorragico en afro-
colombianos (cuadro 3), resultado curioso, pues
se esperaba hallar variantes de resistencia en este
grupo poblacional. No es la primera vez que se
encuentran polimorfismos causales del incremento
en la gravedad clinica en reaccion a infecciones
en poblaciones de ascendencia africana (40).
La misma tendencia (incremento de A), también
se observd en los pacientes mestizos, con la
diferencia de no haber sido significativa, quiza
porque se requeriria un mayor tamafio del grupo
de dengue hemorragico en este grupo poblacional
(mestizos) para que el marcador genético alcance
el mismo poder de discriminacioén, y también valida
la autoidentificacion africana como el estado de la
variable con mayor influencia sobre las diferencias
en la gravedad del dengue.

En segundo lugar, en la muestra completalos ajustes
con la composicidn genética ancestral individual
revelaron la relaciéon entre el genotipo “G/A” del
mismo rs2069843 con dengue hemorragica, inde-
pendientemente de los componentes ancestrales
(cuadro 4). Este resultado sugiere el genotipo “G/A”
como un biomarcador de la predisposicion al den-
gue hemorragico en Colombia, que no depende de
los componentes genéticos ancestralesindividuales
ni la autoidentificacion para determinar los grupos
de riesgo.
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El rs2069843 esta en una region génica con
alto grado de desequilibrio de ligamiento (41).
En estudios recientes se ha demostrado el alto
grado de desequilibrio de ligamiento entre los
polimorfismos sinténicos rs2069843 y rs2069845,
cuyas variantes se heredan como haplotipos en el
mismo gen (IL6) en poblaciones con un importante
componente genético africano como la brasilefia
(42). Esta informacién sugiere que las variantes
de importancia médica en este gen podrian ser
heredadas en blogue, no solo en poblaciones con
mayor ascendencia afroamericana, sino también
en otras etnias de América en proceso de mezcla
genética, como en el caso de Colombia (43).

En los articulos consultados, no se encontrd evi-
dencia de la relacion directa entre el rs2069843
ubicado en el dltimo intrén, su ligamiento con otros
rs y sus efectos sobre la transcripcién; por eso
se propone que este polimorfismo, asi como el
rs2069845, podria estar relacionado con el dengue
hemorragico en poblaciones en proceso de mezcla.
Ademas, bajo el supuesto de estar ligados a otros rs
ubicados en la region promotora, también lograrian
predecir los niveles de transcripcion, tal como lo
sugieren los resultados de Fernandez-Real (44) e,
incluso, podria probarse su papel como biomarcador
inflamatorio, pues de forma similar a lo encontrado
en nuestro estudio, al controlar las diferencias por
componente ancestral se descubrieron genotipos
de riesgo frente al dengue hemorragico (45).

Aqui, la combinacién alélica “AGC” compuesta por
los alelos de los rs1800750, rs2069843 y rs2069705
de los genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente,
produjo 58,03 pg/ml de IL-6 mas que la combina-
cion alélica “GGC”, independientemente del com-
ponente ancestral (cuadro 6), lo cual respalda el
efecto de las variantes directamente responsa-
bles de endofenotipos del dengue y su reaccién
diferencial. La mayor reaccion de IL-6 fue ajustada
por el componente africano, lo cual es congruente
con datos publicados previamente que registraron
el mas alto nivel de IL-6 en afrocolombianos (46).

Estas asociaciones reiteradas en el cuadro 6
muestran un biomarcador deletéreo en los casos
confirmados de dengue, independientemente del
diagnéstico de fiebre por dengue o dengue hemo-
rrdgico y, también, del componente genético ances-
tral. Sin embargo, la mayor reaccidon observada
al ajustar por el componente africano sugiere la
existencia de otras variantes con origen en ese
componente que no se consideraron en este estudio
y que también tienen efecto.
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El hecho de que el incremento en la frecuencia de
la combinacion alélica “AGC” en casos de dengue
hemorragico ajustados por el componente africano
no fue significativo (cuadro 5), no impide ver su
tendencia; ademas, el valor de la probabilidad sin
ajuste por ancestro se mantuvo en el limite de la
significacion. Por lo tanto, no se descarta el efecto
de dicha variante en la prediccién de dengue
hemorragico, méas aln considerando las relaciones
de las variantes presentadas en los cuadros 5y 6.

Como contrapartida, el incremento sustancial de
la propension al dengue hemorragico encontrada
en la combinacion alélica “AGC” ajustada por el
componente amerindio, conjuntamente con su ten-
dencia cuando no se ajusté (cuadro 5), apuntan a
un efecto sobre la forma clinica del dengue, no solo
de las variantes aqui estudiadas, sino que también
sugiere la existencia de otras variantes de riesgo
con origen amerindio que se deben continuar bus-
cando, como lo han sugerido Silva, et al. (47).

La importancia del estudio de estas combinaciones
alélicas reside en que los polimorfismos no actuan
independientemente de otros (20), y controlan en
su conjunto la funcidon génica al alterar los sitios
de inicio de la transcripcion (17) y, por ello, deben
probarse a la luz de la expresion génica en otros
ensayos funcionales en el futuro.

Desde el punto de vista de la fisiopatologia, el
incremento de IL-6 en el dengue activa el endo-
telio, predisponiendo a la disfuncién plaquetaria,
e induce un activador de plasminégeno que lleva
a la extravasacion de plasma asociada al dengue
hemorragico (48), incrementa la expresion génica
del fibrindgeno y el plasmindgeno en hepatocitos v,
como sucede en otras virosis como la fiebre amarilla,
induce manifestaciones hemorragicas (49). No es
la primera vez que el rs2069843 se ha asociado a
una enfermedad que podria implicar sangrado en
poblacion americana (50).

Por otra parte, los niveles del TNF-a pueden
ser bajos cuando los de sus propios receptores
son altos, lo que podria explicar por qué no se
encontrd asociacion entre variantes del rs1800750
en la region promotora del TNFA y su producto
génico, a pesar de que recientemente se reporté
la determinacién del rs1800750 sobre sus niveles
séricos y la transcripcibn como reaccién a un
agente infeccioso (51).

Aunque el rs2069705 en el gen IFNG se ha asociado
previamente con las diferencias en el IFN-y como
reaccion a una infeccién viral (52), no se hallé
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evidencia de la asociacion entre sus variantes y
tales niveles, lo cual puede deberse a que la pro-
teina NS1, como en el caso de otros flavivirus, puede
haber inhibido la produccion de IFN-y, impidiendo
una efectiva reaccién antiviral (53).

Por ultimo, se encontr6 la asociacion entre el
rs2069705y la presencia de trombocitopenia. Dado
que este polimorfismo ya habia sido relacionado
con la gravedad de otras enfermedades infec-
ciosas (54,55), se cree que también tiene impli-
caciones en la malformacion de megacariocitos y
la diferenciacion en plaquetas, predisponiendo a
la trombocitopenia, como ocurre con otras fiebres
hemorragicas (56).

En conclusion, a pesar del tamafio tan pequefio de
la muestra, en este trabajo hay indicios de que las
variantes en los genes TNFA, IL6 e IFNG hacen
parte del componente genético que determina la
variabilidad de la progresion del dengue.

La medicién de las citocinas se hizo en un solo
momento en cada individuo, cuando lo ideal es
hacer un seguimiento de las evaluaciones en
varios momentos, para disminuir la variacion y
tener una mejor aproximacion a la produccion de
las citocinas.
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Cuadro suplementario 1. Protocolo para el diagnostico del serotipo infeccioso y cebadores para amplificar las regiones en los
genes candidatos evaluados

Protocolo de amplificacion de los serotipos DENV-1 a DENV-4

140 pl de suero para extraer el ARN viral empleando un estuche comercial (QIAamp Viral RNA kit de Qiagen). Eluido con 60
pl de solucion tampdn, el ARN se almacend a -80 °C hasta su uso. La RT-PCR se realizé en una sola reaccién. La mezcla fue
la siguiente: 10 ul ARN molde y cinco cebadores (D1y TS1 a 0,5 pM, los cebadores TS2, TS3 y DEN4 a 0,25 uM). Ademas,
0,5 U de la RT (marca AMVRT promega), 0,625 U de la enzima ADN polimerasa (marca GoTag Hot Start), 3,5 pl de solucién
tampoén 5X (Green GoTaq flexibuffer), 2,6 mM de MgCL2 (marca Promega), los desoxinucleétidos trifosfato (DNTP) en una
concentracion de 150 pM en un total de 35 pl de volumen. La reaccion de transcripcion inversa se hizo a 42 °C por 60 minutos,
seguidos de un ciclo inicial de desnaturalizacion de la RT y activacion de la ADN polimerasa a 95 °C por 5 minutos; luego 40
ciclos a95°C por 15 s, 55°C por 30 s, 72 °C por 1 minuto y 72 °C por 5 minutos de extension. La amplificacion se hizo en

un termociclador de marca Bio-Rad C1000. Después de la amplificacién, un producto de 10 pl fue resuelto por electroforesis
en agarosa al 2 % en solucion TBE 1x con un marcador de peso molecular de 50 pb (GeneRuler, Fermentas), con el fin de
determinar el serotipo infeccioso por diferencias en el tamafio de la banda de amplificacién (DENV-1 482pb, DENV-2 119pb,
DENV-3 290pb y DENV-4 389pb).

Iniciadores utilizados para amplificar las regiones de los polimorfismos de nucleétido simple (SNP) en los genes
candidatos evaluados

TNFA: directo 5-CCAGGCTTGTCCCTGCTAC-3' y reverso 5-CCGGATCATGCTTTCAGTG-3’; IL6: directo
5-TCCTGCCTCTGCCATTTCT-3’ e inverso 5'-TCACCATCCCTTTAGGATCTG-3’); IFNG: directo 5'-
TCAAGCCAGTTTTACAGGTAAGG-3' e inverso 5-GAGAATGGCTTGAACCCAGA-3'.

Cuadro suplementario 2. Diferencias en las frecuencias delta en cada uno de los 19 marcadores de componente genético ancestral
usados para este estudio

Marcador Africano (AF) Europeo (EU) Amerindio (AM) d2 AF-EU d2 AF-AM d*EU-AM
FY-NULL 0,001 0,998 1,000 0,997 0,999 0,002
AT3 0,858 0,282 0,061 0,576 0,797 0,221
MID1752 0,560 0,290 0,920 0,270 0,360 0,630
GCF 0,853 0,156 0,339 0,697 0,514 0,183
GCS 0,931 0,393 0,458 0,538 0,473 0,065
MID1386 0,770 0,730 0,070 0,040 0,700 0,660
MID817 0,960 0,650 0,130 0,310 0,830 0,520
MID1039 0,980 0,270 0,830 0,710 0,150 0,560
MID944 0,890 0,390 0,950 0,500 0,060 0,560
MID856 0,660 0,150 0,690 0,510 0,030 0,540
MID1358 0,800 0,060 0,040 0,740 0,760 0,020
MID104 0,560 0,350 0,110 0,210 0,450 0,240
MID1066 0,840 0,280 0,260 0,560 0,580 0,020
DRD2 0,135 0,670 0,045 0,535 0,090 0,625
APOA1 0,420 0,925 0,977 0,505 0,557 0,052
PV92 0,225 0,152 0,792 0,073 0,567 0,640
MID818 0,090 0,780 0,980 0,690 0,890 0,200
Sb19.3 0,415 0,903 0,645 0,488 0,230 0,258
MID154 0,820 0,250 0,140 0,570 0,680 0,110

La frecuencia pertenece al alelo de mayor tamafio (alelo 1), equivalente a la insercion en las inserciones-deleciones, y a la ausencia de sitio de corte
en los RFLP. 2 d: diferencia delta entre las frecuencias alélicas. Estas frecuencias se tomaron de las respectivas poblaciones ancestrales reportadas
para estos polimorfismos en el National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nim.nih.gov
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Cuadro suplementario 3. Descripcion detallada de los 19 marcadores de componente genético ancestral usados en el presente

estudio

Marcador Posicion SNP? Ins® Ta° (pb) Enzima Cebador directo (5°-3’) Cebador inverso (5’-3°)

FY-NULL 1g23.2 TIC 172, (152/20) Rsal AGGCTTGTGCAGGCAGTG GGCATAGGGATAAGGGACT

AT3 1925.1 1ID 68 572, 504 N/A?  CCACAGGTGTAACATTGTGT GAGATAGTGTGATCTGAGGC

MID1752 1p32.3 1/D 35 139, 104 N/A?  TGTTTGTACCTTCCAAGTCTCT AGATTGACATTCCTTCCACA

GCF 4913.13 TIG 200, (121/79) Haelll AGATCTGAAATGGCTATTATTTTGC GAGGTGAGTTTATGGAACAGC

GCS 4q13.13  G/T 200, (128,72)  Styl  AGATCTGAAATGGCTATTATTTTGC GAGGTGAGTTTATGGAACAGC

MID1386 4¢21.3 1ID 6 109, 103 N/AY  GTTATGTGGGCAGTGTTTTC CCACAGAAGGCTCAGTCTTA

MID817 5p15.2 1ID 23 140, 117 N/A¢  ATTACCGGAACACATTCTGA CCTACATCCAACAGAAGGTG

MID1039 5p13.13  I/D 40 128, 88 N/AY  CGTTTCATCTCTTTGGGTTA GCTTTCTTCATTCCTTCACA

MID944 5q14.3 I/D 30 140, 110 N/A?  TCAGTAAAAGGGTTTCCTTGT GTAAGCAGCCTGGATTACAA

MID856  5¢gl12.13  I/D 26 112,138 N/A?  AACATGGGAACTGCTCATTA TATTGTGCTCATTTTCTGGG

MID1358 5p13.2 1ID 17 125, 108 N/AY  GTTTTGGGAATTTAGGTTTTG AGACGCCAGGAATTTTCTAT

MID104 6p21.32 1ID 5 126, 121 N/A? CAGAGGGTCTAGAGCAAAATT CCTTAGCTCAGTATGCTCCA

MID1066 7p15.1 I/D 19 103, 84 N/AY  TCTTGGGACTCAGAGTTCAG CAGAAACCAAGGTGAAAGTG

DRD2 11923.3 CIT 300 (211/89) Tagl CCGTCGACCCTTCCTGAGTGTCATCA CCGTCGACGGCTGGCCAAGTTGTCTA

APOA1 11q24.2 IID 301 409, 108 N/A?  AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG  AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA
(Alu)

PV92 16q24.3 I/ID 300 716, 416 N/A?  AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG
(Alu)

MID818 16p13.13 1I/D 24 143, 119 N/A?  TAGAGCCAGTTAGAGGGAGG ACTTCAGTCGTCACTCCATC

Sb19.3 19p11 IID 311 767, 456 N/A?  TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG  AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC
(Alu)

MID154 20q11.22 1/D 26 147,121 N/AY  GGCTCTGACTGAGAAACTGA AACAGGCAATCCTCCTAAGT

2 SNP: polimorfismo de nucleétido simple; ® Ins: tamario de la insercién en pb; ¢ Ta: tamafio del alelo en pares de bases (pb); ¢ N/A: no aplica

Cuadro suplementario 4. Proporciones de los componentes africano, europeo y amerindio calculadas para las dos poblaciones
y la muestra completa a partir de los AIM

Autoidentificacion

Componente ancestral / media * DE; mediana, 25:75

Europeo Amerindio Africano
Afro-colombiano, n=122 0,150+0,125; 0,098+0,121; 0,75+0,184
0,10, 0,07: 0,162 0,13, 0,10: 0,182 0,76, 0,64: 0,82

Mestizos, n=104

Muestra completo, n=226

0,52, 0,48: 0,562

0,652+0,100; 0,193+0,075;

0,382+0,275 0,142+0,113

0,39, 0,35: 0,462

0,155+/-0,081;
0,06, 0,04: 0,082

0,476+0,332

aRecurso: Galanter, et al. (28). Los componentes genéticos ancestrales estan dados en media + desviacion estandar (DE); mediana y percentiles

25:75 (24).

Cuadro suplementario 5. Frecuencias alélicas y equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra completa y ajustada por auto-

identificacion
Gen  SNP? MAF® Muestra Autoidentificacion Poblacion ancestral (NCBI)
completa _ .
Afrocolombiano Mestizo Europea* Amerindia® Africana®
TNFA rs1800750 A 0,0381¢ 0,0333 0,0437 0,009 0,050 0,004
IL6 rs2069843 A 0,0942 0,1134 0,0721 0,013 0,080 0,146
IFNG rs2069705 T 0,4797 0,4667 0,4951 0,624 0,410 0,536

aSNP: polimorfismo de nucledtido simple; ® MAF: alelo de menor frecuencia (MAF) reportado en la base de datos internacional del National Center for
Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nIm.nih.gov/; ¢ Esta variante para esta poblacién se encontré por fuera del equilibrio debido a exceso
de heterocigotos; ¢ Frecuencias alélicas en las poblaciones con origen europeo, amerindio o africano reportadas en el NCBI.
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Valoracién mediante espirometria de
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Introduccion: Las enfermedades respiratorias derivadas de la exposicion a material en particulas,
como sucede en la mineria del carbén, contintia siendo un reto investigativo en el pais y un problema
de salud publica. La espirometria es una prueba de la funcién respiratoria, fundamental para el
diagndstico y la vigilancia de este tipo de enfermedades pulmonares crénicas.

Objetivo. Determinar los valores de la espirometria en la poblacién minera de carb6n del municipio de
Paipa, y su asociacion con la edad y el tiempo de exposicion laboral.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal. Se diligencioé el cuestionario
de enfermedad respiratoria ocupacional de la American Thoracic Society (ATS), se registraron las
mediciones de la espirometria y se interpretaron siguiendo las recomendaciones internacionales.
Resultados. La muestra incluy6 226 trabajadores de minas de carbén de Paipa; en 12,3 % (n=28) de
ellos se registraron alteraciones leves, de tipo obstructivo o restrictivo. En 35 % (n=80) hubo disminucion
de la relacion entre la capacidad vital forzada y el volumen espirado en el primer segundo (CVF/VEF,)).
Se encontré una asociacién estadisticamente significativa entre el rango de edad (p=0,002) y los afios
de trabajo minero (p=0,34), ademas de trastornos restrictivos y obstructivos. Asimismo, hubo una
asociacion estadisticamente significativa entre el rango de edad (p<0,01) y los afios de trabajo minero
(p<0,01), de diferente seriedad en el patrén de las mediciones de la espirometria.

Conclusiones. La espirometria es una prueba Util para detectar la presencia de trastornos
respiratorios en la poblacién minera del carbén. La enfermedad respiratoria en estos mineros estuvo
significativamente asociada con el tiempo de exposicion.

Palabras clave: espirometria; mineria; carbén; ocupaciones; material particulado; exposicién a riesgos
ambientales.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3364
Spirometry in a population of coal miners in Paipa, Colombia

Introduction: Respiratory diseases resulting from exposure to particulate matter such as in coal
mining remains a research challenge in this country and a public health issue. Spirometry is a basic
test of fundamental respiratory function for the diagnosis and monitoring of these types of chronic
lung diseases.

Objective: To determine spirometric values in the coal mining municipality of Paipa and their association
with age and occupational exposure times.

Materials and methods: We conducted a descriptive cross-sectional study. The occupational respiratory
disease questionnaire of the American Thoracic Society (ATS) was completed while spirometric
measurements were performed and interpreted in accordance with international recommendations for
conducting the test.

Results: The sample consisted of 226 coal mining workers of the municipality of Paipa. Twenty-eight
subjects (12.3%) of the sample showed patterns of obstructive and restrictive respiratory disease
with mild degrees of severity. Eighty subjects (35%) showed a decrease in the forced vital capacity
ratio/expiratory volume in one second (FVC/FEV,). A statistically significant association between age
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range (p=0.002) and years of mining work (p=0.34) with the development of restrictive and obstructive
disorders was found. Also, there was a statistically significant association between age range (p<0.01)
and years of mining work (p<0.01) with various degrees of severity of the spirometric pattern.

Conclusions: Spirometry is a useful test for detecting the presence of respiratory disorders in the
population of coal miners. The time of exposure was significantly associated with the respiratory

disease exhibited by these miners.

Key words: Spirometry; mining; coal; occupations; particulate matter; environmental exposure.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3364

El carbdn es el combustible fosil mas abundante
en la naturaleza, y su produccion mundial asciende
a 860.938 millones de toneladas al afo. La pro-
duccién de este mineral ubica a Colombia en el
décimo primer lugar, con 6.593,4 millones de
toneladas, equivalentes al 0,8 % de la produccion
mundial, lo cual lo convierte en el pais con mayores
reservas de carb6n en América Latina (1).

La explotacién de carbdn representa una actividad
importante debido a la gran demanda energética de
paises como China, India, Japon, Estados Unidos
y Sudéfrica. Su extraccion y consumo se asocian
con el crecimiento econdmico, pero también, con
la contaminacion del medio ambiente (2).

La mineria del carbdn se considera como la més
contaminante en todas las etapas de su proceso
productivo y se asocia con problemas de salud
en las comunidades, de integridad ecoldgica y en
el clima global (3-5). Ademas, la actividad minera
artesanal ha sido desatendida por los gobiernos
en términos de salud ocupacional, condiciones
de explotacion, marginalidad econdmica y social,
tecnologia precaria e inestabilidad laboral.

Estos obstaculos impiden que se den las condi-
ciones laborales y ambientales que garanticen la
proteccion integral de la salud de los trabajadores
(6). Entre las principales particulas que se trans-
miten por el aire en la explotacion minera, esta
el silice cristalino libre, que es el compuesto
mas abundante en la superficie terrestre y, por
consiguiente, el polvo mas comun en el aire
al que estan expuestos los mineros. El silice
produce silicosis, una neumoconiosis tipica que
se desarrolla internamente tras muchos afios de
exposicién. Ademas del silice, o del silicio, otras
particulas microscopicas suspendidas en el aire a
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las que esta expuesta la poblacion minera, son las
de amianto y el polvo de carbdn, cuya inhalacién
puede causar el mesotelioma y la asbestosis (otro
tipo de neumoconiosis) (7). En algunos estudios,
se ha evidenciado la movilizacion de elementos
como el fluor, con grandes repercusiones en la
salud (8-12).

La neumoconiosis es la enfermedad mas estudiada
en los mineros de carbdn. Est4 asociada con la
exposicion al material en particulas (13), especifica-
mente proveniente del hierro y del silice del mineral
(14,15). Apesar de todos los esfuerzos dedicados a su
prevencioén, la neumoconiosis continla presentan-
dose en los paises industrializados y en desarrollo.
Se sabe que la evolucién de la neumoconiosis
es insidiosa y progresiva; en sus etapas iniciales
evoluciona de manera asintomatica y, en la mayoria
de los casos, se diagnostica cuando las complica-
ciones y secuelas pulmonares se encuentran en un
estado avanzado en los trabajadores. El diagndstico
tardio imposibilita la atencion médica oportuna para
disminuir el dafo pulmonar pues, como casi todas
las enfermedades pulmonares ocupacionales, es
irreversible y no hay un tratamiento especifico (16).

El nimero de trabajadores expuestos a polvo de
silice en Colombia se ha estimado en 405.855, lo
gue corresponde a 6,1 % del total de los traba-
jadores afiliados al Sistema General de Riesgos
Profesionales (17). En 37,7 % de los centros
de trabajo del departamento de Boyaca, se ha
determinado que el material en particulas es un
factor de riesgo respiratorio (18). A pesar de estas
cifras, el estudio de los posibles impactos de la
mineria del carbon en la salud son incipientes y
hay muy pocas referencias de la gran prevalencia
de sintomas respiratorios y alteracion de la fun-
cién respiratoria, relacionada con la explotacion
del carbén (19-26).

La American Thoracic Society y el American
College of Chest Physicians han recomendado
que la espirometria sea parte de la evaluacion de
rutina de los pacientes con enfermedades respira-
torias y de aquellos con riesgo de desarrollarlas.
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La espirometria es un estudio simple, sin riesgo y
reproducible, que permite efectuar la mejor eva-
luacion funcional cuantitativa de las caracteristicas
mecanicas de la respiracion, y hacer el seguimiento
del paciente y de los tratamientos instituidos (27).
La espirometria se considera una valiosa prueba
de deteccién general de la salud respiratoria y de
exploracion de la funcién pulmonar (28), por lo que
deberia considerarse fundamental para la deteccion
precoz, el diagnostico, la valoracién de la seriedad
y el seguimiento de las enfermedades respiratorias
crénicas, especialmente de aquellas que cursan
con obstruccion del flujo aéreo (29,30).

En este contexto, el presente estudio tuvo como
propdsito determinar los valores de la espirome-
tria y su asociacion con la edad y el tiempo de
exposicion laboral de una poblacién de mineros
del carbén del municipio de Paipa, de manera que
se establezca una linea de base que sirva para
orientar la implementacion de estrategias que miti-
guen el riesgo respiratorio.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio descriptivo de corte
transversal entre el 2014 y el 2016 en el marco de
un proyecto mayor de investigacion de la poblacién
minera de carbon de Paipa, Colombia.

De la poblacion total de trabajadores que cumplian
con los criterios de inclusion, se tomé una muestra
utilizando el programa Epidat®, con una precision del
5 %, una confiabilidad del 95 % y una prevalencia
esperada de alteracion funcional respiratoria del
26,1 %. El muestreo de la poblacién de estudio se
hizo de forma no probabilistica, por conveniencia.

Se incluyeron mineros de carbon de las veredas
Salitre 1y 2, Volcan, Cruz de Murciay Jazminal, del
municipio de Paipa, que desempefiaran cualquiera
de las actividades de la mina (malacatero, cochero,
piquero, administrador, trabajador en superficie
0 bajo tierra). Se excluyeron de la muestra los
mineros con una vinculacion laboral minera inferior
a cinco anos y los menores de edad.

Se consideraron como variables de interés aspec-
tos sociodemograficos como la edad, el sexo, los
anos de trabajo en la mineria y el terreno de trabajo
(bajo tierra o superficie). Para evaluar los antece-
dentes toxicos y alérgicos y la sintomatologia
respiratoria (exposicion a humo de lefia y cigarrillo,
disnea, tos), se us6 el cuestionario de enfermedad
respiratoria ocupacional de la American Thoracic
Society, ATS (31).
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Evaluacion por espirometria

Se evalud el patron de la espirometria (obstructivo,
restrictivo o mixto), la seriedad de la enfermedad y
los valores especificos de la espirometria: la capaci-
dad vital forzada (CVF), el volumen espirado forzado
en el primer segundo (VEF), la relacion entre el
volumen espirado forzado en el primer segundo y la
capacidad vital forzada (VEF,/CVF), el flujo espira-
torio forzado,, .. y el flujo espiratorio pico (PEF).

La prueba (datos demograficos del paciente, datos
ambientales, andlisis de graficas, calibracion con
jeringa de tres litros), se hizo segun las reco-
mendaciones internacionales de la Asociacion
Latinoamericana del Térax (ALAT) (32-34). Para su
interpretacion, se tomaron los valores de referen-
cia del National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) Il y la graduacion A de calidad
de la prueba.

Se utilizd un espirometro Vitalograph ALPHA
Touch Modelo 6000° (Vitalograph), calibrado con
jeringa de tres litros. Para evaluar el principio de
deteccion de flujo, se utilizd un neumotacégrafo
de Fleisch. La contrapresion de referencia fue
menor de 0,1 kPa/L/s a 14 L/s, que cumple con
las normas de la American Thoracic Society y la
European Respiratory Society (ERS) de 2005.

La deteccion del volumen se hizo por integracion
de flujo, con muestreo a 100 Hz. La exactitud
del volumen fue de £3 % o 0,05 L,con volumen
maximo de 9,99 L, y volumen minimo de 0,01
L. La linealidad aceptada fue mayor de =3 %.
La exactitud en las condiciones del rango de
temperatura de operacion fue de +10 % 0 0,3 L/s
de flujo, con un flujo méximo de £16 L/s y un flujo
minimo de +0,02 L/s.

Procesamiento y analisis de datos

Los datos recolectados se almacenaron, se tabula-
ron y se sistematizaron con el paquete estadistico
SPSS™, versiéon 20.0 (Chicago, IL). La prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk se utilizé para analizar
la distribucion de los datos en cada variable. Se
evaluaron las medias para las variables continuas y
las proporciones para las categoricas o nominales,
con sus correspondientes intervalos de confianza
(IC). La prueba de ji al cuadrado se utilizd para
determinar la significacion estadistica de las posi-
bles asociaciones resultantes del analisis bivariado.
Ademads, se establecieron relaciones de variables
numéricas mediante la aplicacién de pruebas
paramétricas (Pearson). Se acepto la significacion
estadistica con un valor de p<0,05.
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Consideraciones éticas

El proyecto marco fue avalado formalmente por el
Comité de Bioética de la Universidad de Boyaca
(CB 121 del 29 de enero de 2015), a partir de
lo establecido en la Resolucion 008430 de 1993
emitida por el Ministerio de Salud, y se categorizé
como una investigacion de minimo riesgo. Ademas,
se conto con la aceptacion y la firma del consen-
timiento informado.

Resultados
Aspectos sociodemogréficos

Los 226 mineros seleccionados del total de 980,
eran todos de sexo masculino. En cuanto al terreno
de trabajo, 92 % (IC,,,, 88-95) de los participantes
trabajaba bajo la superficie. El promedio de edad
fue de 36 anos (DE=+0,31; IC,,, 35-38),y 17,7 %
(n=226) de los sujetos de estudio estaba entre los
31 y los 40 afos de edad. El promedio de tiempo
de trabajo que reportd el grupo de mineros fue
de 16 anos (DE=+10,52; IC,,, 15-17), y 40 % de
ellos llevaba trabajando entre 5y 10 afos. El 76 %
(IC,,,, 70-81) de la muestra tenia antecedentes de
exposicion al humo de leha y 62 % (IC,,,, 55-68), al
humo de cigarrillo. Con respecto a la presencia de
sintomas respiratorios, 20 % (IC,,, 14-25) presen-
taba tos y 15 %, disnea (IC._, 10-19).

Patrones de la espirometria'y gravedad

95%

En 13,2 % (n=30) de los participantes, se registraron
alteraciones de tipo obstructivo (12,3 %; n=28)
o restrictivo (1 %; n=2). El 9,8 % de los mineros
presentd una anormalidad leve en la espirometria,
fuera obstructiva (8,8 %) o restrictiva (1 %); otros,
en porcentajes menores, se clasificaron como de
seriedad moderada o como una variante fisiologica
(cuadro 1).

Parametros especificos de la espirometria

En el 35 % de la poblacion, se registré una dis-
minucion de la relaciéon entre la capacidad vital
forzaday el volumen espirado en el primer segundo
(VEF)), lo cual concuerda con la presencia de
trastorno obstructivo entre los participantes. En 32
% de ellos, se registré alteracion del flujo espiratorio
forzado . (FEF: 75%), lo cual es indicativo de una
grave alteracion fisiologica de las vias aéreas.

Relacién entre el patrén general de la
espirometriay el rango de edad

Se observo una asociacion estadisticamente sig-
nificativa (p=0,002) entre la edad y el desarrollo
de trastornos restrictivos u obstructivos. El mayor
porcentaje de mineros con un patron restrictivo
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estaba en el grupo de edad de los 18 a los 25 afios,
en tanto que los mineros con patron obstructivo
eran mayores de 45 afios (cuadro 2).

Relacion entre el patrén de la espirometriay los
afios de trabajo minero

Se presentd una asociacion estadisticamente sig-
nificativa (p=0,34) entre los anos de trabajo y el
desarrollo de trastornos pulmonares (cuadro 3).

Asociacién entre la gravedad de los patrones
de la espirometriay el rango de edad

Se demostré una asociacion estadisticamente sig-
nificativa (p<0,01) entre gravedad del patrén de la
espirometria y el rango de edad, registrandose la
mayor gravedad a partir de los 41 a 45 afios de
edad (cuadro 4).

Asociacién entre la gravedad de los patrones
de la espirometriay los afios de trabajo minero

Hubo una asociacién estadisticamente significativa
(p<0,01) entre seriedad del patrdn de la espirometria
y los afos dedicados a la mineria, registrandose la
mayor proporcion de casos graves a partir de los
26 a 30 afos de trabajo minero (cuadro 1).
Discusion

El estudio demostré que la espirometria fue una
herramienta Util para evaluar la presencia de
enfermedad pulmonar en un grupo de mineros
de una poblacidon dedicada a la explotacion de
carbdn. Se evidencioé que predomind la alteracion
obstructiva y que el trastorno de tipo restrictivo
tuvo menor frecuencia; la anormalidad en la
espirometria, fuera obstructiva o restrictiva, fue
leve en la mayoria de los casos; en la espirometria,
los patrones de CVF/VEF,y de FEF_, registraron
disminucion en sus valores. La edad y los afios de
trabajo minero se asociaron con la presencia de
trastornos en la espirometria y su gravedad.

Los parametros de las pruebas de funcion pulmo-
nar presentaron una gran variabilidad entre los
individuos, ya que dependen de las caracteristicas
antropométricas de los pacientes, como se ha
documentado previamente (34).

El sexo de los sujetos de la muestra de estudio refleja
que la actividad laboral en las minas de carbon esta
a cargo de los hombres, fundamentalmente, lo cual
coincide con los datos reportados en los estudios
de Gonzalez, et al. (20), Garrote, et al. (25), Ospina,
et al. (24), y Jiménez, et al. (26), en los cuales la
mayoria de los trabajadores, cuando no todos,
también eran del sexo masculino. En general, son
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Cuadro 1. Asociacion entre la gravedad de los patrones de la espirometria y los afios de trabajo minero

Grado de Afos de trabajo minero p
gravedad y
patréndela ©9al0 11al5 16a20 2l1a25 26a30 3la35 36a40 4la45 46a50 Total

espirometria

% n % n % n % n % n % n % n % n % n %

Variante 2 400 1 200 0 00 O 00 O 00 1 200 1 200 0 00 0 00 5 100
fisiologica
Leve 6 27,3 3 136 2 91 4 182 2 91 3 136 1 45 0 00 1 45 22 100 0,000*
Moderado o o0 0 OO O OO O OO 1 333 1 333 0 00 1 333 0 0,0 3 100
Normal 82 41,8 44 224 29 148 13 66 9 46 8 41 9 46 2 10 0 00 196 100
Total 90 48 31 17 12 13 11 3 1 226
* Significacién estadistica, con p<0,05
Cuadro 2. Patrén de la espirometria y rangos de edad
Patron Rangos de edad (afios) p

general de la
espirometria 18225 26a30 31a35 36a40 4la45 46a50 51ab55 56a60 60a65 Total

n % n % n % n % n % n % n % n %

=]

% n %

Obstructivo 3 107 2 71 1 36 4 143 8 286 2 71 3 10,7 3 107 2 7,1 28 100
Restrictivo 1 50 0 00 O 00 O OO0 O 00 150 0 00 O 00 0 00 2 100 0,002*
Normal 35 179 31 158 39 199 36 184 25 128 9 46 17 87 3 15 1 5 196 100

Total 39 17,3 33 146 40 17,7 40 17,7 33 146 12 53 20 88 6 2,7 3 13 226 100

* Significacion estadistica con p<0,05
Cuadro 3. Patrén de la espirometria y afios de trabajo minero

Patrén Afios de trabajo minero p

general de la
espirometria 5a10 11al5 16a20 21a25 26a30 31a35 36a40 4la45 46a50 Total

n % n % n % n % n % n % n %

5

%

=}

% n %

Obstructivo 6 214 4 143 2 71 4 143 3 107 5 179 2 71 1 36 1 36 28 100
Restrictivo 2 100 o 00 O 00 O OO O OO O OO OOO O OO O 00 2 100 0,034
Normal 82 418 44 224 29 148 13 66 9 46 8 41 9 46 2 10 0 00 19 100

Total 90 398 48 212 31 13,7 17 75 12 53 13 58 11 49 3 13 1 4 226 100

* Significacion estadistica con p<0,05
Cuadro 4. Grado de seriedad de los patrones de la espirometria y rangos de edad

Grado de Rangos de edad (afios) p

seriedad y
patrén dela  10a25 26 a 30 31a35 36240 4l1a45 46a50 51a55 56a60 60a65  Total
espirometria

% n % n % n % n % n % n % n %

>

% n %

n 0 00 1 200 0 00 2 400 O 00 1200 1 200 0 00 O 0,0 5 100

Leve 4 182 1 45 1 45 2 91 8 364 1 45 1 45 3 136 1 45 22 100 0,000*
Moderado o o0 O 00 O 00 O O00 O 00 133 13383 0 00 1 333 3 100

Normal 35 179 31 158 39 199 36 184 25 128 9 46 17 87 3 15 1 5 196 100

Total 39 33 40 40 33 12 20 6 3 226

* Significacién estadistica con p<0,05

escasos los estudios que mencionan la presencia Al examinar la participacién diferenciada por sexo
de mujeres entre la poblacion minera, por lo cual en este sector, las cifras de empleo en Colombia
no se las incluye en las poblaciones de estudio. correspondientes al periodo de 2001 a 2006 y
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publicadas por el Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE), establecen que,
en el 2001, las mujeres representaban el 18,6 % de
la fuerza de trabajo ocupada en el sector minero,
mientras que, en el 2006, representaban el 19,8 %,
pasando de 17.000 a 43.000 trabajadoras en esta
rama de la industria. Por el contrario, los hombres
pasaron de 74.000 a 174.000 ocupados en este
sector durante el mismo periodo, es decir, pasaron
de representar el 81,4 % al 80 % del total.

Se encontr6 en el estudio que 92 % de los mineros
de carbon desarrollaba su actividad bajo la super-
ficie, lo cual coincide con lo hallado en otros estu-
dios en los que se han encontrado porcentajes de
68,8 % (20), 69,5 % (26), 72,4 % (24) y 85,3 %
(25). Ello implica que esta poblacion esté expuesta
no, solo al material en particulas, sino a gases
contaminantes, ya que en la mayoria de estas
minas la extraccion del carbén se hace con técni-
cas rudimentarias.

El promedio de edad de la muestra estudiada (36
afos) es similar a lo reportado en los estudios de
Gonzalez, et al., y de Ospina, et al. (20,24), en
los cuales la edad promedio fue de 30 afos, asi
como en los de Jiménez, et al. (26), con una edad
promedio de 31,5 anos, y en los de Gonzdlez, et
al. (20), y de Abril, et al. (36), en los cuales la edad
promedio fue de 37 anos.

En este estudio, la edad minima fue de 18 afos, sin
embargo, esta cifra no representa la realidad de la
poblacién, ya que aqui se incluyeron solo mineros
mayores de edad. De todas maneras, se encontrd
gue en la poblacién estudiada las personas de
18 anos llevaban en promedio de dos a tres afnos
trabajando en las minas, lo que demuestra que
iniciaron su actividad minera antes de cumplir la
mayoria de edad permitida para laborar. En los
estudios mencionados, la edad fue menor, entre
los 15y los 17 anos. A pesar de que en el presente
estudio la edad maxima fue de 65 afos, algunos
estudios revisados reportaron mineros de carbén
mayores de 65 afios (21).

En cuanto a los afnos de trabajo en el sector
minero, la muestra del estudio reporté6 una media
de 16 afos, con un minimo de 5 y un maximo de
45 anos. Estos datos son similares a lo reportado
por Jiménez, et al. (26), en cuyo estudio el tiempo
de trabajo en las minas fluctu6 entre menos de un
afo y 46 anos. Esto demuestra que la exposicion
a riesgos fisicos y quimicos es inherente a esta
actividad laboral y que el riesgo de desarrollar
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problemas pulmonares es mayor, lo cual justifica
la necesidad de vigilar la salud de los trabajadores
mineros (24).

En cuanto a los antecedentes téxicos y alérgicos,
el 76 % de la poblaciébn minera estudiada tenia
antecedentes de exposicién al humo de lefa vy, el
62 %, al humo de cigarrillo. Estos hallazgos son
similares a lo encontrado por Gonzalez, et al. (20),
quienes confirmaron el uso de lefia y carbén para
la preparacion de la comida en los hogares de este
grupo de trabajadores.

En cuanto a la sintomatologia respiratoria de la
poblacion minera estudiada, la tos se presentd
en el 20 % y la disnea en el 15 %, una proporcién
menor que la reportada en el estudio de Gonzalez,
et al. (20), quienes registraron que el 42,7 % de los
encuestados experimentaban tos crénica y que los
sintomas respiratorios se presentaban con mayor
frecuencia en quienes trabajaban bajo la superficie
y en profundidad, como los piqueros y cocheros.
Asimismo, segun los datos reportados por Garrote,
et al. (25), el 90 % de la poblacién del estudio tenia
algun sintoma respiratorio (disnea, tos, expectora-
cion o sibilancias, morbilidad respiratoria), lo cual
contrasta con los datos reportados en este estudio.
La disnea en la muestra estudiada, se present6 en
un porcentaje similar al reportado anteriormente
en la poblacién minera de este municipio, donde el
sintoma se valor6 con tres escalas de percepcion
de fatiga y registr6 grados bajos y medios (21). Este
dato probablemente esté asociado con el inicio de
la enfermedad respiratoria cronica, cuando aln no
hay compromiso de la relacién entre la ventilacion y
la perfusién, o esta no es sugestiva de enfermedad
respiratoria en progreso.

Con respecto a la saturacion arterial de oxigeno
de la poblacién minera estudiada, solo disminuyd
en el 11 %, resultado similar a lo reportado en el
estudio de Gonzalez, et al. (20), en el que el 3,9 %
del total de la poblacién de estudio presenté una
saturacion arterial de oxigeno inferior al 90 %.

En cuanto a los hallazgos de la espirometria, el
estudio reveld que el13,2% (n=30) de la muestra
presentaba alteraciones de tipo obstructivo o res-
trictivo, dato que contrasta con los resultados de
Gonzélez, et al., en el 2009, en esta misma pobla-
cion (20), quienes reportaron un patron anormal
en la espirometria en el 26,1 % de la muestra, asi
como con las cifras informadas por Garrote, et
al. (25) en el 2013, del 97,6 % de los sujetos con
alteracion en la espirometria.
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Con respecto al tipo de patrén anormal de la
espirometria, en este estudio se registraron 12,3 %
(n=28) de patrones de obstruccion y 1 % (n=2) de
patrones de restriccion. Estos porcentajes difieren
significativamente de los patrones registrados en
el estudio de Gonzaélez, et al. (20), de 21,5 % con
el obstructivo, 72,9 % con el restrictivo y 5,6 %
con el mixto, y el de Garrote, et al. (25), de 2,4 %
(n=4) con el obstructivo y de 7,8 % (n=13) con el
restrictivo. Estas diferencias se pueden atribuir a
los criterios de inclusiéon y exclusién establecidos
en cada estudio, al igual que al tamafo de la
muestra y al tipo de muestreo utilizado.

En el 9,8 % de los participantes, la seriedad de
las alteraciones obstructivas o restrictivas en la
espirometria fue de grado leve. Este porcentaje
difiere del reportado por Gonzalez, et al., quienes
registraron grados entre moderados y muy graves
en 33,6 % de la muestra. Esta diferencia se debe,
probablemente, a un tiempo de exposicion mas
prolongado y a rangos de edad més avanzada en
este Ultimo estudio (20).

Al analizar cada uno de los parametros de la
espirometria, se pudo observar que, en términos
generales, estuvieron dentro de los limites de
normalidad para este tipo de mineros. Estos
resultados constituyen un aporte significativo
a la caracterizacion de estas poblaciones, que
no habian tenido una valoracion respiratoria
detallada, por lo menos en nuestro medio. A
diferencia del estudio de Gonzalez, et al. (20),
en el 2009 en esta misma poblacién, el valor
agregado del presente estudio radica en que se
detallaron parametros de la espirometria como la
CVF, el VEF,, la relacion CVF/VEF,, el FEF, .y
el FEP. Los datos de este estudio demostraron
una disminucion de la relacion CVF/VEF, en el
35 % de la poblacién, dato que es coherente con
la frecuencia de los patrones obstructivos en la
espirometria, en la cual este pardmetro funcional
es un marcador importante para la tipificacién
de este tipo de alteracion (33). Asimismo, las
disminuciones en el FEF,, . indican que se ha
producido una alteracion fisiolégica de las vias
aéreas de gran calibre, aspecto que ratifica, una
vez mas, los patrones obstructivos registrados.

En otros estudios a nivel internacional en pobla-
ciones mineras para evaluar la funcion pulmonar
a partir de pruebas de espirometria, como el de
Wang, etal.(37), en una poblacién de 6.373 mineros
de minas subterrdneas de carb6n de algunos
condados de Estados Unidos, se han reportado
anormalidades en la espirometria en el 13,1%
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(n=836) de ellos: 6,4 % con patron restrictivo, 5,4 %
con patrén obstructivo y 1,3 % con patron mixto.
A pesar de la diferencia de contextos y de las
muestras, los hallazgos muestran similitudes con
los de este estudio en los porcentajes totales de las
alteraciones. Asimismo, es patente una diferencia
en los patrones de anormalidades en la espirome-
tria, que, en este estudio, fueron mas frecuentes
para la obstruccién que para la restriccion, en tanto
gue no se encontraron patrones mixtos.

Altekruse, et al. (38), reportaron porcentajes de
valores de la CVF/VEF, significativamente infe-
riores con el aumento de los afos de trabajo en
trabajadores con caolinosis, datos que de alguna
forma guardan similitud con los hallazgos de este
estudio, en el que se reportd una disminucion de la
relacion CVF/VEF, en el 35 % de los participantes
evaluados. Ademas, hubo una asociacion esta-
distica significativa (p=0,34) entre los afios de
trabajo minero, un tiempo de exposicion de 5 a
10 afios y el desarrollo de trastornos restrictivos u
obstructivos, lo cual se tradujo en una disminucion
de los parametros funcionales mencionados.

En un grupo de mineros de un distrito de
Nottinghamshire con edades entre 40 y 70 afios
(39), valorado con pruebas de funcién pulmonar,
se observo un déficit medio en el VEF, cuantificado
en un litro o mas con respecto a los valores de
FEV, predichos, lo cual reafirma la constancia en
la disminucion de este parametro de la funcién
pulmonar y de la relacién entre CVF y VEF, , como
se constatd en este estudio y en otros mas en el
contexto internacional (40-42).

La asociacion estadisticamente significativa (p=0,34)
reportada en el estudio entre los afos de trabajo
minero (tiempo de exposicién) y la aparicion de
la alteraciéon en la espirometria, reafirma la rela-
cion lineal estadisticamente significativa que se ha
reportado también en los estudios de Naidoo, et al.
(43), y de Lopez, et al. (44).

Una de las fortalezas de este estudio es la contri-
bucién de nuevos datos sobre la funcion pulmonar
en la poblacion minera del carbén, lo cual permitira
cuantificar de forma objetiva los dafos ocasionados
por esta actividad laboral para que la exposicién
al material en particulas se dimensione como un
problema de salud publica en el contexto local,
regional y nacional, en aras del establecimiento de
politicas especificas.

Las limitaciones del estudio estan relacionadas con
el tipo de muestreo, pues no permite generalizar
los resultados con precision estadistica para esta
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poblacion (sesgo de confusién en la fase de disefio).
También, hubo un sesgo de medicion y no se con-
templ6 el control de las variables de confusién o
distractoras; sin embargo, el estudio abre la puerta
a futuras investigaciones que contemplen el control
de este tipo de sesgos y variables de confusion, con
lo cual se podran hacer extrapolaciones internas y
externas de los resultados.

Los resultados del trabajo brindan datos de base
muy importantes para implementar un programa
integral de rehabilitacion pulmonar en la pobla-
cién afectada.
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