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Editorial

El drama de las enfermedades tropicales desatendidas

Las enfermedades tropicales desatendidas son un grupo de cerca de 20 enfermedades infecciosas pre-
sentes en 149 países, las cuales afectan a más de mil millones de personas en el mundo, principalmente 
en África, Asia y Latinoamérica. La gran mayoría se presenta en forma simultánea en un mismo lugar 
e, incluso, una persona puede padecer más de una de ellas simultáneamente. Desde el punto de vista 
institucional y social, estas enfermedades presentan una serie de dificultades que les son inherentes 
y aumentan el drama de las personas que las sufren. Entre estas, cabe destacar las características 
sociales y económicas de las poblaciones afectadas, las pocas opciones terapéuticas con que cuentan, 
la escasa información científica de calidad sobre la eficacia y la seguridad de los tratamientos disponibles, 
las dificultades de acceso a los tratamientos médicos y la tardanza con que los gobiernos actualizan los 
protocolos y las guías de manejo.

Además de su alta incidencia, las enfermedades tropicales desatendidas afectan a las poblaciones 
más pobres de los países más pobres. Son grandes núcleos de población de bajos ingresos y nivel 
de escolaridad, que viven en lugares remotos, apartados de los centros de atención médica, donde el 
acceso al agua potable y al saneamiento básico es limitado y, en ocasiones, inexistente. Se trata de 
poblaciones olvidadas y desatendidas, aquejadas por enfermedades que –aunque muchas veces son 
objeto de programas especiales de los ministerios de salud– no por ello reciben una atención suficiente, 
eficiente y oportuna pues, en ocasiones, implican mayores dificultades para acceder al tratamiento, como 
en el caso de la leishmaniasis cutánea, cuyo tratamiento no se consigue comercialmente en las farmacias 
y puede obtenerse únicamente mediando un diagnóstico parasitológico. Y es precisamente allí donde 
radica el problema, dada la poca formación del personal de salud en torno al manejo de la enfermedad y 
la toma y lectura de las pruebas diagnósticas, lo que obliga a los paciente a acudir en repetidas ocasiones 
al centro de salud, o a optar por tratamientos empíricos con sustancias cáusticas o con plantas, como 
hemos podido comprobarlo directamente con las comunidades residentes en los lugares que son focos 
naturales de la infección.

Como consecuencia del perfil de las poblaciones que las padecen, las enfermedades tropicales 
desatendidas no son atractivas para las compañías farmacéuticas debido a la escasa rentabilidad que 
representan, situación que se ha visto reflejada en el poco desarrollo de fármacos, vacunas y pruebas 
diagnósticas, así como de medidas de prevención y de control. 

En diversos estudios se ha constatado que desde 1975 el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas 
para estas enfermedades ha sido mínimo, comparado con el de los productos para combatir otro tipo 
de enfermedades; es la llamada “brecha 90/10”, es decir, el 90 % de los recursos que se destinan 
para la investigación en medicamentos se concentra en enfermedades que afectan al 10 % de la 
población mundial (1). Sumado a esto, los medicamentos para tratarlas generalmente son adquiridos 
y distribuidos directamente por los gobiernos, mecanismo que si bien permite que las poblaciones 
pobres tengan acceso gratuito a ellos, también limita su comercialización abierta por parte de las 
compañías farmacéuticas.  

A estas dificultades debe sumarse el hecho de que, además de escasa, la investigación clínica de las 
enfermedades desatendidas es costosa, y lo que es peor, la poca investigación que se hace no se guía por 
normas unificadas, lo que deriva en estudios con multitud de diseños y resultados que no son comparables, 
y dificulta la realización de metaanálisis que permitirían hacer recomendaciones suficientemente 
sustentadas sobre esquemas de tratamiento bien definidos y ajustados a las características de los 
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pacientes y de las poblaciones. Para paliar esta situación, periódicamente la comunidad científica y los 
comités de expertos internacionales, liderados por la Organización Mundial de la Salud (OMS) y por la 
Organización Panamericana de la Salud (OPS), se reúnen para unificar los protocolos de los ensayos 
clínicos y emitir recomendaciones para el tratamiento de estas enfermedades. El material producto de 
estas reuniones se comparte con la comunidad académica y con las autoridades de salud de cada país y 
se pone a disposición de los gobiernos para que tomen decisiones y lo incorporen en las guías nacionales 
de manejo.

Si bien algunos países han aprovechado esta contribución para actualizar las guías de atención, otros, 
como es el caso de Colombia, no siempre tienen en cuenta dichas recomendaciones en el momento 
de revisar y ajustar sus protocolos.  Un  ejemplo de este problema es la reciente actualización de la 
guía de atención de la leishmaniasis en nuestro país; como se sabe, la leishmaniasis hace parte de 
las enfermedades tropicales desatendidas y su incidencia anual en Colombia es de 15.000 casos, 
aproximadamente, lo que ubica al país en el segundo lugar en las Américas en cuanto al número de 
casos (2).

En marzo de 2010 se llevó a cabo en la sede de la OMS en Ginebra el Segundo Comité de Expertos 
en Leishmaniasis, en el cual se trazaron nuevas recomendaciones para el tratamiento de las diferentes 
formas clínicas de esta enfermedad. La presencia de investigadores colombianos en dicho comité 
permitió socializar los avances clínicos nacionales y los aportes que el país ha hecho al estudio de la 
enfermedad. Antes de este encuentro, se llevaron a cabo revisiones sistemáticas de la literatura científica 
sobre alternativas terapéuticas, información que sirvió de base para la elaboración de las nuevas guías 
de manejo y control contenidas en el informe de la OMS (3). 

Al año siguiente de la reunión de la OMS, la OPS, con el apoyo de la Universidad de Antioquia, reunió 
en Medellín a los expertos en leishmaniasis y a las autoridades de salud latinoamericanas para adaptar 
las recomendaciones del Comité de Expertos de la OMS al contexto latinoamericano con base en la 
información regional disponible. En dicha reunión se elaboró el documento denominado “Leishmaniasis 
en las Américas – Recomendaciones para el tratamiento” (4), el cual constituye una valiosa herramienta 
de apoyo para que los programas nacionales de control de la enfermedad en cada país estructuren los 
protocolos de tratamiento. Después de la reunión en Medellín se ha seguido recabando información 
científica en los diversos países sobre alternativas terapéuticas locales y sistémicas, además de estudios 
sobre la costo-efectividad de los esquemas terapéuticos. 

En los dos documentos mencionados se introdujeron grandes cambios en las recomendaciones sobre los 
tratamientos con respecto a las adoptadas hace 20 años en la Primera Reunión del Comité de Expertos 
de la OMS. Después de la publicación de las nuevas guías de la OMS y la OPS, las guías colombianas 
no se actualizaron en los siguientes seis años, hasta que en el 2017 el Ministerio de Salud publicó las 
nuevas guías, pero en estas no se tuvieron en cuenta las recomendaciones de los comités de expertos 
y se mantuvieron esquemas terapéuticos que, dada su eficacia y seguridad, no deberían ser la primera 
elección para tratar a los pacientes colombianos (5).

Las universidades, los centros de investigación, así como algunas compañías farmacéuticas, se esfuer-
zan por generar nuevos conocimientos sobre las enfermedades tropicales desatendidas que permi-
ten adecuar las guías de manejo a las nuevas realidades clínicas y desarrollos científicos. Por ello, es 
imperioso que las autoridades nacionales de salud de cada país se comprometan en la tarea permanente 
de actualizarlas con base en esas nuevas realidades clínicas y epidemiológicas y en los resultados de los 
ensayos clínicos sobre alternativas terapéuticas más seguras, económicas y eficientes.

Iván Darío Vélez
Director, Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales, PECET, Facultad de Medicina, 
Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia
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Se estudió a una mujer de 19 años, con embarazo de cuatro meses, que presentaba cuatro úlceras 
cutáneas de tres meses de evolución, diagnosticadas por biopsia como leishmaniasis cutánea. El frotis 
directo y la leishmanina fueron negativos. 
Dado que todos los medicamentos usuales para la leishmaniasis cutánea están contraindicados en el 
embarazo, la paciente no recibió tratamiento, aunque curó espontáneamente durante el embarazo. Se 
cree que la leishmaniasis cutánea no tiene peligro para la mujer embarazada y que no hay transmisión 
de la madre al feto en el humano, aunque se ha detectado en animales en condiciones experimentales. 
La paciente tuvo un parto sin complicaciones y la condición de salud tanto de ella como de su hijo era 
normal a los dos años de seguimiento.

Palabras clave: leishmaniasis cutánea/terapia; embarazo; transmisión vertical de enfermedad infecciosa; 
hipertermia inducida. 
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Cutaneous leishmaniasis and pregnancy

We studied a 19-year-old woman, with a 4-month pregnancy who presented with four cutaneous leg 
ulcers of three months of evolution diagnosed by biopsy as cutaneous leishmaniasis. Direct smear and 
the leishmanin skin test were negative. 
Since all the usual medications for cutaneous leishmaniasis are contraindicated in pregnancy, she did 
not receive any treatment but cured spontaneously of her lesions during pregnancy. It is believed that 
cutaneous leishmaniasis does not carry danger for pregnant women and that there is no maternal-fetal 
transmission in humans, though it occurs in experimental animals. 
The patient gave birth without complications and both she and her son remained normal after two years 
of follow-up.

Key words: Leishmaniasis, cutaneous/therapy; pregnancy; infectious disease transmission, vertical; 
hipertermia inducida.
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Caso clínico

Se trata de una mujer de 19 años de edad, 
procedente de Picaleña, Tolima, en la semana 16 
de gestación. Tres meses antes había presentado 
una erupción máculo-papular generalizada durante 
dos semanas, la cual se resolvió sola, aunque 
persistieron algunas ulceraciones en las piernas, 
las cuales aumentaron de tamaño y presentaron 

secreción serosa, produciéndole dolor a la paciente 
(figura 1). La biopsia de una de las úlceras se 
diagnosticó como sugestiva de leishmaniasis o de 
micosis profunda.

La paciente y su esposo habían estado en la zona 
rural de Chaparral, Tolima, cinco meses atrás. 
El esposo había presentado una úlcera similar a 
las de la paciente hacía dos meses, la cual curó 
espontáneamente.

Examen físico

Se encontraron cuatro úlceras crateriformes, dos 
en cada pierna, de 3-4 por 2 cm, no dolorosas 
(figura 1). No había adenopatías y la mucosa nasal 
era normal.

mailto:josert@unisabana.edu.co
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A B C

En el examen directo de una de las lesiones no 
se encontraron amastigotes. La leishmanina fue 
negativa. En el cultivo se identificó Streptococcus 
aureus; se hizo una ecografía a las 17 semanas 
del embarazo, la cual fue normal.

En la revisión de la biopsia se encontró piel ulcerada 
con hiperplasia pseudocarcinomatosa e inflamación 
dérmica difusa granulomatosa, con macrófagos 
vacuolados y abundantes plasmocitos, así como 

un único conglomerado intradérmico de leucoci-
tos polimorfonucleares y ocasionales amastigotes 
fagocitados (figura 2).

Se recomendó crioterapia mientras culminaba el 
embarazo, tratamiento que no pudo efectuarse por 
la lejanía de la residencia de la paciente. A las 25 
semanas de embarazo, todas las úlceras mostra-
ban tendencia a cicatrizar espontáneamente. Se 
decidió seguir observándola mensualmente y no 
aplicar crioterapia.

En la revisión realizada dos meses después del 
parto, las lesiones habían cicatrizado, sin trata-
miento específico. El niño había nacido con peso 
normal y estaba en buen estado general. Se decidió 
no suministrar tratamiento. Se le dio información 
general sobre la enfermedad y sobre su control 
en caso de una eventual recidiva o la aparición de 
alguna lesión mucosa.

La paciente asistió a las citas de control cada seis 
meses durante dos años, sin que se presentara 
recidiva de la enfermedad ni lesiones mucosas. El 
hijo está en condiciones normales.

Discusión

Este caso representa un desafío importante en 
cuanto al diagnóstico de la leishmaniasis cutánea. 
¿Con qué frecuencia lo enfrenta el médico colom-
biano? ¿El riesgo de la enfermedad es diferente o 
especial en los casos de mujeres embarazadas? 
¿Qué peligro tiene el hijo de sufrir leishmaniasis 

Figura 1. Úlceras de borde grueso y fondo granuloso, algunas 
hiperqueratósicas, en las piernas

Figura 2. A. Imagen panorámica de la biopsia con hiperplasia notoria pseudocarcinomatosa e inflamación dérmica nodular y difusa 
que se extiende a la hipodermis superficial. Este patrón histológico sugiere de inmediato leishmaniasis cutánea. Hematoxilina y 
eosina, 2X. B. Foco de inflamación granulomatosa con células epitelioides, algunas gigantes, y numerosos linfocitos y plasmocitos. 
Hematoxilina y eosina, 20X. C. Plasmocitos y macrófagos vacuolados, uno de los cuales fagocita dos amastigotes. Hematoxilina 
y eosina, 100X
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congénita o perinatal? ¿Qué tratamiento debe 
recibir una mujer embarazada con leishmaniasis? 
¿Hay algún peligro para los niños convivientes de 
padres con leishmaniasis cutánea? ¿Cuál es el 
desafío que representa para los médicos colom-
bianos la leishmaniasis en mujeres embarazadas?

Las leishmaniasis son enfermedades cuyas for-
mas clínicas son la cutánea, la mucocutánea y la 
visceral, producidas por más de 20 especies de 
Leishmania que parasitan los macrófagos y que 
son transmitidas a los humanos por picaduras 
de insectos flebotomíneos (1,2). En Colombia 
se diagnosticaron 10.561 casos de la forma cutá-
nea, 122 de la mucocutánea y 60 de la visceral 
en el 2016 (3). El 71 % de los casos de leishma-
niasis cutánea ocurrió en hombres. No hay datos 
del porcentaje de mujeres en edad fértil entre los 
afectados, pero se supone que está alrededor 
del 30 % (2,3). Cuando se estudian focos de 
leishmaniasis con transmisión domiciliaria, la pro-
porción entre hombres y mujeres es semejante; es 
posible que la mujer tienda menos a consultar o 
que tenga menor acceso a los programas de salud 
(4). La leishmaniasis cutánea en el embarazo           
se presenta ocasionalmente en nuestro medio, 
pero los datos mencionados invitan a investigar si            
pasa desapercibida. 

Una situación parecida se presenta en Brasil, 
donde se registran 20.418 casos anuales (2) y son 
pocos los casos de leishmaniasis cutánea en el 
embarazo, a pesar de que 36 % de los pacientes 
son mujeres en edad fértil (5,6). El estudio que 
mayor número de casos reporta incluye 26 mujeres 
(5). En otro se señala que usualmente no se inclu-
yen mujeres embarazadas en los estudios, que 
existe la posibilidad de reabsorción fetal o de aborto 
en los casos de leishmaniasis cutánea y que los 
datos epidemiológicos son insuficientes (6). 

El embarazo disminuye la inmunidad celular de la 
madre (respuesta Th1) (6), por lo cual las enfer-
medades infecciosas, como la leishmaniasis cutá-
nea, pueden ser más notorias, con lesiones más 
protuberantes y más ricas en amastigotes en 
mujeres embarazadas (5). Pueden presentarse 
varias formas de respuesta inmunitaria, las cuales 
atacan tanto a la infección como al feto, o lo pro-
tegen pero promueven la enfermedad (7). Sin 
embargo, estas pacientes con leishmaniasis cutá-
nea no suelen presentar lesiones diseminadas ni 
lesiones mucosas metastásicas (5). En ellas se ha 
informado una mayor frecuencia de mortinatos y 
de parto prematuro (5).

En la paciente del caso que se presenta, llama 
la atención que no se detectaron los amastigotes 
en el examen directo, lo cual sugiere que había 
pocos parásitos. Asimismo, el resultado negativo 
de la leishmanina es un hallazgo que debe tenerse 
en cuenta en nuevos casos. En la biopsia se 
encontró el patrón usual de la leishmaniasis, con 
escasos amastigotes y, aunque se observó un 
conglomerado discreto de polimorfonucleares, no 
tenía la magnitud de los hallados en los casos de 
Brasil (5). Además, se observó un buen número de 
células epitelioides y gigantes, lo que indica una 
buena respuesta inmunitaria que no se correla-
ciona con la leishmanina negativa pero sí con la 
curación ‘espontánea’ de sus lesiones.

En los casos de mujeres embarazadas con leish-
maniasis cutánea, el feto no tiene riesgo de sufrir 
la transmisión vertical de la enfermedad (5,6). 
Experimentalmente, en ratonas preñadas con leish-
maniasis cutánea por L. mexicana, se demostraron 
reabsorción fetal, muertes fetales, menor peso al 
nacer, y presencia de ADN parasitario en la placenta 
y en el bazo de la madre y los fetos (8), es decir, 
hubo transmisión vertical de la enfermedad. Lo 
mismo ocurrió con hámsters preñadas, infectadas 
con L. panamensis en la primera semana de 
su embarazo, en cuyos hijos se encontró ADN 
leishmaniásico mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) (9). 

Estas complicaciones no se han demostrado en 
los humanos y se acepta que las diferentes formas 
etiológicas de la leishmaniasis cutánea no entrañan 
peligro de transmisión materno-fetal (5,6), aunque 
no hay estudios suficientes al respecto, porque, en 
general, no se estudia detalladamente la placenta 
(7). El médico debe estar vigilante y, en lo posible, 
hacer las pruebas para identificar la especie del 
parásito causante de la enfermedad. En esta 
paciente no fue posible estudiar la placenta ni 
identificar la especie del parásito.

Ella y su esposo se infectaron en Chaparral, en 
donde a partir del 2004, se presentó una epidemia 
con más de 3.000 casos de leishmaniasis cutánea, 
95 % de los cuales se debieron a L. guyanensis y    
5 % a L. panamensis (10).

En mujeres embarazadas con leishmaniasis vis-
ceral, el peligro para la madre y el feto es grande. En 
las madres, la enfermedad es más grave, incluso 
mortal, y el feto puede ser abortado, mortinato o 
tener transmisión vertical de la enfermedad, la 
cual suele expresarse en su primer año de vida 
(11,12). Por ello, es obligatorio que la madre reciba 
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tratamiento específico (11,12). La posibilidad de 
leishmaniasis visceral durante el embarazo en 
Colombia es muy remota, porque más del 90 % de 
los casos ocurre en menores de cinco años (1-3).

El tratamiento básico para las leishmaniasis en 
nuestro país es con antimoniato de meglumina 
(Glucantime®) y con fosfocolina (Miltefosina®), 
medicamentos que suministra gratuitamente el 
Ministerio de Salud y Protección Social (1). Ambos 
productos están contraindicados en el embarazo 
porque son teratogénicos (5-7). 

El antimoniato de meglumina se ha asociado con 
aborto, prematuridad y malformaciones congénitas 
espinales (5,6,13). Se ha sugerido que la mujer 
embarazada con leishmaniasis cutánea no debe 
recibir tratamiento porque la enfermedad no 
entraña riesgo para ella ni para el feto, y porque 
en el posparto la inmunidad celular materna se 
recupera debido al aumento de la producción de 
sintetasa de óxido nítrico y de IFN-γ, esenciales 
para destruir el parásito (6). La curación espontánea 
es posible (5,6), como ocurrió con la paciente del 
presente caso.

Los tratamientos sustitutos incluyen la crioterapia 
(14) y el calor local, lo que ha demostrado ser de 
gran utilidad (15,16), pero no es de uso generali-
zado en nuestro país. El calor local con compresas 
de 40 a 45 °C varias veces al día puede ayudar a 
la involución de la lesión cutánea leishmaniásica 
(1). La anfotericina B, especialmente la liposó-
mica, en dosis única de 10 mg/kg, ha sido útil en el 
tratamiento de la leishmaniasis visceral y es inocua 
para las madres y los fetos (14,17).

En conclusión, la leishmaniasis cutánea en el 
embarazo se presenta ocasionalmente en Colom-
bia. Su aparición no entraña peligro de desarrollar 
una forma más grave de la enfermedad para la 
mujer embarazada, ni de transmisión vertical de 
la enfermedad. El tratamiento con antimoniato 
de meglumina o fosfocolina está contraindicado. 
La paciente puede permanecer en observación, 
sin tratamiento, o manejarse con crioterapia, ter-
moterapia o con anfotericina B, preferiblemente 
liposómica. La paciente del presente caso curó 
espontáneamente durante su embarazo. Ni la 
madre ni su hijo sufrieron alteraciones.

Conclusiones

Aunque Colombia registra al año 10.000 a 12.000 
casos de leishmaniasis cutánea, los casos de 
mujeres embarazadas con esta forma de la enfer-
medad son escasos.

Se cree que la leishmaniasis cutánea en mujeres 
embarazadas no entraña peligro especial para 
ellas o para el feto, y que no hay transmisión 
materno-fetal de la enfermedad.

Aunque en la mujer embarazada se disminuye 
la inmunidad celular, en una serie de 26 casos 
en Brasil, las lesiones de leishmaniasis cutánea 
tendieron a ser más prominentes, vegetantes, y 
a contener un buen número de amastigotes, lo 
cual no sucedió en el caso de la paciente cuyo 
caso se analiza, pues la prueba de leishmanina 
fue negativa y curó espontáneamente durante su 
embarazo, al igual que su esposo, quien también 
presentaba la enfermedad. Los dos la habían 
contraído en un área donde circulan L. guyanensis 
y L. panamensis, potenciales causantes de leish-
maniasis mucocutánea, por lo cual se les instruyó 
sobre la posibilidad de presentarla y sobre la 
necesidad de consultar ante cualquier asomo de 
enfermedad mucosa. 

Las mujeres embarazadas no deben recibir el 
tratamiento convencional para leishmaniasis cutá-
nea, con antimoniato de meglumina o fosfocolina, 
porque estos medicamentos pueden ser teratóge-
nos y abortivos. Debe mantenerse su vigilancia y 
no administrar tratamiento durante su embarazo; 
y aunque pueden recibirlo después del parto, no 
es raro que al recuperar su inmunidad celular la 
leishmaniasis cutánea cure espontáneamente. El 
calor local y la crioterapia son alternativas útiles e 
inocuas para estas mujeres. 

La anfotericina B liposómica también es efectiva 
y, además, no es tóxica ni para la madre ni para el 
feto. Sin embargo, su inconveniente principal es el 
costo. Durante la lactancia la paciente puede reci-
bir antimoniato de meglumina, pero se recomienda 
que lacte a su bebé seis horas después de recibir 
el medicamento, aunque no se ha establecido si 
este es tóxico para el bebé al ser secretado en la 
leche materna.
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Dioctophymosis is a zoonotic parasitic disease caused by Dioctophyma renale (Goeze, 1782). It is 
distributed worldwide and it affects a large number of wild and domestic mammals. 
Here we report the first confirmed case of canine dioctophymosis in Colombia. The animal was found 
dead in the streets of the municipality of Yondó, Antioquia, and its dead body was taken to the Instituto 
Universitario de la Paz (UNIPAZ) to carry out a necropsy. 
A parasite worm was found in the right kidney and sent for identification to the Laboratorio de 
Parasitología of the Universidad de Santander (UDES). The specimen was identified as a male of D. 
renale upon observing the typical oval and transversely elongated bell-shaped bursa copulatrix with a 
spicule and no rays. Another important factor to confirm the diagnosis was the anatomical location in 
the kidney. This is the first time D. renale is reported in a stray dog in Colombia.
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Primer reporte de Dioctophyma renale (Nematoda, Dioctophymatidae) en Colombia

La dioctofimosis es una enfermedad parasitaria zoonótica causada por Dioctophyma renale (Goeze, 
1782), de amplia distribución mundial, que afecta a un gran número de mamíferos silvestres y domésticos. 
Se reporta el primer caso de dioctofimosis canina en Colombia. El animal fue encontrado muerto en 
las calles del municipio de Yondó, Antioquia. Su cadáver fue llevado al Instituto Universitario de la Paz 
(UNIPAZ) donde se practicó la necropsia. 
En el riñón derecho se encontró un parásito, el cual fue enviado al Laboratorio de Parasitología de 
la Universidad de Santander para su identificación. El espécimen se identificó como un macho de D. 
renale por la típica bursa copulatriz oval y alargada transversalmente en forma de campana, sin rayos y 
con una espícula. Otro factor importante para confirmar el diagnóstico fue la ubicación anatómica en el 
riñón. Se reporta por primera vez la presencia de D. renale en un perro mestizo callejero en Colombia.

Palabras clave: Dioctophymatoidea; infecciones por Enoplida; estudios de casos; Colombia.
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The nematode Dioctophyma renale (Goeze, 1782) 
belongs to the order Enoplida, family Dioctophy-
matidae (1); it can measure up to 100 cm long and 
1.2 cm in diameter (2,3). It is commonly called giant 
kidney worm and is one of the largest nematodes 
which parasitizes vertebrates.

This nematode has been reported to infect domestic 
carnivorous and wild animals such as dogs, foxes, 
minks, coyotes, ferrets, otters, cats, pigs, horses, 
cattle, and even humans (4-7). The parasitism it 
causes has spread throughout many parts of the 

world, with the possible exception of Africa and 
the Australian continent. In America, it has been 
reported in Argentina, Brazil, Canada, the United 
States, Paraguay and Uruguay (8).
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In the literature review we carried out for diocto-
phymosis in Colombia, we found only one study in 
a Neotropical otter population (Lontra longicaudis) 
that reports eggs with characteristics similar to D. 
renale, but no adult parasites were reported (9).

Dioctophyma renale is commonly described in 
dogs. Brazil and Argentina are the countries with 
the largest number of reported cases in mammals 
(5,10). In Brazil, cases have been reported in 
several states, including Rio Grande do Sul (3,11-
20). Similarly, the canine dioctophymosis has been 
reported in various regions of Argentina (10,21-26) 
and Uruguay (27,28).

The life cycle of D. renale is indirect and it may 
involve different types of hosts until the parasite 
reaches maturity. The dog is defined as the defini-
tive host (11,29). The aquatic annelid Lumbriculus 
variegatus is the specific intermediary host and fish 
from freshwater and Chaunus ictericus (Bufonidae) 
are considered paratenic hosts (13,29,30). The 
not-segmented egg is ingested by the intermediary 
host, hatches on the inside and the larva moves 
to reach the third stage that infects the definitive 
host or the paratenic host. The definitive hosts are 
infected by ingesting the intermediary host or the 
paratenic host. The third stage larva penetrates 
the wall of the stomach or duodenum, and then 
it migrates through the liver and peritoneal cavity 
until it reaches the kidney, predominantly the right 
one, but some parasites stay in the peritoneal 
cavity (8,31-33). However, the parasite has also 
been found in the left kidney, the abdominal cavity, 
the thoracic cavity, the ureters, the bladder and the 
subcutaneous tissue of dogs and other definitive 
hosts (11,13,34-36).

Normally the infection in dogs is subclinical (11,34), 
but the affected animals can present compressive 
atrophy of the parenchyma, dilation of the renal 
pelvis, and ureteral obstruction. The most striking 
lesion is the progressive destruction of the renal 
parenchyma, which, in the most severe cases, can 
reach a stage where only a thin capsule contains 
the parasite and hemorrhagic exudate (37,38).

The clinical presentation of dioctophymosis can be 
initially asymptomatic because the non-infected 
kidney is usually capable of assuming the functions 
of the infected one. Individuals typically present 
symptoms including renal colic, hematuria, and 
pyuria. If the parasite migrates to the ureter and the 
urethra, it blocks the flow of urine, which can lead 
to death by uremia and anuria.

The ectopic locations of the parasite in the liver, 
stomach, groin region, and mammary gland differ-
entiate the clinical presentation, as well as the num-
ber of parasites in the definitive host (13,16-18).

The importance of these parasites for public health 
resides in their zoonotic potential demonstrated by 
the report of several human clinical cases (8,39-43).

Dioctophymosis is a zoonotic disease in which 
humans can be the definitive host, although the 
location of the parasite in the kidney is not the 
most frequent feature, as the peritoneum and the 
skin are the most frequent locations in humans 
(38-42). Risk factors for human infection include a 
high prevalence of infected canines, a high level of 
surface contamination, the use of rivers as a means 
of transportation, recreation and food fishing (fish, 
frogs, and eels) (10).

Here we report the first case of D. renale in 
Colombia detected in the necropsy of a dog found 
in the municipality of Yondó, Antioquia, located 
near the Magdalena river where the dog possibly 
consumed food contaminated with the parasite. 
Our report describes the lesions found in the dog 
and discusses how it could have been infected with 
this important nematode not previously reported in 
the country.

Case presentation

In August, 2015, the body of a dead dog found in 
the streets of the municipality of Yondó (Antioquia) 
was taken to the Instituto Universitario de la Paz to 
carry out a necropsy. The dog was a male mongrel 
about 8 years old and its weight was 10 kg. A 
parasite was found in its right kidney and was sent 
to the Laboratorio de Parasitología of the University 
of Santander (UDES) for identification.

Materials and methods

A complete post-mortem examination was per-
formed for teaching purposes, giving special 
attention to the thoracic and abdominal cavities. 
The parasite was preserved in alcohol and sent to 
the Laboratorio de Parasitología at the Universidad 
de Santander (UDES) in Bucaramanga.

To identify the parasite, the morphological charac-
teristics of the external genital structures of the 
genus, as well as the size and color of the nematode 
and its anatomical location, were taken into consi-
deration (44,45). A definitive taxonomic key for the 
identification of this species is the presence in males 
of a bell-shaped copulatory bursa with no rays and 
a spicule measuring 0.5 to 0.6 cm long (46).



15

Biomédica 2018;38:13-8 First report of Dioctophyma renale in Colombia

Discussion

The macroscopic features observed at the necropsy, 
such as the location of the parasite in the kidney 
and its red color, led to the identification of D. renale 
in almost a definitive way because of its large size, 
which makes this procedure an important diagnosis 
method. The final identification of the parasite as 
a male of D. renale was based on its morphologi-
cal characteristics, mainly the typical bell-shaped 
bursa copulatrix with no rays and a protruding 
spicule of 0.5 to 0.6 cm in length (3,30,35,47,48), 
which are characteristic of this species (figure 1). 
The nematode measured 17 cm in length and 3 
mm in diameter (figure 2). During the necropsy, no 
significant macroscopic lesions were observed.

In the literature review we carried out on diocto-
phymosis in Colombia, we found only one study 
in a Neotropical otter population (L. longicaudis). 
Only eggs with characteristics similar to D. renale 
were reported, so there was no certainty about 
the presence of adult parasites or about eggs 
effectively corresponding to the parasite (9).

The dead body of the dog did not present signifi-
cant lesions, and it did not show signs that it had 
been hit by a car either. The parenchyma of the 
right kidney was completely destroyed and only the 
organ capsule was left (figure 3).

In the necropsy, a male specimen of D. renale 
was found in the right kidney of the animal. This 
anatomical location of the specimen coincided 
with the majority of reports of this parasite 
(3,11,12,27,37,49-51) and is related to the anatom-
ical position of this organ in front of the duodenum, 
where D. renale frequently leaves the intestine 
during its migratory route (52). The location of 
the parasite in the left kidney is less frequent, 
as it occurs when it crosses the stomach in the 
greater curvature or develops a cyst around the 
liver associated with its migration through the lower 
curvature of the stomach (11).

In a retrospective study of 16 cases of D. renale 
infection in dogs, all diagnoses were based on 
necropsy findings (11). In most of the cases, the 
parasitic infection by D. renale in these animals 
was found during the necropsy. Clinical diagnosis 
is difficult given that signs and symptoms have no 
specificity and many individuals are asymptomatic 
(11,34,37,38,53).

In some cases, canine dioctophymosis can be 
diagnosed by parasitological examination of the 
urine (34,35), or during an exploratory laparotomy 

of the abdominal cavity (38). In addition, in cases 
where there is a loss of renal parenchyma with 
concomitant hypertrophy of the non-parasitized 
kidney, the diagnosis can be done by performing 
an ultrasound (Oliveira LL, Attallah FA, Santos CL, 

Figure 1. The large bell-shaped copulatrix bursa with a spicule 
that protrudes and  no rays, characteristic of Dioctophyma renale

Figure 2. The parasite measured 17 cm in length and 3 mm in 
diameter; a reddish coloration was observed.

Figure 3. Parenchyma of the right kidney completely destroyed 
by the parasite after eating the insides of the kidney leaving only 
the renal capsule of the organ
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Wakofs TN, Rodrigues MC, Santos AE. O uso da 
ultrassonografia para o diagnóstico de Dioctophyma 
renale em ca˜o–relato de caso. In: Annals V Con-
ferência Sul-americana de Medicina Veterinária. 
Rio de Janeiro, Brazil, 2005) or a radiograph (54).

In the case we report, only one adult parasite was 
found in the dog’s right kidney. However, an unu-
sual case of canine dioctophymosis was reported 
in Brazil, in which 28 worms of both sexes were 
found in the abdominal cavity of a 2-year-old male 
canine, and a single parasite in the right kidney (3). 
This may be the case with the largest number of 
specimens of D. renale in dogs ever reported.

The dog in our report was found in the streets of the 
municipality of Yondó (Antioquia), with access to the 
Magdalena River. It is very likely that this dog spent 
all its life living on the streets, feeding of garbage 
and discarded food. Taking into account these risk 
factors, it may have ingested the intermediate host 
or the paratenic host of D. renale. This is consistent 
with other reports by different authors in which 
canine dioctophymosis was found predominantly 
in stray dogs (11,13,34) and it may suggest that 
stray dogs are more susceptible to the infection, but 
the definitive condition is associated with the type 
of food that such dogs eat, unlike purebred dogs 
or domestic pets that normally remain indoors and 
are fed with a healthy and balanced diet (11,13). In 
a report from southern Brazil, a stray dog was fed 
with fish and its viscera, which was considered the 
main source for the infection (3).

This first case of D. renale in a stray dog in Colom-
bia indicates that the parasite may complete its 
biological cycle in the local conditions of the place 
where it was found and that, therefore, it could be 
circulating in this region. Thus, it is necessary to 
carry out epidemiological studies in the area to 
determine risk factors for the transmission of the 
infection and to investigate whether there are more 
cases of the disease in dogs and even in humans, 
bearing in mind that it is a zoonosis.

The present case report proves for the first time the 
presence of the nematode D. renale in a canine in 
Colombia, which may indicate that in similar environ-
ments it would be possible to find the intermediate 
or paratenic host of this giant kidney worm.
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Toxoplasmosis aguda diseminada fatal en una paciente adulta 
inmunocompetente proveniente del Pacífico colombiano
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Se presenta el caso de una paciente inmunocompetente de 72 años de edad, proveniente del 
departamento del Chocó, con un cuadro clínico de 12 días de fiebre, cefalea, deterioro neurológico 
progresivo y rápida evolución a falla orgánica múltiple y muerte. 
En el estudio histopatológico de los tejidos obtenidos en la necropsia, se identificaron quistes tisulares 
morfológicamente sugestivos de ser bradizoítos de Toxoplasma gondii, lo que se confirmó mediante 
inmunohistoquímica en corazón, cerebro y músculo estriado.

Palabras clave: Toxoplasma; toxoplasmosis; miocarditis; Colombia.
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Severe disseminated acute toxoplasmosis in an adult immunocompetent patient from the 
Colombian Pacific

We present the case of a 72-year-old immunocompetent patient from Chocó, Colombia, with a 12-day 
course of fever, headache, progressive neurological deterioration, and rapid evolution to multiorgan 
failure and death. 
In the histopathological study of tissues obtained at necropsy, tissue cysts morphologically suggestive 
of being bradyzoites of Toxoplasma gondii were identified and confirmed by immunohistochemistry in 
heart, brain, and striated muscle.

Key words: Toxoplasma; toxoplasmosis; myocarditis; Colombia.
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La toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria de 
distribución mundial. Los seres humanos general-
mente se infectan por el consumo de carne o de 
verduras poco cocidas, o de agua contaminada 
por heces de gatos. Habitualmente, se presenta 
de forma asintomática en huéspedes sanos, o pro-
duce una enfermedad similar a la mononucleosis 
infecciosa con adenopatía cervical en el 10 % de 
los sujetos (1). Los casos graves de toxoplasmosis 
y las manifestaciones clínicas, como la miocarditis 
y la encefalitis, son raras y se desarrollan con fre-
cuencia en pacientes inmunocomprometidos (2,3), 
especialmente en aquellos con sida. 

Se presenta el caso de una paciente inmunocom-
petente con un cuadro de deterioro neurológico 
progresivo y rápida evolución a falla orgánica múl-
tiple y muerte.

Reporte de caso

Se trata de una paciente de 72 años de edad 
que fue llevada por sus familiares al servicio de 
urgencias de un hospital de tercer nivel en Cali 
(Colombia), por un cuadro clínico de 12 días de 
evolución consistente en elevación no cuantificada 
de la temperatura, asociada con cefalea intensa y 
deterioro neurológico progresivo. 

En el momento del ingreso, la paciente no res-
pondía al llamado, estaba febril (38,4 °C), con 
taquicardia (112 latidos por minuto), taquipnea (28 
respiraciones por minuto), saturación arterial de 
oxígeno (SaO2) de 86 %, movimientos tónicos de 
los miembros superiores e incontinencia urinaria. 

mailto:natav20@hotmail.com
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Una hora después del ingreso, presentó falla 
respiratoria, y requirió intubación orotraqueal y 
asistencia respiratoria mecánica. Con la impre-
sión diagnóstica de infección del sistema nervioso 
central, se inició el tratamiento antibiótico con 
cefepime, vancomicina y ampicilina.

En los exámenes de ingreso se encontró trombo-
citopenia (29.000/mm3), elevación de la creatinina 
(3 mg/dl), la deshidrogenasa láctica (985 UI/l) y 
la creatina-fosfocinasa (CPK) (1.176 UI/L). Los 
estudios para leptospirosis, malaria, HIV y dengue, 
fueron negativos, así como la punción lumbar con 
presión de apertura de 13 cm H2O y pleocitosis a 
expensas de los neutrófilos (12/mm3); los niveles 
de proteínas eran de 106 mg/dl y, los de glucosa, 
de 68 mg/dl. 

En la tomografía computadorizada (TC) de cere-
bro, se observó hidrocefalia con ventriculomegalia 
e hipodensidades periventriculares (figura 1) y en 
la de tórax de alta resolución, un patrón en vidrio 
esmerilado con atelectasia del lóbulo inferior pul-
monar izquierdo (figura 2). 

Con base en los hallazgos de las imágenes diag-
nósticas y el cuadro clínico de la paciente, el grupo 
de médicos tratantes consideró que se trataba 
de un posible cuadro de tuberculosis pulmonar y 
meníngea, por lo que se prescribió, además, el 
tratamiento tetraconjugado para tuberculosis.

A pesar del tratamiento, la paciente evolucionó rápi-
damente a una falla orgánica múltiple y falleció 
a los diez días del ingreso. Se hizo la autopsia y 
en el estudio histopatológico de tejido miocárdico, 
cerebral y de músculo esquelético, se encontraron 
quistes tisulares con formas sugestivas de bradi-
zoítos de Toxoplasma gondii (figuras 3-7). Estos 
se sometieron al estudio de inmunohistoquímica 
utilizando el anticuerpo monoclonal específico 
para la proteína de membrana P30 de T. gondii 
(Novocastra™, clon TP3), purificado a partir de 
líquido ascítico de ratón y diluido en una solución 
tampón de fosfato salino (PBS), pH 7,6, con albú-
mina de suero bovino (BSA) al 1 % y 0,09 % de azida 
de sodio, cuyo resultado confirmó la presencia del 
parásito en los tejidos evaluados (figuras 8-10).

Discusión

Toxoplasma gondii es un parásito protozoario 
intracelular obligado, cuyos huéspedes definitivos 
son los félidos domésticos y salvajes; en ellos se 
desarrollan las etapas sexuales y asexuales de                                       
su ciclo biológico (4). En el humano y en diver-   
sos huéspedes intermediarios que ingieren quistes 

Figura 1. Tomografía computadorizada de cerebro: se observan 
hidrocefalia e hipodensidades periventriculares fronto-parietales.

Figura 3. Músculo cardiaco con extenso infiltrado inflamatorio 
mononuclear (flecha naranja) y un quiste en la fibra muscular con 
formas sugestivas de bradizoítos (flecha negra). Hematoxilina y 
eosina, 4X.

Figura 2. Tomografía computadorizada de tórax: patrón en vidrio 
esmerilado con atelectasia de lóbulo inferior pulmonar izquierdo

http://www.archbronconeumol.org/es-hallazgos-tomografia-computarizada-torax-alta-articulo-S0300289613001762
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con bradizoítos u ooquistes con esporozoítos, los 
parásitos invaden las células de la mucosa de las 
vías digestivas, donde se diferencian en taquizoítos 
y se multiplican localmente antes de diseminarse 
por vía sanguínea o linfática. Tienen la capacidad 
de invadir todas las células nucleadas del cuerpo, 
aunque los órganos preferidos son los ganglios lin-
fáticos, el cerebro, el corazón y los pulmones (5). 

El diagnóstico puede hacerse mediante pruebas 
serológicas, amplificación de secuencias específi-
cas de ácido nucleico (reacción en cadena de la 
polimerasa, PCR), demostración histológica del 
parásito o de sus antígenos (tinción con inmu-
noperoxidasa) o por aislamiento del organismo. 
Otros métodos raramente usados incluyen la 
demostración de antigenemia y del antígeno en 
suero y fluidos corporales, la prueba cutánea de 
toxoplasmina y la transformación de linfocitos 
específicos del antígeno (6).

La prevalencia de la infección por T. gondii en 
Europa ha disminuido en las últimas cuatro déca-
das. En Francia, por ejemplo, la seroprevalencia 
general de la infección en mujeres en edad fértil 
disminuyó de 54 % en 1995 a 37 % en 2010; 
en los Estados Unidos, es de 15,8 a 19,2 %; en 
Suramérica, se presentan tasas mayores que 
alcanzan el 73 % en Brasil y oscilan entre el 26 y 
el 77 % en Colombia (7).

En la mayoría de los casos, la infección es asin-
tomática y solo el 10 % de las personas presen-
tan síntomas que, generalmente, corresponden a 
una afección leve y de resolución espontánea. Los 
cuadros diseminados y las complicaciones graves 
de la infección con este parásito, usualmente se 
describen en personas inmunocomprometidas; sin 
embargo, desde 1998 se vienen publicando repor-
tes de casos de pacientes inmunocompetentes con 
cuadros graves.

El estudio de dichos casos ha permitido identificar 
cepas silvestres de T. gondii cuya infección ha ori-
ginado tasas de mortalidad de hasta 27 % en una 
de las series (8). Los casos reportados en Guyana 
Francesa, Brasil y Surinam (2,8,9), evidenciaron 
que las cepas atípicas podrían presentar una 
mayor capacidad patógena y, en algunas aisladas 
en Suramérica, se han identificado genotipos 
atípicos y una mayor diversidad en comparación 
con las descritas en Norteamérica y Europa, todas 
ellas asociadas con cuadros clínicos más graves 
en ratones y en seres humanos (10,11).

En el 2013, De la Torre A, et al., publicaron 
un estudio en el que se evaluaron 19 casos de 

Figura 4. Quiste en músculo cardiaco con formas sugestivas de 
bradizoítos (flecha). Hematoxilina y eosina, 10X.

Figura 5. Quiste en músculo estriado con formas sugestivas de 
bradizoítos (flecha). Hematoxilina y eosina, 10X.

Figura 6. Tejido cerebral con necrosis focal y quiste con formas 
sugestivas de bradizoítos (flecha). Hematoxilina y eosina, 40X.



22

Biomédica 2018;38:19-23Cortés AD, Aguirre N

pacientes franceses y 23 casos de colombianos 
con toxoplasmosis ocular activa confirmada, cuyas 
reacciones clínicas, parasitológicas e inmunológi-
cas se compararon y se relacionaron con las cepas. 
Los autores encontraron que los pacientes colom-
bianos poseían serotipos atípicos heterogéneos, 
en tanto que en los franceses la reacción a los 
péptidos de la cepa de tipo II era uniforme y que, 
en cambio, los patrones de proteína reconocidos 
por los anticuerpos oculares y los de las citocinas 
eran diferentes entre las dos poblaciones. En los 
pacientes franceses, se observó una gran res-
puesta inflamatoria con incremento de los niveles 
de IL-6, IL-1β, IL-8, MIP-1β, MCP-1 y G-CSF, en 
tanto que en los pacientes colombianos se registró 
una baja expresión de citocinas proinflamatorias 
incluidas las IFN-γ, IL-15, IL-17, IL-2, IL-10, MIP-
1β, GM-CSF y G-CSF, con la excepción de los 
niveles elevados de TNF-α e IL-6 (12).

En junio del 2009, Pino, et al., reportaron un brote 
epidémico causado por T. gondii en personal mili-
tar que desarrollaba operaciones en el área de la 
serranía de La Macarena (Meta). De los 19 casos 
sospechosos, solo uno fue positivo para el HIV y 
el resto no presentaba inmunodeficiencia. En estos 
pacientes, predominó el compromiso del sistema 
reticuloendotelial evidenciado por la presencia de 
adenomegalias superficiales (100 % de los casos). 
Debe anotarse que en dicho brote de toxoplasmo-
sis aguda hubo un alto porcentaje de compromiso 
pulmonar, gastrointestinal e, incluso, un caso grave 
de compromiso del miopericardio (13).

La paciente cuyo caso se presenta era una ama de 
casa previamente sana de 72 años de edad, cuya 
historia clínica, confirmada posteriormente por la 
familia, no registraba antecedentes ni evidencia 

Figura 7. Corte histopatológico de cerebelo con quiste que 
contiene formas sugestivas de bradizoítos (flecha). Hematoxilina 
y eosina, 40X.

Figura 8. Estudio de inmunohistoquímica positivo para 
Toxoplasma gondii en músculo cardiaco (flecha), 40X

Figura 9. Estudio de inmunohistoquímica positivo para 
Toxoplasma gondii en cerebro (flecha). 40X

Figura 10. Estudio de inmunohistoquímica positivo para 
Toxoplasma gondii en cerebro. 100X
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de infecciones recurrentes, como tampoco enfer-
medades metabólicas ni exposición a tratamientos 
inmunosupresores u otros factores de riesgo para 
el desarrollo de una inmunodeficiencia secundaria 
que facilitara la infección y la progresión de la 
enfermedad tal como sucedió (14). 

Provenía de la vereda de Fugiado, municipio de 
Istmina, en el departamento del Chocó, región 
selvática del Pacífico colombiano localizada sobre 
la cuenca de los ríos Atrato y San Juan, de difícil 
acceso, donde no se cuenta con agua potable y no 
hay una adecuada manipulación y cocción de los 
alimentos, aspectos que, sumados al consumo de 
carne de animales selváticos, podrían ser factores 
de riesgo para la transmisión de este parásito y 
el desarrollo de una infección que terminó en la 
muerte de la paciente. 

No se detectaron cuadros clínicos similares en los 
familiares ni en otros miembros de la comunidad. 
No obstante, sería importante estudiar el lugar para 
la eventual detección de otros casos, pues este 
es el primero de toxoplasmosis aguda diseminada 
reportado en una paciente inmunocompetente en la 
región del Pacífico colombiano, el cual se explicaría 
por el desconocimiento de las nuevas cepas atípi-
cas y su efecto en pacientes inmunocompetentes, 
así como por su rápida evolución y por el hecho 
de que no se indagó suficientemente sobre los 
factores de riesgo y ello impidió que los médicos 
tratantes estuvieran alertas frente a la enfermedad.

Por ello, es importante conocer y estudiar este tipo 
de casos, pues el parásito puede contarse entre los 
nuevos genotipos que se investigan actualmente, 
y cuya diversidad y recombinación genética están 
generando nuevos mecanismos patogénicos (15). 
Esto permitiría establecer medidas de detección 
y tratamiento oportunas, así como estrategias de 
prevención en estas zonas de alto riesgo.
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Cultivo in vitro de larvas L3 de nematodos obtenidas del 
caracol gigante africano Lissachatina fulica (Mollusca: Gastropoda) 

en Santa Fe de Antioquia
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Introducción. Más de 170 municipios colombianos están invadidos por Lissachatina fulica, caracol 
africano que puede portar larvas de nematodos de interés en salud humana y veterinaria. Los parásitos 
entran al caracol huésped intermediario en el estadio de larva L1, y allí cambian a L2 y L3, formas estas 
capaces de infectar a vertebrados.
Objetivo. Estandarizar el cultivo in vitro de las L3 portadas por especímenes de L. fulica recolectados 
en Santa Fe de Antioquia.
Materiales y métodos. Entre julio y noviembre de 2014 se recolectaron 10 caracoles, se sacrificaron y 
se digirieron con ácido clorhídrico al 0,7 %. Las larvas se recuperaron mediante la técnica de Baermann; 
se cultivaron 36 días en los medios Schneider, mínimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco 
(Dulbecco’s Modified Eagles Minimal Essential Medium, DMEM), y Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI), con suero fetal bovino (SFB) al 20 % y sin este, y agua destilada con SFB al 20 %. Los 
medios de cultivo se cambiaron cada 36 horas. Las larvas se midieron con el microscopio utilizando 
reglilla ocular, y se evaluaron la supervivencia, la longitud y el ancho. Se calcularon datos estadísticos 
de resumen y se hicieron gráficos de cajas y bigotes, así como la prueba t de Student. El nivel de 
significación (p) se estableció como menor de 0,05.
Resultados. El 50 % de las larvas sobrevivió, 85 % en DMEM con SFB al 20 %, el 70 % con RPMI 
más SFB al 20 %, el 60 % en RPMI, el 50 % en Schneider más SFB al 20 %, el 45 % en Schneider y el 
40 % en DMEM. El control sobrevivió diez días. Hubo diferencias significativas entre la longitud inicial 
promedio de las larvas y la longitud final promedio en los medios con suplementos: inicial, 645,83 
µm; final en DMEM más SFB al 20 %, 732,65 µm (p<0,001); en RPMI más SFB al 20 %, 718,79 µm 
(p<0,001), y en Schneider más SFB al 20 %, 696,12 µm (p<0,01). No hubo diferencias significativas 
entre la anchura inicial promedio, de 24,99 µm, y la final.
Conclusiones. El mejor medio para cultivar las L3 de L. fulica fue el DMEM más SFB al 20 %. En la 
evaluación del crecimiento larval, la longitud fue más informativa que la anchura. Las larvas estudiadas 
no correspondieron a Angiostrongylus cantonensis, A. costaricensis ni Aelurostrongylus abstrusus. 

Palabras clave: nematodos; caracoles; medios de cultivo; técnicas in vitro; Colombia.
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In vitro culture of L3 larvae of nematodes obtained from the African giant snail Lissachatina 
fulica (Mollusca: Gastropoda) in Santa Fe de Antioquia

Introduction: Over 170 municipalities in Colombia have been invaded by Lissachatina fulica, an African 
snail that can carry larvae of nematodes of interest in human and veterinary health. Nematodes enter 
the host snail as larvae L1 and then change to L2 and L3, the infectious form for vertebrates.
Objective: To standardize culture in vitro of L3 carried by L. fulica from Santa Fe de Antioquia. 
Materials and methods: Between July and November, 2014, 10 snails were collected, killed, and 
conserved with HCl 0.7%. Larvae were recovered using the Baermann technique and cultured for 36 
days in Schneider, DMEM and RPMI media, with and without SFB 20% and distilled water with SFB 
20%. Replacements were made every 36 hours; larvae were measured with an ocular micrometer on 
a microscope. Summary statistics were estimated; box and whisker plots were made; the t Student test 
was performed in SPSS 18™. A p-value below 0.05 was assumed as significant.
Results: Fifty per cent of the larvae survived. The highest survival and growth was 85% in supplemented 
DMEM. The final average length of larvae in supplemented media exceeded the initial one. There were 
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significant differences between the average length of larvae cultured in supplemented media and the 
initial length. The initial width of larvae did not change.
Conclusions: The best medium for the culture of L3 larvae was supplemented DMEM. The length 
provided more information than the width for the larval growth evaluation. The larvae studied did not 
correspond to Angiostrongylus cantonensis, A. costaricensis or Aelurostrongylus abstrusus. 

Key words: Nematoda; snails; culture media; in vitro techniques; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3408

Los nematodos parásitos de la súperfamilia Metas-
trongyloidea son de ciclo indirecto. Por lo general, 
sus huéspedes intermediarios son caracoles, en 
los cuales entran en el estadio larval 1 (L1) cuando 
estos se comen las heces de vertebrados parasita-
dos. En el molusco, las larvas cambian a L2 y luego 
a L3, estadio en el que tienen la capacidad de infec-
tar a los vertebrados que las ingieren en alimentos 
contaminados o al consumir el tejido crudo o mal 
cocido de los caracoles que las portan (1-3).

En Colombia, los registros de pacientes infecta-
dos con nematodos patógenos transmitidos por 
moluscos son muy escasos (4). Sin embargo, en la 
actualidad, los habitantes de 29 departamentos del 
país se encuentran en riesgo de sufrir nematodosis 
relacionadas con la presencia del caracol invasor 
africano Lissachatina (=Achatina) fulica (Bowdich, 
1822) (5,6). Este es un molusco terrestre originario 
del oriente de África, con registros en Argentina, 
Bolivia, Brasil, Ecuador, Paraguay, Perú y Vene-
zuela. Además, está presente en Asia, Europa, 
Norteamérica y Oceanía (7-9).

En África, Brasil, Ecuador y en algunas islas del 
Pacífico, se ha demostrado que L. fulica representa 
un riesgo para la salud humana, ya que funge como 
huésped intermediario de nematodos de la super-
familia Metastrongyloidea, como Angiostrongylus 
cantonensis, agente etiológico de la meningoence-
falitis eosinofílica, enfermedad zoonótica endémica 
en países asiáticos. Además, en Brasil es vector 
de Angiostrongylus vasorum, parásito originario de 
Europa que afecta principalmente a los perros, y 
de Aelurostrongylus abstrusus, un nematodo pató-
geno para gatos y perros domésticos (10-14).

En Antioquia, el primer hallazgo de este caracol tuvo 
lugar en enero del 2012, en el municipio de Santa 
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Fe de Antioquia (15). En estudios parasitológicos de 
L. fulica provenientes de Santa Fe de Antioquia, se 
pudo demostrar la presencia abundante y frecuente 
de larvas L3 (16), así como la riqueza de morfotipos 
al analizar los helmintos en caracoles africanos 
procedentes de otras regiones de Colombia. El 
tiempo de vida de las larvas en el laboratorio es 
muy corto, lo que exige jornadas de trabajo largas, 
intensas y agotadoras.

La posibilidad de disponer de formas larvarias de 
organismos de interés potencial en salud mediante 
su cultivo en laboratorio, ha permitido recopilar 
información sobre los cambios morfológicos de los 
helmintos, la relación entre huésped y parásito, 
las necesidades nutricionales de los parásitos y 
su organización estructural. Además, ha hecho 
posible la evaluación de antihelmínticos, la produc-
ción de vacunas y otras herramientas útiles en los 
programas para la prevención y el manejo de las 
nematodosis (17-20).

En este contexto, en el presente estudio se propuso 
estandarizar el cultivo in vitro de larvas L3 en 
caracoles africanos de Santa Fe de Antioquia, con 
el fin de aumentar el tiempo de vida de los helmintos 
en el laboratorio y facilitar, así, las observaciones, 
mejorar la calidad de vida del personal encargado 
de los análisis y allanar el camino hacia futuras 
investigaciones.

Materiales y métodos

Recolección de los caracoles

Entre julio y noviembre de 2014, se recolectaron 
ejemplares de A. fulica, observando las medidas de 
protección necesarias (guantes y tapabocas), en el 
municipio de Santa Fe de Antioquia, localizado a 
06° 33’ 682’’ N y 75° 49’ 746’’ O. Posteriormente, 
los ejemplares fueron trasladados por separado al 
Laboratorio de Malacología Médica y Tremátodos 
del PECET en la Universidad de Antioquia. 

Sacrificio de los caracoles

En el laboratorio se midieron los caracoles y se los 
adormeció. Se quebró la concha de cada ejemplar 
y se retiró la parte blanda, la cual se cortó en trozos, 
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se depositó en un vaso de precipitación, se cubrió 
con HCl al 0,7 % y se dejó en reposo durante seis 
horas (12,14).

Recuperación de las larvas

El contenido de cada vaso se depositó en un 
embudo siguiendo el método de Baermann. Se 
dejó en reposo durante 18 horas para permitir 
la migración de las larvas y, posteriormente, se 
recolectaron 15 ml del líquido en un tubo Falcon. 
La porción recolectada se dejó sedimentar durante 
40 minutos, aproximadamente (18,19).

El contenido del tubo Falcon se observó con 
un estereomicroscopio Nikon SMZ445™ para 
recuperar las larvas con una pipeta Pasteur. Las 
larvas se extrajeron, se contaron y se depositaron 
en una caja de Petri con agua del grifo, y, pos-
teriormente, se lavaron tres veces con suero 
fisiológico. Se midieron diez de las larvas, 140 se 
sembraron en los medios de cultivo seleccionados 
y diez se fijaron en alcohol al 96 % para su futuro 
estudio molecular.

Medios de cultivo

Las larvas se sembraron en tres medios de cultivo: 
Schneider, DMEM y RPMI, sin suplemento de SFB 
al 20 % y con este. Como medio de control se usó 
agua destilada más SFB al 20 %.

Para reducir la contaminación de los medios de 
cultivo, antes de sembrar las larvas, los platos de 
12 pozos, las pipetas, las puntas, los tapabocas 
y los guantes se introdujeron en una cámara de 
bioseguridad y se irradiaron con luz ultravioleta 
durante 20 minutos.

Siembra de las larvas

La zona de trabajo se limpió con alcohol al 96 % 
y se mantuvieron los mecheros encendidos. Para 
cada medio de cultivo y para el control, se acondi-
cionaron cuatro pozos del plato de ELISA, cada uno 
con un mililitro del medio de cultivo y cinco larvas. 
El volumen del medio de cultivo se midió con una 
micropipeta automática y las larvas se sembraron 
con una pipeta Pasteur. Los platos se incubaron 
en una estufa Memmert 854 Schwabach™ a 37 °C 
durante 36 días. El medio de cultivo de las larvas se 
cambió cada 36 horas. En cada ocasión se observó 
el protocolo de desinfección descrito.

Medición de las larvas

Para evaluar las diferencias en el crecimiento de 
las larvas, se midieron la longitud y la anchura 

iniciales de 10 de los ejemplares y, a los 36 días, 
se midieron de nuevo en 10 larvas de cada medio 
de cultivo y del control.

Las larvas se midieron en un microscopio Nikon 
Eclipse E200™, con una reglilla ocular en los 
objetivos de 10X y 40X. También, se observaron 
las características morfológicas y se obtuvieron 
imágenes con una cámara Sony Cyber-shot Carl 
Zeiss™, modelo DSC-W35.

Análisis estadístico

Para las variables de anchura y longitud de las 
larvas cultivadas en los diferentes medios, se 
calcularon el promedio, la desviación estándar, el 
valor máximo y el valor mínimo. Se hizo una gráfica 
de caja de bigotes para comparar la anchura y la 
longitud de las larvas en cada medio de cultivo.

Se hizo una prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk. Se comparó el promedio de la longitud y de 
la anchura de las larvas cultivadas en cada medio 
con las mediciones iniciales mediante una prueba t 
de Student. Se asumió como significativo un valor 
de p menor de 0,05.

Los valores de las mediciones se registraron en 
Microsoft Excel 2010™ y los análisis estadísticos 
se hicieron con el programa SPSS™, versión 18 
(Chicago, Illinoins, USA), licencia amparada por la 
Universidad de Antioquia. 

Consideraciones éticas

Este proyecto obtuvo el aval del Comité de Ética 
para la Experimentación con Animales de la Uni-
versidad de Antioquia.

Resultados

Se cultivaron 140 larvas durante 36 días, de 
las cuales sobrevivió el 50 % (70). En DMEM 
sobrevivieron ocho larvas (40%), en Schneider, 
nueve (45 %), en RPMI, 12 (60 %), en Schneider 
más SFB al 20 %, diez (50 %), en RPMI más SFB 
al 20 %, 14 (70%) y en DMEM más SFB al 20 %, 
17 (85 %). Las larvas de control solo sobrevivieron 
diez días.

En cuanto a la morfología de las larvas, al inicio 
del ensayo se observaron la cutícula externa, el 
esófago filiforme seguido del bulbo esofágico y la 
apertura cloacal cerca de la cola, la cual es larga 
y termina en punta (figura 1). Las dimensiones de 
estas larvas se presentan en el cuadro 1; allí se 
evidencia que fueron diferentes a las registradas 
en las larvas L

3 de Angiostrongylus cantonensis, A. 
costaricensis y A. abstrusus (21,22).
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Las larvas con 36 días en el medio de cultivo 
conservaron las características morfológicas de la 
larva inicial, aunque difirieron por la presencia de 
puntos pigmentados a lo largo del cuerpo (figura 2).

En la figura 3 y el cuadro 2, se observa que las 
larvas cultivadas en los medios con SFB alcanzaron 
una longitud promedio mayor que las cultivadas 
en los medios sin SFB. Asimismo, se aprecia que 
las larvas cultivadas en DMEM más SFB al 20 % 
presentaron la mayor longitud promedio, en tanto 
que la menor se obtuvo en las larvas cultivadas 
en RPMI. El promedio de la anchura de las larvas 
en los medios de cultivo evaluados fue similar al 
registro inicial. 

El test de normalidad demostró que los datos tenían 
una distribución normal, ya que, en general, todos 
correspondieron al promedio o fueron cercanos.

En el cuadro 3 se evidencia que hubo diferencias 
estadísticas entre el promedio de la longitud de las 
larvas cultivadas en los medios con suplementos y 
el promedio de la longitud inicial, lo que indica que 
dichos medios favorecieron el crecimiento de las 

larvas. No hubo diferencias estadísticas entre la 
anchura de las larvas cultivadas y la anchura inicial 
(no se presentan los datos).

Discusión 

Las diferencias en algunos caracteres morfológicos 
y en las dimensiones de las larvas L3 objeto de este 
estudio, sugieren que no correspondían a las L3 de A.                                                                                              
cantonensis, A. costaricensis ni A. abstrusus (21,22). 

Todos los medios de cultivo evaluados permitie-
ron que las larvas sobrevivieran por 36 días, des-
tacándose el DMEM más SFB al 20 %, con una 
supervivencia de 85 %. Se obtuvieron resultados 
similares al cultivar larvas L3 de A. cantonensis 
durante cuatro semanas en los medios RPMI 1640, 
NCTC 135, medio de Waymouth MB 752/1 (WYM) 
y medio mínimo esencial de Eagle (MEM) con SFB 
al 20 %; en este caso, también se destacó el MEM 
más SFB al 20 %, con una supervivencia de 87 % 
(23). En ese mismo estudio, el medio de cultivo sin 
suplemento más favorable para la supervivencia 
de las larvas fue el RPMI (57 %), resultado similar 
al obtenido en el presente experimento (60 %).

En el presente estudio se demostró que el DMEM 
con SFB al 20 % es el medio de cultivo más 
adecuado para el cultivo in vitro de las L3 obteni-
das en ejemplares de L. fulica en Santa Fe de 
Antioquia, pues con él hubo un mayor incremento 
en la longitud de las larvas y un mayor porcentaje 
de supervivencia. Sin embargo, la anchura de 
los especímenes no aumentó. Este resultado es 
congruente con el reseñado para el cultivo de 
larvas L3 de A. cantonensis en MEM con SFB 
al 20 %, en el cual las larvas incrementaron su 
longitud al cabo de 36 días, mas no su anchura, 
y pasaron al estadio de L4 (19), evento este 
que no se observó durante el presente ensayo, 
posiblemente porque las larvas correspondían a 
una especie diferente de nematodo, cuyas nece-
sidades son otras.Figura 1. Morfología de la larva al inicio del experimento

Cuadro 1. Dimensiones estimadas en larvas L3 de Angiostrongylus cantonensis, A. costaricensis, Aelurostrongylus abstrusus y 
larvas L3 sin identificar, obtenidas de ejemplares de Lissachatina fulica recolectados en Santa Fe de Antioquia. Todas las medidas 
están en micras (µm).

Características Angiostrongylus 
cantonensis

Angiostrongylus 
costaricensis

Aelurostrongylus 
abstrusus

Larvas L3 (iniciales) 
recolectadas en Santa 

Fe de Antioquia

Longitud (µm) 425-524 400-500 459-568 572-680
Anchura (µm) 23-34 20-30 26-34 20-29
Longitud del esófago (µm) 167-194 170 194-221 142-175
Poro excretor hasta la parte anterior (µm)   78-105   80-110   88-102 No se observó
Longitud del extremo posterior (µm) 34-44 30-40 34-44 48-57
Terminación de la cola (µm) Punta fina Indentación dorsal Pomo redondo Punta fina
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En principio, los resultados obtenidos en el medio 
DMEM con SFB al 20 % posibilitaron el cultivo de 
los diversos morfotipos de L3 obtenidos en L. fulica, 
con lo que fue posible comparar sus reacciones en 
el desarrollo morfológico, el crecimiento y la super-
vivencia e, incluso, experimentar con el incremento 
del tiempo de las larvas en el medio para propiciar 
su paso al estadio L4. Además, se pudieron planear 
jornadas de trabajo menos exigentes y agobiantes                 
para los investigadores encargados de los helmintos.

El cultivo in vitro de las larvas L3 en DMEM con 
SFB al 20 % permitirá emplear nuevos enfoques 
en los estudios sobre los nematodos que se 
encuentran en L. fulica en Colombia, donde la 
diversidad de parásitos es un reto que apenas se 
comienza a vislumbrar y que exige establecer su 
identidad, y desarrollar herramientas diagnósticas 
y de eliminación de helmintos, entre otras.

Figura 3. Comportamiento de los datos y promedios de la 
longitud (µm) de las larvas en los diferentes medios con 
respecto a la media inicial
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Cuadro 2. Promedio, desviación estándar, valor mínimo y valor máximo de la longitud de las larvas de Metastrongiloidea cultivadas 
durante 36 días en tres medios con SFB y sin este

Promedio (µm) Desviación estándar (µm) Valor mínimo (µm) Valor máximo (µm)

Medidas iniciales 645,83 31,94 571,88 680,30

M
ed

io
s 

d
e 

cu
lt

iv
o Control 654,70 27,18 601,46 680,34

Schneider 666,54 73,08 552,16 778,94
DMEM 661,61 40,64 601,46 739,50
RPMI 659,63 44,20 591,60 739,50
DMEM más SFB al 20 % 732,65 42,02 670,72 778,94
RPMI más SFB al 20 % 718,79 27,28 680,34 759,22
Schneider más SFB al 20 % 696,12 43,40 611,32 749,36

Figura 2. Morfología de la larva cultivada. Fotografía de 
Nelly Solfania Heredia. Laboratorio de Malacología Médica y 
Tremátodos. Microscopio Nikon Eclipse E200®, 10X y 40X.

Cuadro 3. Diferencia del promedio de la longitud y la anchura 
iniciales en µm de las larvas en relación con el promedio final en 
los medios probados con SFB y sin este

Comparación t de 
Student

p

Longitud
Inicial Vs. control 0,669 0,512
Inicial Vs. Schneider 0,821 0,422
Inicial Vs. Schneider más suplemento 2,951 0,009
Inicial Vs. DMEM 0,965 0,348
Inicial Vs. DMEM más suplemento 5,202 0,000
Inicial Vs. RPMI 0,801 0,435
Inicial Vs. RPMI más suplemento 5,493 0,000

Ancho
Inicial Vs. control -1,599 0,127
Inicial Vs. Schneider -0,375 0,712
Inicial Vs. Schneider más suplemento 0,187 0,854
Inicial Vs. DMEM -2,305 0,037
Inicial Vs. DMEM más suplemento -0,166 0,870
Inicial Vs. RPMI -0,338 0,740
Inicial Vs. RPMI más suplemento -0,309 0,761
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Detección molecular de Salmonella spp., Listeria spp. 
y Brucella spp. en queso artesanal fresco comercializado 
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Introducción. Cada año mueren, aproximadamente, tres millones de personas como consecuencia de 
las enfermedades transmitidas por alimentos. El queso artesanal fresco que se produce y distribuye 
en la región Caribe colombiana es un producto autóctono de los departamentos de Córdoba, Sucre, 
Bolívar, Atlántico, Magdalena, Cesar y La Guajira. Su consumo masivo aumenta el riesgo de infección 
con salmonelosis, listeriosis y brucelosis debido a que es elaborado con una tecnología muy rústica, 
con leche de vaca no pasteurizada, sin procedimientos estandarizados e higiénicos, y a que su 
almacenamiento no es adecuado.
Objetivo. Detectar la presencia de Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp. en muestras de queso 
artesanal costeño fresco procedente de los departamentos de la región Caribe colombiana.
Materiales y métodos. Mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR), se 
analizaron 27 muestras de queso proveniente de cinco departamentos de la región Caribe: Atlántico 
(n=6), Bolívar (n=2), Córdoba (n=1), Magdalena (n=16) y Sucre (n=2). Del total de las muestras, 17 
eran de queso blando, cinco de queso semiduro y cinco de queso duro.
Resultados. En el 62,9 % de las muestras se detectó Salmonella spp. (17/27), en el 70,4 %, Listeria spp. 
(19/27), y en el 22,2 %, Brucella spp. (6/27). Las muestras provenían principalmente del departamento 
del Magdalena y, en 62,5 % (10/16) de ellas, se encontró Salmonella spp. y Listeria spp., en tanto que 
en el 50 % (3/6) de las muestras del departamento del Atlántico se detectó Brucella spp.
Conclusión. Los resultados evidenciaron la presencia de estos microorganismos en todas las 
muestras de queso costeño blando.

Palabras clave: Salmonella; Listeria; Brucella; enfermedades transmitidas por los alimentos/
epidemiología; reacción en cadena de la polimerasa; queso.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3677

Molecular detection of Salmonella spp., Listeria spp. and Brucella spp. in fresh artisanal cheese 
marketed in the city of Barranquilla: A pilot study

Introduction: Each year approximately 3 million people die as the result of foodborne diseases. The 
fresh artisan (handmade) cheese produced and distributed in the Colombian Caribbean region is a 
native product from the departments of Córdoba, Sucre, Bolívar, Atlántico, Magdalena, Cesar, and 
La Guajira. Its mass consumption increases the risk of infection with Salmonella spp., Listeria spp., 
and Brucella spp., as it is made with a very rustic technology, with unpasteurized cow milk, without 
standardized and hygienic procedures and its storage is inadequate.
Objective: To detect the presence of Salmonella spp., Listeria spp., and Brucella spp. in samples of 
fresh artisan cheese from the Colombian Caribbean region.
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Materials and methods: Twenty-seven samples of cheese from five departments of the Caribbean 
Region (Atlántico (n=6), Bolívar (n=2), Córdoba (n=1), Magdalena (n=16), and Sucre (n=2)) were 
analyzed by real-time polymerase chain reaction (qPCR). Seventeen of the samples corresponded to 
soft cheese, five to semi-hard cheese and five to hard cheese. 
Results: In 62.9% (17/27) of the samples we detected Salmonella spp., in 70.4% (19/27), Listeria 
spp., and in 22.2% (6/27), Brucella spp., mainly from the department of Magdalena. In 62.5% (10/16) 
of the samples we detected Salmonella spp. and Listeria spp. while in the department of Atlántico, 
50% (3/6) of the samples corresponded to Brucella spp.
Conclusion: The results confirmed the presence of these microorganisms in all the samples of soft 
cheese from the Colombian Caribbean region. 

Keywords: Salmonella; Listeria; Brucella; foodborne diseases/epidemiology; polymerase chain 
reaction; cheese.
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A pesar de los estrictos controles que se imponen 
a la industria alimentaria, cada año mueren, apro-
ximadamente, tres millones de personas como 
consecuencia de enfermedades transmitidas por 
alimentos (1,2), siendo la causa principal el con-
sumo de agua o alimentos contaminados (3,4). 
Se han descrito más de 250 enfermedades trans-
mitidas por alimentos (5), lo que exige llevar a cabo 
controles microbiológicos y sanitarios cada vez 
más estrictos durante los procesos de producción 
de alimentos.

Según la Norma General del Codex Alimentarius, 
el queso fresco se define como el producto 
higienizado sin madurar que está listo para el 
consumo después de su elaboración. El queso se 
clasifica según su consistencia, es decir, el valor 
correspondiente al porcentaje de humedad sin 
materia grasa, en extraduro, duro, firme semiduro y 
blando (6,7). El queso que se produce y distribuye 
en la región Caribe colombiana es un producto 
autóctono de los departamentos de Córdoba, 
Sucre, Bolívar, Atlántico, Magdalena, Cesar y La 
Guajira. Se elabora con leche de vaca no pas-
teurizada utilizando una tecnología muy rústica y 
se somete a un periodo de salado de dos horas 
para prensarlo posteriormente; es de color blanco 
y no es madurado ni ácido. El procedimiento para 
su elaboración no está estandarizado ni responde 
a las normas higiénicas y, además, el almacena-
miento del producto no es adecuado (8,9). 

Dado su consumo masivo, el riesgo de listeriosis, 
salmonelosis y brucelosis, producidas por Listeria 

monocytogenes y microorganismos de los géneros 
Salmonella spp. y Brucella spp., es alto. Dichas 
infecciones hacen parte de las enfermedades 
transmitidas por alimentos, cuyo impacto en la 
salud pública es innegable (10-12). 

La transmisión de Brucella spp. puede darse por 
contacto directo con secreciones de animales 
infectados (13) o, indirectamente, por el consumo 
de productos lácteos no pasteurizados (14). Sin 
embargo, los reportes de transmisión de persona 
a persona de Brucella spp. son escasos (15), en 
tanto que Salmonella spp. y L. monocytogenes 
se transmiten principalmente por la ingestión de 
alimentos contaminados. El desarrollo de estas 
enfermedades depende de varios factores, como la 
patogenia del microorganismo, la dosis infecciosa 
y el estado de salud del consumidor (16).

El objetivo de este trabajo fue detectar mediante 
qPCR Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella 
spp. en quesos artesanales procedentes de los 
departamentos de la costa Atlántica colombiana 
que se distribuyen en expendios de Barranquilla.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se hizo un estudio de tipo descriptivo y transversal.

Origen y características de los quesos 

Se encontraron 27 expendios en la base de datos 
de la Secretaría de Salud de Barranquilla. Esta 
información se complementó buscando en el direc-
torio telefónico y mediante un sondeo directo. 
Diecisiete de los expendios aceptaron participar. 
El origen y el tipo de los quesos expendidos en 
la ciudad, se determinaron entrevistando a los 
distribuidores mediante una encuesta estructurada 
en la cual se clasificaba el tipo de queso en blando, 
semiduro y duro, y se consignaba su procedencia y 
el volumen de queso acopiado para la venta. 
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Muestreo de los quesos frescos 

Mediante un muestreo no probabilístico entre los 
meses de enero y mayo del 2013, se recolectaron 
muestras de queso costeño fresco en 17 expen-
dios mayoristas de Barranquilla, y se tomaron 27 
muestras. Los expendios incluidos vendían queso 
costeño fresco producido en la costa Caribe colom-
biana y sus distribuidores aceptaron participar 
libremente en el estudio mediante consentimiento 
informado. De cada muestra se tomaron 100 g que 
fueron procesados en el Laboratorio de Investiga-
ción de la Universidad Libre de Barranquilla.

Extracción, purificación y cuantificación del ADN

Se pesaron 25 g de cada muestra y se homoge-
nizaron en 225 ml de agua con peptona al 0,1 % 
en un equipo Stomacker 400 Circulator™ (Seward 
Ltd.) a 260 rpm durante 30 segundos. 

Con el propósito de permitir que las partículas 
sólidas en suspensión se decantaran, los homo-
genizados permanecieron a temperatura ambiente 
durante dos horas y, posteriormente, se mezclaron 
500 µl del sobrenadante con 200 µl de la solución 
tampón TE 1X (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 
8,0). En la lisis celular se emplearon 10 mg/m con 
pH 8,0 de lisozima A y 0,5 % v/v de dodecilsulfato 
sódico (SDS). La mezcla se incubó durante 90 
minutos a 37 °C. 

Para eliminar los péptidos y lípidos residuales, se 
adicionaron 80 µl de una solución de 5 M de cloruro 
de sodio (NaCl) más 100 µl de 3M de acetato 
de amonio y se incubó nuevamente durante 10 
minutos a 65 °C. La suspensión resultante se trató 
con una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol 
isoamílico (25:24:1), y el sobrenadante se tomó 
para una segunda purificación con cloroformo y 
alcohol isoamílico (24:1). 

El ADN se sometió a precipitación con isopropanol 
frío durante 30 minutos y, posteriormente, se lavó 
con etanol al 70 %. Después de la evaporación 
del etanol, se hidrató con 20 µl de agua libre de 
desoxirribonucleasas (DNasa) y ribonucleasas 
(RNasa). La pureza y concentración del ADN se 
determinaron en un espectrofotómetro NanoDrop 
2000c™ de Thermo Scientific, Waitham, MA, USA 
(17,18).

Reacción en cadena de la polimerasa en 
tiempo real

La amplificación mediante qPCR para la detección 
del género Salmonella spp. se realizó con el estu-
che comercial iQ-Check Bio-Rad Salmonella II™, 

la del género Listeria spp., con el estuche comercial 
iQ-Check Listeria spp.™ (Bio-Rad), siguiendo las 
instrucciones del fabricante, y la de Brucella spp., 
con el estuche comercial Quantification of Brucella 
genus (all species)™ (PrimerDesign, Ltd.), el cual 
emplea una sonda TaqMan™ leída en el canal FAM. 

Se preparó la mezcla de reacción siguiendo las 
indicaciones del fabricante para un volumen final 
de 25 µl, con una concentración de ADN de 150 ng. 
El protocolo de amplificación se llevó a cabo con 
el estuche CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 
System™ (Bio-Rad, Hercules, California) en un 
termociclador C-1000™. 

En todas las muestras se agregó un control interno 
en el momento de la lisis celular durante la extrac-
ción del ADN, el cual se amplificó conjuntamente 
con el ADN de la muestra utilizando otra sonda 
TaqMan™ detectada en el canal VIC. En cada 
ensayo se incluyeron los respectivos controles 
positivos, negativos y los blancos, según las ins-
trucciones del fabricante.

Análisis de resultados

El porcentaje de muestras positivas para los géne-
ros Salmonella, Listeria y Brucella se determinó 
mediante el cociente entre el número de muestras 
positivas y el número total de muestras multipli-
cado por 100. El cálculo se hizo considerando 
como unidad de muestreo el expendio y, como 
unidad objeto de análisis, el tipo de queso.

Resultados

Origen y características de los quesos 

Según la encuesta aplicada, el queso distribuido 
en expendios mayoristas de Barranquilla procedía 
de 36 municipios y corregimientos de la región 
Caribe colombiana. El departamento del que pro-
venía la mayor parte (58 %) de este producto 
fue Magdalena. Los departamentos de Atlántico 
y Bolívar aportaron 19 y 14 %, respectivamente. 
Los departamentos con los menores porcentajes 
fueron Sucre (6 %) y Córdoba (5 %). Los volúmenes 
distribuidos oscilaban entre 50 y 2.000 kg por día. 
En cuanto al tipo de queso, el de mayor distribu-
ción fue el queso blando (58 %), en tanto que los 
quesos semiduro y duro registraron un porcentaje 
de 21 % cada uno.

Características de los quesos frescos analizados 

Los porcentajes de muestras positivas para 
Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp. 
fueron de 63 % (17/27), 70,4 % (19/27) y 22,2 % 
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(6/27), respectivamente. De las 27 muestras reco-
lectadas, 17 (63 %) eran de queso blando, 5 (18,5 %)                                                                                                   
de queso semiduro y 5 (18,5 %) de queso duro.

Once de 17 (64,7 %) muestras de queso blando 
fueron positivas para Salmonella spp., 13 de 17 
(76,5 %) lo fueron para Listeria spp. y 6 de 17 
(35,3 %) para Brucella spp., es decir, el total de 
muestras positivas para Brucella spp. en este 
estudio, se encontraron en queso blando. Tres de 
las muestras fueron positivas simultáneamente 
para los tres microorganismos. En cuatro de las 27 
muestras analizadas, las cuales fueron positivas 
para Brucella spp. (sin determinar), no se logró la 
amplificación del control interno.

Cuatro de 5 (80 %) de las muestras de queso 
duro fueron positivas para Salmonella spp., 3 de 
5 (60 %) para Listeria spp. y ninguna fue positiva 
para Brucella spp., en tanto que 2 de 5 (40 %) 
muestras de queso semiduro fueron positivas para 
Salmonella spp., 3 de 5 (60 %) para Listeria spp. y 
ninguna para Brucella spp.

Porcentaje de muestras positivas para 
Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp. 
por departamento de procedencia del queso

De las muestras de quesos procedentes de Atlán-
tico, 3 de 6 (50 %) fueron positivas para Salmonella 
spp., 4 de 6 (66,6 %) para Listeria spp. y 3 de 6 
(50 %) para Brucella spp. De las de quesos proce-
dentes del Magdalena, 10 de 16 (62,5 %) fueron 
positivas para Salmonella spp., 10 de 16 (62,5 %) 
para Listeria spp. y 2 de 16 (12,5 %) para Brucella 
spp. Las dos muestras de quesos procedentes de 
Bolívar fueron positivas para Salmonella spp. y 
para Listeria spp., y una de ellas para Brucella spp.

En las muestras de los quesos de Córdoba y Sucre, 
no se encontró Brucella spp., pero la única muestra 
de Córdoba fue positiva para Salmonella spp. y 
Listeria spp.; las dos muestras de quesos prove-
nientes de Sucre fueron positivas para Listeria spp., 
pero solo una lo fue para Salmonella spp. (cuadro 1).

Discusión

En Barranquilla confluyen varias rutas de comer-
cialización del queso costeño proveniente de los 
departamentos del Caribe colombiano, principal-
mente de Magdalena, que en este estudio aportó 
más del 50 % del queso distribuido en la ciudad, 
en tanto que Sucre y Córdoba tuvieron una parti-
cipación menor en dicha comercialización, aunque 
son departamentos con una alta prevalencia de 
brucelosis en los hatos lecheros (19). 

En el presente estudio se reporta la presencia de 
Brucella spp. en quesos distribuidos en Barran-
quilla. Este agente patógeno se ha encontrado 
previamente en las etapas de producción pri-
maria de leche en otras ciudades de Colombia 
(20,21). En el estudio se reconfirmó, además, la 
presencia de Salmonella spp. (22,23) en quesos 
artesanales distribuidos en el Caribe colombiano 
y de Listeria spp. en queso costeño. Como en 
el caso de Brucella spp., este último patógeno 
se ha encontrado anteriormente en la materia 
prima para la elaboración de los quesos (24). 
Puede concluirse, entonces, que en Barranquilla 
el consumo de queso costeño estaría asociado 
con el riesgo de contagio por Salmonella spp. y 
Brucella spp.

Sin embargo, el riesgo también debe asociarse 
con la viabilidad de las bacterias en el alimento y 
el tipo de queso costeño consumido. El tiempo de 
supervivencia de los microorganismos en el queso 
depende del proceso de elaboración y de factores 
como la concentración de sal, el pH, las condi-
ciones de maduración y las cepas bacterianas 
empleadas en la transformación de la leche (25). 

En este estudio se encontró ADN de Salmonella 
spp., Listeria spp. y Brucella spp. simultáneamente 
en tres muestras de queso fresco costeño blando, 
lo cual coincide con lo reportado en otros estudios 
en los cuales se ha demostrado que estos micro-
organismos sobreviven más tiempo en los quesos 
blandos que en los duros (26).

Por otra parte, la ausencia de Brucella spp. en 
quesos duros con un contenido de sal de alrededor 
de 3,47 % (27), puede explicarse por la sensibilidad 
de Brucella spp. a las altas concentraciones de sal 
(26). Se ha encontrado que la sal utilizada en los 
procesos de salmuera o salado directo del queso 
reducen el crecimiento de los microorganismos 

Cuadro 1. Porcentaje de muestras positivas para Salmonella 
spp., Listeria spp. y Brucella spp. por departamento de pro-
cedencia del queso

Departamento Total (+) 
Salmonella spp./
total muestras

n (%)

Total (+)
Listeria spp./

total muestras
n (%)

Total (+)
Brucella spp./
total muestras

n (%)

Atlántico    3/6   (50)     4/6   (66,6) 3/6 (50)
Magdalena   10/16   (62,5) 10/16   (62,5) 2/16 (12,5)
Bolívar    2/2 (100)  2/2 (100) 1/2 (50)
Córdoba    1/1 (100)    1/1 (100)  0/1   (0)
Sucre    1/2   (50)    2/2 (100)  0/2   (0)
Total   17/27   (62,9) 19/27   (70,4) 6/27 (22,2)
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patógenos y disminuyen su actividad metabólica 
(28,29). Cinco de las muestras de queso blando 
analizadas fueron positivas tanto para Brucella 
spp. como para Listeria spp., 12 fueron positivas 
para Salmonella y Listeria spp., y de estas, ocho 
eran de queso blando, tres de queso duro y una de 
queso semiduro. 

Se ha reportado la viabilidad de algunas cepas de 
Listeria spp. aisladas de quesos con altas concen-
traciones de cloruro de sodio (30), lo cual expli-
caría el mayor porcentaje de muestras positivas 
de Listeria spp. frente a los otros microorganismos 
evaluados en este estudio. 

Otro factor que se debe tener en cuenta es el 
crecimiento de microorganismos que hacen parte 
de la microflora del alimento y que compiten por 
los nutrientes, hecho que aumenta la probabilidad 
de reportar falsos negativos atribuibles principal-
mente al método microbiológico tradicional, el 
cual determina cualitativamente la presencia o 
ausencia de microorganismos y, además, emplea 
medios de cultivo selectivos a lo largo de muchas 
etapas, como las de caracterización bioquímica y 
serológica de colonias bacterianas (31). 

Aunque el método estándar o cultivo microbioló-
gico tradicional tiene un gran valor en los estudios 
epidemiológicos, su sensibilidad es baja y la con-
firmación de los resultados tarda entre cuatro y 
cinco días (32), por lo tanto, es necesario emplear 
metodologías más sensibles de diagnóstico, como 
la qPCR (21). Aunque la técnica de qPCR detecta 
el ADN de los microorganismos y no determina su 
viabilidad, se pudo confirmar su aplicabilidad para 
detectar microorganismos de difícil aislamiento por 
su elevado límite de detección. 

En diversas investigaciones, se han reportado 
límites de detección para el ADN de Brucella spp. 
del orden de 16 a 1.600 ng con diferentes proto-
colos de qPCR (33). En este estudio fue posible la 
detección con 83,25 ng de ADN total extraído de 
una muestra positiva, lo que evidencia el aumento 
de la probabilidad de detección en muestras de 
alimentos en las cuales estos agentes patógenos 
se encuentran generalmente en pequeñas canti-
dades. En un estudio de 30 muestras de queso, 
realizado en México, no se detectaron bacterias 
mediante el método microbiológico, lo cual se 
explicó por el bajo número de microorganismos 
presente en el alimento (34). En un estudio en 
Brasil, solo mediante PCR convencional fue posible 
detectar la bacteria en quesos ilegales (35).

El hecho de que en cuatro de las muestras de 
queso en este estudio no hubo amplificación del 
control interno, se explicaría, según estudios pre-
vios, por la presencia de inhibidores de la PCR. 
En tales estudios se han reportado variaciones 
en la inhibición de polimerasas en diferentes 
concentraciones de la muestra (36,37). Entre los 
inhibidores de polimerasas presentes en alimen-
tos como el queso, se han reportado el sodio y           
el calcio. 

En este estudio se presentó un mayor porcentaje 
de inhibición en muestras de queso duro, lo cual 
se puede asociar a su alto contenido de cloruro 
de sodio, ya que las polimerasas Ultma, rTth, 
Taq, HotTub, Tfl y Taq son sensibles a concen-
traciones mayores de 60 mM de Na+2. También, 
se ha reportado un efecto inhibitorio de la Taq 
polimerasa con concentraciones mayores de 0,2 
mM de Ca+2, lo que puede explicar la inhibición 
en algunas muestras de queso blando, pues se 
ha demostrado que en productos lácteos el calcio 
es la mayor fuente de inhibición, aunque tam-                             
bién el magnesio utilizado en la reacción de PCR 
puede tener efecto inhibitorio inverso de los iones 
calcio (38).

En cuanto a la presencia de bacterias como 
Salmonella spp. y Listeria spp., que son de difícil 
aislamiento, su gran frecuencia sugeriría su pre-
sencia a lo largo de toda la cadena de producción 
del queso, desde la obtención de la leche en las 
fincas hasta la distribución del producto. La pre-
sencia de dichas bacterias en estos productos se 
ha reportado en otros trabajos en Colombia, en 
los cuales se ha determinado que el queso fresco 
es uno de los alimentos con mayor presencia de 
L. monocytogenes entre los de venta callejera en 
Bogotá (39), así como en las ciudades de Montería 
y Cereté, donde se confirmó que los quesos 
caseros frecuentemente están contaminados con 
Listeria spp. (40,41). A nivel internacional, se han 
reportado Salmonella spp. y Listeria spp. en que-
sos frescos de venta callejera (42).

El presente estudio fue un ensayo piloto en el 
que se demostró la utilidad de la técnica de qPCR 
como método alternativo para determinar el estado 
microbiológico del queso y para el desarrollo de 
estudios de vigilancia epidemiológica, al demos-
trar la presencia de microorganismos de difícil 
aislamiento, como Brucella spp., Salmonella spp. 
y Listeria spp., en muestras de queso costeño pro-
cedentes de diferentes departamentos de la costa 
Caribe colombiana. 
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Estos resultados constituyen una alerta de salud 
pública en torno al queso como producto que puede 
transmitir estas bacterias, y plantea la necesidad 
de implementar planes de vigilancia y control. 
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Variabilidad genética en regiones codificantes del antígeno de 
superficie y el dominio de la transcriptasa inversa de la polimerasa 

del virus de la hepatitis B, Colombia, 2002-2014
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Introducción. Se estima que 240 millones de personas en el mundo tienen infección crónica con el 
virus de la hepatitis B (HBV). En Colombia, la endemia es variable y circulan diferentes genotipos 
virales. Las mutaciones a lo largo del genoma se han asociado con resistencia antiviral, el escape 
ante la reacción de anticuerpos neutralizadores tras la vacunación o a la infección natural, la infección 
oculta y la progresión a carcinoma hepatocelular.
Objetivo. Identificar los genotipos y las mutaciones presentes en la región codificante del antígeno de 
superficie (S) y del dominio de la transcriptasa inversa (reverse transcriptase, RT) de la polimerasa del 
HBV en muestras de suero remitidas al Instituto Nacional de Salud de Colombia para el diagnóstico de 
hepatitis B, entre el 2002 y el 2014.
Materiales y métodos. En 495 muestras de suero positivas para el antígeno de superficie de la 
hepatitis B (HBsAg) se buscó el ADN viral, se amplificó y secuenció un fragmento de 1.591 nucleótidos 
y, posteriormente, se hizo el análisis filogenético correspondiente. 
Resultados. En 66 de las muestras se logró detectar el genoma viral y 28 de ellas se secuenciaron 
exitosamente. El análisis filogenético permitió identificar los genotipos y subgenotipos F3 y A2. Una 
muestra presentó simultáneamente las sustituciones de resistencia L180M y M204V, otra presentó la 
sustitución I169L y en una se identificó la mutación P120Q, previamente asociada con variantes de 
escape. Dos muestras presentaron una deleción de 105 nucleótidos en la región preS1-preS2.
Conclusiones. Se corroboró la circulación en Colombia de los genotipos y subgenotipos F3 y A2, así 
como la presencia de mutaciones de resistencia y escape. El presente estudio constituye un aporte a 
la epidemiologia molecular del HBV en Colombia.

Palabras clave: virus de la hepatitis B; genotipo; ADN polimerasa dirigida por ARN; mutación.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3871

Genetic variability in coding regions of the surface antigen and reverse transcriptase domain of 
hepatitis B virus polymerase, Colombia, 2002-2014

Introduction: Despite the availability of an effective vaccine and treatment to reduce the viral load and 
progressive hepatocellular injury, approximately 240 million people worldwide are chronically infected 
with the hepatitis B virus (HBV). In Colombia, the circulation of different viral genotypes has been 
confirmed. Mutations in the genome have been associated to antiviral therapy resistance, viral escape 
to neutralizing antibodies, occult infection and progression to hepatocellular carcinoma. 
Objective: To identify the genotypes and the presence of mutations in the coding region of the 
surface (S) antigen and the reverse transcriptase (RT) domain of the polymerase of HBV obtained 
from serum samples for hepatitis B diagnosis received by the Instituto Nacional de Salud during the 
period 2002-2014. 
Materials and methods: A total of 495 serum samples with previous HBsAg reactive result were 
used for molecular detection. A fragment of 1,591 nucleotides was sequenced, and the corresponding 
phylogenetic analysis was performed.
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Results: We detected the viral genome of HBV in 66 samples and 28 were successfully sequenced. 
The phylogenetic analysis allowed the identification of subgenotypes F3 and A2. The L180M and 
M204V resistance mutations were simultaneously identified in one sample, while the I169L resistance 
mutation was identified in another one. A single escape mutation, P120Q, was identified in one more. 
Two samples showed a deletion of 105 nucleotides in the preS1-preS2 region.
Conclusions: The circulation of genotypes/subgenotypes F3 and A2 of HBV in Colombia was 
corroborated, as well as the presence of some resistance and escape mutations. The present study 
constitutes a contribution to the molecular epidemiology of HBV in Colombia.

Key words: Hepatitis B virus; genotype; RNA-directed DNA polymerase; mutation.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3871

La hepatitis B constituye una de las hepatitis 
virales más importantes en salud pública por estar 
relacionada en su fase crónica con el desarrollo 
de cirrosis y carcinoma hepatocelular (1). La 
proporción de individuos adultos cuya infección 
aguda por HBV progresa a la fase crónica es de 
5 a 10 %, en tanto que en niños menores de cinco 
años la proporción es de 25 a 30% y, en recién 
nacidos, hasta de 90 % (2).

A nivel mundial, se estima que, aproximadamente, 
240 millones de personas presentan infección 
crónica y más de 686.000 mueren cada año como 
consecuencia de la enfermedad y sus complica-
ciones (3). La seroprevalencia de hepatitis B en 
Latinoamérica es de 0,48 %, aproximadamente, y 
en Colombia se estima en 2,29 % (4). En el 2016, 
se notificaron 1.967 casos de hepatitis B al sistema 
nacional de vigilancia epidemiológica (Sivigila), 
42 % de los cuales provenía de Antioquia, Bogotá 
y Norte de Santander; la incidencia nacional de 
hepatitis B fue de cuatro casos por cada 100.000 
habitantes (5). Con un patrón epidemiológico hete-
rogéneo debido a las diferencias geográficas, étni-
cas, culturales y socioeconómicas, se considera 
que el país tiene una endemia de baja a intermedia 
(6), aunque en algunos departamentos, entre ellos 
Amazonas, Chocó, Guaviare, Magdalena y Norte 
de Santander, es alta (7-9).

El virus de la hepatitis B (HBV) pertenece a la fami-
lia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus, 
su genoma es una molécula de ADN circular, 
parcialmente de doble hebra y de 3,2 kb, aproxi-
madamente, constituido por marcos de lectura 
parcialmente superpuestos que codifican para las 

proteínas preCore/Core, preS1/preS2/S, polime-
rasa y X (10). El análisis filogenético de las cepas 
del HBV circulantes a nivel mundial ha permitido la 
identificación de 10 genotipos (A-J) con una diver-
gencia en la secuencia genómica mayor de 8 %, y 
la asignación de más de 30 subgenotipos definidos 
como aquellos linajes conformados por cepas con 
una divergencia de nucleótidos de 4 a 8 % (11,12). 
En Colombia, se ha reportado la circulación de los 
genotipos y subgenotipos A1, A2, C, D3, E, F1a, 
F1b, F3 y G (6,8,13-19), siendo el genotipo F el de 
mayor prevalencia en Suramérica (12).

Aunque la progresión y la gravedad de la hepatitis 
B responden a múltiples factores, los estudios 
epidemiológicos han permitido establecer asocia-
ciones entre los diferentes genotipos y variables 
tales como las vías de transmisión, la progresión 
a la fase crónica de la enfermedad, el tiempo de 
progresión y la gravedad de la enfermedad (20).

Por otro lado, diversos estudios han permitido 
la identificación de mutaciones puntuales en 
el dominio de la transcriptasa inversa (reverse 
transcriptase, RT) del HBV que confieren resis-
tencia a los principales medicamentos antivirales 
disponibles: lamivudina (3TC), entecavir (ETV), 
telbivudina (LdT), adefovir (ADV) y tenofovir (TDF) 
(21). Asimismo, se han identificado mutaciones 
puntuales y deleciones en las regiones S, preS1 y 
preS2 del gen de la envoltura del HBV, las cuales 
se han asociado con la presentación clínica de la 
enfermedad (22), con la neutralización a cargo de 
anticuerpos generados tras la vacunación o como 
resultado de una infección natural (23), o de casos 
de infección oculta por HBV (24), así como con la 
sensibilidad de los inmunoensayos utilizados para 
el diagnóstico serológico (25).

En el presente estudio, se llevó a cabo la detección 
molecular, la genotipificación y la identificación 
de mutaciones en las regiones codificantes del 
antígeno S y el dominio RT de la polimerasa 
del HBV a partir de 495 muestras de suero con 

mailto:dpelaez@ins.gov.co
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resultado positivo para HBsAg provenientes de 
los 32 departamentos de Colombia, las cuales se 
recibieron para diagnostico de hepatitis B en el 
Laboratorio de Virología del Instituto Nacional de 
Salud, durante el periodo 2002-2014.

Materiales y métodos

Muestras clínicas

Se hizo un estudio descriptivo, longitudinal y 
retrospectivo, de 495 muestras de sueros prove-
nientes de 32 departamentos del país y de Bogotá, 
conservadas en congelación entre los -20 °C y 
los -30 °C en la seroteca del Grupo de Virología 
del Instituto Nacional de Salud para el diagnóstico 
de hepatitis B, y recolectadas durante el periodo 
2002-2014 (figura 1a). Se seleccionaron mues-
tras con resultado positivo en la prueba ELISA 
para el antígeno de superficie de HBV (HBsAg), 
no necesariamente confirmado mediante prueba 
de neutralización.

Extracción del ADN viral y amplificación de 
las regiones codificantes del antígeno S y 
del dominio RT de la polimerasa del HBV 
mediante PCR

Para la extracción del ADN viral, y ante la even-
tual necesidad de detectar virus con genoma de 
ARN (virus de hepatitis A, C, delta y E), se utilizó 
el estuche PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit™ 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para la amplificación y secuenciación de las regio-
nes codificantes del antígeno S y del dominio 
RT de la polimerasa del HBV, se utilizaron los 
oligonucleótidos externos HBPr1_Sense 5’-gggt 
caccatattcttggg-3’ y HBPr374_Antisense 5’-gttcc 
gcagtatggatcggcagagg-3’, previamente descritos 
por Stuyver, et al. (26), los cuales se extienden 
desde la posición 2816-3182...1-1281 del genoma 
de referencia, número de acceso en GenBank: 
NC_003977.2. 

Figura 1. Muestras procesadas mediante PCR y positivas para HBV, según departamento, 2002-2014. a) Distribución de muestras 
analizadas según ente territorial. b) Distribución de muestras positivas en la PCR para los genes P (parcial) y S del HBV
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La mezcla de reacción para la PCR incluyó 
10 pmoles de cada oligonucleótido, 1,35 U de 
Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity™ 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 
60 mM de Tris-SO4 (pH 8,9), 18 mM de (NH4)2SO4, 
2,4 mM de MgSO4, 480 nM de cada dNTP, 5 µl del 
extracto de ADN viral y agua libre de nucleasas, 
para un volumen final de 25 µl. 

El perfil térmico consistió en una desnaturalización 
inicial a 94 °C durante dos minutos, seguida de 
35 ciclos de amplificación (a 94 °C durante 30 
segundos, a 50 °C durante 30 segundos, a 72 °C 
durante dos minutos) y una extensión final a 72 °C 
durante cinco minutos.

Los amplicones esperados, de 1.648 pb, aproxi-
madamente, se separaron mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 1 % en TAE 1X, se tiñeron 
con SYBR Safe DNA Gel Stain™ (Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) y se visuali-
zaron mediante el fotodocumentador GelDoc XR™ 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).

Secuenciación, edición de secuencias y análisis 
filogenético

Los productos de PCR positivos para ADN del 
HBV se purificaron utilizando el estuche QIAquick 
PCR Purification Kit™ (QIAGEN Inc, Valencia, 
CA, USA) y se secuenciaron usando el estuche 
BigDye Terminator, versión 3.1, Cycle Sequencing 
Kit™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA), según las instrucciones del fabricante. 

La secuenciación se llevó a cabo en un Genetic 
Analyzer ABI 3130™ (Applied Biosystems, Foster 
City, California, USA). Las secuencias obtenidas 
se visualizaron, editaron y ensamblaron mediante 
el módulo SeqMan de la suite Lasergene, versión 
7.2.1™ (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) y, pos-
teriormente, se alinearon empleando el algoritmo 
ClustalW con el programa MEGA 6.0 (27). Se 
incluyeron secuencias disponibles en el GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) pertenecien-
tes a los diferentes genotipos y subtipos del HBV 
humano, así como el máximo número de secuen-
cias colombianas previamente reportadas y con la 
longitud genómica requerida para estos análisis y, 
además, una secuencia de HBV derivada del mono 
lanudo como grupo externo (número de acceso    
en GenBank: AY226578). 

Para la reconstrucción del árbol filogenético, se 
generaron dos matrices: la primera, para analizar 
la longitud máxima del genoma, se extendía entre 
las posiciones 2858-3182...1-1266 (1.591 pb). 

y la segunda, para incluir el máximo número de 
secuencias colombianas previamente reportadas, 
se extendía entre las posiciones 281 y 657 (377 pb) 
del genoma circular de referencia NC_003977.2. 
Para cada matriz se seleccionó el modelo evolutivo 
que mejor se ajustara a los datos, utilizando el 
programa jModelTest (28).

El análisis filogenético se hizo con el programa 
MEGA 6.0 y el método de neighbor-joining. El 
soporte de la topología del árbol se obtuvo mediante 
un proceso de bootstrap de 1.000 réplicas.

Análisis de mutaciones de resistencia a 
medicamentos antivirales y de escape

Para la determinación del impacto de las diferentes 
mutaciones presentes en las secuencias del HBV 
circulantes en el país, se emplearon dos herra-
mientas bioinformáticas disponibles en línea: la 
HIV-grade HBV drug resistance interpretation (DRI) 
(29) y la Geno2pheno [HBV] (G2P) (30), las cuales 
permiten determinar el genotipo viral, identificar las 
mutaciones en la región codificante del dominio RT 
de la polimerasa viral asociadas con resistencia 
a fármacos e identificar mutaciones en el marco 
de lectura abierto (Open Reading Frame, ORF) 
del gen que codifica para el antígeno S pequeño 
(S-HBsAg), previamente asociadas con escape 
por disminución de la unión al anticuerpo. 

La DRI y la G2P se encuentran disponibles en 
los enlaces: http://www.hiv-grade.de/hbv_grade/
deployed/grade.pl?program=hbvalg y http://hbv.
geno2pheno.org/, respectivamente.

Resultados

Distribución de las muestras por departamento

En el estudio se incluyeron 495 muestras de sueros 
con resultado positivo para HBsAg, lo cual permitió 
tener una representación de las diferentes regiones 
de Colombia (figura 1a), con un mínimo de dos y 
un máximo de 65 sueros provenientes de cada una 
de las 33 entidades territoriales, incluida Bogotá. 
Sin embargo, la incidencia del HBV reportada por 
año epidemiológico por las distintas entidades 
territoriales, es diferente al número de muestras 
recibidas en el Instituto Nacional de Salud, ya que 
la remisión de muestras depende de la capacidad 
de diagnóstico de cada departamento y del nivel de 
referencia que registran frente al Instituto.

Caracterización molecular de genotipos y 
subgenotipos circulantes del HBV en Colombia

Mediante amplificación por PCR convencional de 
66 muestras (13,3 % del total de las muestras 

http://www.hiv-grade.de/hbv_grade/deployed/grade.pl?program=hbvalg
http://www.hiv-grade.de/hbv_grade/deployed/grade.pl?program=hbvalg
http://hbv.geno2pheno.org/
http://hbv.geno2pheno.org/
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procesadas) provenientes de 21 unidades terri-
toriales del país, se obtuvo un fragmento de banda 
única y del tamaño esperado correspondiente 
al ORF S y, región codificante del dominio RT 
de la polimerasa del HBV. Los departamentos 
de Córdoba, Guaviare, Cauca, Caldas, Guainía 
y Magdalena, presentaron la mayor positividad, 
contribuyendo en conjunto con el 63,6 % de las 
muestras positivas mediante detección molecular 
(figura 1b).

Del total de muestras amplificadas por PCR, 28 
(42,4 %) se secuenciaron y, mediante el análisis 
filogenético, se identificaron los genotipos A y 
F, cuyos subgenotipos fueron el A2 y el F3, res-
pectivamente (figura 2). De las 28 secuencias, 24 
(85,7 %) correspondieron al genotipo F y 4 (14,3 %) 
al genotipo A, similar a lo reportado para el país en 
estudios previos (7,13,19). El análisis filogenético 
mediante la matriz 1 con secuencias de longitud 
de 1.591 pb, permitió la identificación confiable de 
los subgenotipos. 

Todas las secuencias de HBV de genotipo F iden-
tificadas en el presente estudio, pertenecían al 
subgenotipo F3 con una gran confiabilidad (soporte 
en el proceso de bootstrap de 92 %). De igual 
forma, todas las secuencias del HBV, genotipo 
A, identificadas pertenecían al subgenotipo A2, 
con una gran confiabilidad (soporte en el proceso 
de bootstrap de 99 %), similar a lo previamente 
reportado (16).

Con base en la región genómica representada por 
la matriz 1, cuyos sitios variables se muestran en la 
figura 3, se estimó la divergencia evolutiva prome-
dio del HBV entre cada par de cepas colombianas 
de los subgenotipos A2 (0,003 sustituciones por 
sitio) y F3 (0,007 sustituciones por sitio) y entre 
dichos subgenotipos (0,162 sustituciones por 
sitio entre cada par de cepas colombianas). No 
se identificaron secuencias pertenecientes a los 
genotipos C, D, E y G, que previamente habían 
sido reportados en el país (16).

Teniendo en cuenta que las secuencias disponi-
bles pertenecientes a dichos genotipos no fueron 
lo suficientemente extensas o no correspondían 
completamente a la región secuenciada en 
el presente estudio (matriz 1), se generó una 
segunda matriz (matriz 2), con el fin de establecer 
las relaciones filogenéticas y obtener un panorama 
completo de los genotipos que han circulado en el 
país (figura 4). En este árbol filogenético se pueden 
observar los diferentes genotipos representados; 
sin embargo, en general, no fue posible establecer 

subgenotipos debido a los bajos soportes en el 
bootstrap, resultantes del análisis de un fragmento 
corto con una menor cantidad de sitios informativos 
a nivel filogenético.

La secuencia de la muestra identificada con el 
código 49791_Cauca_CO_2003, presentó un gran 
número de sitios variables, los cuales se desig-
naron según el código internacional de ambigüe-
dad de nucleótidos (figura 3). La gran frecuencia 
de sustituciones no sinónimas en dicha secuencia 
(figura 5), sugiere la presencia de una infección 
simultánea con dos diferentes cepas del HBV; sin 
embargo, sería necesaria la clonación y secuen-
ciación de los clones del producto de la PCR para 
confirmar o refutar dicha hipótesis.

Mutaciones en el ORF S y la región 
codificante del dominio RT de la polimerasa 
del HBV circulante en Colombia y su 
asociación con resistencia a medicamentos 
antivirales y con el escape

Mediante el uso de herramientas bioinformáticas, 
se identificaron mutaciones asociadas con resis-
tencia a medicamentos antivirales en dos de las 
muestras secuenciadas. La secuencia de la cepa 
49884_Cundinamarca_CO_2003, perteneciente al 
genotipo A, presentó simultáneamente dos sustitu-
ciones (L180M y M204V) previamente asociadas 
con resistencia a LdT, 3TC y ETV (31,32), e identi-
ficadas recientemente en un paciente colombiano 
con hepatopatía en estado terminal (33) (figura 5). 
La secuencia de la cepa 60265_Cesar_CO_2004, 
perteneciente al genotipo F, presentó la sustitución 
I169L asociada con resistencia a ETV. De todas 
maneras, en los artículos pertinentes se señala 
la necesidad de acopiar mayor evidencia clínica 
sobre dicha asociación (34).

En cuanto a la identificación de mutaciones en 
el S-HBsAg, únicamente la secuencia de la cepa 
48877_Guaviare_CO_2002, perteneciente al geno-
tipo F, presentó la mutación de escape P120Q 
(figura 6). Las tres mutaciones asociadas con la 
resistencia a los medicamentos antivirales, se iden-
tificaron en muestras provenientes de hombres 
con edades entre los 17 (dos mutaciones) y los 51 
años, en tanto que la mutación de escape se iden-
tificó en una mujer de 22 años, cuyo antecedente 
de vacunación no se pudo determinar (cuadro1).

Dos de las secuencias del HBV obtenidas en el 
presente estudio, presentaron una deleción en 
la región preS1-preS2 (figura 7) y, aunque dicha 
deleción no involucró el antígeno S pequeño 
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Figura 2. Inferencia filogenética por neighbor-joining (NJ) del HBV, basada en el gen de la polimerasa viral (parcial de 1.591 pb). 
Se utilizó el método de NJ con 1.000 réplicas en el proceso de bootstrap y el modelo de sustitución de nucleótidos K2P+G (Shape: 
0,77). La secuencia del virus de la hepatitis B del mono lanudo (número de acceso en GenBank: AY226578) se utilizó como grupo 
externo solo con fines de visualización. Los rombos rojos representan las cepas colombianas secuenciadas en el presente estudio 
y, los negros, las cepas colombianas previamente depositadas en GenBank.
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Posición neuclotídica con respecto al fragmento secuenciado de 1591 pb

Posición neuclotídica con respecto al fragmento secuenciado de 1591 pb

Posición neuclotídica con respecto al fragmento secuenciado de 1591 pb

Identificación de la secuencia

HBV RefSeq NC 003977
10646 CUNDINAMARCA CO 2002
48557 META CO 2002
48580 GUAVIARE CO 2002

48732 GUAVIARE CO 2002

48875 GUAVIARE CO 2002
48877 GUAVIARE CO 2002
49621 BOYACA CO 2003
49791 CAUCA CO 2003
49793 CAUCA CO 2003
49794 CAUCA CO 2003
49884 CUNDINAMARCA CO 2003
49887 BOYACA CO 2003
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(S-HBsAg), sí comprometía 15 codones de la región 
codificante del antígeno S mediano (M-HBsAg), 
incluido el codón de inicio, así como 35 codones 
codificantes del antígeno S grande (L-HBsAg).

Discusión

El país presenta un patrón heterogéneo en la inci-
dencia y prevalencia de hepatitis B. En el 2016 
los departamentos de Guaviare, Amazonas y 
Vaupés registraron la mayor incidencia de casos 
(12-20/100.000 habitantes) en tanto que Boyacá, 
Cauca, San Andrés y Buenaventura notificaron 
la incidencia mas baja (1-3/100.000 habitantes) 
(5). Históricamente, también se ha estimado un 

elevado subregistro, cercano al 80 %, debido al 
bajo porcentaje de notificación en ciertas unidades 
territoriales (35,36), lo cual permite inferir cifras 
mayores de las reportadas oficialmente.

Por tratarse de una enfermedad que en una ele-
vada proporción de los individuos infectados se 
desarrolla de forma crónica y silenciosa, y sin una 
fase aguda de mayor consideración, la carga real 
de la enfermedad y la magnitud de este problema 
de salud pública solo llegan a ser evidentes a 
medida que progresa el daño hepático y se mani-
fiesta como cirrosis o carcinoma hepatocelular, con-
diciones potencialmente mortales que requieren 
trasplante hepático y dan una reducida esperanza 

Figura 3. Variabilidad genética en la región secuenciada correspondiente al gen de la polimerasa (parcial) del HBV. Se alinearon 
las secuencias de 1.591 pb del HBV en muestras del periodo 2002-2014 obtenidas en el presente estudio, frente a la secuencia 
de referencia NC_003977. La región secuenciada se extiende entre los nucleótidos 2858-3182 y 1-1266 del genoma circular de 
referencia. Los sitios resaltados en negro corresponden a posiciones con variabilidad genética en el individuo.
M: C/A; R: A/G; Y: C/T; W: A/T
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Figura 4. Genotipos del HBV presentes en Colombia. Inferencia filogenética por neighbor-joining basada en un fragmento de 377 pb 
(posiciones 1.155-1.531 del genoma de referencia NC_003977). Se utilizaron 1.000 réplicas de bootstrap y el modelo de sustitución 
de nucleótidos K2P+G (Shape: 0,23). La secuencia del HBV del mono lanudo (número de acceso en GenBank: AY226578) se utilizó 
como grupo externo con fines de visualización. Los rombos rojos representan las cepas colombianas secuenciadas en el presente 
estudio y, los negros, las cepas colombianas previamente depositadas en GenBank.

A1JN182318.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, clon receptor 3
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F4 AF223965.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, cepa C-1858, aislamiento sa16 

F4 AF223962.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, cepa C-1858 aislamiento sa4 

F4 X75658.1| Virus humano de hepatitis B (genotipo F Fou) preS1 preS2, antígenos centrales S C X, proteína X y polimerasa

F2 AY090455.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, cepa 1889Nic 

F2 X69798.1| Genes del virus de hepatitis B, subtipo adw4

F1 AF223963.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, cepa C-1858, aislamiento sa11
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C1 AB112472.1|  Genoma completo ADN de virus de hepatitis B, aislamiento: HBV-TH124
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gi|156071869|gb|EF397975.1| Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 31, cds parcial del gen, proteína S (S)

gi|729057549|gb|KM583842.1|Cds parcial del gen de virus de hepatitis B, aislamiento BUCPAT76, HBsAg (S)

gi|408355215|gb|JQ023662.1|Genoma completo de virus de hepatitis B, aislamiento 1164 

gi|328785011|gb|HM467769.1|Cds parcial del gen polimerasa, virus de hepatitis B, aislamiento 1104 Colombia

gi|156071865|gb|EF397973.1|Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 24, cds parcial del gen, proteína S (S)

gi|156071893|gb|EF397987.1|Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 67, cds parcial del gen, proteína S (S)

gi|328775039|gb|HM467785.1|Cds parcial del gen de virus de hepatitis B, aislamiento 1149 Colombia, polimerasa

gi|156071889|gb|EF397985.1| Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 36, cds parcial del gen, proteína S (S)

gi|328774998|gb|HM467761.1| Secuencia parcial del gen de virus de hepatitis B, aislamiento 1021 Colombia, 
                                                   polimerasa no funcional

gi|408355228|gb|JQ023666.1| Genoma de virus de hepatitis B, aislamiento 1157 Colombia 

gi|156071867|gb|EF397974.1| Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 26, cds parcial del gen, proteína S (S)

gi|156071857|gb|EF397969.1| Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 1, cds parcial del gen, proteína S (S)

gi|284433264|gb|GQ487690.1| Cds parcial  del gen de virus de hepatitis B, aislamiento 126 Qdo, proteína S (S)

gi|408355223|gb|JQ023664.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, aislamiento 129

gi|408355226|gb|JQ023665.1| Genoma completo de virus de hepatitis B, aislamiento 137 

gi|156071875|gb|EF397978.1| Virus de hepatitis B, aislamiento Bogota 58, cds parcial del gen, proteína S (S)
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de vida (37,38). En el 2016, se reportaron al Sivigila 
38 muertes probables por hepatitis B (5). A pesar 
de la lucha para controlar la transmisión mediante 
la aplicación de una vacuna efectiva en la pobla-
ción expuesta y de la promoción de conocimientos, 
actitudes y prácticas que minimicen los factores 
de riesgo, esta enfermedad continúa siendo un 
problema para los nacidos antes de 1992 y para 

quienes no han sido vacunados, que, además, se 
convierten en una importante fuente de infección 
y transmisión.

El principal objetivo del presente estudio fue la 
caracterización molecular del HBV a partir de 
muestras de pacientes remitidas para diagnóstico 
y captadas mediante el sistema de vigilancia nacio-
nal por laboratorio de las hepatitis virales. A pesar 

Figura 5. Variación de nucleótidos y presencia de mutaciones de resistencia en el dominio RT del gen que codifica para la 
transcriptasa inversa del HBV. Alineamiento de secuencias del HBV presente en Colombia en el periodo 2002-2014 con respecto a 
la secuencia de referencia NC_003977. Los sitios resaltados en negro corresponden a posiciones con variabilidad en el individuo. 
Los sitios resaltados en amarillo corresponden a mutaciones de resistencia a medicamentos antivirales. En el alineamiento solo se 
presentan los sitios variables.

Figura 6. Variación de aminoácidos y presencia de mutaciones de escape en el antígeno S pequeño del HBV (S-HBsAg). 
Alineamiento de las secuencias del HBV presente en Colombia en el periodo 2002-2014 con respecto a la secuencia de referencia 
traducida NC_003977. Los sitios resaltados en negro corresponden a posiciones con variabilidad en el individuo. El sitio resaltado 
en amarillo corresponde a una mutación de escape. En el alineamiento solo se presentan los sitios variables.
*: codón de parada

Posición de aminoácidos con respecto al dominio RT de la polimerasa de HBV 

Posición de aminoácidos con respecto al antígeno S pequeño (Small-HBsAg)
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Figura 7. Región codificante de los antígenos de superficie del HBV. a) Representación gráfica de los antígenos de superficie 
grande (L-HBsAg), mediano (M-HBsAg) y pequeño (S-HBsAg) del HBV. b) Delimitación de la región correspondiente a la deleción 
presente en dos cepas del HBV colombianas. Las posiciones genómicas se calcularon con base en el genoma de referencia del 
HBV, número de acceso en GenBank NC_003977.2. La región delimitada con signo de interrogación no se pudo resolver en los 
electroferogramas obtenidos.
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Cuadro1. Mutaciones de resistencia y escape en los genes P y S del HBV, Colombia, 2002-2014

Código de 
muestra*

Departamento Año Edad 
(años)

Sexo Genotipo Mutaciones de resistencia a 
antivirales en la RT

Mutaciones de escape 
HBsAg

HBV DRI Geno2Pheno HBV DRI Geno2Pheno

10646 Cundinamarca 2002 43 M F No No No No
48557 Meta 2002 22 M A No No No No
48580 Guaviare 2002 48 M A No No No No
48585 Meta 2002 64 M F No No No No
48627 Guaviare 2002 44 M F No No No No
48676 Casanare 2002 27 F A No No No No
48732 Guaviare 2002 34 M F No No No No
48739 Putumayo 2002 47 M F No No No No
48794 Córdoba 2002   6 F F No No No No
48817 Córdoba 2002 19 M F No No No No
48875 Guaviare 2002 19 F F No No No No
48877 Guaviare 2002 22 F F No No P120Q No
49621 Boyacá 2003 25 M F No No No No
49791 Cauca 2003 24 M F No No No No
49793 Cauca 2003 36 M F No No No No
49794 Cauca 2003 23 F F No No No No
49884 Cundinamarca 2003 17 M A L180M (3TC, 

ETV, LdT)
M204V (3TC, 

ETV, LdT)

L180M (3TC, ETV, LdT, 
Tyzeka®, Sebivo®)

M204V (3TC, ETV, LdT, 
Tyzeka®, Sebivo®)

No No

49887 Boyacá 2003   4 M F No No No No
50418 Cauca 2004 19 M F No No No No
50797 Córdoba 2004 31 M F No No No No
50858 Cauca 2004 24 F F No No No No
60265 Cesar 2004 51 M F I169L I169L (ETV) No No
61048 Guainía 2005 20 M F No No No No
61188 Guainía 2005 68 M F No No No No
62233 Atlántico 2005 30 F F No No No No
70874 Caldas 2009 39 M F No No No No
72391 Guainía 2009 48 M F No No No No
79446 Magdalena 2014 48 M F No No No No

* Código interno del Laboratorio de Virología del Instituto Nacional de Salud
HBV-DRI: HIV-grade HBV drug resistance interpretation
M: masculino; F: femenino; LdT: telbivudina; 3TC: lamivudina; ETV: entecavir; FTC: emtricitabine
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de que la PCR fue optimizada y la utilización de 
controles positivos permitió demostrar su correcto 
funcionamiento en todos los ensayos, el porcen-
taje de detección observado fue relativamente 
bajo (13,3 %) debido a la inclusión de muestras 
sin resultado confirmatorio del HBsAg mediante 
ensayo de neutralización; está documentado que 
existe un porcentaje de falsos positivos en los 
ensayos mediante la técnica ELISA debido a la 
unión inespecífica de antígenos. En 28 (42,4%) 
de las 66 muestras amplificadas, se lograron la 
secuenciación y el ensamblaje de la región genó-
mica esperada. A pesar de que algunas muestras 
lograron amplificarse y secuenciarse parcialmente, 
se excluyeron por carecer de la región completa 
objeto del análisis, o por arrojar electroferogra-
mas de baja resolución que impedían su correcto 
ensamblaje.

Los análisis filogenéticos del HBV han sido rele-
vantes desde el punto de vista epidemiológico 
y clínico, pues han permitido rastrear el origen 
ancestral y reciente de los virus, estimar el 
tiempo de aparición de los diferentes genotipos y 
subgenotipos, establecer asociaciones entre los 
genotipos, las diferentes vías de transmisión y las 
manifestaciones clínicas de la enfermedad, y pre-
decir la respuesta al tratamiento antiviral (21,39). 
Además, se han convertido en un complemento 
importante en el estudio de brotes para establecer 
la cadena de transmisión (40).

En el continente americano circula predominante-
mente el genotipo F; la información filogenética 
sugiere que este genotipo se originó en poblacio-
nes amerindias de Norteamérica, Centroamérica 
y Suramérica hace 8.900 años, aproximadamente 
(42,43). El genotipo F se ha relacionado con una 
mayor frecuencia de carcinoma hepatocelular 
y muerte (44,45). Este genotipo se ha venido 
detectando en Colombia desde hace varias déca-
das y su mayor frecuencia se ha demostrado en 
diferentes estudios (8,16,17,46). En concordancia, 
los resultados del presente estudio mostraron 
que una alta proporción (85,7 %) de las muestras 
caracterizadas pertenecen al subgenotipo F3 del 
genotipo F. Asimismo, el genotipo A, cuyo origen 
en África se remonta a 9.600 años, aproxima-
damente, y el subgenotipo A2, establecido en 
Europa hace alrededor de 5.000 años (43), han 
alcanzado una amplia distribución mundial y se 
pudo identificar en el 14,3 % de las muestras 
caracterizadas. La circulación de este genotipo en 
el país había sido reportada en estudios previos 

(7,16) y el subgenotipo A2 se ha asociado con un 
mayor riesgo de progresión a la fase crónica de la 
enfermedad en la población japonesa (47).

Una de las principales limitaciones del presente 
estudio fue la imposibilidad de obtener información 
clínica de los pacientes, debido a que las fichas de 
notificación y las historias clínicas no suministra-
ban la información completa; además, el periodo 
de estudio fue extenso, lo que impidió completar 
u obtener los datos clínicos. En este sentido, el 
estudio se limitó a la descripción de la diversidad 
de los virus que circularon en el país en el periodo 
de 2002 a 2014 y de la presencia de mutaciones 
en el HBV con relevancia epidemiológica.

En la actualidad existen diferentes medicamentos 
antivirales para el control de la infección por HBV. 
Sin embargo, la presión selectiva que represen-
tan los tratamientos antivirales, la alta tasa de 
sustitución de nucleótidos del HBV (4,57 x 10-5 

sustituciones/nucleótido/año) (48) y el elevado 
grado de replicación (1012 viriones/día) (49), son 
factores determinantes que favorecen la aparición 
de mutaciones de resistencia. 

El alto costo de los tratamientos antivirales dispo-
nibles y la necesidad de conocer a priori la exis-
tencia de mutaciones de resistencia, justifican el 
estudio de la variabilidad genética de las cepas 
del HBV que circulan en el país, con el fin de pre-
decir la efectividad de los diferentes tratamientos 
y contribuir con información útil para la adopción                
de decisiones.

Teniendo en cuenta que las muestras analizadas 
en el presente estudio fueron remitidas para el 
diagnóstico de pacientes con sospecha de hepatitis 
viral, se puede inferir que estos no habían recibido 
tratamiento antiviral. Por lo tanto, la identificación 
de dos mutaciones de resistencia (L180M y M204V) 
de forma simultánea en el HBV de la muestra 
proveniente de un paciente de Cundinamarca, 
sugiere que este adquirió la infección a partir del 
contacto con un individuo previamente tratado con 
LdT, 3TC, ETV o emtricitabine (FTC). La mutación 
I169L en el dominio RT del HBV se identificó en una 
muestra procedente del departamento del Cesar; 
aunque es más frecuente encontrar la mutación 
I169T en dicho dominio, y esta se ha asociado 
claramente con resistencia a ETV, la presencia de 
leucina en esta posición podría estar relacionada 
también con dicha resistencia, y es así como fue 
interpretada por las herramientas en línea HBV 
DRI y Geno2Pheno.
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Por último, se estima que el surgimiento de 
variantes de escape en la secuencia que codifica 
el determinante “a” o en regiones cercanas, ten-
drá importantes implicaciones en salud pública 
(23,50). Estas mutaciones están relacionadas prin-
cipalmente con el escape frente a la neutralización 
por parte de los anticuerpos generados tras la 
inmunización con la vacuna, o por infección natural 
por el HBV, y podrían tener un impacto negativo 
en el diagnóstico mediante pruebas serológicas 
basadas en la detección del HBsAg (23,51). 

En el análisis de las secuencias del gen S del HBV, 
se identificó la mutación P120Q en la muestra 
de un paciente proveniente del departamento del 
Guaviare, la cual fue reactiva para el HBsAg con el 
método ELISA. Dicha mutación se ha relacionado 
con una reacción disminuida en diferentes ensa-
yos serológicos comerciales, como el Vitros ECi 
HBsAg™ (Ortho-Clinical Diagnostics, Amersham, 
Buckinghamshire, Reino Unido) y el Auszyme 
Dynamic™ (Abbott Laboratories, North Chicago, 
USA) (52,53). Asimismo, se reportó la aparición 
de esta mutación en un paciente recién nacido de 
una madre infectada en Corea, a quien se le había 
administrado de forma simultánea la vacuna y el 
tratamiento profiláctico con inmunoglobulina (54).

En la región preS/S comúnmente se presentan 
deleciones (55) y mutaciones puntuales (56), 
las cuales se han asociado con falla hepática 
aguda, cirrosis y hepatitis colestásica ‘fibrosante’ 
(22,57,58). En el presente estudio, dos de las 
muestras correspondientes al periodo de 2002 a 
2003 presentaron una deleción en la región preS1-
preS2, cuyas implicaciones bológicas y clínicas se 
estudiarán y discutirán en estudios posteriores.

El presente estudio permitió corroborar la cir-
culación en Colombia de los genotipos y sub-
genotipos F3 y A2 del HBV, así como la circulación 
predominante del subgenotipo F3. Se identificaron 
las mutaciones L180M y M204V de resistencia 
a los medicamentos antivirales, cuya presencia 
simultánea en la secuencia se detectó en la 
muestra proveniente de un mismo paciente; en 
la secuencia de otro paciente, se identificó la 
mutación I169L, la cual también podría conferir 
resistencia antiviral. En la región codificante del 
HBsAg, se identificó la mutación P120Q, la cual se 
ha considerado como variante de escape. Además, 
se encontró una deleción de 105 nucleótidos que 
se extendían a la región codificante de preS1 y de 
preS2, cuyas implicaciones biológicas y clínicas 
se desconocen.

El presente estudio constituye un aporte a la 
epidemiologia molecular del HBV en Colombia 
y a la identificación de mutaciones asociadas 
con resistencia a los medicamentos antivirales 
y con mutaciones de escape en las regiones 
codificantes S y el dominio RT de la polimerasa, 
lo cual constituye una información valiosa para 
la adopción de decisiones durante el proceso de 
elección y seguimiento de la efectividad de los 
tratamientos antivirales.
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Detección molecular de leptospiras patógenas en roedores 
sinantrópicos y silvestres capturados en Yucatán, México
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Introducción. La leptospirosis es una enfermedad zoonótica endémica en México, ocasionada por 
la bacteria del género Leptospira, la cual constituye un problema de salud pública y veterinaria. Los 
roedores son los reservorios más relevantes de Leptospira spp., debido a que la bacteria se establece 
y se reproduce en su tejido renal y es excretada por la orina. 
Objetivo. Identificar la presencia de Leptospira spp. en tejido renal de roedores capturados en 
Yucatán, México.
Materiales y métodos. Se capturaron roedores sinantrópicos y silvestres en el municipio rural de 
Cenotillo, Yucatán, México. Se tomó un riñón de cada roedor y se extrajo el ADN total. La identificación 
de Leptospira spp. se hizo mediante la detección de dos fragmentos del gen 16S rRNA con una 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final. Los productos positivos se secuenciaron y 
se analizaron con herramientas de alineamiento.
Resultados. Se capturaron 92 roedores pertenecientes a siete especies distintas. La PCR arrojó 
5,4 % (5/92) de positividad global. El análisis del alineamiento de los aislamientos de los roedores 
infectados demostró 100 % de cobertura e identidad con la especie Leptospira interrogans. Esta es la 
primera evidencia molecular de la circulación de Leptospira spp. en Heteromys gaumeri capturados 
en Yucatán, México.
Conclusión. Se evidenció que los roedores de Yucatán, México, son reservorios de Leptospira spp. y 
participan en el ciclo de infección de la leptospirosis en la región.

Palabras clave: Leptospira spp.; roedores; enfermedades de los roedores; México.
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Molecular detection of pathogenic Leptospira in synanthropic and wild rodents captured in 
Yucatán, México

Introduction: Leptospirosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Leptospira, which 
is endemic in México and considered a public and veterinary health problem. Rodents are the most 
relevant reservoirs of Leptospira spp. because the bacteria establish and reproduce in its renal tissue 
and are excreted through the urine. 
Objective: To identify the presence of Leptospira spp. in renal tissue from rodents captured in 
Yucatán, México.
Materials and methods: Synanthropic and wild rodents were captured in the rural municipality of 
Cenotillo, Yucatán, México. We collected one kidney from each rodent and extracted the total DNA. 
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The identification of Leptospira spp. was done by detecting two fragments of the 16S rRNA gene using 
end-point polymerase chain reaction (PCR). We sequenced and analyzed positive products using 
alignment tools.
Results: A total of 92 rodents belonging to seven different species were captured. The PCR yielded 
a global positivity of 5.4% (5/92). The alignment analysis of the sequenced products demonstrated 
a 100% of coverage and identity with Leptospira interrogans. This is the first molecular evidence of 
Leptospira spp. circulation in Heteromys gaumeri captured in Yucatán, México.
Conclusion: Our results evidenced that rodents of Yucatán are reservoirs of Leptospira spp. and 
participate in the infection cycle of leptospirosis in the region. 

Key words: Leptospira spp.; rodents; rodent diseases; México.
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La leptospirosis es una enfermedad zoonótica de 
distribución mundial, ocasionada por bacterias 
espiroquetas patógenas pertenecientes al orden 
Spirochaetales, familia Leptospiraceae, género 
Leptospira. Se dividen en 22 especies clasificadas 
en tres grupos: patógenas, intermedias y saprófitas 
o de vida libre, de las cuales las patógenas e 
intermedias tienen mayor importancia debido a su 
capacidad de ocasionar desde una amplia gama 
de signos o síntomas clínicos similares a los de un 
resfriado común, hasta un daño funcional multi-
orgánico y la muerte (1,2).

La enfermedad es más frecuente en regiones con 
climas tropicales o subtropicales, al igual que en 
zonas que presentan inundaciones o precarias 
condiciones higiénicas y sanitarias (3). La Organi-
zación Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado 
la leptospirosis como una de las enfermedades 
reemergentes y desatendidas (4).

Diversos animales domésticos y silvestres, así 
como accidentalmente el humano, están involu-
crados en el ciclo de infección de la leptospirosis; 
sin embargo, los reservorios de mayor relevancia 
son los pequeños mamíferos silvestres o sinantró-
picos pertenecientes al orden Rodentia (1). Estos 
animales constituyen la fuente de infección más 
importante para los humanos y otros huéspe-
des vertebrados sensibles, los cuales se infectan 
principalmente por el contacto directo o indirecto 
con orina de roedores que contenga leptospiras 
viables (2).

En México la leptospirosis se cataloga como un 
problema de salud pública y veterinaria, reportán-
dose distintas tasas de incidencia y prevalencia 
en todo el territorio nacional. La leptospirosis 
humana se ha reportado en 27 de los 32 estados 
que conforman el país, en los cuales los brotes                            
se presentan de manera ocasional (4).

En estudios previos en Yucatán, se ha reportado 
que los roedores capturados en el peridomicilio 
son reservorios de leptospiras patógenas (5,6). 
Asimismo, en otros animales silvestres, como las 
zarigüeyas (7), y en los domésticos, como cerdos, 
vacas y perros, la infección también se ha docu-
mentado (8,9). Sin embargo, no se han hecho estu-
dios en roedores silvestres de las áreas rurales de 
Yucatán, por lo que el objetivo de esta investigación 
fue determinar la circulación de Leptospira spp. en 
el tejido renal de roedores sinantrópicos y silvestres 
capturados en un ambiente urbano y en otro selvá-
tico de Yucatán empleando la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) y el análisis de alineamiento.

Materiales y métodos

Sitio de estudio 

El estudio se llevó a cabo en la comunidad rural de 
Cenotillo (paralelos 20° 55’ y 21° 09’ de latitud norte 
y los meridianos 88° 26’ y 88° 48’ de longitud oeste), 
ubicada al este de Yucatán y a 107 km de Mérida, 
capital del Estado. Cuenta con una población de 
3.701 habitantes, repartidos en casas construidas 
con materiales duraderos y perecederos, como 
piedra, cartón, lámina, madera y paja. El clima de la 
región es cálido subhúmedo, con una temperatura 
media anual de 26,3 °C. La precipitación promedio 
anual es de 1.200 mm, y las lluvias se presentan 
generalmente en los meses de mayo y julio (10).

El suelo es principalmente para uso agropecuario 
(agricultura y ganadería) y, menos frecuentemente, 
para asentamientos urbanos. La vegetación pre-
dominante en las zonas aledañas a la localidad 
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es de selva baja caducifolia, con pequeñas exten-
siones de selva mediana subperennifolia en la 
que se observan parches de pasto forrajero. La 
fauna endémica está constituida por pequeños 
mamíferos como roedores, ardillas, mapaches, 
coatíes y tejones, así como diversas clases de 
reptiles y aves (10).

En la comunidad de estudio se pudieron observar 
numerosos perros y gatos deambulando en los 
predios y las calles, así como grandes cantidades 
de desechos orgánicos e inorgánicos.

Captura de roedores

Los roedores fueron capturados entre julio y 
noviembre de 2016 en viviendas de la localidad 
de estudio (sinantrópicos) y en extensiones de los 
parches de selva sin intervención antropogénica 
(silvestres) ubicadas a 9 km del sitio de estudio. El 
muestreo se hizo siguiendo los lineamientos de la 
American Society of Mammalogists (ASM) (11) y 
otras especificaciones nacionales (12).

Para la captura de los roedores sinantrópicos, el 
asentamiento urbano se dividió en cuatro cua-
drantes trazando dos ejes perpendiculares en 
el centro de la población. En cada cuadrante se 
seleccionaron por conveniencia diez casas (40 
en total) y, allí, se recogieron las muestras en dos 
noches consecutivas durante dos semanas de cada 
mes. En cada vivienda se colocaron doce trampas 
Sherman (8 x 9 x 23 cm; H.B. Sherman Traps 
Inc.™; Tallahassee, Florida, Estados Unidos), 
distribuidas en el interior y en el patio, ubicadas 
cerca de lugares con evidencia de actividad o 
presencia de roedores y de potenciales fuentes de 
alimentación o alojamiento, previo consentimiento 
de los dueños u ocupantes.

Para el muestreo de las extensiones de selva, se 
distribuyeron 100 trampas Sherman a lo largo de 
diez transectos lineales, poniendo una trampa cada 
8 a 9 metros. La captura se hizo en los mismos 
días y semanas que en los cuadrantes urbanos. 
Todas las trampas empleadas se colocaron en la 
mañana y se revisaron 24 horas después. El cebo 
utilizado fue una mezcla de hojuelas de avena y 
saborizante artificial de vainilla.

El presente estudio contó con la aprobación del 
Comité de Bioética del Campus de Ciencias 
Biológicas y Agropecuarias de la Universidad 
Autónoma de Yucatán (clave de registro: CB-
CCBA-M-2016-004) y de la Secretaría de Medio 
Ambiente y Recursos Naturales (registro N° 
SGPA/DGVS/00867/17) de México.

Toma de muestras biológicas

Todos los roedores capturados fueron traslada-
dos a una estación de campo habilitada para su 
procesamiento. Los animales fueron anestesiados 
con una inyección intraperitoneal de pentobarbital 
sódico (130 mg/kg) y se les practicó la eutanasia 
por dislocación cervical, según los lineamientos de 
la American Veterinary Medical Association (13).

Después de la eutanasia, se registraron los datos 
somáticos, la especie, el sexo, la edad (en ratones 
subadultos: ≤8 g, en adultos: >8 g; en ratas 
subadultas: ≤66 g, en adultas: >66 g) y el estado 
reproductivo de todos los individuos, el cual se 
consideró como “maduro” en hembras gestantes 
(embriones visibles), lactantes, o en las que tenían 
el orificio vaginal abierto, y como “inmaduro” cuando 
el orificio vaginal estaba cerrado. En machos, el 
estado “maduro” se determinó por la presencia de 
testículos no descendidos.

La identificación de las especies estuvo a cargo 
de médicos veterinarios con experiencia en mues-
treos y estudios poblacionales de roedores en 
la península de Yucatán. Además, se hicieron 
necropsias para recolectar las muestras biológi-
cas (riñones), las cuales se depositaron en tubos 
para microcentrífuga de 1,5 ml (Eppendorf™; 
Hamburgo, Alemania) embebidos en alcohol al    
96 % y conservados a -70 °C, hasta su empleo 
en la extracción del ADN total (hebra molde). Para 
evitar contaminaciones cruzadas, todo el instru-
mental empleado en la toma de muestras fue 
previamente desinfectado con alcohol y cloruro de 
benzalconio al 10 %.

Extracción del ADN total e identificación 
molecular de Leptospira spp.

Antes de la extracción de los ácidos nucleicos, los 
riñones se lavaron con agua bidestilada durante 
cinco minutos, aproximadamente, para retirar el 
exceso de alcohol. El ADN total se extrajo direc-
tamente del tejido renal con ayuda del estuche 
QIAamp DNA Mini Kit™ (QIAGEN; Hilden, Alema-
nia), siguiendo el protocolo DNA Purification from 
Tissues y según las especificaciones del fabricante. 

Todas las extracciones se hicieron en una campana 
de flujo laminar (Labconco™; Kansas City, Estados 
Unidos). Para la cuantificación y la evaluación 
del ADN total extraído, se empleó un espectro-
fotómetro (NanoDrop 2000TM, ThermoScientific, 
Wilmington, Estados Unidos). La hebra molde de 
ADN se conservó a -70 °C hasta su empleo en la 
reacción molecular.
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La detección molecular de Leptospira spp. se 
hizo mediante dos PCR de punto final, según la 
metodología de Torres-Castro, et al. (5,6). En la 
primera reacción, la cual se utilizó en todas las 
extracciones de ADN, se usaron los oligonucleótidos 
16S3 (sentido) (14) y 16SR (antisentido) (15), que 
amplifican un fragmento esperado de 150 pb per-
teneciente al gen 16S ribosómico de Leptospira 
spp. (16S rRNA). 

Con el objetivo de corroborar los resultados positi-
vos de la reacción anterior, se hizo una segunda 
PCR en la cual se sustituyó el oligonucleótido 
16S3 con el 16S5 (sentido) (14) y se conservó el 
oligonucleótido 16SR (antisentido) (15), los cuales 
amplifican un tamaño aproximado de 1.004 pb 
perteneciente también al gen 16SrRNA. Este gen 
es el más empleado y aceptado para el estudio y la 
identificación molecular de leptospiras patógenas y 
se encuentra muy conservado en todas las espe-
cies (patógenas, intermedias y saprófitas) (16).

Los reactivos utilizados en ambas reacciones 
tuvieron las siguientes concentraciones finales: 
solución tampón de PCR 5X; 2,5mM de MgCl2; 
0,2 mM de deoxinucleósido trifosfato (dNTP); 
0,2 mM de cada cebador; 1U de Taq polimerasa 
(ThermoScientific Inc.; Massachusetts, Estados 
Unidos) y agua bidestilada cbp. Se emplearon 4 
ml de hebra molde de ADN para un volumen final 
de 25 ml.

Las condiciones en el termociclador para ambas 
reacciones fueron las siguientes: un ciclo de 
desnaturalización inicial a 95 °C durante cinco 
minutos, seguido de 34 ciclos a 94 °C durante 45 
segundos, 94 °C durante un minuto y 72 °C durante 
dos minutos; la extensión final fue a 72 °C durante 
cinco minutos.

Para todas las reacciones, se incluyeron un con-
trol positivo (extracción de ADN de un cultivo de 
Leptospira patógena donado por el Laboratorio 
de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de 
la Facultad de Medicina, Universidad Autónoma 
de Yucatán) y un control negativo (agua estéril). 
La electroforesis de los productos de la PCR se 
hicieron en geles de agarosa al 1 % teñidos con 
bromuro de etidio, y se visualizaron en un fotodo-
cumentador (Bio-Rad; California, Estados Unidos).

Purificación y análisis del alineamiento 

Los productos amplificados de 150 pb (correspon-
dientes a la primera reacción) se retiraron del gel 
de agarosa al 1 % con ayuda de un bisturí estéril 

y, posteriormente, se purificaron con el estuche 
comercial Zymoclean Gel DNA Recovery™ (Zymo-
Research; California, Estados Unidos), según las 
especificaciones del fabricante. Los cinco productos 
purificados fueron enviados para su secuencia-
ción al laboratorio DIMYGEN™ (Mérida, Yucatán, 
México; http://www.dimygen.com/). Las secuencias 
obtenidas se compararon con otras previamente 
depositadas en el GenBank, empleando la herra-
mienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
del National Institutes of Heatlh (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi), con el fin de determinar y 
comparar su identidad y similitud.

Resultados

Captura de roedores

Se capturaron 92 individuos pertenecientes a siete 
especies distintas: 25 (27,2 %) Rattus rattus, 25 
(27,2 %) Mus musculus, 22 (23,9 %) H. gaumeri, 
10 (10,9 %) Ototylomys phyllotis, 8 (8,8 %) 
Peromyscus yucatanicus, 1 (1,0 %) Peromyscus 
leucopus y 1 (1,0 %) Sigmodon hispidus. En el 
medio urbano se capturaron 48 (52,2 %) roedores: 
24 (50 %) M. musculus y 24 (50 %) R. rattus, en 
tanto que, en el medio silvestre, se capturaron 
44 (47,8 %): 22 (50 %) H. gaumeri, 10 (22,7 %) 
O. phyllotis, 8 (18,1 %) P. yucatanicus, 1 (2,3 %) 
P. leucopus, 1 (2,3 %) S. hispidus, 1 (2,3 %) R. 
rattus y 1 (2,3 %) M. musculus. Las frecuencias 
de las edades, sexos y estados reproductivos de 
los individuos pertenecientes a cada especie, se 
presentan en el cuadro 1.

Identificación molecular de Leptospira spp.

La prueba molecular arrojó una frecuencia positiva 
global de 5,4 % (5/92). De este porcentaje, 2 de 5 
correspondió a R. rattus, otros 2 de 5 a M. musculus 
y 1 de 5 a H. gaumeri. Cuatro de 5 de los individuos 
positivos eran hembras y 1 de 5 era macho. Todos 
los roedores positivos eran adultos. En la figura 1 
se muestra el gel representativo con algunos de 
los productos de PCR positivos. La frecuencia de 
infección por especie fue de 8 % (2/25) para R. 
rattus, 8 % (2/25) para M. musculus y 4,5 % (1/22) 
para H. gaumeri.

Análisis de alineamiento 

El análisis de alineamiento con la herramienta 
BLAST arrojó coberturas e identidades del 100 % 
con respecto a la especie patógena L. interrogans, 
las cuales resultaron cercanas a los serovares 
Copenhageni, Canicola e Icterohaemorragiae.

http://www.dimygen.com/
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Discusión

En años recientes, se ha presentado en Yucatán 
un incremento significativo en el número de 
investigaciones epidemiológicas sobre agentes 
infecciosos con importancia en salud pública y 
veterinaria, en las que se ha establecido que los 
roedores sinantrópicos y silvestres son reservo-
rios o portadores asintomáticos (17). Asimismo, en 
estudios poblacionales y ecológicos se ha compro-
bado que las especies sinantrópicas M. musculus 
y R. rattus son las más importantes y abundantes 
en ambientes urbanos y periurbanos de Yucatán, 
lo cual se debe a factores como la presencia de 
numerosas fuentes de alimento y de amplios sitios 
de resguardo y reproducción, así como al escaso 
número de depredadores (18,19).

La circulación de Leptospira spp. se ha evidenciado 
en humanos (20-22) y en animales de Yucatán 
(8,9,21,23), lo cual indica la importancia de esta 
bacteria en la región. De igual forma, Torres-Castro, 
et al. (5, 6), y Vado-Solís, et al. (21), demostraron la 
infección en M. musculus y R. rattus con especies y 
serovares patógenos de Leptospira spp. mediante 
pruebas moleculares, histopatológicas y seroló-
gicas. No obstante, Reyes-Novelo, et al. (24), han 
señalado la necesidad de incrementar el número 
de investigaciones en poblaciones de animales 
silvestres que pudieran estar involucrados en el 
ciclo infeccioso de la leptospirosis en el sureste    
de México.

El presente es el primer estudio realizado en siete 
especies de roedores silvestres y sinantrópicos de 
Yucatán. Actualmente, se reconoce que la fauna 
silvestre, particularmente los pequeños mamíferos, 
pueden considerarse reservorios de Leptospira spp. 
de origen silvestre, constituir una fuente de manteni-
miento y potencial foco de infección interespecífica, 
asegurando la circulación de ciertos serovares entre 
las mismas especies de animales, y ser huéspedes 
sensibles a la infección cuando entran en contacto 
por primera vez con serovares de circulación 
doméstica con los cuales no habían tenido contacto 
en su ambiente silvestre natural. Asimismo, se ha 
descrito que los animales silvestres pueden conver-
tirse en huéspedes de mantenimiento, dependiendo 
de elementos como el serovar infeccioso y los fac-
tores ambientales (25,26), y representar un riesgo 
potencial para la diseminación de la enfermedad 
en las poblaciones humanas (2).

Heteromys gaumeri es un roedor endémico de la 
península de Yucatán, y ya se ha identificado en 
estudios en ambientes periurbanos y urbanos de 
la región (18,27). Espinosa-Martínez, et al. (28), 
demostraron la circulación de L. interrogans en 

Cuadro 1. Número y frecuencias correspondientes a sexo, edad y estado reproductivo de los roedores sinantrópicos y silvestres 
capturados en la comunidad rural de Cenotillo, Yucatán, México

Especie Sexo Edad Estado reproductivo

Hembra
n (%)

Macho 
n (%)

Subadulto
n (%)

Adulto
n (%)

Inmaduro
n (%)

Maduro
n (%)

Rattus rattus 18 (19,6)   7   (7,6)   4   (4,3)    21 (22,9)   4   (4,3)    21 (22,9)
Mus musculus 11 (12 ) 14 (15,2) 14 (15,2) 11 (12) 14 (15,2) 11 (12)
Heteromys gaumeri 14 (15,2)   8   (8,7) 10 (10,9) 12 (13) 10 (10,9) 12 (13)
Ototylomys phyllotis   5   (5,4)   5   (5,4)   1   (1,1)      9   (9,8)   1   (1,1)      9   (9,8)
Peromyscus yucatanicus   6   (6,5)   2   (2,2)   4   (4,3)      4   (4,3)   4   (4,3)      4   (4,3)
Peromyscus leucopus   1   (1,1)  0   (0)   1   (1,1)     0   (0)   1   (1,1)   0   (0)
Sigmodon hispidus   1   (1,1)  0   (0)  0   (0)      1   (1,1)  0   (0)      1   (1,1)
Total (%) 56 (60,9) 36 (39,1) 34 (36,9)    58 (63,1) 58 (36,9)    34 (63,1)

Figura 1. Gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio. 
Se observan algunas amplificaciones de 150 pb positivas 
para el gen 16S rRNA de Leptospira interrogans en roedores 
sinantrópicos y silvestres de Yucatán, México.
1: marcador de peso molecular de 100 pb; 2: muestra positiva 
de H. gaumeri; 3: muestra positiva de R. rattus; 4: muestra 
positiva de M. musculus; 5: control positivo; 6: control negativo; 
7 y 8: vacíos.
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un individuo capturado en la reserva ecológica 
de Calakmul, Campeche, México, hallazgo similar 
al reportado en la presente investigación. Ambos 
hallazgos aportan nueva evidencia sobre la pro-
bable participación de este roedor en el ciclo infec-
cioso de la leptospirosis; además, los presentes 
resultados los sitúan como nuevos reservorios de 
Leptospira spp. en Yucatán. En un estudio previo, 
Panti-May, et al. (27), reportaron individuos de H. 
gaumeri positivos para Rickettsia felis, otro pató-
geno zoonótico endémico en la región (29).

En numerosos estudios moleculares alrededor 
del mundo, se ha documentado la circulación de 
Leptospira spp. en roedores sinantrópicos, prin-
cipalmente R. rattus y M. musculus, lo cual los 
convierte en los reservorios más relevantes de 
dicha bacteria (30). En algunos de estos estudios 
se han registrado frecuencias de infección supe-
riores a la reportada en el presente trabajo; por 
ejemplo, Guernier, et al. (31), evidenciaron preva-
lencias de 38,5 y 9 % para R. rattus y M. musculus, 
respectivamente, en la Isla Reunión. Asimismo, 
Halliday, et al. (32), encontraron 20 % de infección 
en ejemplares de M. musculus y 9 % en los de R. 
rattus capturados en un asentamiento urbano de 
Nairobi, Kenia. 

En otros estudios se presentan porcentajes simi-
lares al descrito en el presente, por ejemplo, Mayer-
Scholl, et al. (33), encontraron 6 % en individuos M. 
musculus capturados en 11 regiones de Alemania. 
En Tanzania, Mgode, et al. (34), no reportaron 
individuos R. rattus o M. musculus positivos, aunque 
debe señalarse que trabajaron con un ejemplar de 
cada especie.

Por otra parte, los productos aislados en las tres 
especies de roedores positivos en el presente 
estudio correspondieron a la especie patógena 
L. interrogans, previamente identificada en estos 
mismos animales en Yucatán (5). Asimismo, 
Foronda, et al. (35), reportaron la circulación de L. 
interrogans en M. musculus y R. rattus capturados 
en las Islas Canarias, España, y Tucunduva de 
Faria, et al. (36), en individuos Rattus spp., captura-
dos en Salvador, Brasil.

En el presente estudio se registró una mayor fre-
cuencia de infección en los roedores capturados 
en el ambiente urbano en comparación con los 
obtenidos en el medio silvestre, lo cual sugeriría que 
las leptospiras no se estarían propagando entre las 
poblaciones de roedores de ambos sitios de cap-
tura; sin embargo, se requieren nuevos estudios 
epidemiológicos para corroborar esta hipótesis. 

Después de la confirmación de la presencia de 
Leptospira patógena en tejido renal de roedores 
sinantrópicos y silvestres de Yucatán, es necesario 
hacer muestreos más extensos y numerosos que 
ayuden a identificar otras especies, así como los 
serovares de Leptospira circulantes que eventual-
mente puedan infectar a animales y humanos de 
la región, pues la presencia de fauna silvestre o 
doméstica en las viviendas se ha asociado con la 
presentación de casos de leptospirosis humana de 
curso moderado a grave (37,38).

Asimismo, deben hacerse capturas en diferentes 
estaciones y temporadas (de lluvia y secas), ya 
que el factor ambiental también puede influir en 
los porcentajes de positividad encontrados en las 
diferentes especies (2,37), pues el contacto con 
fuentes de agua contaminada es un elemento fun-
damental para la transmisión de Leptospira spp. 
(39-42). Además, un estudio de casos y controles 
ayudaría a determinar el riesgo real asociado 
con la incidencia de leptospirosis en la población 
humana del sitio de estudio (43).

Resulta necesario aclarar las limitaciones del 
presente trabajo: aunque fue posible determinar 
que los roedores capturados eran portadores de 
Leptospira spp., y habían excretado bacterias 
viables, la técnica utilizada no permitió identificar 
los serovares involucrados en la infección, por 
lo que es necesario utilizar otras herramientas 
diagnósticas de identificación, como la microaglu-
tinación (MAT), que permitan, además, saber si las 
posibles serovares son atípicos para los roedores 
de Yucatán (44,45). La identificación de serovares 
de Leptospira spp. en ambientes endémicos per-
mite un mejor conocimiento de la epidemiología 
de la enfermedad, así como la implementación de 
medidas de control durante posibles brotes (46).

En conclusión, los roedores capturados en el sitio de 
estudio (Yucatán, México) eran reservorios de Lep-
tospira spp. y podrían ser parte del ciclo de infección 
de la leptospirosis en la región. Se presenta la pri-
mera evidencia molecular de la circulación de Lep-
tospira spp. en H. gaumeri en Yucatán, México.
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Introduction: Tuberculosis (TB) is an important cause of morbidity and mortality in HIV patients. It 
is unknown if the advent of molecular diagnostic methods and a greater availability of antiretroviral 
therapy (ART) in our country have changed some characteristics of the TB/HIV co-infection.
Objective: To describe the epidemiology, clinical features, diagnosis, resistance patterns, tuberculosis 
drug effects and mortality in co-infected patients.
Materials and methods: Retrospective study based on the review of medical records of hospitalized 
co-infected adults in a university hospital in Medellín, Colombia.
Results: A total of 178 patients was included in the study. TB and HIV diagnosis was simultaneous in 
49.4%. In the moment of TB diagnosis, the median CD4 count was 61 cells/µL (27-145). Pulmonary 
tuberculosis (PTB) occurred in 28% of patients, extrapulmonary (EPTB) in 23%, and mixed TB in 48.9%. 
The main EPTB affectations were lymphatic (55.4%), gastrointestinal (35.9%), and of the central nervous 
system (18.7%). Ziehl-Neelsen stain was positive in 137 patients (77%), mycobacterium culture in 121 
(68%), and TB-PCR, in 85 of those patients in whom the test was done. Rifampicin resistance was 
detected in six cases (4.9%). Transaminases (ALT) increased in half of the patients during TB treatment, 
but only 10% met liver-toxicity criteria. In-hospital mortality was 11.3%. The single risk factor associated 
with mortality was CD4 count <50/µL (RR=3.9; 95% CI: 1.36-11.37; p=0.01).
Conclusions: When it occurs as an opportunistic infection, TB usually leads to the diagnosis of advanced 
HIV disease. If used appropriately, TB diagnosis in these patients can be done by conventional methods. 
It is always necessary to monitor liver function during TB treatment and to rule out drug resistance.

Key words: Tuberculosis; HIV; acquired immunodeficiency syndrome; drug-related side effects and 
adverse reactions; drug resistance; molecular diagnostic techniques.
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Características actuales de la coinfección con tuberculosis y el virus de la inmunodeficiencia 
humana en pacientes hospitalizados en Medellín, Colombia

Introducción. La tuberculosis es una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes 
positivos para el HIV. Los métodos de diagnóstico molecular y una mayor disponibilidad del tratamiento 
antirretroviral en el país pueden haber cambiado las características de la infección concomitante.
Objetivo. Describir la epidemiología, las características clínicas, el diagnóstico, los patrones de 
resistencia, los efectos secundarios de los medicamentos antituberculosos y la mortalidad, en pacientes 
con las dos infecciones.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo basado en la revisión de historias clínicas de 
adultos hospitalizados en un hospital universitario de Medellín, Colombia. 
Resultados. Se incluyeron 178 pacientes en el estudio. El diagnóstico de tuberculosis e infección por 
el HIV fue simultáneo en 49,9 %. En el momento del diagnóstico, la mediana de CD4 fue de 61 células/
µL (rango de 27 a 145). La tuberculosis pulmonar ocurrió en 28 % de los pacientes, la extrapulmonar 
en 23% y la mixta en 48,9%. En la tuberculosis extrapulmonar, el compromiso fue principalmente 
linfático (55,4 %), gastrointestinal (35,9%) y del sistema nervioso central (18,7 %). La tinción de Ziehl-
Neelsen fue positiva en 137 pacientes (77 %), en tanto que el cultivo para micobacterias lo fue en 
121 (68 %). La reacción en cadena de la polimerasa para detectar la tuberculosis fue positiva en 85 
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de los pacientes a quienes se les hizo la prueba. Se detectó resistencia a la rifampicina en seis casos 
(4,9 %). Al iniciar el tratamiento antituberculoso, las transaminasas se elevaron en la mitad de los 
pacientes, pero solo 10 % cumplieron los criterios de hepatotoxicidad. La mortalidad hospitalaria fue 
de 11,3 %. El único factor de riesgo asociado con la mortalidad fue un conteo de CD4 menor de 50/
µL (RR=3,9; IC95% 1,36-11,37; p=0,01).
Conclusiones. Cuando la tuberculosis se presenta de manera oportunista, comúnmente lleva al 
diagnóstico de enfermedad avanzada por el HIV. Su diagnóstico en estos pacientes puede hacerse 
con los métodos convencionales. Es necesario vigilar la función hepática durante el tratamiento y 
excluir la resistencia a los medicamentos.

Palabras clave: tuberculosis; VIH; síndrome de inmunodeficiencia adquirida; efectos colaterales y 
reacciones adversas relacionados con medicamentos; resistencia a medicamentos; técnicas de 
diagnóstico molecular.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3862

Tuberculosis (TB) continues to be an important 
cause of morbidity and mortality in individuals that 
are positive for the human immunodeficiency virus 
(HIV). Worldwide, 11.2% of the 10.4 million new TB 
cases in 2015 occurred in HIV-infected individuals. 
HIV co-infection is an important risk factor for the 
acquisition and development of active TB (1). 
Tuberculosis was reported to cause 1.4 million of 
deaths in 2015, 0.4 million of them among HIV-
positive patients. In 2015, 268,000 active TB cases 
were reported in the Americas, 12% were co-
infections with HIV, and 19% of patients died due 
to the co-infection. In that same year, 15,000 active 
TB cases were reported in Colombia, of which 14% 
were co-infections with HIV, similar to the 16% 
reported in 1995 in our institution (Velásquez G, 
García H, Arboleda C, Castro J, Díaz S, Garcés MC, 
et al. Características de la enfermedad tuberculosa 
y cumplimiento con las normas de aislamiento en 
un hospital universitario entre 1995 y 1998. Resu-
men A3. II Encuentro Nacional de Investigación en 
Enfermedades Infecciosas. Infectio. 2000;4:17).

Many co-infected patients are diagnosed only 
when they reach a third-level center; therefore, the 
diagnosis is late and leads to prolonged hospitali-
zations. Exploring risk factors for late diagnosis in 
191 co-infected patients, Rossato, et al. (2) found 
that extrapulmonary TB and smear-negative TB 
contributed significantly to this delay.

HIV coinfection increases the risk of tuberculosis 
drug-induced liver injury (DILI) (3), complicating 

management and frequently forcing the discontinua-
tion of first-line therapy and the use of alternative 
medications. On the other hand, TB/HIV co-infection 
also increases the risk of drug-resistant tuberculosis 
(4). These diagnostic and management challenges, 
adverse effects, and drug interactions all contribute 
to increase hospitalization rates and duration, as 
well as the cost of the therapy, with associated 
worse outcomes.

Recently, the advent of new molecular diagnostic 
tests for TB and a greater availability of antiretro-
viral therapy (ART) in Colombia may have changed 
the characteristics of TB/HIV co-infection in our 
patients. This study aimed to evaluate the current 
features of the co-infection, tuberculosis drug 
effects starting therapy, the impact of TB resistance 
and mortality in a cohort of TB/HIV co-infected 
patients hospitalized in a high-complexity hospital 
in Medellín, Colombia.

Materials and methods

Study design and population

We conducted a retrospective clinical chart review 
of hospitalized patients with TB/HIV co-infection in 
the Hospital Universitario San Vicente Fundación, 
(HUSVF) (a reference healthcare center for these 
kind of patients) in Medellín, Colombia, between 
2007 and 2015, and of registers from Antioquia’s 
health information systems (Dirección Seccional 
de Salud de Antioquia, DSSA). 

Inclusion criteria were age 15 years or older with a 
confirmed diagnosis of HIV and active TB infection, 
and complete access to the medical record of 
everyone. Patients were excluded in the absence 
of confirmed HIV or TB infection when charts were 
not available, or when any other mycobacteria 
different from Mycobacterium tuberculosis grew in 
the culture. All patients were under the medical care 
of the infectious diseases section of the Hospital.
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Data collection and definitions 

We collected all the demographic and epidemio-
logical variables, as well as clinical, laboratory and 
treatment information regarding the co-infection. 
The confirmation of HIV infection required a 
positive Western blot or HIV viral load. In patients 
with a compatible clinical picture and no alternative 
diagnosis to explain it, TB was defined by the 
positivity of at least one of the following: i) Ziehl-
Neelsen (ZN) stained smear; ii) M. tuberculosis 
culture; iii) ZN positive in compatible histopathology, 
and iv) M. tuberculosis molecular tests according 
to the diagnostic criteria of the World Health 
Organization (5). We used Ziehl-Neelsen stain 
for the entire duration of the study. Regarding the 
media for mycobacterial cultures, Ogawa was 
used between 2007 and 2012, Lowenstein from 
2012 to 2015 and MGIT liquid culture as of 2015. 
Molecular tests have been performed since 2011 in 
the Hospital. Lymphocytes CD4+ count, HIV viral 
load, hepatitis B and C, and syphilis serology were 
obtained during the same hospitalization period in 
which co-infection was diagnosed.

Anemia was defined as a hemoglobin level of 
less than 13 g/dl in men and less than 12 g/dl in 
women; leukopenia as cell counts less than 4,000/
µL, and thrombocytopenia as platelet count less 
than 100,000/µL. Clinical instability at admission 
was defined as a patient with at least three of the 
following vital signs out of normal range: Heart 
rate, 60-100/minute; spontaneous respiratory rate, 
12-22/minute; systolic blood pressure, 90-120 mm 
Hg; temperature, 36.5-38.2°C, and pulse oximetry 
≥90% without supplementary oxygen.

The TB clinical presentation was classified as 
pulmonary, extrapulmonary or mixed according 
to the compromised organs. TB treatment was 
categorized in two groups: i) First-line scheme 
[isoniazid (H), rifampicin (R), pyrazinamide (Z) 
and ethambutol (E)], and ii) a modified scheme 
when due to the clinical condition, adverse events, 
comorbidities, drug interactions or resistance to 
any TB medication, treatment included medications 
different from the first-line scheme. 

Hepatotoxicity was defined as serum values of 
alanine aminotransferase (ALT)  five times above 
the upper limit of normal (ULN) values in asymp-
tomatic patients, or more than three times in 
patients with jaundice or gastrointestinal symptoms 
(6). Due to the retrospective character of the 
study, other clinical complications and adverse 
events associated with TB medications were only 

considered if they were verified by the specialist in 
infectious diseases in charge and documented in 
the clinical chart. 

Poor adherence to treatment was defined as 
partial or total interruptions of treatment for more 
than a week prior to hospitalization, either by 
the patient’s own decision or due to difficulties in 
accessing health services. Due to the nature of 
the chart review, we were not able to differentiate 
between them.

Positive cultures for mycobacteria were sent to 
Antioquia’s laboratory of public health (Laboratorio 
de Salud Pública) for first-line drugs susceptibility 
testing. There, the susceptibility to rifampicin was 
confirmed by molecular methods and to all the 
first-line drugs by the proportions method. If MDR 
was found, these resistant strains were sent to the 
laboratory of the Instituto Nacional de Salud  for 
evaluating the susceptibility to second-line drugs.

Statistical analysis

After we screened the database of all HIV patients 
for co-infection with TB, we did descriptive statistics 
of collected data. All variables were expressed 
as percentage or median and interquartile range 
(IQR). We evaluated risk factors associated with 
mortality using a binomial regression analysis 
adjusted by age. Covariates included in the analysis 
were previous ART, homelessness, previous TB, 
hepatitis B infection, main organs affected by TB, 
CD4 count cells <50/mm3, HIV viral load ≥100,000, 
reactive VDRL, and hepatotoxicity. Results were 
expressed as adjusted relative risk with their 95% 
confidence interval. Data were analyzed in the 
statistic program SPSS™, version 22, and Stata™, 
version 12.0.

Ethics statement

The ethical committees of the Universidad de 
Antioquia and the HUSVF approved the study.

Results

We screened 221 hospitalized patients with sus-
pected TB/HIV co-infection within the 2007-2015 
period of whom 178 were included and 43 excluded. 
The main baseline features of these patients are 
shown in table 1. 

TB and HIV diagnosis were confirmed simultane-
ously in 49.4% patients (86/174); of the remaining 
individuals with previous HIV diagnosis, only 38 
had been on ART, the majority of them with poor 
adherence and advanced immunosuppression. 
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Other co-infections diagnosed during hospitali-
zation were toxoplasmosis in 10% of patients, 
histoplasmosis in 5.6%, cryptococcosis in 4.5%, 
and pneumocystosis in 3.4%. More than half 
(56.6%) of the patients had prior history of syphilis, 
33% had been naturally exposed to wild hepatitis 
B virus (reactive AbHBc IgG), 8.9% were chronic 
carriers of AgsHB, and 19% had developed pro-
tective titers of AbHBs (>10 mIU/mL); 2.6% had 
evidence of previous exposition to hepatitis C 
(positive anti-HCV) (table 1).

At admission, 15% of patients had evidence of 
clinical instability, 86% anemia, 20% leucopenia, 
23.5% thrombocytopenia, and 111 of 177 (63%) 
had liver function tests within normal range.

Clinical characteristics of TB in HIV-positive 
patients

Table 2 shows the clinical features at admission. 
Around 28% (50) of patients had pulmonary TB 
(PTB), 23% (41) extrapulmonary TB (EPTB) and 
49% (87) disseminated disease. The organs and 
systems commonly affected in EPTB were lympha-
tic nodes (55.4%), peritoneum or gastrointestinal 
tract (35.9%), central nervous system (18.7%), 
and pleura (9.3%). Other TB presentations were 
genito-urinary (6 cases), bone marrow (6 cases), 
osteoarticular (3 cases), muscular (3 cases), 
pericardial (2 cases), laryngotracheal (1 case), 
ophthalmic (1 case), dorso-lumbar myelitis (1 case), 
mastoiditis (1 case), and cutaneous (1 case).

Microbiological diagnosis of TB 

Table 3 shows the laboratory tool used for the 
diagnosis of TB. In general, Ziehl-Neelsen (ZN) 
stain was positive in 137 patients (77%), culture 
in 121 (68%), and M. tuberculosis PCR in 85 of 
the patients in whom this test was done. However, 
PCR supported the TB diagnosis in 25 patients 
with negative ZN. In 29 (16.3%) of the 178 patients 
the diagnosis was made only with ZN, and three 
of them died during the follow-up. In the two cases 
with negative ZN, culture and PCR, TB diagnosis 
was based on histopathology with positive ZN in 
tissues, clinical picture compatible with TB, and 
absence of an alternative diagnosis.

Drug-susceptibility testing

Among all first-line antibiotics tested, resistance 
to rifampicin was detected in six of 123 cases with 
available information (4.9%): Four had multidrug-
resistant tuberculosis (MDR-TB), one had pre-
extensively drug resistance (pre-XDR), resistance 
to INH, SM, RMP, and EMB (HRSE), ethionamide 
and levofloxacin, and no susceptibility test to 
pyrazinamide available (this patient had prior 
history of treated gastrointestinal TB and drug 

Table 1. Baseline characteristics of 178 hospitalized patients with 
TB/HIV co-infection in a university hospital in Medellín, Colombia 

General characteristics 

Age, years, median (IQR) 38 (29-45)
Male sex, n (%) 137/178 (77) 
HIV status

Known HIV diagnosis at admission, n (%) 88/174 (50,6) 
HIV viral load (copies/µl), 
median (IQR) 

191,000 
(42,300-750,000) 

Lymphocytes T CD4+ count 
(cells/mL), median (IQR)

61 (27-145) 

CD4 >200 cells/mL, n (%) 28/176 (16)
CD4 50-200 cells/mL, n (%) 74/176 (42) 
CD4 <50 cells/mL, n (%) 74/176 (42) 

Past medical history, n (%)
Previous TB episode 37/176 (21)
Previous exposition to hepatitis B virus 47/141 (33.3)
Previous exposition to hepatitis C virus 4/152 (2.6) 
Alcoholism 6/178 (3.4) 
Chronic kidney disease 5/178 (2.8)

Epidemiological conditions, n (%)
Homeless 26/177 (14.7)
Previous contact with a TB patient 13/123 (10.6) 
Prisoners 6/176 (3.4) 
Intravenous drugs users 4/175 (2.3) 

Table 2. Clinical characteristics of TB in 178 HIV-positive patients

Characteristics n (%)

Symptoms
Fever 154/178 (86.5) 
Cough 136/178 (76.4) 
Weight loss 132/178 (74.2) 
Diarrhea   99/178 (55.6) 
Night sweats   87/178 (48.9)
Dyspnea   63/178 (35.4)
Headache   62/178 (34.8)
Stomachache 57/178 (32)
Altered mental status   26/177 (14.7) 
Chest pain   23/178 (12.9) 

Signs                                                                    
Lymphadenopathy 105/177 (59.3)
Hepatomegaly   43/178 (24.2)
Splenomegaly   26/178 (14.6)
Ascites     6/178   (3.4) 
Abdominal mass     4/177   (2.3) 

TB presentation                                                    
Pulmonary, exclusively   50/178 (28.1)
Extrapulmonary, exclusively   41/178 (23.0) 
Mixed presentation   87/178 (48.9) 

Radiographic patterns                                         
Hilar or paratracheal lymphadenopathies   68/173 (39.3)
Miliary pattern   40/172 (23.3)
Cavitations   20/173 (11.6) 
Other findings compatibles with TB* 111/173 (64.2) 

*Anyone with the following radiological findings: Pleural effusion, budding 
tree pattern, consolidation, or interstitial opacities
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addiction disorder). The sixth case had resistance 
to rifampicin by a genotyping test (Gene Xpert™ 
MTB/RIF), but no susceptibility testing to other 
anti-tuberculous drugs was done.

Adverse events associated with anti-TB drugs

TB therapy was started in the hospital in 169 
patients, 159 with the first-line scheme (HRZE), 
three with HZE plus moxifloxacin, one with RZE 
plus moxifloxacin, one with HRZ plus levofloxacin, 
two with HZE plus rifabutin, and three with second-
line medications. Five did not receive in-hospital TB 
therapy because acid-fast stains had been negative 
and they were discharged before culture results 
were available, two died before the treatment could 
be initiated, and for two of the patients we had no 
available information. 

An ALT increase was the most frequent adverse 
event associated with anti-TB therapy. ALT was 
measured in 177 patients and more than once in 
152 (median=4.0, IQR: 2.0-6.0). Before starting 
TB treatment, the median of ALT was 26 U/L (IQR: 
18-48). ALT was followed up for 18 days (IQR: 12-
29) and 12 days was the time to get the maximal 
ALT value (IQR: 8-17). Among the 152 patients 
with more than one value available, 98 started TB 
treatment with normal ALT (64%), and 76 (50%) had 
an increase during the treatment; in eight the ULN 
increased between 3 and 5 times, in seven, more 
than 5 times, while none of the other 54 patients 
(36%) who started with an ALT level higher than the 
ULN increased more than twice the basal value.

Of the 159 patients who started on HRZE, 134 (84%) 
continued on the same medications at discharge, 
but 25 (16%) were switched to a modified scheme. 

Hepatotoxicity, according to the established defini-
tion, was present in 15 cases (10%); three of them 
restarted the same medications once normal values 
were reached, and 12 begun a modified treatment. 
In addition to liver toxicity, in 13 patients there 
were other reasons to change TB treatment: Nine 
cases due to drug interactions, two cases because 
of in-hospital detection of drug-resistant TB, and 
one case because of bone marrow toxicity and 
another discontinuation attributed to arthralgias. 
Other reported side effects that did not require 
interruption or changes on anti-TB treatment were 
bone marrow toxicity in 6%, skin allergy in 3%, and 
neurotoxicity and nephrotoxicity in three and two 
cases, respectively. The immune reconstitution 
inflammatory syndrome (IRIS) was detected in 4% 
of the patients.

Risk factors associated with mortality 

The median hospital stay was 19 days (IQR: 13-
28), and the in-hospital mortality was 11.3% (20 
of 177). According to registers of the local health 
information systems, at the end of February of 
2015, 61 of the patients included in this study had 
died (34.3%). By multivariate analysis, having 
a CD4 count below 50 cells/mL was the only 
risk factor associated with in-hospital mortality 
(RR=3.94, 95% CI 1.36-11.37) (table 4).

Discussion

Our results highlight the fact that TB, a common 
opportunistic infection, led to the diagnosis of 
advanced HIV disease in about half of co-infected 
patients included in the study. Most of them were 
very immunocompromised and presented with 
disseminated and extrapulmonary disease, and 
almost 5% were resistant to rifampicin (generally 
associated with other resistances). During hospital 
stay, 16% had to interrupt or modify the TB first-line 
drugs (10% by hepatotoxicity), and CD4 cells<50/
µL at admission was the single factor associated 
with in-hospital mortality.

Despite of the knowledge amassed about HIV 
infection, the progress in ART and a better access 
of patients to it worldwide, as well as the availability 
of rapid diagnostic and drug-susceptibility tests for 
TB in the last years, our results show that even in 
countries with moderate TB incidence like Colom-
bia, TB is still frequently diagnosed among patients 
with advanced HIV-associated immunosuppres-
sion (Velásquez G, Mejía P, Restrepo N, Betancour 
J. Comportamiento de la tuberculosis en paciente 
infectados por el virus de la inmunodeficiencia 

Table 3. Percentage of HIV/TB co-infected patients whose 
microbiological TB diagnosis was obtained by one or more 
diagnostic methods

Microbiological method n %

ZN+, culture+, PCR+ 45 25,3
ZN+, culture+, PCR- 48 27,0
ZN+, culture-, PCR+ 15   8,4
ZN+, culture-, PCR- 29 16,3
ZN-, culture+, PCR- 14   7,9
ZN-, culture-, PCR+ 11   6,2
ZN-, culture+, PCR+ 12   6,7
Culture +, PCR+ (*)   2   1,1
ZN-, culture-, PCR- (**)   2   1,1

ZN: Ziehl-Neelsen stain; culture: Mycobacterium culture; PCR: Polymerase 
chain reaction
* No ZN available for two patients
** In two of the patients, diagnosis was made by compatible histopathology 
with positive ZN in tissues
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humana. Resúmenes del Segundo Encuentro 
Nacional de Investigación en Enfermedades 
Infecciosas. Medellín, Sociedad Colombiana de 
Infectología, 2000:4(1) Abs. E3:32.) (7-14). 

Some possible reasons include late access to 
health systems (our hospital serves a community 
with low resources and poor access to health 
services) and structural delays in access to diag-
nosis and care. Barriers for antiretroviral therapy 
initiation are present despite global access to free 
antiretrovirals, which partially explains the fact 
that only 38 of the previously diagnosed indivi-
duals were on ART. The lack of early access to 
ART, even in the face of opportunistic infection, 
leads to repeated admissions, high costs, and 
poor outcomes. Individual characteristics such as 
alcohol and drug addiction, poor awareness of risk 
behaviors, misinformation regarding HIV disease 
(both among doctors and patients), and the fear of 
HIV test contribute as well to this situation. The fact 
that more than half of our patients are young adults 
previously exposed to other sexually transmitted 
diseases as syphilis and hepatitis B suggests poor 
knowledge about preventive measures and no 
awareness about risk behaviors, as well as limited 
access to HIV testing, which is a very important 
issue in our city.

Methods to diagnose TB are imperfect, therefore, 
many studies have shown that the association 
of fever, cough and weight loss should prompt 
diagnostic investigations in search for TB among 
HIV infected patients (15,16). In our study, confir-
mation of TB required the simultaneous use of 
multiple ZN stained smears and mycobacterial 
cultures, not only in pulmonary samples but also      
in many extrapulmonary specimens. In that sense, 
the study draws attention to the good diagnostic 

yield of the conventional methods such as ZN 
stain in all kind of samples (70% in respiratory 
samples and 51% in other samples), which could 
be explained by the multiple studies conducted in 
all affected organs (17-19). 

On the other hand, the systematic study of all 
bronchoalveolar lavage (BAL) samples with very 
well trained staff increases the diagnostic yield of 
pulmonary TB in HIV patients (17). Our findings 
are in keeping with previously published reports 
suggesting that traditional microbiologic tests are 
still effective to diagnose the TB/HIV co-infection 
(20-22), which highlights the importance of sample 
quality and their systematic study.

The rate of rifampicin resistance in our co-infected 
patients was more than three times the 1,5% ob-
served in the general population (23), similar to the 
5% estimated globally for MDRTB (24), but different 
to the 19% reported in Eastern Europe, 7% in the 
Western Pacific region (25), and up to 18-26% of 
newly diagnosed TB cases in some countries (26). 
According to these findings, testing for TB drugs 
susceptibility, especially with molecular methods 
for first- and second-line ones, are mandatory for 
the timely management of all co-infected patients. 

Resistance to rifampicin is usually associated with 
resistance to isoniazid and other drugs. However, 
monoresistance to rifampicin has been described 
in HIV-co-infected patients when they have been 
treated with intermittent rifampicin therapy and their 
CD4+ count is less than 100 cells/µL (27). It does 
not seem to be the problem in our patients, whose 
greatest risk of resistance is the poor adherence to 
the TB therapy (27-29); in fact, in the single patient 
whose resistance to rifampicin was confirmed only 
by Gene Xpert MTB, it was not possible to exclude 
resistance to other antibiotics.

Table 4. Risk factors associated with in-hospital mortality among co-infected HIV-TB patients (bivariate and multivariate analysis)

Variable Crude RR (95% CI) p value Adjusted RR (95% CI) p value

Prior antiretroviral therapy 0.80 (0.33-1.90) 0.61  
Homeless 1.02 (0.32-3.23) 0.98   
Prior TB 0.43 (0.10-1.76) 0.24 0.56 (0.15-2.01) 0.37
Hepatitis B infection 0.82 (0.21-3.13) 0.78 0.86 (0.22-3.38) 0.82
Pulmonary TB 1.66 (0.51-5.36) 0.40
Gastrointestinal TB 2.03 (0.86-4.81) 0.11 1.54 (0.70-3.38) 0.28
Meningeal TB 2.07 (0.76-5.62) 0.16
TB lymphadenitis 0.28 (0.08-0.91) 0.03 0.40 (0.12-1.36) 0.14
CD4 count <50/mL 5.17 (1.79-14.94) 0.00 3.94 (1.36-11.37) 0.01
Viral load ≥100,000 0.80 (0.35-1.83) 0.60
VDRL 1.58 (0.68-3.70) 0.29  
Hepatotoxicity 1.01 (0.36-2.83) 0.99  

Model adjusted by age
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Even though 50% of our patients experienced 
increases in ALT values after beginning the first-
line TB treatment, only 9.4% (15 out of 159) had 
to interrupt it because of liver toxicity; however, 
contrary to expectations, in our study high basal 
ALT values did not predict hepatotoxicity due to TB 
therapy and, therefore, it did not lead to changes 
in the treatment. This prevalence is similar to the 
rates reported in India by Saha, et al. (30), who 
identified co-infection with hepatitis B or hepatitis 
C as risk factors for liver toxicity. We measured 
ALT values before starting TB treatment and could 
follow them closely until patients were discharged. 
In this study, neither co-infection with hepatitis B or 
C were associated with hepatotoxicity due to TB 
drugs. As biomarkers to predict liver toxicity have 
not been developed yet, the findings highlight the 
importance of closely monitoring the ALT levels 
in all TB/HIV patients, and not only in those with 
chronic hepatic diseases.

As demonstrated in other studies, we found that 
CD4 counts below 50 cells/µL were associated 
with in-hospital mortality (31). Again, this underpins 
the need to address the factors underlying late 
access to therapy. This subgroup of patients should 
be closely monitored, and considering their high 
mortality risk and the non-significant relevance of 
the immune reconstitution inflammatory syndrome 
(IRIS) in most of them (only described in 4% of our 
patients), it is imperative to initiate the ART as soon 
as possible, usually two weeks after starting the TB 
treatment (32,33).

The main limitations of our study are related to its 
retrospective nature, and to the lack of a systematic 
database of co-infected patients in the city, which 
made it difficult to obtain results regarding the 
final outcome of TB treatment, patient survival or 
availability of antiretroviral drugs in the outpatient 
program. The date of death was not available either, 
so survival time could not be estimated. Bearing in 
mind that this study was conducted in a tertiary-
care hospital, it would be necessary to conduct 
additional studies in centers with different levels of 
complexity to better characterize the co-infection 
in our population and, of course, to identify the 
main challenges for their diagnosis and treatment. 
Given that approximately half of the patients was 
previously diagnosed with HIV and, yet, they 
advanced to severe immunosuppression, studying 
this group and identifying missed opportunities for 
linkage to care and antiretroviral therapy initiation 
is a public health imperative.

In conclusion, our study shows that even after 35 
years of HIV pandemic, TB is still a leading cause 
of advanced HIV diagnosis in our patients. The co-
infections affected young adults not aware of risky 
sexual behaviors who had limited access to HIV 
testing and presented with both extrapulmonary 
and pulmonary TB. As their resistance to rifampicin 
and/or MDRTB is around three times higher than 
in the general population, and patients frequently 
have to stop TB drugs because of liver toxicity 
(about 10%), which cannot be predicted by availa-
ble biomarkers, it is always necessary to monitor 
liver function closely during TB therapy and rule out 
drug resistance.
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Introducción. Una tercera parte del incremento de los casos de tuberculosis se atribuye a la propagación 
del HIV.
Objetivo. Describir la infección concomitante de tuberculosis y HIV en el departamento del Meta 
durante el periodo de 2010 a 2015. 
Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional, descriptivo y retrospectivo. Se seleccionaron 
los 219 casos de análisis y se elaboraron dos nuevas bases de datos que fueron analizadas en tres 
fases: determinación de las características sociodemográficas y clínicas, construcción de indicadores 
por municipio (prevalencia y éxito terapéutico) y estratificación en situaciones epidemiológicas según 
la prevalencia (carga) de la enfermedad.
Resultados. El 60 % de los municipios se ajustó a la situación designada como 2. El tratamiento de 
las personas con infección concomitante de tuberculosis y HIV cuya condición de ingreso era nueva, 
tuvo 2,39 veces más probabilidades de ser exitoso que el de los previamente tratados, siendo esta 
asociación estadísticamente significativa (razón de posibilidades, RP=2,39; IC95% 1,3-9,6; p=0,01).
Conclusión. La estratificación por situaciones epidemiológicas es útil para planificar actividades de 
prevención y control. 

Palabras clave: tuberculosis; VIH; coinfección; Mycobacterium tuberculosis; tratamiento farmacológico; 
Colombia.
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Tuberculosis and human immunodeficiency virus coinfection: Epidemiological situation in the 
department of Meta, 2010- 2015

Introduction. One third of the increase in tuberculosis cases is attributed to the spread of HIV.
Objective. To describe the Tb/HIV coinfection in the department of Meta from 2010 to 2015. 
Materials and methods. We conducted an observational, descriptive and retrospective study. After 
selecting 219 cases for analysis, two new databases were constructed and analyzed in three phases: 
Identification of sociodemographic and clinical characteristics, indicators by municipality (prevalence 
and therapeutic success) and stratification in epidemiological scenarios according to the prevalence 
(burden) of the illness.
Results. Sixty percent of the municipalities corresponded to scenario 2. People with Tb/HIV coinfection 
who had not been treated previously, had 2.39 times more probability of having therapeutic success 
compared to those previously treated, this association being statistically significant (RP=2,39; 95% CI 
1,3-9,6; p=0,01). 
Conclusion. Stratification by epidemiological scenarios is useful for planning prevention and control 
activities.

Key words: Tuberculosis; HIV; coinfection; Mycobacterium tuberculosis; drug therapy; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3930

Después del síndrome de inmunodeficiencia adqui-
rida (sida), la tuberculosis es la segunda causa 
de muerte por una enfermedad infecciosa en las 

Américas (1), por lo que se considera un problema 
de salud pública. La tuberculosis es curable y 
afecta principalmente a poblaciones que presentan 
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factores de riesgo, como la enfermedad pulmonar 
crónica, la diabetes mellitus, los trasplantes y 
los factores inmunosupresores, entre otros, los 
cuales incrementan en más del 20 % el riesgo de 
desarrollarla (1). Sin embargo, por su vinculación 
con la pobreza, la mala distribución del ingreso y 
la baja calidad de vida de la población, se ha con-
vertido en un problema recurrente (2). 

A nivel mundial, en el 2015, 10,4 millones de 
personas enfermaron de tuberculosis y 1,8 millo-
nes murieron por esta causa, y más del 95 % de 
las muertes se produjo en los países de ingresos 
bajos y medios (3). Se estima que en el continente 
americano hubo, aproximadamente, 276.000 casos 
en el 2012, de los cuales el 67 % se presentó en 
Suramérica, principalmente en Brasil y Perú (43 %) 
(4). En el 2015, el sistema colombiano de vigilancia 
en salud pública (Sivigila) recibió la notificación de 
12.918 casos de tuberculosis de todos los tipos, 
en tanto que la incidencia en el 2015 fue de 24,2 
casos por 100.000 habitantes (5).

Uno de los factores de riesgo mencionados son 
las infecciones de transmisión sexual, como las 
causadas por el virus de la inmunodeficiencia 
humana (HIV) y su expresión tardía, el sida (6). 
En el 2009, se estimó que en el mundo había 33,3 
millones de personas infectadas, de las cuales 1,4 
millones eran de Centroamérica y Suramérica. En 
el período de 1983 al 31 de diciembre de 2015, en 
Colombia se reportaron 112.110 casos de infección 
por HIV y sida, y 12.764 muertes (7). 

Desde la década de 1980, el HIV ha sido uno de los 
principales factores que han contribuido al resur-
gimiento de la tuberculosis en los países desarro-
llados y en desarrollo (8). La infección por el HIV 
y la inmunosupresión asociada son los factores 
de riesgo más importantes (9) para la tuberculosis 
activa, ya sea mediante la adquisición de una nueva 
infección o la reactivación de una ya existente, o 
tuberculosis latente (10). En situaciones en las 
que se disminuye la inmunidad celular, como es 
el caso de la infección por el HIV, la probabilidad 
de progresión a la enfermedad aumenta, lo que 
representa un desafío adicional para su control 
(11). Dado que la prevalencia por la infección con 

HIV supera el 5 % en uno o varios grupos clave, 
como los hombres que tienen relaciones sexuales 
con otros hombres, las personas que se inyec-
tan drogas, la población carcelaria y los trabaja-
dores sexuales, y que esta sigue presente en las 
mujeres gestantes, la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) la considera una epidemia concen-
trada (12).

Según la OMS, en el 2008 se reportaron 1,4 millo-
nes de personas con infección concomitante por 
tuberculosis y HIV. Del total de las muertes por 
sida, el 30 % se relacionó con la tuberculosis y 
el 6 % de las muertes por tuberculosis se aso-
ciaron con el HIV (13). En el 2014, se estimó que, 
de todos los casos incidentes de tuberculosis, 
1,2 millones (12 %) correspondían a personas 
con HIV (5); además, se produjeron alrededor de 
36.000 nuevos casos de infección concomitante 
por tuberculosis y HIV en la región de las Américas 
(14), lo cual representó el 13 % de los casos 
nuevos de tuberculosis; en el 2016, el 16,2 % de 
los casos de tuberculosis notificados en Colombia 
al Sivigila, correspondió a la infección simultánea 
con tuberculosis y HIV (15). La tasa de mortali-
dad relacionada con la tuberculosis para el mismo 
período fue de 1,8 por 100.000.

La OMS lanzó la estrategia de “Alto a la tubercu-
losis”, cuya meta era reducir su prevalencia y 
mortalidad. Al no haberse logrado del todo las 
metas propuestas, hoy los objetivos a nivel mun-
dial se enmarcan en una nueva estrategia llamada 
“Fin de la tuberculosis”, con la cual se busca 
eliminar la enfermedad para el año 2050 (1). 
Entre las recomendaciones para el tratamiento 
de la tuberculosis concomitante con la infección 
por HIV, está la de ampliar a 156 dosis la fase de 
continuación del tratamiento, ajustándolas según 
la edad de los sujetos (16).

La estratificación por situaciones epidemiológicas 
forma parte del proceso integral de diagnóstico, 
intervención y evaluación, y del enfoque epide-
miológico de riesgo, y resulta útil para obtener 
un diagnóstico objetivo que permita planificar las 
actividades de prevención y control y como base 
para categorizar metodológicamente e integrar las 
áreas geoecológicas y los grupos poblacionales 
según los factores de riesgo (17).

Hay un amplio conjunto de normas nacionales 
que establecen la afiliación al Sistema General de 
Seguridad Social en Salud (SGSSS) y la ejecución 
de actividades de prevención, vigilancia y control 
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de la tuberculosis de manera descentralizada                           
(18-22). Asimismo, en los programas a nivel depar-
tamental, municipal e institucional, se establecen 
las directrices nacionales del Ministerio de Salud 
contenidas en el programa nacional de control de 
la tuberculosis.

El Plan Decenal de Salud Pública, 2012-2021, en 
su capítulo sobre vida saludable y enfermedades 
transmisibles, contempla para el 2021 la reducción 
progresiva de la mortalidad por tuberculosis a 
menos de 1,59 casos por 100.000 habitantes en 
todo el territorio colombiano (23). La nueva política 
de la agenda posterior al 2015 establece que 
en el 2017 el 95 % de las entidades territoriales 
debe incluir en sus planes operativos anuales la 
prevalencia del HIV entre personas con tuber-
culosis como punto de partida para el diseño y la 
inclusión de actividades colaborativas contra la 
infección concomitante (1).

El departamento del Meta se encuentra localizado 
en la región centro-oriental del país; está dividido 
en 29 municipios y tiene cerca de un millón de habi-
tantes, 50 % de los cuales viven en Villavicencio, 
su capital; diez de sus municipios tienen población 
indígena, la cual representa alrededor del 1,2 % 
de la población departamental. En su territorio se 
dan fenómenos migratorios internos y externos 
importantes, en tanto que su economía legal es 
diversificada y se basa principalmente en la agri-
cultura, la ganadería, el petróleo, el comercio y          
la industria.

El objetivo de este estudio fue describir la situación 
epidemiológica de la infección concomitante de 
tuberculosis y HIV en el departamento del Meta en 
el período de 2010 a 2015, así como estratificar 
sus municipios por situaciones epidemiológicas 
según la prevalencia y el éxito del tratamiento, y 
establecer la relación entre dicho éxito y algunas 
variables sociodemográficas.

Materiales y métodos

El estudio se realizó en tres fases: a) identificación 
de las características sociodemográficas y clínicas 
de los sujetos con las infecciones concomitantes; 
b) construcción de los indicadores por municipio 
(prevalencia y éxito del tratamiento), y c) estra-
tificación por situaciones epidemiológicas según 
la prevalencia y el éxito del tratamiento. El éxito 
del tratamiento se definió con base en lo con-
templado en el plan estratégico “Colombia libre de 
tuberculosis” (24).

Tipo de estudio y población

Se hizo un estudio epidemiológico descriptivo con 
base en la información retrospectiva del depar-
tamento del Meta, correspondiente al periodo de 
2010 a 2015. 

Fuentes de información

Se tomó la información de las bases de datos en 
formato Excel de los programas departamentales 
de control de la tuberculosis y de HIV, las cuales 
son validadas trimestralmente por el Ministerio de 
Salud y Protección Social en cuanto a la calidad de 
los datos y la estructura. En estas se encontró el 
registro de 2.626 casos de tuberculosis reportados 
por los centros de salud, las clínicas y los hospi-
tales de la red de instituciones prestadoras de salud 
del departamento. En estas bases se contemplan 
las variables definidas según los lineamientos de 
la circular 058 de 2009 del Ministerio de Protección 
Social (22).

Se utilizaron los siguientes criterios de inclusión: 
personas con presencia simultánea de tubercu-
losis e infección por HIV que tuvieran definida la 
condición de egreso en el programa. Los criterios 
de exclusión fueron los siguientes: personas con 
tuberculosis y HIV que tuvieran definida la condi-
ción de egreso en el programa fallecidas antes de 
la realización de la serología para HIV, o población 
cuyo lugar de procedencia no fuera un municipio 
del Meta.

Con base en tales criterios, se seleccionaron 202 
registros (120 correspondientes a personas con 
infección concomitante y 82 con diagnóstico pre-
vio de HIV). Los 2.428 registros de personas sin 
infección concomitante se cruzaron con la base de 
datos del programa de HIV en el mismo período 
de estudio, y se encontraron 21 registros con 
diagnóstico de HIV, los cuales se incorporaron a la 
base de análisis; los restantes 2.403 se eliminaron. 
La aplicación de los criterios de exclusión resultó 
en la eliminación de cuatro registros. En total, se 
seleccionaron 219 casos que se ajustaban a las 
características requeridas. 

Se hizo un riguroso proceso de control de calidad 
para detectar errores de digitación y datos per-
didos, y se construyeron dos nuevas bases de 
datos, una por cada unidad de análisis: una con las 
personas cuyas características sociodemográficas 
y clínicas se tuvieron en cuenta, y otra con los 
municipios en los cuales se construyeron los indi-
cadores de prevalencia y éxito del tratamiento. En 
la figura 1 se presenta el resumen de las fases del 
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proceso de selección hasta llegar al total de regis-
tros para el análisis. No se requirió muestreo debido 
a que se tuvieron en cuenta todos los registros de 
la base de datos.

Variables estudiadas

La definición de caso de tuberculosis se estable-
ció como el diagnóstico de la infección mediante 
baciloscopia, cultivo o prueba molecular positivos, 
o pruebas negativas pero con cumplimiento de los 
criterios clínicos y radiológicos, o prueba de tuber-
culina positiva, en personas con prescripción del 
tratamiento antituberculoso por parte del médico 
tratante (25). La definición de caso de HIV se deter-
minó como aquel confirmado por laboratorio con el 
cumplimiento de los criterios de los algoritmos (6), 
en tanto que el caso de infección concomitante de 
tuberculosis y HIV se definió como aquel en el que 
se presentaran las dos enfermedades. 

Para los casos de infección concomitante, se 
tuvieron en cuenta las variables sociodemográ-
ficas de edad, sexo, etnia, grupo poblacional y 
afiliación al SGSSS; además, las variables clínicas 
de la tuberculosis (pulmonar o extrapulmonar), la 
condición de ingreso según la historia de trata-
miento previo de la tuberculosis y la condición en 
el momento del egreso.

El estado del paciente en el momento del egreso 
final se consideró como la medida directa más 
importante de eficacia del programa de control 
de la tuberculosis. En este sentido, quienes se 

incluyen en el registro de tratamiento deben ser 
asignados a una de seis categorías establecidas: 
curado, tratamiento terminado o completado, falle-
cido, fracaso, abandono y transferido, las cuales 
son mutuamente excluyentes. Esta variable se 
codificó de nuevo y se estableció la dicotomía 
contemplando el éxito del tratamiento, el cual 
correspondió a las categorías de “curado” y “trata-
miento terminado o completado”.

Otra medida importante utilizada en el estudio fue la 
prevalencia de la enfermedad, denominada carga 
en el plan estratégico “Colombia libre de tuber-
culosis, 2010-2015, para la expansión y fortaleci-
miento de la estrategia ‘Alto a la tuberculosis’” (24).

Análisis estadístico

Fase uno. Identificación de las características 
sociodemográficas y clínicas de los sujetos con 
infección concomitante. Se describieron las varia-
bles mediante estadística descriptiva (las varia-
bles cualitativas se expresaron en frecuencias 
y porcentajes, y las cuantitativas, en medidas 
de tendencia central y variabilidad). Se utilizó el 
programa SPSS™, versión 23, con licencia de 
propiedad de la Universidad de los Llanos.

Fase dos. Construcción de los indicadores por 
municipio (prevalencia y éxito del tratamiento). Se 
construyó el indicador de prevalencia para cada 
municipio y para el período de estudio, usando 
como numerador el número de casos por munici-
pio y, como denominador, la población municipal 

2626 registros en bases de datos (libro de registro 
de pacientes del programa departamental de control 

de la tuberculosis) 2010 - 2015

Cumplimiento
de criterios de

inclusión

Cumplimiento de
criterios de exclusión: 

4 registros

219 registros incorporados a la base 
de datos final para el análisis

En el cruce con base de datos de HIVse incorporaron 21 
registros con diagnóstico de HIV y se eliminaron 2.407

2.428 registros no cumplían con los criterios
(sin coinfección registrada)

202 registros cumplían con los criterios
(120 con coinfección y 82 con diagnóstico de HIV previo)

Figura 1. Flujograma de selección de registros para análisis
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para el período según reporte del Departamento 
Nacional de Estadística (DANE). Todas las tasas 
se calcularon usando una constante de 100.000 
habitantes. 

Para el cálculo de la prevalencia, se utilizó la 
siguiente fórmula:
Prevalencia = número de enfermos con tubercu-
losis y HIV en un periodo y lugar X 100.000 de la 
población sensible en el periodo y lugar 

Una vez establecidas las prevalencias, se calculó 
la media para definir un valor de comparación a 
partir del cual se calculó el percentil 75 de estos 
datos y se definieron dos categorías: prevalencia 
alta (entidades municipales cuya media era 
igual o superior al percentil 75) y prevalencia 
baja (entidades municipales cuya media era 
inferior al percentil 75). La estratificación según 
alta o baja carga (tomada como prevalencia), se 
basó en lo contemplado en el plan estratégico 
“Colombia libre de tuberculosis, 2010-2015, para 
la expansión y fortalecimiento de la estrategia ‘Alto 
a la tuberculosis’” (24), adoptado en Colombia 
por el entonces Ministerio de la Protección Social 
conforme a lo dispuesto en la Cumbre del Milenio 
y el documento Conpes Social Nº 91 de 2005, el 
cual fue incorporado al Plan Nacional de Salud 
Pública establecido mediante el Decreto 3039 de 
2007 (26).

Fase tres. Estratificación en situaciones epidemio-
lógicas según la prevalencia y el éxito del trata-
miento. Se construyó el indicador de éxito del 
tratamiento y se agruparon las entidades munici-
pales así: aquellas cuyo promedio fue de 85 % o 
más de éxito del tratamiento, y aquellas con un 
promedio menor de 85 %. En el campo de la lucha 
contra la tuberculosis, los objetivos de desarrollo del 
milenio establecieron la meta de curar, al menos, al 
85 % de las personas afectadas (27).

Con base en la prevalencia de la enfermedad (alta 
o baja) y del éxito del tratamiento (mayor o menor 
de 85 %), se construyeron cuatro situaciones en 
las cuales se estratificaron los municipios.

Análisis bivariado

Se usaron razones de prevalencia crudas y ajusta-
das, y sus intervalos de confianza (IC) de 95 %, 
así como la prueba estadística de ji al cuadrado, 
con el propósito de establecer si la hipótesis de 
que el éxito del tratamiento (variable dependiente) 
en las personas con infección concomitante por 
tuberculosis y HIV tenía alguna asociación con                                                                                                  
las variables de sexo, edad, régimen de afiliación, 

tipo de tuberculosis y condición de ingreso, era 
válida. Algunas de estas personas fueron codifica-
das de nuevo.

Las razones de prevalencia y sus intervalos de 
confianza del 95 % se ajustaron en un modelo de 
regresión binomial considerando el éxito del tra-
tamiento como variable dependiente y, las varia-
bles de régimen de afiliación, tipo de tuberculosis 
y condición de ingreso (en todos los grupos de                     
edad y sexo), como factores predictores. No 
se usó la variable de situación epidemiológica 
porque sus categorías contaban con menos de                                      
cinco datos, lo que imposibilitaba el cálculo de la 
prueba estadística.

Consideraciones éticas

Este estudió contó con el aval ético del Comité de 
la Universidad de los Llanos y se ajustó a todos 
los requisitos exigidos por la Resolución 8430 de 
1993 para la investigación en salud en Colombia 
(28). No representó riesgo real ni potencial para los 
sujetos, el método de recolección fue documental 
y no se hizo ninguna intervención o modificación 
intencionada en los participantes. No se usaron 
nombres ni números de documentos de identidad, 
con el fin de salvaguardar la confidencialidad. 

Las estimaciones se hicieron únicamente para 
cuatro grandes situaciones epidemiológicas, con lo 
cual se evitaron los riesgos derivados de los resul-
tados, tales como hechos de violencia, discrimina-
ción, rechazo y estigmatización o desplazamiento. 
Además, los autores se comprometieron con la 
política de protección del medio ambiente y, en 
especial, con el uso racional de recursos.

Resultados

Para facilitar su interpretación, los resultados se 
presentan según las fases desarrolladas.

Fase uno

Identificación de las características sociodemo-
gráficas y clínicas de los sujetos con infección 
concomitante. En cuanto a las características 
sociodemográficas, el 76,7 % de los afectados 
estudiados pertenecía al sexo masculino, su 
promedio de edad fue de 38 años (desviación 
estándar, DE=12,7) y 50 % de ellos tenía 34 años 
o menos (rango de 2 a 80 años). En cuanto a la 
raza, se encontraron indígenas (1,8 %) y negros 
o mulatos (0,9 %). Entre los grupos poblacionales 
había población carcelaria (2,7 %) y habitantes                
de calle (1,8 %). El 77 % estaba afiliado al SGSSS, 
44 % de ellos bajo régimen subsidiado.
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En 69,4 % de los casos, la tuberculosis era pul-
monar y, en aquellos con tuberculosis extrapulmo-
nar, los tipos más frecuentes fueron la meníngea               
(23,9 %), la miliar (17,9 %), la ganglionar (17,9 %) 
y la pleural (10,4 %). 

En cuanto a los antecedentes de tratamiento de la 
tuberculosis, el 87,7 % de los casos eran nuevos; 
en el 36,5 %, había diagnóstico previo de HIV; en 
el 41 %, se registraba el éxito del tratamiento en el 
momento del egreso, y el 34,7 % de los pacientes 
murió durante el tratamiento.

Fase dos

Construcción de los indicadores por municipio 
(prevalencia y éxito del tratamiento). Los muni-
cipios en los que se concentraron los casos de 
infección simultánea de tuberculosis y HIV fueron 
Villavicencio (79,9 %), Acacías (6,4 %) y Granada 
(2,7 %); en los dos primeros, se presentaron casos 
durante todo el período de estudio. En 38,3 % de 
los municipios no se reportaron casos (cuadro 1). 

El 2010 fue el año en el que más municipios 
(27,6 %) reportaron casos. La mayor prevalencia 
(36,3%) se presentó en el 2011 en el municipio de 
San Carlos de Guaroa. En Cumaral, Fuentedeoro, 
Mapiripán, Puerto Concordia, San Carlos de Guaroa 
y Vistahermosa, no se reportaron casos en los 
últimos tres años. Castilla, Cubarral, Puerto Gaitán 
y Restrepo no habían reportado casos anterior-
mente, pero sí en los dos últimos años. En el 34,5 %                                                                                                                     
de los municipios hubo una alta prevalencia. En 
el 26,7 % de los 15 municipios que presentaron 
casos en el período de estudio, el tratamiento de la 
infección concomitante fue exitoso. 

Fase tres

Estratificación en situaciones epidemiológicas según                                                                                                
la prevalencia y el éxito del tratamiento. En cuanto 
a la estratificación por situaciones epidemiológi-
cas, el 6,6 % de los municipios correspondió a la 
situación 1, el 60 %, a la 2, el 20 % a la 3, y el 
restante 13,3 % a la 4. El 48 % de los municipios no 
pudo ubicarse en ninguna de las situaciones toda 
vez que no reportaron casos ni tuvieron pacientes 
en tratamiento en el período de estudio (cuadro 
2, figura 2). La tendencia de la tasa de éxito del 
tratamiento fue decreciente (figura 3). 

Análisis bivariado

No se encontró una asociación positiva entre el 
éxito terapéutico y las variables de sexo, edad, 
afiliación al SGSSS y tipo de tuberculosis, pero sí 
con la condición de ingreso según el antecedente 

de tratamiento previo de la tuberculosis. Cabe 
destacar la significación clínica del hecho de que 
no hubo asociación con el tipo de tuberculosis y 
la significación social del hecho de no haberse 
encontrado asociación con el régimen de afiliación 
a la seguridad social.

La asociación con los casos de ingresos nuevos 
fue positiva (RP: 2,39; IC95%: 1,3-9,6), y se con-
servó al ajustar por edad y sexo (RP ajustada=3,1; 
IC95% 1,6-14; p=0,01), lo que aporta, además, a 
la signi-ficación clínica e implica un reto para el 
programa en cuanto a contrarrestar las pérdidas 
durante el seguimiento (cuadro 3).

Discusión

El programa para el control de la tuberculosis 
en el departamento del Meta debe ajustarse a lo 
propuesto a nivel nacional, a las competencias 
establecidas en las normas (18,20,29) y a lo con-
templado en el plan estratégico “Colombia libre de 
tuberculosis, 2010-2015” (16,24). En ese marco, 
debe fortalecerse la expansión de la estrategia 
“Alto a la tuberculosis” para reducir la incidencia y 
la mortalidad, garantizar el acceso a los servicios 
de detección temprana, de diagnóstico y de trata-
miento, garantizar la capacidad operativa de los 
recursos técnicos, los insumos y los medicamen-
tos, brindar un diagnóstico bacteriológico oportuno 
y de calidad, fortalecer las alianzas estratégicas, 
y trabajar con otros programas para enfrentar la 
amenaza de la infección concomitante de tubercu-
losis y HIV, entre otros. 

Actualmente, se acepta que la tuberculosis y la pan-
demia de HIV son la primera causa de muerte en 
extensas zonas del mundo (8). Según el análisis de 
situación en salud de Colombia (30) y del Meta (31), 
las enfermedades transmisibles no son ya la pri-
mera causa de mortalidad, y la tendencia es a seguir 
decreciendo, pero en ambos sexos el HIV/sida y 
la tuberculosis persisten. Durante el 2016, la aso-
ciación entre tuberculosis y HIV en Colombia fue de 
15,8 %, y el departamento del Meta aportó el 2,3 % 
(5). En cuanto a la mortalidad, la tasa nacional para 
la tuberculosis es de 2,45 casos por 100.000 habi-
tantes y, la del Meta, de 5,4 por 100.000 habitantes.

Cabe resaltar que 21 de los casos de este estu-
dio recibieron tratamiento para la tuberculosis 
más no para su presentación simultánea con el 
HIV. En este contexto, es importante prolongar 
el tratamiento a nueve meses para disminuir la 
posibilidad de recaídas (32,33). Este hallazgo 
muestra una debilidad del programa de control de 
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Cuadro 1. Clasificación de los municipios del departamento del Meta por carga de la enfermedad, éxito del tratamiento y situación 
epidemiológica

Municipio Prevalencia en el período por 100.000 habitantes Éxito del 
tratamiento

Situación

Casos de 
infección 

concomitante 
n (%)

Rango 
de edad

Media de 
población 

(2012-2013)

Prevalencia 
en el periodo

Clasificación 
por prevalencia 

(alta o baja)

Villavicencio 176 (80,4) 78 457.822 38,4 Alta   41 2
Acacías   14   (6,4) 45   65.044 21,5 Alta   53 2
Barranca de Upía  0   (0)     3.737 0,0 Sin reporte 

de casos
Sin casos

Cabuyaro  0   (0)     3.929 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

Castilla La Nueva     1   (0,5) 31     8.921 11,2 Alta     0 2
Cubarral     1   (0,5) 43     5.758 17,4 Alta     0 2
Cumaral     1   (0,5) 25   17.690 5,7 Baja 100 2
El Calvario  0   (0)     2.258 0,0 Sin reporte 

de casos
Sin casos

El Castillo  0   (0)     6.498 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

El Dorado  0   (0)     3.403 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

Fuentedeoro     1   (0,5) 28   12.714 7,9 Baja 100 3
Granada     6   (2,7) 31   59.121 10,1 Alta   50 2
Guamal  0   (0)     9.262 0,0 Sin reporte 

de casos
Sin casos

Mapiripán     1   (0,5) 43   16.184 6,2 Baja 100 3
Mesetas  0   (0)   11.128 0,0 Sin reporte 

de casos
Sin casos

La Macarena  0   (0)   30.566 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

Uribe  0   (0)   15.199 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

Lejanías  0   (0)     9.467 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

Puerto Concordia     2   (0,9) 46   19.572 10,2 Alta 100 1
Puerto Gaitán     3   (1,4) 27   18.266 16,4 Alta   25 2
Puerto López     2   (0,9) 37   32.330 6,2 Baja   50 4
Puerto Lleras  0   (0)   10.087 0,0 Sin reporte 

de casos
Sin casos

Puerto Rico  0   (0)   18.364 0,0 Sin reporte
de casos

Sin casos

Restrepo     3   (1,4) 34   10.528 28,5 Alta     0 2
San Carlos de 
Guaroa

    4   (1,8) 37     8.744 45,7 Alta   50 2

San Juan de Arama  0   (0)     8.930 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

San Juanito  0   (0)     2.092 0,0 Sin reporte 
de casos

Sin casos

San Martín     3   (1,4) 33   23.861 12,6 Alta   0 2
Vistahermosa     1   (0,5) 30   24.370 4,1 Baja   0 4

Cuadro 2. Estratificación de los municipios según la infección concomitante por tuberculosis y HIV, departamento del Meta, 2010-2015

Éxito del tratamiento Carga de la enfermedad

Alta carga Baja carga

≥85 % Situación 1: Puerto Concordia Situación 3: Cumaral, Fuentedeoro, Mapiripán
<85 % Situación 2: Villavicencio, Acacías, Castilla, 

Cubarral, Granada, Puerto Gaitán, Restrepo, 
San Carlos de Guaroa, San Martín

Situación 4: Puerto López, Vistahermosa

Fuente: Ministerio de la Protección Social, plan estratégico “Colombia libre de tuberculosis, 2010-2015” para la expansión y fortalecimiento de la 
estrategia “Alto a la tuberculosis”, 2009
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riesgo como el consumo de tabaco y de alcohol 
y la drogadicción, así como una vida social más 
activa, y, por lo tanto, mayor exposición (41,42) a 
las dos condiciones clínicas.

En cuanto a la edad, el 50 % de los casos corres-
pondió a adultos jóvenes, lo cual concuerda con lo 
reportado en otros estudios (43,44), y puede estar 
relacionado con factores económicos, toda vez 
que este es el grupo más productivo (45).

La enfermedad en indígenas (1,8 %) puede 
deberse a una doble condición de vulnerabilidad: 
sociocultural e inmunológica, lo cual debe ser 
detectado oportunamente por los programas, con 
el fin de garantizar el acceso al tratamiento y con-
tribuir así a la disminución de la transmisión de la 
enfermedad (46).

Los grupos afectados incluyeron la población 
carcelaria y de habitantes de calle. Se estima 
que el riesgo de enfermar de tuberculosis en las 
cárceles es cuatro a cinco veces mayor que en la 
población general (47) debido a las condiciones 
de hacinamiento. Los habitantes de calle son un 
grupo social vulnerable debido al mayor riesgo de 
presentar problemas de salud. En varios estudios 
se ha reportado la alta prevalencia de HIV entre 
las personas sin hogar, lo que constituye un reto 
para los servicios de salud (48-51).

Un alto porcentaje (69,4%) de los casos corres-
pondió a tuberculosis pulmonar, lo que difiere de 
lo reportado en otros estudios (13,52,53), en los 
cuales se estableció una relación más estrecha 
con la tuberculosis extrapulmonar. Sin embargo, el 
tipo pulmonar de la enfermedad es más frecuente 
en los pacientes con niveles elevados de linfocitos 
CD4 (46), variable que no se tuvo en cuenta en 
este estudio. Las personas infectadas por el HIV 
en los países en desarrollo presentan tuberculosis 
como la primera manifestación del sida (54), 
situación similar a la del Meta, donde el 87,7 % de 
los casos de HIV que ingresaron al programa lo 
hicieron como casos nuevos.

Se reportó una alta mortalidad en los pacientes 
con infección concomitante en este estudio. La 
infección simultánea con el HIV se ha relacionado 
con el aumento de la mortalidad atribuible a la 
tuberculosis en otros estudios (55-57).

El departamento del Meta registra una prevalen-
cia de tuberculosis y de infección concomitante 
con el HIV superior a la nacional (5). Según el 
plan estratégico “Colombia libre de tuberculosis, 
2010-2015”, el departamento del Meta se sitúa 
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Figura 2. Mapa de georreferenciación con los situaciones 
epidemiológicas de la infección concomitante por tuberculosis 
y HIV, departamento del Meta, 2010-2015

Figura 3. Tasa de éxito del tratamiento para la infección 
concomitante por tuberculosis y HIV, departamento del Meta, 
2010-2015

Fuente: elaboración propia
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la tuberculosis y de las actividades conjuntas con 
el de HIV. En este sentido, en algunos estudios y 
análisis de los programas de tuberculosis, se han 
dado recomendaciones para subsanar las fallas 
(34-36).

En el análisis de los datos por sexo (76,7 % en 
hombres) se encontró que estos concordaban con 
lo reportado en el Sivigila en el 2016 (63,6 %)                                                                                
(5). En otro estudio nacional se reportó un 58,7 % 
en hombres (37) y en algunos estudios interna-
cionales tambien se informó de un mayor por-
centaje en hombres (38-40). Algunos autores 
mencionan como causas de la mayor afectación 
del sexo masculino la presencia de factores de 
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en la situación 2 en cuanto a la expansión y 
fortalecimiento de la estrategia de “Alto a la tuber-
culosis” (24), es decir, registra una alta carga de 
enfermedad y el éxito del tratamiento es menor del 
85 %. Según el presente estudio, la mayoría de 
los municipios que reportaron casos de infección 
concomitante en el periodo, también se encuentra 
en dicha situación. Esta situación se caracteriza 
por presentar una adecuada infraestructura de 
servicios de salud, con centros de referencia para 
los municipios propios y de otros departamentos 
(24), pero con debilidades en el sistema de infor-
mación y en el seguimiento del tratamiento de los 
pacientes, lo cual se evidenció en la diferencia en 
la evaluación de la condición de egreso y en la baja 
tasa de éxito del tratamiento.

Esta última podría explicarse por la falta de cumpli-
miento (58) en la toma de los medicamentos y del 
tiempo de tratamiento, la mala absorción de medi-
camentos (59), y las interacciones farmacológicas 
entre las rifampicinas y dos familias de antirretro-
virales (46). También, puede involucrar la dificul-
tad del tratamiento en las personas con infección 
concomitante, quienes suelen presentar formas 
más graves de tuberculosis, situación similar a la 
referida en otros estudios (2,60) y que explicaría, 
asimismo, la tendencia decreciente de este indi-
cador en el período de estudio.

En este estudio, los pacientes sin tratamiento 
antituberculoso previo tuvieron una mayor proba-
bilidad de éxito del tratamiento, lo cual puede 
deberse a la presencia de cepas sensibles (13), a 
factores de cumplimiento del tratamiento (61,62), 
a las estrategias de educación en salud (63) y a los 
factores sociales determinantes en salud (64).

En comunicación personal con funcionarios depar-
tamentales y municipales del programa, estos 
atribuyeron los resultados aquí presentados a la 
‘desverticalización’ del programa, a la falta de con-
tinuidad del personal de apoyo, a las fallas del 
programa y del trabajo colaborativo, y a los hechos 
de violencia, discriminación, rechazo y estigma pro-
pios de la región en el marco del conflicto armado.

Las limitaciones del estudio incluyeron la falta de 
información sobre los resultados de las pruebas de 
HIV, el hecho de que, en ocasiones, estas no se 
hicieron por decisión del paciente, la falla del pro-
grama en cuanto a la oferta o la falla administrativa 
en la práctica de la prueba, así como las propias 
del uso de fuentes secundarias de información, 
las cuales se solucionaron con el proceso de vali-
dación hasta donde fue posible.

Hay grupos de población vulnerables en los 
municipios en los cuales deben focalizarse las 
acciones para, así, mejorar la oportunidad del 

Cuadro 3. Descripción de variables y su asociación con el éxito del tratamiento¹

Característica N² Éxito del tratamiento³ Ji al cuadrado 
(p)

Razón de prevalencia 
cruda (IC95%)

Razón de prevalencia 
ajustada (IC95%) *

Sí (%) No (%)

Sexo    0,440 (0,5)   
Mujer   51 23 (45)   28 (55)  1 1
Hombre 168 67 (40) 101 (60) 1,15 (0,66-2,33) 1,32 (0,73-1,9)

Edad    0,003 (0,9)   
≥Mediana 109 44 (41)   65 (59)  1 1
<Mediana£ 110 45 (41)   65 (59) 0,98 (0,80-1,25)   1,02 (0,86-1,35)

Afiliación al SGSSS¥       1,49   (0,22)   
Asegurado 179 77 (43) 102 (57)  1 1
No asegurado   40 13 (33)   27 (67)  0,74 (0,66-0,97)   0,67 (0,28-0,74)

Tipo de tuberculosis      0,019 (0,89)   
Pulmonar 152 62 (41)   90 (59)  1 1
Extrapulmonar   67 28 (42)   39 (58)  1,02 (0,80-1,30) 1      (0,68-1,5)

Condición de ingreso ¶      6,48   (0,01)   
Previamente tratado   27   5 (18)   22 (81)  1 1
Nuevo 192 85 (44) 107 (56)  2,39   (1,3-9,6) 3,1    (1,6-14)

SGSSS: Sistema General de Seguridad Social en Salud
1 Base de datos del programa departamental de tuberculosis para el periodo de estudio
2 No se presentaron pérdidas
3 Según la condición de egreso (curado y tratamiento terminado)
* Las razones de prevalencia y su intervalo de confianza de 95 % se obtuvieron a partir de un modelo de regresión binomial.
£ Valor de la mediana: 34 años
¥ Variable codificada de nuevo; se incluyen asegurados en los regímenes contributivo, subsidiado y en los especiales; entre los no asegurados se 
incluyeron los no afiliados (Sisben). 
¶ Variable codificada de nuevo: previamente tratados, incluidos todos los reingresos
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diagnóstico y el tratamiento, y avanzar hacia la 
eliminación de la tuberculosis y la infección simul-
tánea con el HIV.

Es importante evaluar los procesos de mejora-
miento de la calidad de los datos en los sistemas de 
información, fortalecer las actividades de vigilancia 
y de colaboración recomendadas internacional-
mente, analizar los algoritmos para la exclusión de 
la tuberculosis en personas infectadas por el HIV y 
hacer una vigilancia sistemática de los pacientes 
desde el ingreso hasta el egreso, así como inte-
grar efectivamente las acciones que ofrecen los 
programas de control de la tuberculosis y del HIV/
sida en los diferentes puntos de atención para esta-
blecer una red de atención efectiva y coherente, 
con una asistencia adecuada y orientada según 
los situaciones detectadas. 

En futuros estudios será necesario abordar las 
situaciones culturales, regionales y de contexto 
que van más allá del enfoque analítico y del diseño 
propuesto para profundizar en la explicación de 
los resultados.

Conflicto de intereses

Uno de los investigadores tuvo vínculo laboral 
de 2011 a 2014 con la institución que suministró 
la información; no obstante, se tomaron todas las 
precauciones para que ello no afectara el proceso 
de investigación.

Financiación

Este estudio fue financiado por la Gobernación del 
Meta, Fondo Social para la Educación Superior, 
convocatoria de formación de capital humano de 
alto nivel para el departamento del Meta, 2015. 
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Introducción. Los ácaros son una importante fuente de alérgenos en el trópico, pero poco se han 
estudiado otras fuentes potenciales de alérgenos prevalentes en la zona, como los insectos.
Objetivo. Determinar la relación entre la exposición y la sensibilización alérgica a cucarachas, 
mosquitos y hormigas, y su interacción con la sensibilización a los ácaros. 
Materiales y métodos. Se incluyeron pacientes con pruebas de alergia para Blatella germanica, 
Aedes aegypti, Solenopsis invicta, Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae y D. pteronyssinus. Se 
determinó la sensibilización mediada por inmunoglobulina E (IgE) mediante pruebas intraepidérmicas. 
Para la exposición a los insectos en las casas, se utilizaron trampas para insectos rastreros y voladores.
Resultados. Se incluyeron 186 pacientes, de los cuales 73 (39,2 %) presentaron sensibilidad a uno 
de los insectos (cucarachas: 21 %, mosquitos: 29 %, hormigas: 26,3 %). De estos, 71 (97,2 %) 
presentaron sensibilización a los ácaros, en tanto que de los 148 pacientes sensibilizados a algún 
ácaro, solo el 47,9 % lo estaba a algún insecto. Se evaluaron 104 casas: en el 74 %, se encontraron 
cucarachas, en el 22%, hormigas, y en el 52 %, mosquitos. En los pacientes sensibilizados a los 
insectos, el número de insectos por casa tuvo una relación directa con el tamaño del habón aparecido 
durante la prueba cutánea: cucaracha, r=0,781 (p<0,001), mosquito, r=0,811 (p<0,001), hormiga, 
r=0,840 (p<0,001). 
Conclusión. La sensibilización a los insectos es frecuente en la población alérgica del trópico y está 
fuertemente asociada con la sensibilización a los ácaros.

Palabras clave: ácaros; hipersensibilidad; hormigas; Culicidae; cucarachas.
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Exposure and sensitization to insects in allergic patients in the tropics

Introduction: Mites are an important source of allergens in the tropics. Other potential sources of 
allergens prevalent in the region such as insects have been poorly studied. 
Objective: To determine the relationship between exposure and allergic sensitization to cockroaches, 
mosquitos, ants and the interaction with mite sensitization. 
Materials and methods: We included patients with allergy tests for Blatella germanica, Aedes aegypti, 
Solenopsis invicta, Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae and D. pteronyssinus. IgE sensitization 
was evaluated by intraepidermal tests. Exposure to insects in houses was evaluated using traps for 
crawling and flying insects. 
Results: A total amount of 186 patients were included; 73 (39.2%) of them were sensitized to an insect 
(cockroaches: 21%, mosquitoes: 29%, ants: 26,3%), 71 (97.2%) also had sensitization to mites. Of the 
148 patients sensitized to mites, only 47.9% were sensitized to an insect. In total, 104 houses were 
evaluated: 74% had cockroaches, 22% ants, and 52% mosquitoes. Among insect-sensitized patients, 
the number of insects at home was directly related to the size of the weal generated during the skin test: 
Cockroaches, r=0.781, p<0.001; mosquitoes, r=0.811, p<0.001, and ants, r=0.840, p<0.001. 
Conclusion: Sensitization to insects is frequent in allergic populations of the tropics and is strongly 
associated with sensitization to mites.

Key words: Mites; hypersensitivity; ants; Culicidae; cockroaches.
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Las enfermedades alérgicas resultan de interac-
ciones entre la constitución genética de cada indi-
viduo y la exposición a factores ambientales que 
intervienen en su desarrollo (1,2).

Dichas enfermedades suelen presentarse desde 
la infancia y su prevalencia se ha incrementado 
hasta alcanzar niveles de epidemia en varios paí-
ses (3,4). Generalmente, tienen un origen alérgico, 
por lo que la atopia, que consiste en la producción 
de inmunoglobulina E (IgE) ante la exposición a 
una proteína usualmente inocua del ambiente, es 
indispensable para su desarrollo. El determinar 
la causa que provoca la producción de IgE en el 
paciente, permite un diagnóstico etiológico y la 
adopción de medidas específicas de evitación o de 
tratamientos moduladores como la inmunoterapia 
para alérgenos (5-7).

La sensibilización mediada por IgE puede deter-
minarse mediante pruebas cutáneas o séricas con 
extractos biológicos de las fuentes sospechosas 
de contener las proteínas alergénicas que quieren 
probarse (8,9). En los estudios epidemiológicos, 
se ha demostrado que no todas las poblaciones 
están sensibilizadas a los mismos alérgenos. En 
varios países de Europa y en ciudades de Estados 
Unidos, los granos de polen son la principal 
causa de sensibilización (10). Por el contrario, 
en los países latinoamericanos y en las zonas de 
Europa con clima tropical, como las costas del 
Mediterráneo, la principal fuente de sensibilización 
son los ácaros (11,12). Estas variaciones se deben 
a factores ambientales propios de cada región, 
los cuales son responsables de la diversidad de 
la flora y la fauna en cada zona y, por ello, se 
requieren estudios epidemiológicos para carac-
terizar las principales fuentes biológicas a la que 
está expuesta una población y, así, determinar las 
fuentes que pueden producir una reacción mediada 
por IgE. 

En las zonas húmedas del trópico, los princi-
pales ácaros asociados con la sensibilización 
alérgica provienen de la familia Pyroglyphidae: 
Dermatophagoides farinae (Der f) y D. pteronyssinus 
(Der p), y de la familia Glycyphagidae: Blomia 
tropicalis (Blo t) (12,13). Se debe tener en cuenta la 

gran diversidad de flora y fauna en el trópico, cuyos 
habitantes están expuestos a múltiples especies 
que son fuente potencial de alérgenos importantes 
(mascotas, hongos o insectos) (11,14). 

Actualmente, el estudio de los insectos en las aler-
gias se ha centrado principalmente en las enferme-
dades que resultan de su picadura, por ejemplo, 
la anafilaxia por abejas, avispas u hormigas, o la 
urticaria papular (anteriormente llamada prurigo 
estrófulo), que suelen ocurrir luego de la picadura 
de mosquitos o pulgas en una persona sensibili-
zada (15). Se ha estudiado menos el desarrollo de 
síntomas respiratorios después de la inhalación 
de los alérgenos de cucarachas, hormigas o 
mosquitos y su relevancia clínica (16). Aunque 
se sabe que estos insectos son prevalentes en el 
trópico (17,18), no se conoce la intensidad de la 
exposición en los hogares de las zonas urbanas, 
como tampoco si el grado de exposición se asocia 
con un mayor riesgo de presentar síntomas.

Considerando que la presencia de insectos y ácaros 
es endémica en el trópico, en este estudio se deter-
minó la frecuencia de la sensibilización alérgica a 
cucarachas, mosquitos y hormigas en una pobla-
ción de pacientes con enfermedades alérgicas resi-
dentes en una ciudad tropical, y se evaluó el papel 
de la exposición a insectos en la reacción alérgica 
mediada por IgE. También, se exploró la relación 
entre este tipo de sensibilización a los insectos y 
los ácaros que son fuente de alérgenos endémicos.

Materiales y métodos

Aspectos geográficos y distribución de las 
fuentes 

Los pacientes del estudio residían en Medellín, 
ciudad localizada en una región tropical con con-
diciones climáticas de humedad y temperatura que 
favorecen la proliferación de ácaros e insectos de 
diferentes especies (11). Por su ubicación entre 
montañas, suele haber vientos suaves que favore-
cen el transporte y la concentración de micropar-
tículas, como los alérgenos presentes en el aire.

Selección de los pacientes y tipo de estudio

Los 186 sujetos incluidos en el estudio hacían 
parte de un grupo de 300 pacientes previamente 
estudiados (6,11,14) que asistieron a consulta en 
el Servicio de Alergología de la Universidad de 
Antioquia, entre 2009 y 2016. 

Para el presente estudio, se seleccionaron los 
registros que incluyeran una evaluación con prue-
bas cutáneas de las fuentes de alérgenos objeto 
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de análisis. No se establecieron restricciones de 
edad o sexo. Se incluyeron los pacientes con enfer-
medades alérgicas como conjuntivitis, dermatitis, 
asma o rinitis, según los criterios propuestos por 
la Global Initiative for Asthma (GINA), la iniciativa 
Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA) 
y por otras guías para conjuntivitis o dermatitis 
atópica (19,20). Se excluyeron aquellos pacientes 
con enfermedades no alérgicas que explicaran su 
cuadro respiratorio.

Evaluación de la atopia

Todos los pacientes se evaluaron mediante pruebas 
intraepidérmicas con extractos biológicos del labo-
ratorio Leti (Madrid, España) o Inmunotek (Madrid, 
España) para las siguientes fuentes alergénicas: 
Blo t, Der p, Der f, Per a (Periplaneta americana), 
Aed a (Aedes aegypti) y Sol i (Solenopsis invicta); 
además, se evaluó la sensibilización al extracto 
completo de las fuentes indicadas. En adelante, se 
utilizarán indistintamente los nombres comunes o 
los científicos.

Se tuvieron en cuenta las recomendaciones inter-
nacionales para la lectura de las pruebas (21), 
considerándose como positiva una pápula mayor 
de 3 mm en relación con el control negativo. Se 
excluyeron aquellos pacientes con condiciones 
como el dermografismo o que consumieran medi-
camentos que pudieran alterar los resultados de 
las pruebas.

Exposición en las casas

En las casas de los pacientes que habían vivido 
durante más de cinco años en el mismo domicilio, 
se instalaron diariamente seis cartones engoma-
dos para capturar insectos y roedores, según las 
instrucciones de la empresa fabricante (Sodimac). 
Por cada una de las casas de los pacientes 
sensibilizados, se escogió al azar una de uno no 
sensibilizado a insectos, para evaluar si había 
asociación con el grado de exposición. 

Se colocaron dos trampas en la cocina, dos en la 
sala de estar y dos en la alcoba del paciente: un 
cartón en el piso y un cartón en la pared. También, 
se dejaron diversas trampas para insectos vola-
dores en cada casa a una distancia de metro y 
medio de cualquier obstáculo. Estas trampas se 
construyeron según las recomendaciones de la 
Federación Internacional de Sociedades de la 
Cruz Roja y de la Media Luna Roja (http://www.
ifrc.org/es/how-to-help/learning-education-training/
learning-platform1/): una botella de plástico de dos 
litros que se corta por la mitad y se llena con un 

litro de agua mezclada con 50 g de azúcar y un 
gramo de levadura, para luego insertar la parte 
superior en la parte inferior y recubrirla con un                                              
paño oscuro. Los mosquitos son atraídos por el 
dióxido de carbono liberado y quedan atrapados 
una vez se paran en el agua jabonosa. 

Las trampas del día anterior se inspeccionaban 
diariamente en horas de la mañana para recolec-
tar los especímenes y se cambiaban por nuevas, 
proceso que se repitió durante siete días. Se 
contaron las cucarachas del género Blattela ssp. o 
Periplaneta ssp., los mosquitos Culex ssp. o Aedes 
ssp. y las hormigas Solenopsis ssp. atrapados en 
las trampas, y se dispuso de la supervisión de un 
entomólogo para evitar errores en la clasificación, 
la identificación o el conteo de los insectos.

Análisis estadísticos

Los análisis se efectuaron con el programa IBM 
SPSS Statistics™, versión 21, para Windows. 
Los resultados se expresaron en porcentajes de 
frecuencia y en números absolutos. La relación 
entre las variables estudiadas se evaluó mediante 
la prueba de ji al cuadrado y la correlación de 
Spearman para variables no paramétricas. 

Para evaluar si el patrón de sensibilización se aso-
ciaba con la presencia de múltiples enfermedades, 
se crearon dos variables dicotómicas: la variable 
‘patrón multisistémico’ que incluyó a los pacientes 
con dermatitis y, además, rinitis o asma, y la varia-
ble ‘patrón multienfermedad’ que incluyó a aquellos, 
por lo menos, con dos enfermedades alérgicas. 

Las pruebas de regresión logística multivariada 
se ajustaron con aquellas variables que pudieran 
influir en el patrón ‘multisistémico’ o ‘multienfer-
medad’. Se consideró significativo un valor de p 
menor de 0,05. Las comparaciones se hicieron 
según la edad y la atopia frente a ácaros o insectos.

Consideraciones éticas

Los sujetos del estudio pertenecían a una pobla-
ción previamente estudiada (6,11). La información 
obtenida se ajustó estrictamente a las directrices 
internacionales de la Declaración de Helsinki, en 
cuanto a la privacidad de los pacientes. Se obtuvo 
autorización de los comités de ética de la IPS 
Universitaria y de la Universidad de Antioquia

Resultados

Características generales de la población

La población de estudio incluyó a los 186 pacientes 
que cumplieron con los criterios de selección. La 
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edad promedio fue de 19 años, con una moda           
de 14 años (rango: 1 a 71); 103 (55,4 %) eran de 
sexo femenino. 

Las enfermedades más frecuentes fueron las res-
piratorias (92,4 %) (cuadro 1). Todos los pacientes 
con síntomas nasales presentaban rinitis crónica. 
La dermatitis atópica fue más frecuente en los niños 
menores de 10 años (p<0,05). Entre las enferme-
dades estudiadas no se encontraron diferencias 
significativas con respecto al sexo. La frecuencia 
de atopia y de sensibilización a dos o más alérge-
nos, fue uniforme entre hombres y mujeres.

Sensibilización a ácaros e insectos

De los pacientes analizados, 153 (82,3 %) resul-
taron atópicos, principalmente a los ácaros, y 
la frecuencia de sensibilización a dos o más 
alérgenos fue alta (n=120; 64,5 %) (figura 1). De 
los pacientes sensibilizados a Dermatophagoides 
spp. lo eran para las dos especies evaluadas 
(Der f: 77,4 %, n=144, y Der p: 78,0 %, n=145). 
La sensibilización a cucarachas (21 %), mosquitos 
(29 %) u hormigas (26,3 %), se asoció con la sen-
sibilización a dos o más agentes (p<0,001 para 
los tres insectos) y con el patrón ‘multisistémico’ 
(p=0,02, p=0,002 y p=0,007, respectivamente). 
La sensibilización a otras fuentes, como granos 
de polen, hongos, excrementos y fibras textiles, 
entre otros, fue menor de 15 % (los datos no se 
presentan). No hubo diferencias de distribución en 
cuanto al sexo.

La mayor parte de los pacientes sensibilizados a 
ácaros (n=101, 68 %) e insectos (n=47, 64,7 %), 
era menor de 20 años. Al dividir los grupos por 
cuartiles de edad, se observó que la sensibilización 
a los ácaros fue mayor en menores de 8 años 
(p=0,03) y que la sensibilización a insectos se 
presentaba principalmente entre los 9 y 14 años 
(p=0,04) (cuadro 2).

De los 73 pacientes sensibilizados a insectos, 71 
(97,2 %) lo estaban a algún ácaro de la familia 
Pyroglyphidae, en tanto que de los 148 pacientes 
sensibilizados a algún ácaro, 71 (47,9 %) lo 
estaba a algún insecto. Al evaluar la relación entre 
ácaros e insectos, la sensibilización a los ácaros 
Dermatophagoides spp. incrementó 16,5 veces la 
probabilidad de estar sensibilizado a algún insecto 
(IC95% 3,8-17,4; p<0,001), en tanto que la sensibi-
lización a Blo t la incrementó 3,8 veces (IC95% 2,09-
7,2; p<0,001). 

Por el contrario, la sensibilización a cualquiera de 
los insectos evaluados aumentaba entre 1,4 y 3,6 

veces la probabilidad de sensibilización a un ácaro 
Dermatophagoides spp.. Con Blo t, ningún insecto 
alcanzó a ser estadísticamente significativo.
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Cuadro 1. Datos generales de los 186 pacientes participantes 
en el estudio (n=186)

Datos generales Pacientes
 n (%)

Mujer / Hombre 103/83 (44,6/55,4)
Edad (años) (rango) Media: 14 años (1 a 71 años)
Síntomas respiratorios  172 (92,4)*

Asma 101 (54,3)
Rinitis 157 (84,4)

Síntomas oculares 105 (56,4) 
Conjuntivitis   85 (45,7)
Queratoconjuntivitis   20 (10,8)

Síntomas cutáneos      64 (34,4)**
Dermatitis   50 (26,9)
Urticaria   29 (15,6)

‘Multisistémico’   35 (18,8)
‘Multienfermedad’ 159 (85,5)

* 86 pacientes tenían asma y rinitis.
** 15 pacientes tenían dermatitis y urticaria. 

Figura 1. Sensibilización mediada por IgE a ácaros e insectos
Blo t: Blomia tropicalis; Der f: Dermatophagoides farinae; Der p: 
Dermatophagoides pteronyssinus; Per a: Periplaneta americana; 
Aed a: Aedes aegypti; Sol i: Solenopsis invicta

Cuadro 2. Grupos de edad y sensibilización a ácaros e insectos. 
Edad en cuartiles y su relación con sensibilización mediada por 
IgE a ácaros e insectos

Grupos de 
edad (años)

Ácaros, atopia
(n=148)
n (%)

Insectos, atopia
(n=73)
n (%)

p

0 a 8 (n=47) 31 (20,9)   7   (9,5)   0,03
9 a 14 (n=49) 49 (33,1) 30 (41)   0,06
15 a 27 (n=44) 42 (28,3) 21 (28,7) >0,05
28 a 71 (n=46) 26 (17,5) 15 (20,5) >0,05
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Exposición a insectos y relación con la 
sensibilización

Se instalaron las trampas en 73 casas de pacien-
tes sensibilizados a insectos y en igual número de 
casas de personas no sensibilizadas. El tiempo 
de recolección de siete días se cumplió en 50 y 
54 casas, respectivamente. Las casas estaban 
distribuidas en toda la ciudad de Medellín. 

El número de casas con insectos fue similar en 
los dos grupos: 39 (78 %) casas de pacientes 
sensibilizados y 40 (74 %) de no sensibilizados. 
El número de cucarachas, mosquitos y hormigas 
en ambos grupos fue similar (figura 2a). Entre los 
pacientes sensibilizados a insectos, se encontró 
una correlación directa estadísticamente significa-
tiva entre el tamaño de la pápula y el número de 
insectos, tanto en el caso de las cucarachas (figura 
2b) y las hormigas (figura 2c), como en el de los 
mosquitos (figura 2d).

Discusión

En este estudio se encontró que la sensibilización 
a insectos es frecuente en la población alérgica 
del trópico y está fuertemente asociada con la 
sensibilización a ácaros. El interés de los estu-
dios se ha centrado en la acción de los insectos 
como vectores de infecciones, como en el caso 
de algunas especies de mosquitos y la reciente 
epidemia de enfermedades virales, como el Zika 
y el chikungunya, reportada por la Organización 
Mundial de la Salud (http://www.who.int/media 
centre/factsheets/zika/es/). También, se ha demos-
trado que la picadura de insectos como la hormiga, 
la avispa y la abeja, puede inducir reacciones 
sistémicas de anafilaxia. 

En la población de Estados Unidos, se ha repor-
tado que la sensibilización mediada por IgE a 
las cucarachas es un factor de riesgo importante 
para el asma (16,22), lo que resalta la importancia 
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Figura 2. Exposición y reacción cutánea. a. La presencia de cucarachas, mosquitos y hormigas fue similar en las casas de los 
pacientes sensibilizados a los mosquitos (triángulo negro) y de los no sensibilizados (triángulo gris). Se observó una correlación 
entre la intensidad de la reacción cutánea y el número de cucarachas (b), de mosquitos (c), y de hormigas (d) en las casas.
Per a: Periplaneta americana; Aed a: Aedes aegypti; Sol i: Solenopsis invicta

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/zika/es/
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/zika/es/
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de estudiar el papel de este insecto en otras 
enfermedades alérgicas, como la rinitis, así como 
el de otros insectos en el asma. Recientemente, 
se han descrito proteínas alergénicas tanto de 
mosquito como de hormiga, lo que hace necesario 
estudiar más a fondo su papel en las enfermedades 
alérgicas (17).

En este estudio se evaluaron la exposición y la sen-
sibilización mediada por IgE a insectos en pacientes 
con asma o rinitis en una zona endémica para 
cucarachas, mosquitos y hormigas, y su relación 
con la sensibilización a los ácaros. Se encontró que 
uno de cada tres pacientes con asma o rinitis alér-
gica estaba sensibilizado a alguno de los insectos 
estudiados, lo que resalta la importancia de evaluar 
la relevancia de los insectos como provocadores 
de alergias en esta zona del trópico. Aunque los 
tres insectos estudiados son endémicos en nuestra 
población, fue más frecuente la sensibilización a 
mosquitos u hormigas que a cucarachas, lo que 
contrasta con lo reportado en estudios de Estados 
Unidos y Europa, donde, dada la poca prevalencia 
reportada de alergia a mosquitos y hormigas en las 
zonas urbanas, no se suelen tener en cuenta como 
fuentes de alérgenos (8,10).

A partir de un extracto de Aedes aegypti y suero 
de pacientes con asma, Cantillo, et al., reportaron 
que la tropomiosina era el alérgeno más activo del 
mosquito, pero dicha reacción fue casi completa-
mente inhibida al exponer el suero a incubación 
previa con tropomiosina de ácaros, lo que indica 
que la de los mosquitos tiene reación cruzada con 
la de los ácaros (18). 

En el presente estudio, se observó que la sensi-
bilización a ácaros fue significativamente mayor 
que a insectos y que el 97 % de los pacientes 
sensibilizados a los insectos también lo estaba a 
los ácaros. Además, la sensibilización a los ácaros 
ocurrió de forma más temprana que a insectos, 
resultados que apoyan la observación de Cantillo, 
et al., en cuanto a que la sensibilización mediada 
por IgE a insectos ocurre principalmente a causa 
de proteínas con reacción cruzada a las de los 
ácaros y que el mayor agente de sensibilización 
en esta reactividad cruzada son los ácaros, ya que 
menos de la mitad de los pacientes sensibilizados a 
Dermatophagoides spp. o B. tropicalis lo estuvieron 
también a algún insecto.

Haahtela, et al., observaron que el tamaño de la 
pápula de la prueba cutánea puede ser un indicador 
de la relevancia clínica de una fuente alergénica, 

pues cuanto mayor sea este, mayor es la inten-
sidad de la reacción inflamatoria (8). Al explorar 
la interacción entre los insectos, la mayoría de 
los pacientes resultó sensibilizada, por lo menos, 
a dos de los tres evaluados, aunque se observó 
poca correlación con el tamaño de la pápula en 
la prueba cutánea e, incluso, la correlación fue 
mayor con el habón de los ácaros, lo cual también 
apoyaría la posibilidad de que haya un alérgeno 
común entre las especies de insectos y ácaros, 
aunque la poca asociación entre las pápulas por 
los insectos apuntaría a que cada fuente tendría 
diferentes proteínas que actúan como alérgenos.

Independientemente de si la reacción a los insectos 
ocurre por reacción cruzada con los ácaros o por 
proteínas específicas de especie, el hecho de haber 
registrado la reacción mediada por IgE frente a las 
cucarachas, los mosquitos o las hormigas, obliga 
a estudiar más a fondo el papel de estas proteínas 
en las enfermedades alérgicas. Dado que no se 
contó con un grupo de control, no se pudo evaluar 
la relación de la sensibilización a insectos con 
el riesgo de desarrollar asma o rinitis, por lo que 
deberá estudiarse con un mejor diseño la relación 
entre la sensibilización a uno o varios insectos y 
los síntomas en dos o más sistemas (por ejemplo, 
síntomas cutáneos y respiratorios). Otra posible 
limitación del estudio fue haber usado extrac-
tos biológicos provenientes de dos laboratorios 
diferentes, aunque en los análisis comparativos no 
se observaron diferencias significativas en cuanto 
a la potencia del extracto según el tamaño de la 
pápula o la frecuencia de sensibilización.

La concentración de ácaros se ha asociado con 
una mayor frecuencia de sensibilización mediada 
por IgE a sus proteínas (12), por lo cual se propuso 
explorar si el número de insectos se asociaba 
con dicha sensibilización frente a cada uno de 
ellos. El número de las casas de los pacientes 
sensibilizados y las de los no sensibilizados en 
el que se encontraron insectos, fue similar; sin 
embargo, entre los pacientes con sensibilización 
a cucarachas, mosquitos u hormigas, sí hubo 
una correlación entre el tamaño de la pápula y 
el número de insectos encontrados, por lo cual 
las medidas de control entomológico pueden ser 
esenciales en los pacientes alérgicos a insectos 
como prevención secundaria frente al desarrollo 
de síntomas, pero, además, en los pacientes no 
sensibilizados a insectos, estos controles pueden 
servir como prevención primaria y, tal vez, ayudar a 
prevenir la sensibilización mediada por IgE.
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En conclusión, las cucarachas, las hormigas y los 
mosquitos son importantes fuentes de alérgenos en 
la población del trópico, y uno de cada tres pacien-
tes alérgicos puede tener una reacción respiratoria 
o nasal ante su exposición. Las medidas de control 
entomológico pueden prevenir esta exposición y 
reducir los síntomas. Es necesario que el control 
vaya dirigido también a otras fuentes, como los 
ácaros, dado el riesgo de reacción cruzada entre 
las proteínas.
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Introducción. En los últimos años se ha observado un aumento en la prevalencia de micobacteriosis 
ocasionadas por micobacterias no tuberculosas, las cuales hoy se consideran como agentes 
patógenos emergentes. Su presencia depende de varios factores, como los antecedentes clínicos, el 
estado de salud de la persona afectada y la presencia de estos microorganismos en el agua, el suelo 
y los animales, entre otros.
Objetivo. Describir las micobacteriosis identificadas en el Laboratorio Nacional de Referencia de 
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud, entre 2012 y 2016.
Materiales y métodos. Se hizo un análisis retrospectivo que incluyó 273 pacientes con micobacteriosis. 
Las variables analizadas fueron el tipo de micobacteriosis, el agente etiológico y los factores de riesgo 
asociados.
Resultados. El 57,1 % de los casos presentó micobacteriosis pulmonar, el 26 %, cutánea, el 10,6 %, 
diseminada, y el 2,6 %, linfática. La comparación entre la forma pulmonar y la extrapulmonar evidenció 
que el complejo Mycobacterium avium se presenta con mayor frecuencia en las micobacteriosis 
pulmonares, en tanto que M. abscessus fue más frecuente en las extrapulmonares. Los pacientes 
con micobacteriosis pulmonar presentaban antecedentes de tuberculosis con mayor frecuencia que 
aquellos con las formas extrapulmonares.
Conclusión. Estos hallazgos resaltan la importancia del diagnóstico diferencial entre las especies del 
complejo M. tuberculosis y las micobacterias no tuberculosas, ya que estas últimas son resistentes 
genéticamente a los fármacos convencionales contra la tuberculosis.

Palabras clave: Mycobacterium; micobacterias no tuberculosas; factores de riesgo; coinfección; 
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En los últimos años se ha observado un aumento 
en la prevalencia de micobacteriosis ocasionadas 
por micobacterias no tuberculosas, las cuales se 
consideran agentes patógenos emergentes. Su 
presencia depende de los antecedentes clínicos 
y el estado de salud de la persona afectada, por 
ejemplo, inmunosupresión debida al virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV), alteraciones 
estructurales del pulmón, como las bronquiecta-
sias, la fibrosis quística y la enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC), las cuales favorecen 
la colonización de las vías respiratorias con estos 
gérmenes. A estos se suman hoy otros factores, 
como la gran variedad de entornos geográficos en 
los que se encuentran estos agentes patógenos y 
su relación con el medio ambiente, ya que tienen 
una amplia distribución en el agua, el aire, los 
suelos y los animales. En muchas ocasiones, los 
cuadros clínicos que producen se confunden con 
la tuberculosis, lo que favorece el avance de la 
enfermedad y el deterioro clínico, el cual puede 
llevar a la muerte cuando el tratamiento no es el 
adecuado (1-4).

En muchos de los estudios llevados a cabo a nivel 
mundial, se reconoce que la micobacteriosis con 
mayor prevalencia es la pulmonar, y los agentes 
etiológicos más frecuentes han sido Mycobacterium 
avium intracellulare, M. chelonae, M. fortuitum, M. 
abscessus, M. marinum, M. xenopi y M. kansasii 
(1,3,5,6).

En Colombia, el sistema de vigilancia en salud 
pública no exige el informe de las micobacterias 
no tuberculosas, lo cual dificulta establecer con 
qué frecuencia se presentan. En los trabajos a 
nivel nacional que documentan su presencia como 
agentes patógenos, se ha evidenciado un incre-
mento en el número de casos, especialmente 
en personas infectadas con el HIV, o en quienes 
tienen enfermedad pulmonar o son sometidos 
a procedimientos cosmetológicos. Las especies 
identificadas son M. chelonae, M. fortuitum, M. 
avium intracellulare, M. abscessus, M. gordonae, 
M. scrofulaceum y M. avium, entre otras (4,7-11).

En este contexto, el objetivo de nuestro estudio 
fue describir los casos de micobacteriosis diagnos-
ticados en el Laboratorio Nacional de Referencia 
de Micobacterias del Instituto Nacional de Salud 
entre el 2012 y el 2016.

Materiales y métodos

Se hizo un análisis retrospectivo de la base de 
datos del laboratorio que incluía a 273 pacientes 
en cuyos aislamientos se habían identificado 
micobacterias no tuberculosas. Para determinar 
la especie, se utilizaron los estuches comerciales 
Genotype CM™, que permite la identificación de 
las especies más comunes, y Genotype AS™ para 
aquellos casos en los que la prueba de Genotype 
CM™ no reconoció la especie micobacteriana. La 
técnica se basa en la extracción, la amplificación 
con iniciadores marcados con biotina y la hibri-
dación inversa, proceso que se hizo siguiendo las 
indicaciones del fabricante (12,13).

Como controles internos, se utilizaron las cepas 
ATCC de M. tuberculosis (25618 TM), M. avium 
(15769 TM) y M. fortuitum (6841TM), así como los 
controles de extracción y amplificación estableci-
dos por el Laboratorio Nacional de Referencia.

La fuente de información fue el formato único 
de vigilancia de las micobacterias, recibido con 
cada uno de los casos. Las variables analizadas 
fueron edad, sexo, casos detectados por año, 
procedencia geográfica, tipo de micobacteriosis 
(pulmonar, cutánea, diseminada o linfática), agente 
etiológico identificado y factores predisponentes, 
entre los cuales se consideraron el tratamiento 
antituberculoso previo, la infección simultánea 
con el HIV (en aquellos casos en que se había 
registrado el resultado de esta prueba), la EPOC, 
la diabetes, la desnutrición y otros factores inmu-
nosupresores no definidos. Los casos que no dis-
ponían de esta información se registraron como sin 
factor predisponente asociado. 

Para el análisis estadístico, se utilizó la prueba z 
entre las variables de agente etiológico identificado 
y factor predisponente asociado para las formas 
pulmonar y extrapulmonar, y el porcentaje de casos 
recibidos a lo largo de los años de estudio. El área 
crítica de significación se estableció como p menor 
de 0,05, con un intervalo de confianza del 95 %.

Resultados

Entre 2012 y 2016, se diagnosticaron 273 casos 
de micobacteriosis en el Laboratorio Nacional 
de Referencia: 41 (15 %) casos en el 2012, 28 
(10,3 %) en el 2013, 55 (20,1 %) en el 2014, 69 
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(25,3 %) en el 2015 y 80 (29,3 %) en el 2016. La 
comparación del número de casos recibido a lo 
largo de este periodo, tomando como referencia el 
2012, evidenció un aumento significativo a partir 
de 2015 (p<0,05).

Los casos provenían de 23 entidades territoriales. 
Las que aportaron el mayor número fueron: 
Bogotá, con 64 (23,4 %), Atlántico, con 48 (17,6 %),                                                                                       
Santander, con 40 (14,7 %), Antioquia, con 18                
(6,6 %), y Bolívar con, 13 (4,8 %), casos en los 
que se encontró el 67 % de las micobacteriosis 
estudiadas (cuadro 1).

El 57,1 % de los casos correspondió a micobac-
teriosis pulmonar, el 26 %, a cutánea, el 10,6 %, a 
diseminada, el 2,6 %, a linfadenitis, y en el 3,7 % 
de los casos no se tenía la información para esta-
blecer el sistema comprometido (cuadro 2).

El principal agente causante de la micobacteriosis 
pulmonar fue el complejo M. avium en 81 casos 
(51,9 %). Entre los factores predisponentes aso-
ciados con esta micobacteriosis, se encontró el 
tratamiento previo para tuberculosis en 52 (33,3 %)                                           
casos; el 81 % de los pacientes era mayor de 40 
años, con una mediana de edad de 57, y el 60 % 
correspondió al sexo masculino.

Mycobacterium abscessus fue la principal causa de 
enfermedad cutánea, con 39 casos (54,9 %), siendo 
la inmunosupresión el factor más frecuentemente 
asociado (7 %); el 76,1 % de estos pacientes tenía 
entre 21 y 50 años de edad, con una mediana de 
34; el 78,9 % correspondió al sexo femenino.

El agente etiológico más frecuente en los casos 
de micobacteriosis diseminada fue el complejo 
M, avium con 20 casos; el 51 % de los pacientes 
con micobacteriosis diseminada era positivo para 
el HIV. El 82,7 % de estos pacientes tenía entre 
21 y 60 años, con una mediana de 43; el 79,3 % 
correspondió al sexo masculino.

Solo se detectaron 7 (2,6 %) casos de linfadenitis 
por micobacteriosis, 5 (71,4 %) de ellos secundarios 
a infección por el complejo M. avium. Seis (85,7 %) 
fueron seropositivos para el HIV. Las edades de los 
pacientes oscilaban entre 4 y 39 años y el 71,4 % 
correspondió al sexo masculino.

En 5 de los 10 casos en que no había suficiente 
información para establecer la región anatómica 
afectada, se identificó el complejo M. avium, y el 
factor predisponente asociado más frecuentemente 
registrado fue el antecedente de tratamiento antitu-
berculoso, en 4 casos. Las edades oscilaron entre 
21 y 70 años y el 7 correspondió al sexo femenino.

Al comparar las formas pulmonares y las extra-
pulmonares (cutánea, diseminada, linfática), se 
estableció que el complejo M. avium fue más el 
frecuente en la micobacteriosis pulmonar, en tanto 
que M. abscessus y M. chelonae lo fueron en las 
extrapulmonares (p<0,05) (cuadro 3).

El factor predisponente más frecuente en las for-
mas pulmonares (p<0,05) fue el tratamiento previo 
para la tuberculosis (cuadro 3).

Discusión

Durante los cinco años analizados, se produjo un 
aumento de los casos confirmados como mico-
bacteriosis y se observó una diferencia estadísti-
camente significativa a partir del 2015. Ello podría 
deberse a que, desde el 2014, el Laboratorio 
Nacional de Referencia utiliza para la identificación 
de la especie una técnica molecular más sensible 
y específica, la cual permite una mejor caracteriza-
ción de las especies si se compara con las pruebas 
convencionales usadas en años anteriores. 

Por otra parte, en la red de laboratorios se han 
implementado nuevos métodos, como la inmu-
nocromatografía, y técnicas basadas en la ampli-
ficación de ADN, lo cual permite saber de forma 

Cuadro 1. Número y porcentaje de casos enviados al Laboratorio 
Nacional de Referencia del Instituto Nacional de Salud por las 
entidades territoriales, Colombia, 2012-2016

Entidad territorial Casos enviados al
Instituto Nacional de Salud 

n (% )

Bogotá      64   (23,4)
Atlántico      48   (17,6)
Santander      40   (14,7)
Antioquia      18     (6,6)
Bolívar      13     (4,8)
Valle del Cauca      10     (3,7)
Norte de Santander      10     (3,7)
Magdalena        8     (2,9)
Quindío        8     (2,9)
Cesar        8     (2,9)
Risaralda        7     (2,6)
Cundinamarca        6     (2,2)
Córdoba        5     (1,8)
Meta        5     (1,8)
Nariño        4     (1,5)
Cauca        4     (1,5)
La Guajira        4     (1,5)
Casanare        3     (1,1)
Huila        3     (1,1)
Caldas        2     (0,7)
Tolima        1     (0,4)
San Andrés        1     (0,4)
Sucre        1     (0,4)
Total 273 (100)
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rápida si un aislamiento pertenece o no al complejo 
M. tuberculosis, así como una mayor remisión al 
Laboratorio Nacional de Referencia de aquellos 
cultivos en que se sospecha la presencia de mico-
bacterias no tuberculosas. Además, desde el 2009 
los lineamientos nacionales establecen el cultivo 
como método de diagnóstico en personas con 
sospecha de micobacteriosis (14,15).

El mayor número de casos se registró en Bogotá 
y en los departamentos de Atlántico y Santander, 
donde las redes de prestación de servicios de 
salud tienen más acceso al cultivo como método 
de diagnóstico.

En la mayoría de los estudios realizados en el país, 
se ha relacionado la presencia de micobacterias 
no tuberculosas con la presencia del HIV y con los 
procedimientos estéticos. No se registran estudios 
en los que se haya comparado el comportamiento 
de estas micobacterias como agentes patógenos 
causantes de la enfermedad pulmonar y de las 
formas extrapulmonares (4,7-10). En el 2017, 
Llerena, et al., documentaron que las micobacterias 
causantes de enfermedad pulmonar entre el 2012 
y el 2014 eran del complejo M. aviar (62,7 %) y M. 
abscessus (30,3 %). 

El presente análisis incluyó información de dos años 
más y se evidenció que la tendencia fue similar. Sin 
embargo, en este estudio se identificaron como 
agentes etiológicos M. simiae y M. mucogenicum, 
los cuales no se habían descrito antes (11).

En el estado de São Paulo en Brasil, Ueki, et al., 
determinaron que en 48 % de los 1.248 casos 
con micobacteriosis, esta era de tipo pulmonar, 
principalmente debida al complejo M. avium, con 
51 %, dato similar a lo encontrado en nuestro 
estudio. Estos autores identificaron M. kansasii 
como el segundo agente más frecuente. En el 
presente análisis, se reconoció a M. abscessus 
como la segunda especie más frecuente, con 
20,5 % de los casos. En los artículos consultados 
se reporta que la presencia de micobacterias no 
tuberculosas varía según la localización geográfica 
de los casos (16).

En Estados Unidos, Prevots, et al., describieron las 
especies causantes de micobacteriosis pulmonar 
entre el 2004 y el 2006, y lo mismo hicieron Simons, 
et al., en un análisis de 25 artículos publicados 
en diferentes países del este de Asia. En los dos 
estudios se reportaron las bacterias del complejo 
M. avium como los principales agentes involucra-
dos, seguidas de M. abscessus, lo cual coincide 

Cuadro 2. Tipo de micobacteriosis, agente etiológico identificado, 
factor predisponente, edad y sexo de los pacientes, Colombia, 
2012-2016

Micobacteriosis pulmonar (n=156) n (%)

Especie identificada
Complejo Mycobacterium avium 81 (51,9)
M. abscessus 32 (20,5)
M. fortuitum 15   (9,6)
M. kansasii   6   (3,8)
M. chelonae   5   (3,2)
M. mucogenicum   4   (2,6)
M. szulgai   4   (2,6)
Mycobacterium spp.   4   (2,6)
M. simiae   3   (1,9)
M. gordonae   1   (0,6)
M. scrofulaceum   1   (0,6)

Factor predisponente asociado
Personas con tratamiento previo para tuberculosis 52 (33,3)
Personas con infección simultánea con HIV 31 (19,9)
EPOC 10   (6,4)
Otros factores inmunosupresores   7   (4,5)
Diabetes   6   (3,8)
Desnutrición   1   (0,6)
Sin factor predisponente asociado 49 (31,4)

Micobacteriosis cutánea (n=71) n (%)

Especie identificada
M. abscessus 39 (54,9)
M. fortuitum 15 (21,1)
M. chelonae 10 (14,1)
Complejo M. avium   4   (5,6)
M. marinum   2   (2,8)
M. kansasii   1   (1,4)

Factor predisponente asociado
Otros factores inmunosupresores   5   (7,0)
Diabetes   1   (1,4)
Persona con infección simultánea por HIV   3   (4,2)
Sin factor predisponente asociado 62 (87,3)

Micobacteriosis diseminada (n=29) n (%)

Especie identificada
Complejo M. avium 20 (69,0)
M. fortuitum   3 (10,3)
M. simiae   2   (6,9)
M. kansasii   2   (6,9)
M. abscessus   1   (3,4)
M. malmoense   1   (3,4)

Factor predisponente asociado
Persona que vive con HIV 15 (51,7)
Otros factores inmunosupresores   5 (17,2)
Personas con tratamiento previo para tuberculosis   1   (3,4)
Diabetes   1   (3,4)
Sin factor predisponente asociado   7 (24,1)

Micobacteriosis linfática (n=7) n (%)

Especie identificada
Complejo M. avium  5 (71,4)
M. fortuitum  1 (14,3)
M. szulgai  1 (14,3)

Factor predisponente asociado
Persona con infección simultánea por HIV  6 (85,7)
Sin factor predisponente asociado  1 (14,3)

Sin información sobre tipo de micobacteriosis (n=10) n (%)

Especie identificada
Complejo M. avium 5 (50)
M. abscessus 3 (30)
M. fortuitum 2 (20)

Factor predisponente asociado
Personas con tratamiento previo para tuberculosis 4 (40)
Diabetes 1 (10)
Sin factor predisponente asociado 5 (50)

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
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con los datos de este estudio y es relevante si se 
tiene en cuenta que todos estos análisis corres-
ponden a regiones geográficas diferentes (5,6,17).

En el presente estudio, se comparó la micobac-
teriosis pulmonar con las extrapulmonares para 
establecer las diferencias en cuanto a la presencia 
de los factores predisponentes asociados, y se 
comprobó que el antecedente de tratamiento 
antituberculoso fue uno de los más relevantes en 
las formas pulmonares, lo cual podría deberse a 
que la primera vez que los pacientes recibieron el 
tratamiento solo se les hizo una baciloscopia y no 
se hicieron cultivos en las muestras, por lo cual 
no se comprobó si se trataba de una micobacteria 
no tuberculosa; además, la tuberculosis pulmonar 
deja bronquiectasias como secuela y estas pueden 
ser colonizadas por dichas micobacterias. De ahí 
la importancia de utilizar pruebas para identificar 
las especies en todos los casos sospechosos de 
micobacteriosis con este antecedente, ya que las 
micobacterias no tuberculosas tienen la capacidad 
de colonizar el pulmón cuando se presentan daños 
estructurales como los producidos por el complejo 
M. tuberculosis, en especial cuando se hace un 
diagnóstico tardío (1,3,6,7).

Se encontró que la micobacteriosis pulmonar era 
más frecuente en personas mayores de 51 años, 
principalmente en los hombres mayores de 60. En 

el estudio de Prevots, et al., se evidenció que la 
prevalencia de la micobacteriosis aumentaba siete 
veces en hombres y mujeres mayores de 60 años, 
lo cual coincide con los datos del presente estudio 
(17-19).

La micobacteriosis cutánea se asocia con traumas, 
heridas quirúrgicas o inyecciones y, especialmente, 
con procedimientos estéticos en los cuales usual-
mente se emplean sustancias sin control sanitario 
o no se cumplen los protocolos de desinfección, 
higiene y bioseguridad. Esta situación se ha des-
crito en varios países de Suramérica y afecta en un 
mayor porcentaje a las mujeres (8,9,19).

En un estudio realizado entre el 2004 y el 2007 
por García, et al., se analizaron 80 casos de pro-
blemas en la piel asociados con procedimientos 
estéticos y, en 33 (41,2 %) de ellos, se identificó 
alguna micobacteria no tuberculosa como causante 
de la infección: 57,5 %, M. chelonae, 24,2 %, M. 
fortuitum, y 18,2 %, M. abscessus. En Venezuela 
se evaluaron 49 pacientes que desarrollaron 
infección en la piel y los tejidos blandos después 
de una mesoterapia y, en 81,6 % de los casos, 
se identificó una micobacteria: M. abscessus en 
el 55 % de ellos, M. fortuitum en el 25 % y M. 
chelonae en el 10 %, datos similares a los de este 
estudio. Por otra parte, se evidenciaron algunas 
diferencias porcentuales con el estudio de García, 

Cuadro 3. Comparación de micobacteriosis pulmonar y extrapulmonar, Colombia, 2012 -2016

Variable Tipo de micobacteriosis

Pulmonar (n=156) Extrapulmonar (n=107) p

n % n %

Especie identificada
Complejo M. avium 81 51,9 29 27,1 <0,05
M. abscessus 32 20,5 40 37,4 <0,05
M. fortuitum 15   9,6 19 17,8     0,808
M. chelonae   5   3,2 10   9,3 <0,05
M. kansasii   6   3,9   3   2,8     0,568
M. mucogenicum   4   2,6   0 0     0,247
M. szulgai   4   2,6   1   0,9     0,623
M. simiae   3   1,9   2   1,9     0,668
M. gordonae   1   0,6   0 0     0,849
M. marinum   0 0   2   1,9     0,321
M. malmoense   0 0  1   0,9     0,849
M. scrofulaceum   1   0,6   0 0     0,849
Mycobacterium spp.   4   2,6   0 0     0,247

Factor predisponente asociado
Personas con tratamiento previo para tuberculosis 52 33,3   1   0,9 < 0,05
Persona con infección simultánea por HIV 31 19,9 24 22,4     0,728
EPOC 10   6,4   0 0     ----
Otros factores inmunosupresores   7   4,5 10   9,4     0,187
Diabetes   6   3,9   2   1,9     0,581
Desnutrición   1   0,6   0 0     0,849
Sin datos 49 31,4 70 65,4 < 0,05

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica
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las cuales pueden estar relacionadas con el uso 
de pruebas de identificación fenotípica que dificul-
tan la diferenciación de especies estrechamente 
relacionadas, como M. abscessus y M. chelonae, 
las cuales pueden identificarse con mayor preci-
sión al emplear métodos moleculares (19-23).

La micobacteriosis diseminada y la linfática se 
deben generalmente al complejo M. avium y se 
asocian con inmunosupresión. Los especímenes 
ingresan principalmente por la vía gastrointestinal y 
se ha demostrado que algunos linajes del complejo 
son más virulentos y favorecen la invasión de las 
células HT-29, lo cual permite la diseminación a 
múltiples órganos, especialmente en personas 
inmunocomprometidas. En este estudio, la forma 
diseminada y la linfática presentaban inmunosu-
presión en 68,9 % y 85,7 % de los casos, respec-
tivamente, lo cual coincide con lo reportado en la 
literatura mundial (24).

En algunos estudios se han identificado mutacio-
nes en genes implicados en la producción y el 
control de la interleucina 12 y el interferón gamma, 
así como en el control de la reacción celular y el 
desarrollo hematopoyético, lo que hace a los indi-
viduos más propensos a padecer micobacteriosis 
diseminada (25).

En la revisión de Osorio, et al., para caracterizar 
las complicaciones infecciosas pulmonares en 
pacientes con HIV tras 20 años del inicio de la 
terapia antirretroviral combinada, se encontró que 
las especies de mayor relevancia clínica fueron el 
complejo M. avium, M. kansasii, M. fortuitum, M. 
abscessus, M. malmoense y M. simiae, lo cual 
coincide con lo hallado en el presente estudio. Se 
ha establecido que los recuentos de CD4 menores 
de 50 células/µl y las cargas virales mayores de 
100.000 copias/ml aumentan el riesgo de presentar 
micobacteriosis (17,26,27).

Ueki, et al., describieron en su trabajo que el                                                                                                                  
97,8 % de los casos de micobacteriosis disemi-
nada se debía al complejo M. avium; en los 
pacientes con infección concomitante con el HIV, 
esta especie también predominó (80,2 %) (16).

En los últimos años, el diagnóstico de las micobac-
terias no tuberculosas como agentes etiológicos 
se ha incrementado con el desarrollo y la intro-
ducción de métodos más sensibles en la rutina de 
los laboratorios, así como con el reconocimiento 
de nuevas especies asociadas con enfermedades 
(28-31). En Colombia, Castro, et al., identificaron 
las siguientes especies de micobacterias utilizando 

la técnica de análisis de patrones de restricción: 
M. fortuitum, M. abscessus, M. intracellulare, M. 
gordonae, M. avium, M. chelonae, M. scrofulaceum, 
M. szulgai, M. terrae y M. malmoense; al comparar 
estos datos con los nuestros, se observó que el 
uso de la metodología Genotype CM/AS™ ha 
permitido detectar especies como M. kansasii, M. 
mucogenicum y M. simiae (10,14).

Una limitación de este estudio la constituyó el 
diligenciamiento del formato único de vigilancia 
de las micobacterias, ya que la información no es 
completa en cuanto a la presencia de otros factores 
predisponentes asociados, así que, en los casos 
en que no se registró la información completa, no 
fue posible asegurar que estos no existieran, lo 
cual constituye un sesgo.

En todos los estudios citados, se resalta la impor-
tancia del diagnóstico diferencial entre especies 
del complejo M. tuberculosis y las micobacterias 
no tuberculosas. Asimismo, es importante que 
los médicos hagan la correlación con los criterios 
clínicos, radiológicos y bacteriológicos establecidos 
por la American Thoracic Society (ATS), mediante 
los cuales es posible hacer el diagnóstico ade-
cuado y, en consecuencia, prescribir el tratamiento 
idóneo en estos casos (1,32).

El reto de los servicios de salud es fortalecer la 
capacidad de los médicos tratantes para sospechar, 
diagnosticar y tratar los casos de micobacterias 
no tuberculosas, pues cada vez se describen 
más especies asociadas con enfermedades. Es 
fundamental que las fuentes de información pro-
porcionen datos que permitan correlacionar los 
factores predisponentes asociados ya descritos 
y documentar otros nuevos, incluidos el entorno 
ambiental de los pacientes, las actividades labora-
les y las intervenciones quirúrgicas, entre otros.
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Introduction: Aedes (Stegomyia) aegypti is the vector for dengue, chikungunya, and Zika arboviruses. 
Bti-CECIF is a bioinsecticide designed and developed in the form of a solid tablet for the control of this 
vector. It contains Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) serotype H-14.
Objective: To evaluate under semi-field and field conditions the efficacy and residual activity of Bti-
CECIF tablets on Aedes aegypti larvae in two Colombian municipalities.
Materials and methods: We tested under semi-field conditions in plastic tanks (Rotoplast™) four 
different Bti doses (0.13, 0.40, 0.66 and 0.93 mg/L) in the municipality of Apartadó, department of 
Antioquia, to assess Bti-CECIF efficacy (percentage of reduction of larval density) and the residual 
activity in water tanks containing A. aegypti third-instar larvae. The efficacy and residuality of the most 
lethal dose were subsequently evaluated under field conditions in cement tanks in the municipality of 
San Carlos, department of Córdoba.
Results: Under semi-field conditions, the highest tested dose exhibited the greatest residual activity 
(15 days) after which larval mortality was 80%. Under field conditions, the highest tested Bti-CECIF 
doses showed 100% mortality and exhibited a residual activity of seven days in 90% of the tanks.
Conclusion: Bti-CECIF tablets effectively controlled A. aegypti larvae under field conditions for up to 
seven days post-treatment.

Key words: Aedes; Bacillus thuringiensis; disease vectors; dengue; chikungunya virus; Zika virus; 
Colombia.
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Nuevas tabletas larvicidas de Bacillus thuringiensis var. israelensis: evaluación del efecto 
larvicida sobre Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) en Colombia

Introducción. Aedes (Stegomyia) aegypti es el vector de los arbovirus del dengue, el chikungunya y el 
Zika. Para el control de este vector, se diseñó y desarrolló un bioinsecticida en presentación de tableta 
sólida, el Bti-CECIF, que contiene Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) de serotipo H-14.
Objetivo. Evaluar en condiciones de ‘semicampo’ y de campo, la eficacia y la actividad residual de las 
tabletas de Bti-CECIF en larvas de A. aegypti en dos municipios colombianos.
Materiales y métodos. En el municipio de Apartadó, departamento de Antioquia, se probaron bajo 
condiciones de ‘semicampo’ en tanques de plástico de 250 l (Rotoplast™) cuatro dosis diferentes de 
Bti (0,13, 0,40, 0,66 y 0,93 mg/l) para evaluar la eficacia del Bti-CECIF (porcentaje de reducción de la 
densidad larvaria) y la actividad residual en tanques de agua que contenían larvas de tercer estadio de A. 
aegypti. La eficacia y el efecto residual de la dosis más letal fueron posteriormente evaluadas en tanques 
de cemento bajo condiciones de campo en el municipio de San Carlos, departamento de Córdoba.
Resultados. Bajo condiciones de ‘semicampo’, la mayor dosis probada exhibió la mayor actividad 
residual (15 días), después de lo cual la mortalidad de las larvas fue de 80 %. Bajo condiciones 
de campo, la máxima dosis probada de Bti-CECIF mostró una mortalidad de 100 % y exhibió una 
actividad residual de siete días en el 90 % de los tanques.
Conclusión. Las tabletas Bti-CECIF controlaron eficazmente A. aegypti en condiciones de campo 
durante siete días a partir de su aplicación.

Palabras clave: Aedes, Bacillus thuringiensis; vectores de enfermedades; dengue; virus chikungunya; 
virus Zika; Colombia.
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Vector-borne diseases account for over 17% of 
all infectious diseases and are a significant con-
tributing cause of human deaths worldwide (1). 
Dengue, chikungunya, and Zika arboviruses 
are transmitted by the vector Aedes (Stegomyia) 
aegypti and they represent a permanent global 
health threat with social and economic impacts (2).

Currently, dengue is the most frequent arboviral 
disease diagnosed in tropical and sub-tropical coun-
tries. Recently, it has been estimated that there are 
390 million dengue infections per year, of which 96 
million manifests with clinically apparent disease 
(3). In the Americas, a total of 580,395 cases of 
dengue were reported in 2017, of which 1,940 cases 
were of severe dengue and 306 cases were deaths 
(4). In Colombia, the estimated average of dengue 
infections per year between 2013 and 2017 was 
91,454 cases, of which 1,728 were severe dengue, 
and 111 were deaths (Sivigila, Instituto Nacional 
de Salud) (5-9). In 2016, the reported incidence of 
dengue was 101,016 cases (99.1%) and 899 cases 
of severe dengue (0.9%) (8). Additionally, 26,279 
cases of dengue were reported in 2017 (9).

Furthermore, the recent introduction of Zika 
and chikungunya arboviruses in the Colombian 
Caribbean region expanded throughout the entire 
country. In 2014 and 2015 a total of 106,763 
and 360,570 chikungunya cases were reported, 
respectively (10), while up to the epidemiological 
week 52 of 2016, 19,435 cases of chikungunya virus 
were reported (11). Additionally, 106,660 cases of 
Zika virus were reported from the epidemiological 
week 32 of 2015 to the epidemiological week 52 
of 2016 (12).

Dengue, chikungunya, and Zika arboviruses are 
a public health concern as they may lead to epi-
demics in large cities and metropolitan areas 
(13). For this reason, the main course of action 
to reduce transmission of these diseases is 
based on the control of the vector A. aegypti with 
insecticide aspersion, as well as larvicide control 
and management means to reduce breeding sites. 
The main vector-control strategy focuses today 
on insecticide aspersion, which can be expensive 
and difficult to maintain. For that reason, the World 

Health Organization (WHO) has proposed the use 
of biolarvicides such as Bacillus thuringiensis var. 
israelensis (Bti) for the prevention and control of 
arboviral diseases (document CD55/16) depending 
on the particular conditions of each country (14).

Since 1950, one of the most successful strategies 
for controlling this vector has been the use of Bacillus 
thuringiensis var. israelensis (Bti) bacteria, whose 
biolarvicidal effect is specific for controlling species 
of the Culicidae family, including A. aegypti (15-18). 
In Colombia, Bti is available and commercialized 
as “VectoBac 200G™”, and contains Bti serotype 
H-14 as the bioactive ingredient. Once ingested by 
larvae, peptide toxins known as delta-endotoxins 
are activated. Delta-endotoxins are pore-forming 
toxins that bind to the gut epithelium and lyse 
cellular membranes, and ultimately lead to the 
death of A. aegypti larvae (15-18).

However, this commercially available product 
presents several drawbacks, including the fact 
that it is not locally produced and must, therefore, 
be imported, increasing its cost significantly. 
Furthermore, application volumes of this granular 
formulation vary and to properly dose it, a special 
equipment must be used to weigh the amount 
of required product. Additionally, the product is 
susceptible to physicochemical instability after 
package opening and given that VectoBac 200G™ 
is commercialized by a single company, its acces-
sibility may be occasionally restricted.

In order to overcome these issues, at the Centro de 
la Ciencia y la Investigación Farmacéutica, CECIF, 
we designed and developed a bioinsecticide in a 
solid tablet presentation that contains Bti serotype 
H-14, the same bioactive ingredient of VectoBac 
200G™, which will be referred to as Bti-CECIF in 
the present article.

In this study, we assessed the efficacy and residual 
activity of Bti-CECIF tablets on A. aegypti larvae 
under semi-field conditions in the municipality of 
Apartadó (department of Antioquia), as well as 
under field conditions in two neighborhoods of the 
municipality of San Carlos (department of Córdoba).

Materials and methods

Tablets

Throughout the product design and development 
process, efficacy trials were run at laboratory scale 
reporting the mortality percentage according to Bti 
serotype H-14 concentration. Additionally, differ-
ent production processes were tested in order to 
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identify the appropriate method to compress this 
type of raw material, which were then validated 
by physicochemical and microbiological methods 
(unpublished data). 

Once we identified a formulation that met the 
requirements of the accelerated pre-stability test-
ing, we performed toxicity studies including acute 
oral toxicity, acute dermal toxicity and toxicity by 
inhalation, dermal sensitivity, dermal irritation, and 
ocular irritation (unpublished data). These tests 
are required to apply for the toxicological technical 
report issued by the Instituto Nacional de Salud.

Semi-field bioassay

Mosquitoes. We used third instar A. aegypti 
larvae obtained from an established colony at the 
Instituto Colombiano de Medicina Tropical, ICMT, 
located in Sabaneta, Antioquia. This colony was 
generated from eggs provided by the Grupo de 
Entomología Médica at the Facultad de Medicina 
of the Universidad de Antioquia. The larvae were 
bred in plastic trays and fed fish food. The adult 
mosquitoes were fed with 10% sugar solution 
and mouse blood every third day to obtain their 
eggs. The insectary was maintained at an average 
temperature of 27°C and a relative humidity of 
60%, with a photoperiod of 12 h, according to the 
Gerberg methodology (19). 

The colony was composed of field specimens 
collected in Medellín, where insecticide suscep-
tibility has been evaluated in several populations 
using the standard WHO susceptibility test (20). The 
following insecticides have been tested: organo-
phosphates (malathion, fenitrothion, temephos), 
and pyrethroids (deltamethrin, permethrin, lambda-
cyhalothrin). Mosquitos were susceptible to mala-
thion (>98% mortality), while there was some risk of 
resistance to other insecticides (80-95% mortality) 
(21). In Medellín, Bti biolarvicide is not regularly 
applied (personal communication, Dr. Guillermo Rúa).

Bti products. For field and semi-field experiments, 
we used 600 mg Bti-CECIF tablets containing 
1.33% active ingredient per tablet and 5,240 ITU/
mg. As a negative control, we used 600 mg tablets 
without Bti.

Study site. We conducted the semi-field experi-
ments at the ICMT headquarters located in the mu-
nicipality of Apartadó (7º53’28.4’’ N and 76º37.69’’ 
W; elevation 49 masl) following WHO guidelines 
for laboratory and field testing of mosquito larvi-
cides (20).

Experimental protocol for semi-field bioassay. We 
evaluated Bti-CECIF tablets efficacy and residual 
activity at the following doses: 0.13, 0.40, 0.66, 
and 0.93 mg/L. CECIF tablets lacking Bti (0 mg/L) 
were used as negative control. We used 20 250-
L plastic tanks (Rotoplast™) placed in the shade. 
The tanks were randomly labeled (four tanks per 
treatment) and filled with 180 L of aqueduct water. 
We added single batches of 100 laboratory-bred A. 
aegypti third instar larvae plus 1 g of fish to each 
tank and after 2 to 3 hours we administered the 
corresponding Bti-CECIF dose. We placed the 
tablets directly into the water without agitation. We 
registered larvae mortality daily and removed dead 
larvae from the tanks. Water pH and temperature 
were recorded throughout the bioassay.

During the experiment, tanks were kept under roof, 
in the shade, and covered with nets in order to 
avoid waste disposal, mosquitos laying eggs, or the 
invasion of predator macroinvertebrates, as well as 
to prevent the escape of adult mosquitos. Water 
lost by evaporation was replaced once a week.

Once all larvae had either died or hatched, we 
assessed residual activity in those same tanks with-
out adding any new tablets. To this end, each tank 
received a new batch of 50 A. aegypti third instar 
larvae on day 4. After 24 hours, larvae mortality 
was registered and followed daily. Again, once all 
larvae had either died or hatched, a second batch 
of 50 A. aegypti third instar larvae was added to 
each tank on day 10. This process was repeated 
on days 19 and 31 until no significant difference 
in residual activity was detected in larvae mortality 
between tanks treated with the highest dose of Bti-
CECIF and the negative control (20). 

Efficacy was assessed through percent reduction 
of larval density (% RLD) during the first week of 
evaluation while residual activity was assessed 
by measuring the duration of larvicide effect on 
a new batch of third instar larvae. The period 
of residual activity was defined as the day until 
which the % RLD was greater or equal to 80%. 
For this purpose, larval mortality was calculated at 
several time points post-treatment as follows: e1: 
mortality after one day of exposure to treatment 
(day 1, 5, 11, 20, and 32); e2: mortality after two 
days of exposure to treatment (day 2, 6, 12, 21, 
and 33), and so on, up to e4. These mortality data 
(e1 through e4) were adjusted to probit models in 
order to establish whether there was a relation-
ship between mortality and the Bti-CECIF dose 
and between mortality and days post-treatment 
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for each of the Bti-CECIF doses tested, with the 
exception of the negative control in which no 
mortality was observed.

Statistical analysis. Data were tabulated in Micro-
soft Excel™ spreadsheet and statistical analysis 
was performed using Statgraphics Centurion 
XVI™, version 16.1.02 software. Following WHO 
recommendations (20), the post-treatment % 
RLD was calculated with the following formula: 
%RLD = ( C-T

C )×100, where C is the percentage 
survival in control tanks and T is the percentage 
survival in treated tanks during the same time 
period. However, given that the percentage sur-
vival in control tanks was of 100% in this study, the 
% RLD was calculated directly, i. e., 100-T.

Field bioassay

Study site. The field study was performed in two 
neighborhoods of the municipality of San Carlos 
(El Carmen and Porvenir), Córdoba (8º48’02” N and 
75º42’08” W; elevation 25 masl) with an average 
temperature of 28°C. San Carlos has an urban 
population of 5,123 inhabitants (22), and is located 
36 km from the capital city, Montería.

During the last trimester of 2014, San Carlos 
presented high infestation levels of immature A. 
aegypti (larvae and pupae): House index (HI): 
22%; container index (CI): 4%, and Breteau index 
(BI): 25%. It was also reported that 63% of positive 
breeding sites containing immature vector were 
low tanks (Secretaría de Salud de Córdoba, 2014). 
We selected two neighborhoods in San Carlos, El 
Carmen and Porvenir, because they presented the 
highest infestation levels of immature populations 
of A. aegypti in the municipality.

Before initiating the study, we explained the goals 
of the project to the head of each participating 
household, and upon approval, they signed an 
informed consent form. The Ethics Committee of 
the ICMT approved this study (Act 54, February 
27, 2015). This field study was performed following 
WHO guidelines for laboratory and field testing of 
mosquito larvicides (20). 

Experimental protocol for the field bioassay. In the 
selected neighborhoods, tanks naturally infested 
with A. aegypti larvae were identified and used 
to test the effectiveness and residual activity of 
the Bti-CECIF tablets (0.93 mg/L). A total of 21 
randomly selected tanks were treated with Bti-
CECIF tablets; as a negative control five randomly 
selected tanks were treated with tablets without 

Bti and as a positive control other five randomly 
selected tanks were treated with VectoBac 200G™ 
at a dose of 5 mg/L.

At the beginning of the experiment, we recorded 
data of larvae and pupae density at day 1 and day 
3 pre-treatment. In order to assess the density of 
immature instars, we analyzed 20 spoonful samples 
taken with a 300 mL ladle tied to a long cable (~1 
meter) that facilitated its handling. We measured 
the total sample volume in a graduated cylinder 
and calculated the total volume of the tank using 
its diameter and height. The number of Bti-CECIF 
tablets per tank was calculated based on the total 
tank volume regardless of the total amount of water 
contained in it at the time of treatment. Because of 
this, some of the tanks had an initial concentration 
of Bti-CECIF greater than 0.93 mg/L. 

Once we administered the treatment, larval density 
(all instars) was assessed every 24 h for three days. 
After the third day, we measured it three times per 
week for four weeks to assess the residual activity.

The water content of tanks varied with water con-
sumption and exchange (rain or aqueduct), leading 
to changes in bioactive ingredient concentration 
over time. At each time point, we estimated the 
bioactive ingredient concentration using the water 
volume registered for the day it was being measured 
and the number of tablets initially added to the 
tank (initial concentration of 0.93 mg/L assuming 
maximum volume capacity). Throughout the assay, 
we recorded water pH, changes in water level, and 
water temperature data and we registered as well 
the environmental temperature and the relative 
humidity for the municipality of San Carlos. 

Statistical analysis. Collected data was tabulated 
in a Microsoft Excel™ spreadsheet and the statis-
tical analysis was performed using Statgraphics 
Centurion XVI™, version 16.1.02 software.

Following WHO recommendations (20), we cal-
culated the post-treatment percentage reduction of 
larval density (% RLD) based on the Mulla formula 
(1971) (23): %RLD=100 - (C1

T1
) × (C2

T2
)×100, where C1                        

is the number of larvae in instars I, II, III, and IV 
in negative control tanks before administering 
the Bti-CECIF tablets; C2 is the number of larvae 
in instars I, II, III, and IV in negative control tanks 
after administering the Bti-CECIF tablets; T1 is the 
number of larvae in instars I, II, III, and IV in Bti-
CECIF treated tanks before administering the Bti-
CECIF tablets, and T2 is the number of larvae in 
instars I, II, III, and IV in Bti-CECIF treated tanks 
after administering the Bti-CECIF tablets. An 80% 
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RLD was defined as the cutoff, so Bti residual activity 
was considered to last until the day in which % RLD 
was greater or equal to 80%. A logistic regression 
model was adjusted for efficacy as a function of 
the number of days post-treatment with Bti-CECIF 
tablets. For this model, tanks with residual activity 
≥80% were coded as one (1), and those tanks 
in which there was no longer Bti residual activity              
(% RLD<80 %) were coded as zero (0).

Time-course analysis of Bti-CECIF tablet concen-
tration. In order to estimate the change in the 
bioactive ingredient concentration produced by 
water consumption and exchange, we assumed 
a constant dilution rate and used an exponential 
model to estimate the dilution rate for each of the 
tanks: Concentration = e-κ×dpt,  where κ is the dilution 
rate and dpt is the number of days post-treatment 
with Bti-CECIF tablets. High κ values indicate a fast 
dilution, while low κ values indicate a slow dilution.

Bti-CECIF residual activity between groups was 
compared by a variance analysis in which we 
defined the response variable as the last day at 
which treatment remained effective (% RLD≥80%) 
and subjected it to square root transformation prior 
to analysis.

Participants knowledge survey. Upon completion 
of the bioassay, a brief questionnaire was admin-
istered to the heads of the households participating 
in the study. Twenty-one structured surveys were 
administered by the two team members who had 
been assessing tablets efficacy (a biologist and a 
field assistant), including only the sampling units 
which would be assigned to the Bti-CEFIF treatment. 
We used the data-collection instrument previously 
described by Ocampo, et al. (24), after adapting it 
to the municipality context and the purpose of our 
study. The survey consists of 19 questions that 
assess participants knowledge regarding the vector 
and the use of Bti-CECIF tablets.

Results

Semi-field bioassay in Apartadó

During the experiment, the average temperature 
in Apartadó was 27.6°C ± 0.58 and the relative 
humidity, 92.6% ± 2.9. The tank water temperature 
ranged between 23.2 °C and 29.4 °C (average of 
27.3 °C ± 0.72). The tank water pH ranged between 
7.45 and 8.99 (average of 8.31 ± 0.29).

Bti-CECIF tablets efficacy assessment

Based on day 1 larval mortality data (table 1), a 
probit model was adjusted for Bti dose-dependent 

mortality. Using inverse prediction, we predicted 
a dose of 0.24 mg/L to achieve 80% mortality 
24 h post-treatment (figure 1). The dose of 0.93 
mg/L exhibited greater efficacy than the other Bti-
CECIF tested dosages. As expected, there was no 
mortality in tanks treated with tablets without Bti 
(negative control) (table 1).

Residual activity assessment

In order to evaluate the residual activity of Bti-CECIF 
tablets on A. aegypti larvae throughout the 40 days 
of the experiment, a probit model was adjusted for 
each of the doses with a function of time of expo-
sure. Mortality rates for each of the doses are shown 
in figure 2. No mortality was observed for negative 
controls (data not shown). During the entire dura-
tion of the experiment, the residual activity of the 
0.66 and 0.93 mg/L doses was greater than that of 
all the other tested Bti doses. 

For each of the tested doses, a probit model 
was adjusted for mortality as a function of post-
treatment days. To this end, inverse predictions 
were obtained from the day at which 80 % mortality 
was expected considering the different exposure 
days (e1, e2, e3, and e4) (figure 3).

Table 1. Mortality rate of Aedes aegypti stage III larvae treated 
with different doses of Bti-CECIF tablets

Dose 
(mg/L)

Number of 
Bti tablets

(180 L water)

Mortality (%)

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4

0.13   3 78.7 10.2 5.5 5.5
0.40   9 97.7   1.5 0.7 0
0.66 15 99.7   0.2 0 0
0.93 21 98.7   0.5 0.7 0

Control    3* 0 0 0 0

*Tablets without Bti
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Figure 1. Probit model: Bti dose-dependent Aedes aegypti 
stage III larvae mortality in 180 L water tanks under semi-field 
conditions. Gray lines represent 95% confidence intervals.
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The doses exhibiting greater residual activity 
were 0.66 mg/L and 0.93 mg/L. For the latter, we 
estimated that an 80 % mortality rate would be 
reached 15 days post-treatment after larvae were 
exposed for four days. Although there was no sig-
nificant difference in the effect of these two doses, 
we chose the highest taking into consideration that 
in the field there would be water exchange and, 
thus, a decrease of the concentration of the active 
ingredient. For this reason, we selected the 0.93 
mg/L dose for the test under field conditions in San 
Carlos, Córdoba.

Field bioassay in San Carlos

During the experiment, the average temperature 
in San Carlos was 27.6°C ± 1.93 and the relative 

humidity, 72.6 % ± 4.1. The tank water temper-
ature ranged between 26°C and 35.1°C (average 
of 30.5 °C ± 1.83). The tank water pH ranged 
between 7.12 and 9.98 (average of 7.96 ± 0.51). 
All of the evaluated tanks were naturally infested 
with A. aegypti larvae and pupae.

Aedes aegypti percentage of larval density 
reduction in tanks treated with Bti-CECIF tablets

Based on the observed RLD percentages during 
the 34 days after administering the Bti-CECIF 
tablets at a dose of 0.93 mg/L, a logistic model for 
efficacy (% RLD≥80%) was adjusted to the number 
of days post-treatment (p<0.0001). The day for 
which a given probability of efficacy is expected 
can be estimated by performing an inverse predic-
tion. Thus, if we have that there is a 0.9 probability 
that the product maintains its efficacy until around 
the seventh day, this means that seven days post-
treatment approximately 90% of the tanks treated 
with Bti-CECIF tablets at a 0.93 mg/L dose would 
be expected to maintain a % RLD≥80% (figure 4).

Time-course analysis of Bti-CECIF tablet 
concentration

Figure 5 shows the observed change in concentra-
tion as a function of the number of post-treatment 
days during the bioassay for each tank. The differ-
ences among tanks corresponded to the variation 
due to water consumption and exchange patterns.

For each of the tanks, we used the following 
exponential model to establish the progression 
of concentration/dilution over time: Concentration 
= e-κ×t. We defined two groups of tanks: 1) Tanks 
exhibiting below-average dilution rates (κ<0.094), 
and 2) tanks exhibiting above-average dilution 
rates (κ>0.094). We did not find a statically signifi-
cant effect of the dilution rate on product efficacy 
(F=0.128; error df=18; p=0.725).

The residual activity was not significantly different 
between Bti-CECIF tablets and VectoBac 200G™ 
(F=0.009; error df=24; p=0.926).

Participants knowledge survey

Participants age was 43 years old and younger. 
Regarding knowledge about dengue transmission, 
most participants (90%) were aware that chikun-
gunya and dengue viruses are transmitted by 
mosquito bites. The majority of them (81%) also 
indicated that this mosquito breeds in water tanks 
and less than a third of participants (28%) knew 
that washing water tanks was a strategy to avoid 
mosquito reproduction. All of the participants (100%) 
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Figure 2. Expected larval mortality based on a probit model 
using four doses of Bti-CECIF tablets on stage III larvae of 
Aedes aegypti in 180 L water tanks under semi-field conditions

Figure 3. Mortality of 80% was achieved using four doses of 
Bti-CECIF tablets on stage III larvae of Aedes aegypti in 180 L 
water tanks under semi-field conditions. Days required to reach 
80% mortality and days of exposure are graphed for the four 
different Bti-CECIF tablet doses.
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indicated that they used aqueduct water stored in 
cement tanks. About half (48%) of them stored the 
water for one to three days, 38% for four to seven 
days, and 14% for more than one week. Regarding 
tank washing, 95% of the participants said the 
washed their tanks, and 30% of these did so every 
two days, 45% on a weekly basis, and 25% every 
two weeks. Regarding the bioassay, 95% of the 
participants acknowledged that the administered 
tablets were efficient in killing mosquito larvae and 
that they had reduced their number. However, 62% 
of the responders indicated that the number of 
mosquitos (A. aegypti and Culex spp.) inside the 
house had not reduced. 

Discussion

We report the efficacy and residual activity of Bti-
CECIF tablets on A. aegypti larvae under semi-field 
and field experimental conditions in two Colombian 
municipalities. The use of Bti as a control strategy 

for A. aegypti larvae has been previously reported 
using different formulation and doses, particularly 
in countries where temephos resistance has been 
reported in A. aegypti populations (25,26). 

In Colombia, the use of Bti is a complementary 
alternative for vector control in potable water 
tanks and other breeding sites (27-29), especially 
in regions where larvae have become resistant to 
temephos (27,29,30). The production and com-
mercialization of a pharmaceutical formulation of 
Bti tablets developed and produced in Colombia 
would significantly reduce costs and increase 
product availability, leading to successful A. aegypti 
vector-control. Furthermore, this would contribute 
to proper dosage, as only the administration of 
a given number of tablets according to the tank 
volume would be required, as well as to product 
stability by packaging the material, which facilitates 
proper opening and closing of the package, thus 
guaranteeing the initial manufacturing conditions 
of the finished product.

During the first week of the semi-field bioassay, 
all of the tested doses (0.13, 0.40, 0.66 and 0.93 
mg/L) of Bti-CECIF tablets (5,240 ITU/mg, active 
ingredient (a.i.): 1.33%) exhibited an efficacy of 
100% for larval mortality. Regarding residual activ-
ity of Bti-CECIF tablets, the highest dose used in 
our study was enough to keep an 80% mortality 
rate for up to two weeks. 

These results are in agreement with those reported 
by two studies in Brazil under semi-field conditions 
using Bti tablets VectoBacT™ (2,200 ITU/mg, a.i.: 
37.4%). In one of these studies, doses of 3.5 and 
7 mg/L were tested and it was found that a 100% 
A. aegypti larval mortality rate lasted up to two 
and three weeks, respectively (31). In the study by 
Zequi, et al. (32), VectoBacT™ tablets used at a 
0.9 mg/L dose caused 100% mortality in instar IV 
A. aegypti larvae during the first eight days, and 
on day 15 the mortality rate was 98.8%. In another 
study, Melo-Santos, et al. (33), obtained a greater 
residual activity using Bti tablets (1,146 ± 2 ITU/
mg, dose: one tablet/10 L, a.i. not reported) than 
in the above mentioned studies resulting in an A. 
aegypti larval mortality rate above 90% on days 
13 through 35 for containers exposed to sunlight 
and on days 40 through 54 for containers protected 
from sunlight.

Several studies in different countries using com-
mercially available and experimental Bti formula-
tions under semi-field conditions, with and without 

Figure 4. Logistic regression model for effectiveness (% RLD≥80) 
of Bti-CECIF tablets (dose 0.93 mg/L) as a function of the 
number of post-treatment days in tanks infested with Aedes 
aegypti. Gray lines represent 95% confidence intervals.

Figure 5. Post-treatment estimated concentrations of Bti in 
water tanks, bioassay field in San Carlos, Córdoba
Each line corresponds to a tank.
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water replacement and under sunlight exposure or 
shade, have shown that Bti residual activity does 
not last longer than one month (31-40). This low Bti 
residual activity, especially in those bioassays using 
tablets and no water exchange, may be partly due 
to the excipient serving as food source for larvae. 
Treteau, et al. (41), reported that Bti residual 
activity was inversely proportional to organic matter 
content because membrane receptors in the A. 
aegypti larvae intestinal epithelium were covered 
by the ingested particles, thus interfering with Bti 
binding (42).

In Colombia, a previous study tested Bti tablets 
under semi-field conditions (36) and analyzed 
containers exposed to sunlight. In that study, con-
trary to most other studies, a residual activity of 12 
weeks with larval mortality >80% was observed. 
Several studies conducted under field conditions 
in different countries with commercially available 
and experimental Bti tablets have shown that their 
residual activity is less than a month (25,37,43-46). 
In Colombia, several Bti formulations tested under 
field conditions (18,24,43,47) have yielded varied 
results depending on the study site. 

In our study, the use of Bti-CECIF tablets dosed 
at 0.93 mg/L under field conditions in water tanks 
in the two selected neighborhoods of San Carlos, 
Córdoba, showed that on day 7, 90% of the tanks 
exhibited an 80% A. aegypti larvae mortality. These 
results are in agreement with Suárez, et al. (18), 
study in which by testing two product presentations 
(liquid and granular) in different types of tanks 
the authors showed that the Bti residual activity 
extended for seven to nine days. The study by 
Kroeger, et al. (43), evaluated commercially avail-
able Bti tablets (Culinex™, 33,000 ITU/mg, and 
8,000 ITU/mg, no a.i. reported) which yielded, at 
the highest tested dose, a residual activity of 28 
days in which larvae mortality was >90%.

Our results under semi-field conditions were 
different from under field conditions. Although 
semi-field bioassays are considered to be a useful 
method for the selection of new insecticides and/
or doses to be applied under field conditions, 
they lack the ability to predict products real 
performance (25). This may be partly explained 
by several factors that may affect Bti products 
performance including environmental conditions 
such as water temperature, larval density, sunlight, 
and the association with filter feeders. Moreover, 
water exchange and uncontrolled water tank condi-
tions, such as those present under field conditions, 

contribute to turning them into potential breeding 
sites and may also have a negative effect on Bti 
efficacy (35,37,48).

Following WHO recommendations (20), we sur-
veyed community acceptance of our product as 
well as its relationship to vector control and related 
diseases. While the majority of the participants 
knew that A. aegypti is the vector for dengue and 
chikungunya viruses and that it breeds in water 
tanks, this knowledge is insufficient for successful 
mosquito control and disease prevention, as there 
is no direct relationship to their daily lives (43). 
Community acceptance of Bti-CECIF tablets was 
high since, on the one hand, they were aware of 
their effect on the A. aegypti larvae (information 
and periodic inspections), and on the other hand, 
the tablets did not affect water odor or appearance 
judged by the color (observation of the researchers). 

Altogether, our data showed that the Bti-CECIF 
tablets designed and developed at our institution 
exhibited larvicidal properties comparable to other 
commercial products since no significant differ-
ences with VectoBac 200G™ (2,200 ITU/mg, 0.5% 
a.i.) were identified. In addition, Bti-CECIF tablets 
are easier to use, since the user is only required to 
count the necessary tablets to treat a given water 
volume, and there is no need of weighing the product 
before adding it to the water (39,43). Furthermore, 
the tablet has the advantage of sinking to the bottom 
of the tanks, where A. aegypti larvae are usually 
found, as compared to granular formulations that 
remain floating on the water surface for several days. 
Given that these tablets have selective toxicity, they 
are odorless and tasteless once diluted in water. 
These features make them an attractive option for 
the final user as they do not generate a negative 
perception of the water (appearance of dirty water) 
(25). The community acceptance was evidenced 
in the survey administered to adult inhabitants of 
participating households.

The Pan American Health Organization (PAHO) 
and WHO proposed an integrated management 
strategy for the prevention and control or arbo-
viral diseases in endemic countries that includes 
six components (epidemiology, integrated vector 
management, social communication, patient care, 
laboratory, and environment) (49). Within the 
integrated vector management component, Bti-
CECIF tablets could be useful for those endemic 
areas where A. aegypti populations are resistant 
to temephos and water for human consumption is 
stored for later use. Moreover, Bti-CECIF tablets 
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should be used in conjunction with other control 
strategies including the elimination of breeding 
sites by members of the community and space 
fumigation by health authorities when required. In 
addition, such control strategy must be integrated 
into the social communication component in order 
to achieve community acceptance and participation 
in its application.

One of the limitations of Bti-CECIF tablets identified 
in our field studies was the low residual activity of the 
Bti since product reapplication was required. How-
ever, this could be addressed in future experiments 
by including new dosing schemes, or by performing 
additional fieldwork in other regions in order to 
analyze and identify trends in product performance.

In Colombia, there are currently no bioinsecticide 
manufacturing facilities meeting good manufac-
turing practices (GMP) standards. Therefore, our 
group is currently developing a project to design 
and build GMP facilities for the production of Bti-
CECIF tablets as it is technically and economi-
cally feasible.

In conclusion, our results strongly suggest that Bti-
CECIF tablets have a larvicidal effect on A. aegypti, 
the known vector for dengue, chikungunya, and 
Zika arboviruses. Given the high rate of infection 
of these arboviruses in Colombia, successful and 
affordable vector control strategies, such as our 
Bti-CECIF tablets, are of pivotal importance to pro-
vide better public health care.
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Conocimientos, prácticas y aspectos entomológicos del 
dengue en Medellín, Colombia: un estudio comparativo 

entre barrios con alta y baja incidencia
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Introducción. El dengue, transmitido principalmente por Aedes aegypti, es una enfermedad viral 
de gran importancia en salud pública. Colombia es un país endemoepidémico para el dengue y, 
en ciudades como Medellín, hay barrios con alta y baja incidencia. Las diferencias en cuanto a los 
conocimientos, las prácticas y los aspectos entomológicos podrían estar determinando la dinámica de 
la enfermedad en los barrios.
Objetivo. Determinar los conocimientos y prácticas en torno al dengue de los habitantes de barrios con 
alta y baja incidencia y explorar los aspectos entomológicos relacionados con la presencia del vector.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio transversal y se compararon dos barrios con alta incidencia 
y dos con baja incidencia durante el trienio de 2013 a 2015. Se seleccionó una muestra aleatoria de 
100 viviendas por barrio para evaluar los conocimientos, las prácticas y los aspectos entomológicos. 
Se hicieron el análisis descriptivo, el bivariado y el multivariado (regresión logística).
Resultados. En los barrios con alta incidencia, los participantes se caracterizaron por no haber 
realizado estudios o haber cursado únicamente primaria (odds ratio, OR=1,69; IC95%=1,09-2,63), así 
como por pertenecer al régimen subsidiado del sistema de seguridad social en salud o no estar afiliado 
(OR=2,16; IC95% 1,41-3,32) y, además, presentaron un mayor conocimiento del vector (OR=1,53; IC95% 
1,00-2,35). En cuanto a las prácticas, la posibilidad de encontrar viviendas en donde se almacenaba 
el agua fue mayor (OR=1,69; IC95% 1,11-2,57) y, en lo relacionado con los aspectos entomológicos, se 
encontraron más viviendas con mosquitos adultos (OR=2,13; IC95% 1,29-3,50). 
Conclusiones. En este estudio se encontraron diferencias importantes entre los barrios en cuanto 
a los conocimientos, las prácticas y la presencia de estados adultos del vector, lo cual contribuye a 
explicar la epidemiología del dengue en estos lugares. 

Palabras clave: Aedes; dengue; conocimientos, actitudes y práctica en salud; factores de riesgo; 
entomología; epidemiología.
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Knowledge, practices and entomological aspects of dengue in Medellín, Colombia: A comparative 
study of neighborhoods with high and low incidence

Introduction: Dengue, mainly transmitted by Aedes aegypti, is a very important viral disease in terms 
of public health. Colombia is an endemoepidemic country for dengue and, in cities like Medellín, there 
are neighborhoods with high and low incidence. The disease dynamics in the neighborhoods might be 
determined by differences in the knowledge, practices and entomological aspects of the vector among 
the communities.
Objective: To identify the knowledge and practices of residents of neighborhoods with high and low 
incidence of dengue, and to explore the entomological aspects related to the presence of the vector.
Materials and methods: We conducted a cross-sectional study comparing two neighborhoods with 
high incidence and two with low incidence during the triennium of 2013-2015. A random sample of 
100 houses per neighborhood was selected in order to evaluate the knowledge, practices and 
entomological aspects related to dengue. In addition, descriptive, bivariate and multivariate analyses 
(logistic regression) were performed. 
Results: In neighborhoods with high incidence, participants had not attended school or had only 
a primary school level of education (OR=1.69; 95% CI: 1.09-2.63). Additionally, they did not have 
health coverage or belonged to the subsidized regime (OR=2.16; 95% CI: 1.41-3.32). In contrast, they 
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had a greater knowledge of the vector (OR=1.53; 95% CI: 1.00-2.35). In terms of practices, there 
was a greater chance of finding houses where water was stored (OR=1.69; 95% CI: 1.11-2.57) and 
regarding the entomological aspects, more houses with adult mosquitoes were found (OR=2.13 95% 
CI: 1.29-3.50).
Conclusions: We found important differences among the neighborhoods regarding knowledge, 
practices, and the presence of adult stages of the vector, which helps to explain the epidemiology of 
dengue in these sites.

Key words: Aedes; dengue; health knowledge, attitudes, practice; risk factors; entomology; epidemiology.
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El dengue es una enfermedad vectorial de gran 
importancia en salud pública, con una alta tasa de 
la enfermedad en diferentes regiones del mundo 
(1). Se ha estimado que 390 millones de infeccio-
nes por dengue ocurren cada año (IC95% 284-528), 
de las cuales 96 millones (IC95% 67-136) tienen 
algún nivel de gravedad clínica o subclínica (2). 

La infección se transmite a los seres humanos por 
la picadura de mosquitos del género Aedes, prin-
cipalmente Aedes aegypti y A. albopictus (3). Esta 
enfermedad presenta una amplia distribución a 
nivel mundial, especialmente en zonas tropicales y 
subtropicales (1). En Colombia, la presencia de la 
enfermedad en los últimos años se ha intensificado 
y, aproximadamente, 25 millones de personas de 
las áreas urbanas están en riesgo de contraerla (4).

Medellín es una de las ciudades colombianas 
clasificadas como hiperendémica para el dengue, 
dado que ha habido un registro constante de casos 
en los últimos cinco años, con una tendencia al 
incremento; además, circulan los cuatro seroti-
pos del virus, el número de personas afectadas 
menores de 15 años ha aumentado y se reportan 
casos de dengue grave (5). En el 2016, ocurrió 
en la ciudad una epidemia comparable con la del 
2010, en la cual se reportaron algo más de 17.000 
casos de dengue (6). Sin embargo, la dinámica 
de la transmisión de la infección en la ciudad es 
heterogénea dependiendo de los barrios, pues los 
factores que influyen en su incidencia divergen 
(7), lo que configura situaciones epidemiológi-
cas dinámicas, como ocurre en otras ciudades 
hiperendémicas (8-11).

Los factores involucrados en la transmisión son 
de tipo social, entomológico, ecológico, político y 
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económico, y su interacción favorece la presencia 
del vector en un determinado contexto geográfico 
como el barrio, donde las personas podrían tener 
una mayor exposición al virus (12-15).

Entre los factores sociales, los conocimientos 
sobre el dengue podrían influir en prácticas como 
el almacenamiento de agua y el abandonar obje-
tos a la intemperie (llantas, ollas y vasijas) que 
pueden convertirse en depósitos de agua lluvia 
y en sitios de cría del vector. Debe anotarse, sin 
embargo, que diversos autores han señalado que 
no existe una relación directa entre los conoci-
mientos y la práctica.

En cuanto a los factores entomológicos en los 
barrios, la densidad vectorial, la disponibilidad y 
la distribución de los sitios de cría y los hábitos 
alimenticios, son elementos clave que pueden 
configurar situaciones espaciales heterogéneas 
para la transmisión del virus del dengue (13,15).

En este sentido, el determinar cuáles son los cono-
cimientos y las prácticas de la población, así como 
los aspectos entomológicos, es esencial para 
comprender la epidemiología del dengue en los 
diferentes espacios geográficos y diseñar interven-
ciones de control adaptadas a la comunidad (16). 
Es importante que los programas de prevención 
del dengue tengan en cuenta los conocimientos y 
las prácticas de la comunidad, con el fin de fomen-
tar su participación en la adecuada eliminación de 
potenciales sitios de cría del vector (17).

En este contexto, el propósito del presente estudio 
fue determinar cuáles son los conocimientos y las 
prácticas de los habitantes de barrios con alta y 
baja incidencia de dengue, así como explorar los 
aspectos entomológicos relacionados con la pre-
sencia del vector.

Materiales y métodos 

Área de estudio

Medellín, capital del departamento de Antioquia, 
se extiende longitudinalmente sobre el eje natural 
del río que lleva su nombre. Su altitud promedio 
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es de 1.479 msnm, su temperatura, de 24 °C y 
la precipitación anual, de 1.656 mm (18). Este 
entorno climático es favorable para la presencia 
y la supervivenciaa de A. aegypti y A. albopictus, 
así como para la transmisión de virus como el 
dengue, el Zika y el chikungunya (19). El dengue 
puede afectar a casi toda la población de la ciudad, 
estimada en el 2015 en 2’464.322 habitantes, los 
cuales se ubican en 16 comunas urbanas, 249 
barrios y cinco corregimientos (20).

Selección de los barrios. Inicialmente se analizó la 
incidencia del dengue entre 2013 y 2015, ajustada 
mediante el método indirecto (no se presntan estos 
resultados). Posteriormente, se seleccionaron alea-
toriamente dos barrios con alta incidencia y dos con 
baja incidencia. Los barrios con alta incidencia se 
definieron como aquellos cuya razón de morbilidad 
estandarizada tenía un valor superior a 100 una 
vez ajustada la incidencia, lo cual indicaba que la 
incidencia del dengue en dicho barrio era mayor 
comparada con la que se presentaría en toda la 
ciudad, en tanto que los barrios con baja incidencia 
fueron aquellos con valores de razón de morbilidad 
estandarizada inferiores a 100.

Los barrios con alta incidencia seleccionados 
fueron Nuevos Conquistadores y La Salle, y aque-
llos con baja incidencia, La Milagrosa y Francisco 
Antonio Zea, los cuales se ubican en diferentes 
puntos cardinales de la ciudad.

Selección de viviendas para encuestar. Se hizo 
un muestreo por conglomerados, polietápico y sis-
temático, empleando un mapa para seleccionar 
aleatoriamente trece manzanas por barrio. Pos-
teriormente, se dio inicio a las encuestas ubicando 
la vivienda situada en una de las cuatro esquinas 
de cada una de las manzanas seleccionadas y, a 
partir de allí, se seleccionó la segunda vivienda 
cada seis viviendas siguiendo el sentido de las 
manecillas del reloj y, así sucesivamente, hasta 
recorrer toda la manzana, para luego continuar con 
las siguientes manzanas. Se seleccionaron 400 
viviendas para encuestar (100 por barrio).

Tipo de estudio 

Se hizo un estudio transversal entre julio y 
septiembre del 2016. Se entrevistó a una sola 
persona mayor de edad por casa, sin importar 
su sexo, la cual debía haber residido en el barrio 
durante los tres años anteriores. Se excluyeron 
aquellas personas con alguna enfermedad u otra 
condición que les impidiera responder de forma 
autónoma la encuesta.

Fuentes de datos

Conocimientos y prácticas. Se diseñó un cues-
tionario con base en el facilitado por Quintero, et 
al. (21), el cual se aplicó mediante entrevista cara 
a cara; las opciones de respuesta se leían a las 
personas y estas seleccionaban la respuesta. 

El cuestionario se dividió en cinco secciones de la 
siguiente forma: 1) información del encuestado, 2) 
características de las viviendas y servicios bási-
cos, 3) conocimientos del vector, 4) conocimientos 
de la enfermedad y 5) prácticas relacionadas con 
el dengue. 

Antes de la entrevista, se hicieron diez encuestas 
en uno de los cuatro barrios, seleccionado alea-
toriamente (La Salle), para evaluar mediante una 
prueba piloto la formulación y la coherencia de las 
preguntas. Posteriormente, se hicieron los ajustes 
pertinentes y se reformularon algunas preguntas 
para su mejor comprensión por parte de la comu-
nidad. Dado que el estrato socioeconómico de los 
habitantes del barrio seleccionado era similar al de 
los otros, se previó que el lenguaje de las pregun-
tas sería comprensible para todos los encuestados.

Características entomológicas 

La información entomológica se obtuvo mediante 
la inspección de la vivienda después de la 
encuesta de conocimientos y prácticas, con el fin 
de detectar los sitios de cría del vector, la cantidad 
de pupas y la presencia de mosquitos adultos. En 
cada vivienda se emplearon 30 minutos, aproxi-
madamente, para el muestreo entomológico. Se 
tuvieron en cuenta los depósitos con agua, acce-
sibles y no accesibles, tanto bajo techo como a 
la intemperie, y se determinaron como sitios de 
cría del vector aquellos depósitos en los que se 
encontraran estados inmaduros posteriormente 
identificados como Aedes en el laboratorio, según 
la clave pictórica de Rueda (22).

Las pupas se contaron en cada recipiente y se 
aplicó la metodología propuesta por Romero-Vivas, 
et al., según las dimensiones del depósito (23). 
Los mosquitos adultos se capturaron en reposo 
utilizando jama y aspirador entomológico y se iden-
tificaron empleando la clave pictórica de Rueda 
(22). Las viviendas seleccionadas se visitaron entre 
las 9:00 am y las 4:00 pm, horario que se consideró 
como el más cómodo para los participantes.

Análisis de los datos 

Conocimientos y prácticas. Para analizar la infor-
mación, se construyeron variables de resumen: 
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para los conocimientos sobre el vector, la trans-
misión y la enfermedad, y para las prácticas de 
almacenamiento de agua (presencia de canecas, 
plantas, tanques bajos o depósitos al aire libre con 
agua), evaluadas mediante la inspección visual y 
la encuesta. 

Se consideró que el encuestado tenía conoci-
mientos sobre el vector cuando respondía acer-
tadamente por lo menos dos de las siguientes tres 
preguntas: ¿En dónde se crían los zancudos?, 
¿Alguna vez ha visto las larvas del vector? y 
¿Cómo se relacionan las larvas con el dengue?

En cuanto a la transmisión, se consideró que la 
persona tenía conocimientos sobre esta cuando 
respondía acertadamente las siguientes dos 
preguntas: ¿Cómo le puede dar a una persona 
dengue? y ¿Cómo podría usted enfermarse si un 
vecino tiene dengue? 

Por último, para el caso del conocimiento de los 
síntomas, se consideró que el encuestado los 
conocía cuando mencionaba la fiebre y dos o 
más de los siguientes: cefalea, náuseas, vómito, 
mialgias, artralgias, dolor abdominal, dolor retro-
orbital, diarrea, erupción cutánea o sangrados.

Características entomológicas. Con la información 
obtenida del muestreo entomológico, se calcularon 
los siguientes indicadores: 1) número de vivien-
das con presencia de estados inmaduros o de 
mosquitos adultos, 2) número de depósitos con 
estados inmaduros, 3) índice de Breteau (número 
de depósitos con estados inmaduros / número de 
viviendas inspeccionadas * 100), y 4) índice de 
pupas por vivienda (número de pupas / número de 
viviendas inspeccionadas * 100).

Se empleó el análisis univariado para la información 
sociodemográfica (sexo, edad, ocupación, régimen 
de salud y nivel educativo), los conocimientos 
del vector, la transmisión y los síntomas de la 
enfermedad, las prácticas de almacenamiento de 
agua y los aspectos entomológicos. Además, con 
el propósito de comparar las proporciones entre 
los barrios con alta y baja incidencia, se aplicó la 
prueba de ji al cuadrado de Pearson y se calcularon 
las odds ratio (OR) con los respectivos intervalos 
de confianza de 95 % (IC95%). 

Con dicha información, se construyó un modelo 
explicativo para identificar las variables que carac-
terizaban a los barrios con alta y baja incidencia 
de dengue, y mediante un modelo de regresión 
logística, se establecieron las OR ajustadas. Las 
variables ingresadas en el modelo fueron aquellas 

que presentaron un valor de p menor de 0,25 en la 
prueba de ji al cuadrado en el análisis bivariado; 
asimismo, se verificó que no existiera interacción 
entre dos o más variables. En el análisis bivariado 
y en el multivariado, se utilizó un nivel de significa-
ción de 5 %. Los diferentes análisis se hicieron con 
el programa SPSS Statistics™, versión 21.

Consideraciones éticas

El estudio contó con la aprobación del Comité de 
Ética de la Investigación de la Facultad Nacional 
de Salud Pública de la Universidad de Antioquia 
(Acta N° 139 del 15 de abril de 2016). Además, 
se empleó un consentimiento informado en el 
cual se explicaron los objetivos del estudio y los 
procedimientos, así como los riesgos, beneficios y 
compromisos del participante.

Resultados

Características sociodemográficas de los 
participantes

Debido a las dificultades logísticas en el barrio 
Nuevos Conquistadores, de los 100 participantes 
que se consideró incluir en el estudio, solo fue 
posible encuestar a 99. En los demás barrios se 
hicieron las 100 encuestas previstas. 

Tanto en los barrios de alta incidencia como en 
los de baja incidencia, más del 75 % de los parti-
cipantes correspondió a mujeres, y más del 60 % 
era mayor de 44 años; en cuanto al sexo (χ2=2,32; 
gl=1; p=0,128) y la edad (χ2=7,40; gl=3; p=0,065), 
no se encontraron diferencias significativas entre 
los barrios. Sin embargo, se encontraron diferen-
cias estadísticas entre los barrios con respecto a la 
ocupación (χ2=24,38; gl=5; p<0,001), siendo el ofi-
cio de “ama de casa” el más frecuente, seguido de 
“trabajador independiente” o “empleado” (cuadro 1).

En los barrios con alta incidencia, cerca del 50 % 
de los encuestados estaba afiliado al régimen sub-
sidiado de salud, en tanto que, en aquellos con baja 
incidencia, alrededor del 30 % estaba afiliado a 
este mismo régimen, y 60 % al régimen contributivo 
(cuadro 1).

Con respecto al nivel educativo, en los barrios con 
alta incidencia, aproximadamente, el 70 % de los 
participantes no había recibido ninguna formación 
o solo había cursado la primaria, en tanto que 
el 30 % tenía formación secundaria o superior. 
Según el análisis estadístico, en los barrios de baja 
incidencia, los participantes mostraron un mayor 
nivel de educación (χ2=25,27; gl=3; p<0,001) 
(cuadro 1). 
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Conocimientos sobre el vector, la transmisión 
y los síntomas 

Cerca del 50 % de los participantes en los dos tipos 
de barrios tenía un conocimiento adecuado del 
vector, pues identificaron correctamente los sitios 
de cría y la relación de las larvas con el mosquito 
adulto (cuadro 2).

La situación fue similar en cuanto a los cono-
cimientos sobre la transmisión y los síntomas. 
Los resultados de la prueba de ji al cuadrado evi-
denciaron que el conocimiento del vector de los 
habitantes de todos los barrios era similar (χ2=1,57; 
gl=1; p=0,210), al igual que los relacionados con la 
transmisión (χ2=2,19; gl=1; p=0,139) y los síntomas 
(χ2=0,07; gl=1; p=0,789) (cuadro 2).

En cuanto a los síntomas mencionados por los 
participantes de todos los barrios seleccionados, 
los más comunes fueron fiebre, cefalea, mialgias 
y artralgias. En cambio, signos como sangrado, 
erupción cutánea y dolor abdominal, se mencio-
naron con menor frecuencia (figura 1). 

Prácticas relacionadas con la prevención del 
dengue 

Cuando se indagó por las prácticas de los parti-
cipantes para prevenir el dengue, se encontró que 
cerca del 50 % de los participantes en cada barrio 
señaló no tener aguas estancadas en la vivienda 
como una medida eficaz de control. Sin embargo, 
prácticas como cambiar el agua cada semana y 
tapar los recipientes, se mencionaron con menor 
frecuencia en los dos tipos de barrios. 

En cuanto a la inspección de la vivienda para veri-
ficar las prácticas relacionadas con los depósitos 
con agua, hubo una diferencia estadísticamente 
significativa entre los barrios con alta y baja inci-
dencia, pues en los primeros se registró un 76 % 
más de posibilidad de almacenar agua en canecas 
y tanques bajos con fines domésticos (χ2=7,77; 
gl=1; p=0,005) (cuadro 3).

En cuanto a la procedencia del agua almacenada 
en canecas y tanques bajos, esta provenía prin-
cipalmente del servicio de acueducto, seguido de 

Cuadro 1. Características sociodemográficas de los participantes en los barrios con alta incidencia (Nuevos Conquistadores y La 
Salle) y baja incidencia (La Milagrosa y Francisco Antonio Zea) de dengue seleccionados en Medellín

Variables Incidencia de dengue χ2 p†

Alta Baja

A1
(n=99)

A2
(n=100)

Total
n (%) 

B1
(n=100)

B2
(n=100)

Total
n (%) 

Sexo
Mujer 85 84 169 (84,9) 77 80 157 (78,5)

  2,32 (gl=1) 0,128
Hombre 14 16   30 (15,1) 23 20   43 (21,5)

Edad (años)
18-29 22 15   37 (18,6)   9 12   21 (10,5)

  7,40 (gl=3) 0,060
30-44 18 21   39 (19,6) 15 17   32 (16,0)
45-59 26 32   58 (29,1) 37 36   73 (36,5)
>59 33 32   65 (32,7) 39 35   74 (37,0)

Ocupación
Ama de casa 73 66 139 (69,8) 57 56 113 (56,5)

24,38 (gl=5) <0,001

Empleado 10   7   17   (8,5) 10 12   22 (11,0)
Trabajador independiente   7 11   18   (9,0) 14 14   28 (14,0)
Desempleado   5   6   11   (5,5)   5   8   13   (6,5)
Estudiante   4   8   12   (6,0)   3   1     4   (2,0)
Pensionado   0   2     2   (1,0) 11   9   20 (10,0)

Régimen de salud
Contributivo 45 52   97 (48,7) 76 57 133 (66,5)

19,34 (gl=2) <0,001Subsidiado 53 46   99 (49,7) 19 39   58 (29,0)
No afiliado   1   2       3   (1,51)   5   4     9   (4,5)

Nivel educativo
Ninguno 34 32   66 (33,2)   7 20   27 (13,5)

25,27 (gl=3) <0,001
Primaria 43 26   69 (34,7) 45 36   81 (40,5)
Secundaria 19 34   53 (26,6) 33 32   65 (32,5)
Superior   3   8   11   (5,5) 15 12   27 (13,5)

A1: barrio Nuevos Conquistadores; A2: barrio La Salle; B1: barrio La Milagrosa; B2: barrio Francisco Antonio Zea; † Mediante la prueba de ji al 
cuadrado (χ2) de Pearson se compararon los valores del total del barrio según la incidencia; gl: grados de libertad
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la recolección de aguas lluvias y la reutilización      
del agua del lavado de la ropa en la lavadora. 

Aspectos entomológicos 

Se inspeccionaron 639 depósitos con agua, 333 
(52,1 %) en los barrios de alta incidencia y 306 
(47,9 %) en los de baja incidencia. En cerca del 
10 % de los depósitos inspeccionados, se encon-
traron estados inmaduros (larvas o pupas) y no 
se presentaron diferencias estadísticas significa-  
tivas entre los barrios (χ2=2,29; gl=1; p=0,131) 
(cuadro 4).

En el 10 % de las viviendas, aproximadamente, 
se hallaron estados inmaduros y, al comparar los 
barrios de alta incidencia con los de baja, no hubo 
diferencias estadísticamente significativas (χ2=0,89; 
gl=1; p=0,346) (cuadro 4). Sin embargo, en los 

barrios de alta incidencia hubo más viviendas con 
estados adultos del vector, lo cual fue estadística-
mente significativo (χ2=9,57; gl=1; p=0,002); según 
la OR (2,10; IC95% 1,30-3,39), en estos barrios 
había una mayor posibilidad de encontrar viviendas 
con mosquitos adultos (cuadro 4). 

El índice de Breteau evidenció una mayor cantidad 
de viviendas con sitios de cría en los barrios de 
alta incidencia (21,6 %) en comparación con los 
de baja incidencia (14,0 %). En cuanto al índice 
de pupas, también la frecuencia fue mayor en los 
barrios con alta incidencia (39,7 %), a pesar de 
que se excluyó un dato atípico en una vivienda 
del barrio Nuevos Conquistadores, en donde se 
recolectaron más de 200 pupas en un solo tipo 
de criadero (tanque bajo). En los barrios de baja 
incidencia el índice de pupas fue de 10 %.

Cuadro 2. Conocimientos de los participantes sobre el vector, la transmisión y los síntomas del dengue en los barrios con alta 
incidencia (Nuevos Conquistadores y La Salle) y baja incidencia (La Milagrosa y Francisco Antonio Zea) de dengue seleccionados 
en Medellín

Conocimientos Incidencia de dengue χ2

(gl=1)
p OR IC95%

Alta 
n (%)

Baja 
n (%)

Vector
Sí 107 (53,7)   95 (47,5)

1,57 0,210 1,28 0,87-1,90
No   92 (46,3) 105 (52,5)

Transmisión
Sí   76 (38,2)   91 (45,5)

2,19 0,139 0,74 0,49-1,10
No 123 (61,8) 109 (54,5)

Síntomas
Sí 123 (61,8) 121 (60,5)

0,07 0,789 1,05 0,69-1,55No   76 (38,2)   79 (39,5)

gl: grados de libertad

Figura 1. Síntomas y signos del dengue reconocidos por los participantes en los barrios seleccionados 
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Modelo multivariado de las variables 
características de los barrios con alta 
incidencia 

De las diez variables evaluadas en el modelo de 
regresión logística multivariado, solo cinco resulta-
ron estadísticamente significativas: dos relaciona-
das con los factores sociodemográficos, una con 
los conocimientos, una con las prácticas y una 
con los aspectos entomológicos. De las variables 
sociodemográficas, el no tener ningún nivel edu-
cativo o solo la primaria (OR=1,69; IC95%: 1,09-2,63) 
y pertenecer al régimen subsidiado (OR=2,16; 
IC95%: 1,41-3,32), se asociaron significativamente 
con vivir en un barrio de alta incidencia (cuadro 5).

En cuanto al conocimiento del vector, la OR en 
el análisis bivariado no fue estadísticamente sig-
nificativa, sin embargo, al ajustarla por las demás 
variables, esta fue de 1,53 (IC95%: 1,00-2,35), es 
decir que en los barrios con alta incidencia los par-
ticipantes tenían 53,0 % más conocimientos sobre 
el vector que en los de baja incidencia (cuadro 5). 

En cuanto a las prácticas, el almacenamiento de 
agua en canecas y tanques bajos fue una variable 

estadísticamente significativa tanto en el análisis 
bivariado como en el multivariado: según la OR 
ajustada (1,69; IC95%: 1,11-2,57), hubo un 69 % 
más de posibilidades de encontrar viviendas con 
presencia de estos potenciales sitios de cría del 
vector en los barrios con alta incidencia (cuadro 5).

Como quinta variable estadísticamente significativa 
en el modelo multivariado según la OR ajustada 
(2,13; IC95%: 1,29-3,50), se observó un 113 % 
más de posibilidades de encontrar viviendas con 
mosquitos adultos en los barrios de alta incidencia 
de dengue (cuadro 5).

Discusión

Los resultados indican que los participantes de los 
barrios de mayor incidencia, comparados con los 
de baja incidencia, se caracterizaron por no ser 
escolarizados o tener solo la educación primaria 
y estar afiliados al régimen subsidiado de salud, 
o no estar afiliados, pero, a pesar de ello, tenían 
un mayor conocimiento sobre el vector aunque en 
sus viviendas se encontró con mayor frecuencia 
agua almacenada en canecas y tanques bajos. 
Asimismo, en estos barrios se presentaron los 

Cuadro 3. Prácticas favorecedoras de los participantes de la presencia del vector en los barrios con alta incidencia (Nuevos 
Conquistadores y La Salle) y baja incidencia (La Milagrosa y Francisco Antonio Zea) de dengue seleccionados en Medellín 

Prácticas Incidencia de dengue χ2 
(gl=1)

 p OR IC95 %

Alta 
n (%)

Baja 
n (%)

Almacenamiento de agua en 
canecas y tanques bajos

Sí 127 (63,8) 100 (50) 7,77 0,005 1,76 1,18-2,63
No   72 (36,2) 100 (50)

Plantas en agua
Sí   39 (19,6)      43 (21,5) 0,22 0,638 0,89 0,54-1,44
No 160 (80,4)    157 (78,5)

Depositos al aire libre con agua
Sí     6   (3,0)        7   (3,5) 0,07 0,785 0,85 0,28-2,59
No 193 (97,0)    193 (96,5)

gl: grados de libertad

Cuadro 4. Información entomológica de los vectores hallados en las viviendas en los barrios con alta incidencia (Nuevos 
Conquistadores y La Salle) y baja incidencia (La Milagrosa y Francisco Antonio Zea) de dengue seleccionados en Medellín

Aspectos entomológicos Incidencia de dengue χ2

(gl=1)
p OR IC95 %

Alta 
n (%)

Baja 
n (%)

Depósitos con estados inmaduros† 43 (12,9) 28   (9,1) 2,29 0,131 1,59 0,95-2,68
Viviendas con estados inmaduros‡ 27 (13,6) 21 (10,5) 0,89 0,346 1,33 0,72-2,45
Viviendas con estados adultos‡ 60 (30,1) 34 (17,0) 9,57 0,002 2,10 1,30-3,39

† Denominador para el cálculo: alta incidencia, 333 depósitos, y baja incidencia, 306
‡ Denominador para el cálculo: 199 viviendas en barrios con alta incidencia y 200 en los de baja incidencia 
gl: grados de libertad
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mayores índices de infestación del vector. Estos 
hallazgos indican que la incidencia de dengue en 
los barrios de alta incidencia podría explicarse por 
variables que favorecen la presencia del vector.

Cabe señalar que, en los barrios con un mayor 
reconocimiento del vector, era más frecuente el 
almacenamiento de agua. Una situación similar fue 
reportada por Koenraadt, et al., quienes encon-
traron que en Kamphaeng (Tailandia), en las 
viviendas de las personas con mayor conocimiento 
de los sitios de cría del vector, la presencia de 
potenciales sitios de cría era mayor, comparada 
con las de quienes no tenían dicho nivel de cono-
cimiento. A manera de explicación, los autores 
plantearon que tal conocimiento lo adquirían al 
tener una gran cantidad de sitios de cría dentro 
de la vivienda (24). Por lo tanto, el tener conoci-
miento sobre los mosquitos y el dengue no llevaría 
a disminuir el hábito de almacenar agua (21,25).

En un estudio en Nepal, en las zonas donde había 
un mayor riesgo de dengue, los participantes que 
tenían los conocimientos adecuados observaban 
con menor frecuencia las prácticas de prevención, 
como eliminar las aguas estancadas, en com-
paración con quienes vivían en zonas de menor 
riesgo. Por otra parte, las personas con mejores 
niveles educativos tenían mejores prácticas (26).

La falta de educación es un factor que otros autores 
también han asociado con prácticas inadecuadas 
de prevención que favorecen la presencia del vector 

del dengue (21,25,27), y en otras investigaciones 
se la ha asociado con un menor conocimiento 
sobre la enfermedad (28,29).

La variable de los conocimientos sobre la transmi-
sión del dengue se comportó de forma similar en los 
participantes de los diferentes barrios. En general, 
las personas sabían que el dengue es transmitido 
por un mosquito, lo cual coincide con otros estudios 
(30). Sin embargo, algunas personas no asociaban 
el vector con la enfermedad, lo cual fue evidente 
pues un gran porcentaje de participantes que reco-
nocía el mosquito como el transmisor del dengue, 
señaló que la enfermedad podía transmitirse 
por contacto con una persona enferma. En otros 
estudios también se ha encontrado que, a pesar 
de que las personas tienen buenos conocimientos 
sobre el dengue, albergan conceptos erróneos 
sobre la enfermedad, lo que lleva a adoptar prác-
ticas inadecuadas en la comunidad (17,27,31). 
Entre tales conceptos erróneos, Stewart-Ibarra, et 
al., mencionaron que, aunque las personas sabían 
que el dengue es trasmitido por un mosquito, no 
estaban seguras de cómo se “contaminaban” los 
mosquitos con el dengue y si la enfermedad podía 
ser contagiosa (31).

El nivel de conocimientos sobre los síntomas en 
los diferentes barrios es comparable con lo hallado 
en otras investigaciones, en las cuales se ha repor-
tado que las personas señalan frecuentemente 
la fiebre y la cefalea como los síntomas típicos 

Cuadro 5. Modelo multivariado de las variables características de los barrios con alta incidencia de dengue

Variables independientes OR(a)* IC95% Prueba de Wald 
(gl=1)

p

Inferior Superior

Nivel educativo 
Ninguno o primaria 1,69 1,09 2,63 5,61 0,018
Secundaria o superior 1

Régimen de salud 
Subsidiado 2,16 1,41 3,32 12,66 <0,001
Contributivo 1

Conocimiento del vector 
Sí 1,53 1,00 2,35 3,83 0,050
No 1

Almacenamiento de agua en 
canecas y tanques bajos

Sí 1,69 1,11 2,57 6,12 0,013
No 1

Viviendas con estados adultos del 
vector

Sí 2,13 1,29 3,50 8,87 0,003
No 1

* Ajustada por sexo, edad, ocupación, régimen de salud, nivel educativo, conocimiento del vector, conocimiento de la transmisión, almacenamiento 
de agua en canecas y tanques bajos, depósitos tapados y viviendas con estados adultos
gl: grados de libertad
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del dengue. Sin embargo, los signos específicos, 
como el sangrado o la erupción cutánea, se 
mencionan con menor frecuencia. El hecho de 
que las personas no reconozcan los signos que 
indican la gravedad, lleva a que el dengue sea 
confundido con otras enfermedades (24,26) y, 
además, disminuye la percepción de riesgo con 
respecto a la enfermedad (29,32-33). Quintero, et 
al., observaron que síntomas como la fiebre y la 
cefalea eran reconocidos frecuentemente por la 
población y 76 % de los participantes mencionó que 
las hemorragias eran signo de gravedad (21). Este 
último resultado difiere del obtenido en el presente 
estudio, lo cual se explicaría por las características 
culturales de cada población estudiada.

A nivel de las prácticas, aproximadamente la 
mitad de los participantes informó que el no tener 
aguas estancadas era una medida de preven-
ción del dengue en los diferentes barrios. Sin 
embargo, durante la visita, en más de la mitad de 
las viviendas se encontró agua almacenada, prin-
cipalmente en los barrios con alta incidencia. Una 
situación similar fue reportada por Mayxay, et al., 
en Pak Ngum (Vietnam), donde el 50,7 % de los 
participantes informó que cubrían los recipientes 
de almacenamiento de agua, pero cuando se hizo 
la inspección, los investigadores observaron que 
solo el 21,5 % de las jarras y el 10,2 % de los 
tanques estaban cubiertos (34). Estos resultados 
indican que, a pesar de tener conocimientos sobre 
cómo prevenir el dengue, este no se acompaña de 
las prácticas adecuadas.

Otros autores han concluido que no existe asocia-
ción entre el conocimiento y la práctica (17,21, 
24,29). Sin embargo, hay estudios que concluyen 
que sí existe una relación entre el conocimiento 
y las prácticas adecuadas para la prevención del 
dengue (10,16,27).

La diversidad de resultados encontrados con res-
peto a si los conocimientos influyen o no en las 
prácticas, podría deberse a la falta de consenso 
que existe en la ‘operacionalización’ (sic) de las 
diferentes variables, pues en cada estudio difiere 
el alcance de los conceptos de conocimientos y 
prácticas en torno al dengue (10).

El almacenamiento de agua fue la práctica que 
se registró con mayor frecuencia en los barrios de 
alta incidencia; también, se encontró en ellos una 
mayor infestación con mosquitos. El almacena-
miento de agua se ha asociado en otros estudios 
con la presencia del vector (24-25). Koenraadt, 
et al., observaron que una mayor proporción de 

depósitos con agua aumentaba la probabilidad 
de encontrar viviendas infestadas con mosquitos 
adultos (24). 

El almacenamiento de agua también se ha repor-
tado en otros estudios en zonas de alta transmisión 
del dengue en Colombia, como es el caso de Girar-
dot, zona en donde hay una elevada transmisión y 
los investigadores encontraron que el 82 % de las 
personas almacenaba agua en sus viviendas (21).

La falta de servicios básicos como el agua se ha 
considerado como un factor de riesgo del dengue, 
ya que ello lleva a las personas a almacenar 
agua con mayor frecuencia (4,33). En el presente 
estudio se encontró que el almacenamiento de 
agua en los barrios evaluados no se debía a la 
falta del servicio y que esta se almacenaba con 
fines domésticos y no tanto para el consumo 
humano. Esta situación también la han señalado 
otros autores; por ejemplo, Fuentes-Vallejo, et al., 
encontraron que en Armenia y Arauca el alma-
cenamiento de agua no estaba asociado con la 
falta del servicio o con fallas en este (9), lo cual 
indicaría que dicha práctica responde a dinámicas 
sociales de ahorro de dinero o de tradición cultural, 
y que las personas se han acostumbrado a hacerlo 
por temor a que se les suspenda el servicio (25).

A pesar de que no existe un consenso sobre la 
relación entre la densidad vectorial y un mayor 
número de casos, en este estudio se encontró una 
mayor infestación de A. aegypti en los barrios con 
alta incidencia comparados con aquellos de baja 
incidencia. Sin embargo, algunos autores, como 
Barbosa, et al., concluyeron que las áreas con altos 
índices entomológicos no se asociaban con una 
incidencia elevada del dengue (35). No obstante, 
el hecho de no encontrar dichas asociaciones no 
significa que la abundancia del vector no repre-
sente un riesgo. Es necesario diseñar estudios 
estandarizados y protocolos de muestreo que consi-
deren adecuadamente la heterogeneidad espacial 
y los indicadores entomológicos pertinentes para 
medir la abundancia del vector (36).

Un único sitio de cría fue representativo –el tanque 
bajo– en el conteo mediante el índice de pupas. En 
otros estudios, se han encontrado altos porcentajes 
de pupas en los tanques bajos, lo que, como se 
sabe, contribuye a la producción de mosquitos 
adultos (21).

Entre las limitaciones del estudio debe mencio-
narse el escaso número de barrios estudiados, lo 
cual impide generalizar los resultados a todos los 
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barrios de la ciudad. Asimismo, se encuestó una 
gran cantidad de mujeres, pues en el horario de 
muestreo (9:00 am y 4.00 pm), es más probable 
encontrar mujeres que hombres en las viviendas, 
lo cual representa una limitación, ya que los 
hombres pueden tener otros conocimientos sobre 
la enfermedad. En otras investigaciones en las 
que se ha encontrado la misma situación, se 
ha argumentado que las amas de casa son los 
mejores informantes, ya que son las encargadas 
del manejo y el aseo de la vivienda y, por lo tanto, 
son las principales responsables de las actividades 
de prevención del dengue (28,31).

Los resultados del estudio deben considerarse 
con cuidado pues, al tratarse de un estudio trans-
versal, no fue posible establecer la temporalidad y 
la dinámica de las relaciones entre las variables, 
aspecto que también se ha descrito en otros 
estudios (26,28).

También, debe tenerse en cuenta que los datos 
sobre la incidencia del dengue que permitieron 
clasificar los barrios como de alta o baja incidencia 
se recolectaron entre el 2013 y el 2015, en tanto 
que las encuestas y los muestreos entomológicos 
se hicieron en el 2016. Este año fue hiperepidé-
mico, por lo que la clasificación de los barrios 
según la incidencia pudo ser muy similar. Además, 
las campañas de control de la Secretaría de Salud 
de Medellín pudieron haber afectado la presencia 
de estados inmaduros y adultos en los barrios 
seleccionados, situación que se observó en el 
barrio La Milagrosa, de baja incidencia, ya que 
durante el muestreo entomológico hubo activida-
des contra los vectores allí y en los barrios vecinos.

En este estudio se encontraron diferencias impor-
tantes entre los barrios con alta y baja incidencia 
en cuanto a los conocimientos y las prácticas, 
así como a la presencia de mosquitos adultos 
del vector, las cuales ayudarían a explicar la 
epidemiología del dengue en estos lugares. Esta 
información es de gran relevancia para las autori-
dades de salud encargadas de la vigilancia, la 
prevención y el control del dengue en la ciudad.
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Diversidad genética y estructura poblacional de Anopheles 
triannulatus s.l. en Córdoba, Colombia, determinadas mediante          
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Introducción. A pesar de los recientes reportes de infección con Plasmodium spp. en poblaciones 
relacionadas con los linajes noroeste y sureste, Anopheles triannulatus no está incriminado como 
vector de la transmisión de malaria en Colombia. La diversidad genética puede delimitar la información 
sobre el flujo génico y la diferenciación poblacional entre localidades con malaria.
Objetivo. Estimar la diversidad genética de An. triannulatus en cinco municipios con alta y baja 
incidencia de malaria en el departamento de Córdoba.
Materiales y métodos. La recolección entomológica se hizo entre agosto y noviembre de 2016 en 
los municipios de Tierralta, Puerto Libertador, Montelíbano, Sahagún y Planeta Rica. Como marcador 
genético, se utilizó la región de código de barras de ADN del gen mitocondrial COI. El análisis genético 
incluyó la estimación de los parámetros de diversidad haplotípica, estructura genética y flujo génico, la 
prueba D de neutralidad de Tajima, la red de haplotipos y las relaciones filogenéticas.
Resultados. Se obtuvieron 148 secuencias parciales de 655 nucleótidos del gen COI, de los cuales 
se derivaron 44 haplotipos. Los haplotipos H2 y H21 fueron los más frecuentes en las poblaciones. 
Los valores de la prueba D de Tajima fueron negativos y no significativos (p>0,10). Los estimadores de 
estructura genética (FST=0,01427) y de flujo génico (Nm=17,27) evidenciaron que no hubo diferenciación 
genética en las poblaciones muestreadas debido al importante intercambio de migrantes. Mediante 
las inferencias filogenéticas y la red de haplotipos, se identificó una sola especie sin diferenciación 
geográfica o de linajes en el rango geográfico estudiado.
Conclusión. La diversidad genética calculada para An. triannulatus en este contexto, indicó que las 
poblaciones están en un intercambio constante.

Palabras clave: Anopheles/genética; variación genética; haplotipos; flujo génico; Colombia.
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Genetic diversity and population structure of Anopheles triannulatus s. l. in the department of 
Córdoba, Colombia, using DNA barcoding

Introduction: Anopheles triannulatus is not incriminated as a vector of malaria transmission in Colombia 
despite recent reports of infection with Plasmodium spp. in populations related to the northwestern 
and southeastern lineages. Genetic diversity can delimit information about gene flow and population 
differentiation in localities with malaria.
Objective: To estimate the genetic diversity of An. triannulatus in five municipalities with high and low 
incidence of malaria in the department of Córdoba.
Materials and methods: The entomological collections were done between August and November, 
2016, in Tierralta, Puerto Libertador, Montelíbano, Sahagún, and Planeta Rica. We used the COI 
barcoding fragment as molecular marker. The genetic analysis included the estimation of genetic 
parameters such as the diversity haplotype, the genetic structure, the gene flow, the Tajima’s D test, 
the haplotype network, and the phylogenetic relationship. 
Results: We obtained 148 sequences with a length of 655 nucleotides of the COI gene, from which 
we derived 44 haplotypes. The H2 and H21 haplotypes were the most frequent in the populations. 
The values of the Tajima’s D test were negative and not significant (p>0.10). The genetic structure 
index (FST=0.01427) and the gene flow (Nm=17.27) evidenced no differentiation between sampled 
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populations due to the high exchange of migrants. Using phylogenetic inferences and the haplotype 
network, we identified one single species without geographic differentiation or lineages in the geographic 
range studied.
Conclusions: The genetic diversity calculated for An. triannulatus in this context indicated stable 
populations in constant exchange.

Key words: Anopheles/genetics, genetic variation; haplotypes; gene flow; Colombia.
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Anopheles triannulatus (Neiva y Pinto, 1922) 
pertenece al grupo Oswaldoi del subgénero 
Nysorhynchus, y se encuentra distribuido en 
Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, 
Ecuador, Guayana Francesa, Guatemala, Guyana, 
Nicaragua, Panamá, Paraguay, Perú, Puerto Rico, 
Surinam, Trinidad y Tobago, y Venezuela (1-3). 

En Colombia, esta especie se distribuye en 29 de 
los 32 departamentos (4). Su importancia como 
vector en la transmisión de la malaria o paludismo 
es relativa, pues se basa en evidencia circuns-
tancial o en la identificación de la proteína del 
circumsporozoíto (Circumsporozoite Protein, CSP) 
de Plasmodium vivax (genotipos VK210 y VK247), 
Plasmodium falciparum y Plasmodium malariae en 
hembras (5,6). Se ha considerado como un vector 
secundario local de la malaria en varias zonas de 
Brasil (7,8) y como vector dominante en el este de 
Loreto, Perú (9). Recientemente, se detectó An. 
triannulatus infectado con el genotipo VK247 de P. 
vivax en El Bagre, Antioquia, y con P. falciparum en 
Puerto Libertador, Córdoba, con una abundancia 
significativa de la especie en este último sitio (28 % 
del total de Anopheles spp.) (10,11). Sin embargo, 
a pesar de los reportes de infección natural con 
especies de Plasmodium, en Colombia no se ha 
incriminado como vector.

Anopheles triannulatus se considera un complejo 
de tres especies (Anopheles triannulatus s.s., 
Anopheles halophylus y Anopheles triannulatus C) 
por la amplia diversidad morfológica en los genitales 
masculinos, los huevos y las larvas. Además, se 
han reportado algunas diferencias en los patrones 
de distribución, en su ecología y su comportamiento 
(12-14). Asimismo, se conocen algunos resultados 
y datos moleculares sobre aloenzimas que 
permitieron diferenciar entre An. halophylus y An. 

triannulatus (15) con base en el gen intemporal y 
el gen CPR; con el primero, no se pudieron diferen-
ciar las tres especies que conforman el complejo 
An. triannulatus, en tanto que con el segundo se 
diferenciaron claramente (16). Esta amplia diver-
sidad implicaría diferencias en la transmisión de 
Plasmodium spp. y en el comportamiento de pica-
dura (antropofílico y zoófilo) según la distribución 
geográfica, como se ha propuesto para otras espe-
cies (17-20). En Colombia, solo se ha reportado 
la presencia de An. triannulatus s.l., pero las otras 
dos especies que conforman el complejo no se han 
encontrado en el país (10,21).

En Colombia, hay pocos estudios de genética 
de poblaciones y estructura genética de An. 
triannulatus s.l. encaminados a resolver el estatus 
taxonómico de la especie, lo cual permite estu-
diar los linajes y especies del complejo. En este 
sentido, el estudio de Rosero, et al. (21), es el más 
relevante, ya que los autores diferenciaron dos 
linajes (sureste y noroccidente) con flujo génico 
limitado y una estructura genética divergente con 
base en las secuencias del COI y del ITS2 (Internal 
Transcribed Spacer 2). 

En esta investigación, los especímenes de An. 
triannulatus recolectados en Puerto Libertador, se 
agruparon en el clado noroccidente y se relacio-
naron filogenéticamente con individuos del Bajo 
Cauca (El Bagre) y el Urabá antioqueño (San Pedro 
de Urabá), y en el linaje sureste se agruparon 
los individuos recolectados en los departamen-
tos del Meta y Amazonas (Leticia, Puerto Nariño 
y Tarapacá) (11), linajes que concuerdan con su 
ubicación geográfica. 

A pesar de este hallazgo, persisten algunos vacíos, 
pues el estudio se restringió a cuatro departamen-
tos y, en el caso del departamento de Córdoba 
(con muchas áreas de alta y baja endemia para 
malaria), solo se estudió la población de Puerto 
Libertador. Por ello, sería de gran importancia 
ampliar la recolección a todos los departamentos 
y municipios donde se encuentra distribuida la 
especie, para recabar información sobre el estatus 
real de An. triannulatus en Colombia. Además, se 
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requieren otras herramientas moleculares para 
complementar el estudio de la morfología de los 
estadios inmaduros, los genitales de los machos 
y la morfometría geométrica, con el fin de aco-                
piar información confirmada sobre este complejo 
en el país.

En objetivo del presente estudio fue establecer 
cómo se relacionaban las poblaciones de An. 
triannulatus de tres municipios endémicos para 
malaria y otros dos no endémicos en el departa-
mento de Córdoba, estimando la distribución y 
la diversidad de haplotipos, calculando el flujo 
génico y haciendo la diferenciación genética de 
las poblaciones muestreadas, así como la relación 
filogenética de los individuos recolectados en el 
departamento de Córdoba con los de otras áreas 
de Colombia mediante el método de código de 
barras (barcoding) de ADN del gen de la citocromo 
oxidasa I (COI).

Materiales y métodos

Recolección y procesamiento de los mosquitos

Las recolecciones se hicieron entre agosto y 
noviembre del 2016 en cinco municipios del depar-
tamento de Córdoba utilizando trampas Shannon 
y CDC durante tres días, entre las 18:00 y las 
00:00 horas (figura 1) (cuadro1). La identificación 
taxonómica de las hembras de An. triannulatus s.l. 
se basó en la clave dicotómica para la identificación 
de anofelinos en Colombia (4). El ADN se extrajo 
del abdomen del insecto utilizando el método de 
altas concentraciones de sales descrito por Collins, 
et al. (22), modificado por Atencia, et al. (23).

Amplificación de la región de código de barras 
del gen COI

En la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
se utilizaron los cebadores universales LCO1490: 
5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ y HCO 
2198: 5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’, 
en un volumen final de 30 µl y usando 1,5 mM de 
MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,3 µM de cada 
cebador, 1X de solución tampón (con 1,5 mM de 
MgCl2), 2 unidades de Taq polimerasa (TopTaq™, 
Qiagen) y 2 µl de ADN, todo ajustado con agua 
ultrapura estéril (24). 

El perfil térmico consistió en un primer ciclo de 
desnaturalización a 95 °C durante cinco minutos, 
seguido de 35 ciclos de desnaturalización durante 
30 segundos a 94 °C, un alineamiento a 46 °C 
durante un minuto, una extensión a 72 °C durante 
un minuto y un paso final de extensión a 72 °C 

durante 10 minutos. Los productos amplificados, 
teñidos con bromuro de etidio, se visualizaron me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. La 
secuenciación de los productos de la PCR se hizó 
con el sistema de Macrogen, Inc., en un secuen-
ciador ABI PRISM™ (Applied Biosystems). 

Análisis de los datos

Las secuencias obtenidas se editaron y alinearon 
con el programa MEGA, versión 7.0 (25) y, el 
alineamiento múltiple, con el programa CLUSTAL 

Departamento de Córdoba

Sahagún
Santiago Abajo

Planeta Rica
Arenoso

Puerto Anchica
Montelíbano

La Bonga

Tuis Tuis
Tierralta

P. Libertador

Colombia

Cuadro 1. Sitios de recolección y número de individuos 
recolectados (n) de Anopheles triannulatus s. l. en el 
departamento de Córdoba, Colombia

Municipio, localidad n Coordenadas 
(latitud, longitud)

Tierralta, Tuis Tuis 76 7,95112-76,25753
Puerto Libertador, La Bonga 25 7,73731-75,68668
Montelíbano, Puerto Anchica 25 7,99530-75,50817
Sahagún, Santiago Abajo 11 8,58783-75,39235
Planeta Rica, Arenoso 11 8,21764-75,73914

Figura 1. Distribución de las localidades de recolección de 
Anopheles triannulatus s.l. en el departamento de Córdoba, 
Colombia
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W (26). A cada secuencia de consenso se le hizo el 
alineamiento con el programa BLASTn (27), con el 
fin de comparar las secuencias de An. Triannulatus 
s.l. almacenadas en el GenBank y en Barcode of 
Life Data System (Bold Systems) (28).

El número de haplotipos y su frecuencia, el número 
de sitios polimórficos (S), el número promedio de 
diferencias de nucleótidos (k), la diversidad de 
haplotipos (DH) y la diversidad de nucleótidos (π), la 
prueba D de neutralidad de Tajima y la distribución 
de diferencias (mismatch), se calcularon con el pro-
grama DnaSP, versión 5 (29). Los estimadores de 
estructura genética (FST) y de flujo génico (Nm) se 
estimaron en el programa Arlequin, versión 3.5 (30).

Red de haplotipos y análisis filogenético

La red estimada entre los haplotipos caracterizados 
se graficó con el programa Network, versión 5.0 
(31) y el algoritmo median-joining (32). El modelo 
evolutivo se infirió con base en los criterios de 
información Akaike (AIC) incluidos en el programa 
jModelTest, versión 2 (33). Esta información se uti-
lizó para la inferencia filogenética bayesiana con el 
programa MrBayes, versión 3.2 (34). 

Con la cadena de Markov-Monte-Carlo se obtu-
vieron 10 millones de generaciones. Para la cons-
trucción del árbol se utilizaron secuencias de An. 
triannulatus s.l. de Colombia reportadas en el 
GenBank: JX205111.1 – JX205113.1, HM022387.1-
HM022389.1 y KY921784.1.

Resultados

Análisis de la región de código de barras del COI 

Se recolectaron 148 hembras de An. triannulatus 
s.l. en las cinco localidades muestreadas (cuadro 

1). La longitud de las secuencias del gen COI 
obtenidas de cada individuo fue de 655 nucleóti-
dos, con un contenido promedio de A+T de 69 %. 
Se encontraron 44 haplotipos mitocondriales del 
gen COI (GenBank NA MF043261 a MF043304) 
(cuadro 2). Las secuencias presentaron 620 
sitios conservados y 35 posiciones variables (21 
sitios fueron parsimoniosamente informativos y 
14 sitios de mutaciones únicas); se distinguieron 
158 transiciones y 9 transversiones (cuadro 3). Las 
distancias genéticas intraespecíficas alcanzaron 
un valor máximo de 0,016, observado entre los 
pares de los haplotipos H32-H40 y H37-H40.

Diversidad genética, prueba de neutralidad y 
estructura genética

Los valores de los índices de diversidad genética 
y la prueba de neutralidad para las cinco pobla-
ciones de An. triannulatus s.l. se muestran en el 
cuadro 4. Los promedios más altos en K, DH y π 
fueron los correspondientes a La Bonga (Puerto 
Libertador) y Santiago Abajo (Sahagún). La 
prueba de neutralidad arrojó valores negativos, 
con excepción de los especímenes de Arenoso 
(Planeta Rica), en los que fue positiva, pero no 
significativa (p>0,10). La distribución de diferen-
cias fue unimodal, es decir, que había expansión 
poblacional (figura 2). Las distancias genéticas 
entre las poblaciones fueron bajas, en un rango 
de 0,00387 a 0,00516.

En general, los valores pareados de la estructura 
genética fueron de FST=0,01427 y los del flujo 
génico de Nm=17,27 para todas las poblaciones 
muestreadas, lo cual implica una diferenciación 
genética nula entre las poblaciones y un elevado 
intercambio de migrantes (cuadro 5).

Cuadro 2. Número y frecuencia de haplotipos de Anopheles triannulatus s.l. en cinco poblaciones del departamento de Córdoba, 
Colombia

Municipio y localidad Haplotipos (frecuencia) Total de 
haplotipos

Tierralta, Tuis Tuis
 

H1(2), H2(21), H3(5), H4(5), H5(1), H6(1), H7(1), H8(3), H9(1), H10(2), H11(1), 
H12(3), H13(3), H14(1), H15(1), H16(4), H17(2), H18(1), H19(4), H20(1), H21(4), 
H22(1), H23(2), H24(1), H25(1), H26(1), H27(1), H28(1), H29(1)

29

Puerto Libertador, La Bonga
 

H2(5), H3(3), H13(1), H16(3), H21(4), H23(1), H30(1), H31(1), H32(1), H33(1), H34(1), 
H35(1), H36(1), H37(1).

14

Montelíbano, Puerto Anchica H2(5), H3(3), H4(2), H13(1), H17(1), H21(8), H38(1), H39(1), H40(1), H41(1), H42(1). 11
Sahagún, Santiago Abajo H1(1), H2(2), H3(3), H13(1), H17(1), H21(1), H23(1), H43(1).   8
Planeta Rica, Arenoso H2(4), H3(2), H4(1), H21(3), H44(1).   5
Total H1(3), H2(37), H3(16), H4(8), H5(1), H6(1), H7(1), H8(3), H9(1), H10(2), H11(1), 

H12(3), H13(6), H14(1), H15(1), H16(7), H17(4), H18(1), H19(4), H20(1), H21(20), 
H22(1), H23(4), H24(1), H25(1), H26(1), H27(1), H28(1), H29(3), H30(1), H31(1), 
H32(1), H33(1), H34(1), H35(1), H36(1), H37(1), H38(1), H39(1), H40(1), H41(1), 
H42(1), H43(1), H44(1).

44
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Cuadro 3. Sitios variables en la secuencia del gen COI de 44 haplotipos de Anopheles triannulatus s.l. Los puntos (.) denotan 
homología de nucleótidos.

Posiciones

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9

H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40
H41
H42
H43
H44

1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6
2 3 8 9 9 0 8 8 0 2 3 4 7 1 2 2 3 5 5 7 8 8 9 5 5 6 0 0 1 2 2 2 3 3 4
7 3 1 0 6 5 3 6 1 2 7 9 3 8 4 3 8 3 9 4 0 4 2 2 9 4 3 9 8 2 4 7 3 6 8
T T T A T T A A G T T T A G G T T T A T A A T A T A T C C G T A A C C
. . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . . G . . . . A . C . G . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . T
. . . . . . . . . C . . G A . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . .
A . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . T
. . . . . . . G A . . . G . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
. . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . T
. . . . C . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G G . . T
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . C . G . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . T
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . T
. . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
. . . . . . . . A . . . G A A . . . G C . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . G . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . C . . . . . A . . . G . . . . . . . G . C . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . C . G . . . . . . . . . C G . . . . T . . . . . T
. . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . T
. . C . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . C G . . C . . . . . . . T
. . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . .
. . . . . . . . . C . . G . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A C . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . T T
. . . . . . . . . C . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . T T
. . . . . C G . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . A . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T T
. . . . . . . . . C . . . . . G . C . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . T
. C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
. . . . . . . . A . . . G A A . . . G C . . . . . . . . . . . . . . .
. . . . . . . . A . C . T . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . C . G . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . . T
. . . . . . . . A . . . G . . . . . . . . . C G . . . . . . . . . T T
. . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . T

Red de haplotipos y análisis filogenético

En la figura 3 se muestra la red inferida para las 
poblaciones de An. triannulatus s.l. El torso de la 
red está estructurado por los haplotipos 1, 2, 3, 4, 
5, 7, 10, 11, 16, 18, 19, 21, 23, 25, 29, 31 y 35; los 
haplotipos más frecuentes fueron H2 (25 %) y H21 
(13,5 %). Estos dos haplotipos se establecieron en 
todas las poblaciones. El árbol filogenético obtenido 
con inferencia bayesiana evidenció un único clado 

monofilético para todos los haplotipos caracteriza-
dos de An. triannulatus s.l. en Córdoba; la segrega-
ción geográfica no se evidenció o no se definieron 
linajes dentro del clado estimado (figura 4).

Discusión

Según la inferencia filogenética bayesiana efec-
tuada en el presente estudio, los ejemplares de 
An. triannulatus s.l. en Córdoba correspondían 
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exclusivamente a un linaje monofilético agrupado 
en un clado. Los datos del código de barras evi-
denciaron una diferenciación genética nula entre 
las poblaciones sometidas a prueba, pertenecientes 
a áreas con una mayor transmisión de malaria en 
el contexto microgeográfico para el departamento 
de Córdoba. 

En esta área se han establecido patrones similares 
para otras especies como An. darlingi (35), An. 
albimanus (19) y An. nuneztovari s.l. (36). Todas 

estas especies mostraron una gran diversidad 
genética homogénea en este nivel geográfico, 
donde no hay aislamiento por distancia o segre-
gación genética (figura 4). Curiosamente, a pesar 
de las barreras importantes que son los ríos Sinú 
y San Jorge, y de las diferencias ecológicas y 
climáticas entre las zonas muestreadas (bosque 
húmedo tropical en Tierralta y Puerto Libertador, 
y bosque seco tropical en Montelíbano, Planeta 
Rica y Sahagún), Tierralta, Puerto Libertador y 
Montelíbano son localidades con gran endemia de 
malaria, y hubo pocos o ningún caso en Sahagún 
y Planeta Rica.

La diversidad de haplotipos fue significativa y la 
red permitió observar muchos compartidos por 
todas las localidades, lo que sugiere una historia 
evolutiva similar para esta especie en el depar-
tamento de Córdoba (figura 3). Otra evidencia de 
esta hipótesis es la agrupación de especímenes 
recolectados en Puerto Libertador con poblaciones 
de Antioquia (El Bagre, Zaragoza y San Pedro de 
Urabá), lo cual estructuraría el linaje noroccidente 
para An. triannulatus s.l. con base en marcadores 
moleculares como el COI y el ITS2 (21).

Los valores estimados para FST y Nm sugieren 
un gran flujo génico entre las poblaciones mues-
treadas y una estructura genética nula; en este 
sentido, la diversidad genética de haplotipos y los 
valores de la prueba D de Tajima corresponden a 
una expansión de la población y no a la presión 
selectiva, lo cual implica que An. triannulatus s.l. 
comprende una sola población; estos resultados 
son similares a los de poblaciones de An. triannulatus 
s.l. estudiadas con base en secuencias del COI (no 
código de barras) en el río Amazonas, y el centro 
y el sur de Brasil (37). En Colombia, la distribu-
ción desigual de los linajes noroccidente y sureste 
evidenció una distribución bimodal, lo cual sugiere 
un cuello de botella o eventos de colonización entre 
las localidades muestreadas (21).

Cuadro 4. Parámetros de diversidad genética y prueba de neutralidad en cinco poblaciones de Anopheles triannulatus s.l. del 
departamento de Córdoba, Colombia. NH: número de haplotipos en cada población; S: sitios polimórficos; K: número promedio de 
divergencias nucleotídicas; DH: diversidad de haplotipos; π: diversidad nucleotídica. En la prueba de neutralidad no se encontraron 
diferencias estadísticas (p>0,10).

Municipio Localidad NH S K DH π Tajima’s D

Tierralta Tuis Tuis 29 28 3,11404 0,90842 0,00475 -1.42043
Puerto Libertador La Bonga 14 14 3,38667 0,92667 0,00517 -0.30050
Montelíbano Puerto Anchica 11 14 2,93000 0,86000 0,00447 -0.91886
Sahagún Santiago Abajo   8 11 3,45455 0,92727 0,00517 -0.34492
Planeta Rica Arenoso   5   5 2,25455 0,81818 0,00344  1.22875
Total 44 35 3.18174 0,90182 0,00486 -1,50819
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0,20

0,15
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0,05

0,00
0 5 10
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R2: 0,0434
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15 20

Exp Obs

Figura 2. Gráfica de distribución de diferencias (mismatch) entre 
haplotipos de Anopheles triannulatus s.l. de cinco poblaciones 
del departamento de Córdoba, Colombia

Cuadro 5. Distancia genética y flujo génico basados en los 
valores FST (arriba de la diagonal), el índice de fijación y el Nm 
(abajo de la diagonal) del número de migrantes efectivos en 
cinco poblaciones de Anopheles triannulatus s. l.

Localidad Tuis 
Tuis

La Bonga Puerto 
Anchica

Santiago 
Abajo

Arenoso

Tuis Tuis -   0,031 0,093  0,011  0,035
La Bonga 15,386 - 0,066 -0,031  0,015
Puerto 
Anchica

  4,856   7,048 - -0,032 -0,037

Santiago 
Abajo

46,211 inf inf - -0,056

Arenoso 13,889 31,869 inf inf -
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La expansión poblacional evidenciada por la prue-
ba D de Tajima y la distribución de diferencias 
podría deberse a la presencia de haplotipos únicos 
en cada una de las poblaciones muestreadas, lo 
cual coincide con una gran diversidad genética 
(DH=0,90182). Valores similares se han regis-
trado en especies como Anopheles punctimacula 
s.l. (DH: 0,6444 y 0,7222) (38), Anopheles sinensis 
(DH, 0,99) (39), Anopheles nuneztovari (40) y 
Anopheles marajoara de linaje 1 (DH: 0,828) y de 
linaje 2 (DH: 0,780) (41).

Algunos de los haplotipos encontrados en este 
estudio ya fueron reportados en un trabajo rea-
lizado en Córdoba por Ahumada, et al., en el 
cual los haplotipos H2, H19, H21, H25 y H43 se 
nombraron como haplotipo 2; los H8 y H39, como 
haplotipo 8; el H10, como haplotipo 15; el H17, 

como haplotipo 6, y los H23 y H28, como haplo-
tipo 3 (42). Sin embargo, es importante destacar 
que las secuencias reportadas por estos autores 
registraron una longitud de 607 nucleótidos, cuyo 
primer nucleótido tiene correspondencia con el 
nucleótido 6 y, el último, con el de la posición 612 
de las secuencias obtenidas en este estudio, razón 
por la cual un haplotipo de los reportados por ellos 
es similar a varios de los de este estudio (42). 

El árbol filogenético evidenció dos clados: uno 
conformado por secuencias de individuos pertene-
cientes al municipio del Meta y el otro formado por 
dos subclados correspondientes a las secuencias 
de Córdoba y de Turbo, Antioquia, y el otro, por 
secuencias de Putumayo, aunque con un soporte 
de rama bajo; estos resultados también coinciden 
con los obtenidos por Rosero, et al. (21).

Figura 3. Red de haplotipos inferida con las secuencias del gen COI de 148 individuos de Anopheles triannulatus s.l. El área 
de cada círculo es proporcional a la frecuencia del haplotipos. Los círculos negros representan los pasos de mutación y, los 
círculos blancos, los haplotipos desaparecidos o no muestreados. La fracción de cada círculo indica la frecuencia de los haplotipos 
presentes en las poblaciones estudiadas.
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Puede observarse que las secuencias de Córdoba 
y de Turbo, Antioquia, pertenecerían al linaje 
noroccidente y, las secuencias de Meta, al linaje 
sureste. Sin embargo, como ya se mencionó, el 
subclado correspondiente a las secuencias de 
Putumayo, que por ubicación geográfica debería 
haberse agrupado con los individuos del Meta para 
formar el clado sureste, se agrupó en un clado 
independiente con las secuencias de Córdoba. 

Ello indicaría que hay más de dos linajes de An. 
triannulatus s.l. en Colombia, hipótesis que deberá 
corroborarse ampliando las recolecciones a otros 
departamentos donde se distribuye la especie y, 
también, aumentando el número de ejemplares. 

En conclusión, según nuestros resultados, las 
poblaciones de An. triannulatus s.l. de Córdoba se 
comportan como una gran población, con un gran 
flujo de migrantes entre las localidades en estudio.

Figura 4. Árbol de inferencia filogenética bayesiana según el modelo de evolución molecular HKY + G + I con secuencias del gen 
COI caracterizado en cinco poblaciones de An. Triannulatus s. l. del departamento Córdoba, Colombia. El número sobre las ramas 
representa las probabilidades posteriores del clado.
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Microcephaly in Colombia before the Zika outbreak: 
A systematic literature review
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Introduction: Microcephaly is characterized by a smaller than normal head circumference. Recently, 
Zika virus (ZV) has been associated with microcephaly.
Objective: To describe the prevalence of microcephaly in Colombia taking as the baseline the 
information from the period before the Zika virus infection epidemics.
Materials and methods: We reviewed Medline, Scopus, Scielo, Lilacs and annual reports of congenital 
malformation monitoring systems across Latin America, among others sources, for articles published 
before April, 2015, reporting the prevalence of microcephaly in Colombia between 1982 and 2013.
Results: We identified 32 non-duplicate articles; we selected 25 articles for revision of which 12 met 
the criteria for inclusion in the systematic review, including 2,808,308 births.
Conclusions: The prevalence of microcephaly in Colombia from 1982 to 2013, before the introduction 
of ZV, ranged from 0.3 to 3.1 per 10,000 births, with an average of 1.8 (95% CI 1.7-1.8) per 10,000 
births. These findings are important to determine if the prevalence after the introduction of the Zika virus 
infection registered significant changes. 

Key words: Microcephaly; Zika virus infection; congenital abnormalities; prevalence; Colombia.
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Microcefalia en Colombia antes de la epidemia del Zika: revisión sistemática de la literatura

Introducción. La microcefalia consiste en una circunferencia cefálica menor de la esperada. 
Recientemente, el virus del Zika se ha asociado con esta condición.
Objetivo. Describir la prevalencia de la microcefalia en Colombia, estableciendo como línea de base 
el periodo anterior a la epidemia del virus del Zika.
Materiales y métodos. Se revisaron las bases de datos Medline, Scopus, Scielo, Lilacs y el reporte 
anual de malformaciones congénitas en Latinoamérica, así como otras fuentes publicadas antes de 
abril de 2015 con los datos de prevalencia de la microcefalia en Colombia entre 1982 y 2013.
Resultados. Se detectaron 32 artículos no duplicados, se revisaron 25 y se seleccionaron 12 que 
cumplían con los criterios de inclusión para la revisión sistemática, los cuales registraban 2’808.308 
nacimientos.
Conclusiones. La prevalencia de la microcefalia en Colombia entre 1982 y 2013, antes de la epidemia 
del virus del Zika, oscilaba entre 0,3 y 3,1 por 10.000 nacimientos, con un promedio de 1,8 (IC95% 1,7-
1,8). Este dato es importante para determinar la diferencia en la prevalencia después de la introducción 
del virus del Zika en Colombia.

Palabras clave: microcefalia; infección por el virus del Zika; anomalías congénitas; prevalencia; Colombia.
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The most common defects found in newborns in 
South America are cardiac alterations (28 per 
10,000 live births), defects of the neural tube 
closure (24 per 10,000 live births), Down syndrome 
(16 per 10,000 live births), cleft lip and cleft palate 
(15 per 10,000 live births), and defects of the 
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abdominal wall (4 per 10,000 live births) (1). Some 
congenital defects, such as microcephaly, are 
reported less frequently due to their low prevalence. 
Given the introduction of Zika virus (ZV), however, 
microcephaly has gained clinical relevance.

Microcephaly is an important neurological mani-
festation that may result from insults to early brain 
development. It is part of the hundreds of genetic 
syndromes (2) and it has been variably defined 
in the literature. The World Health Organization 
(WHO) defines microcephaly as a head circum-
ference less than two standards below the median 
for age and sex, and severe microcephaly as 
a head circumference less than three standard 
deviations below the median for age and sex (3). 
One study reported that approximately 61% of 
children with a head circumference less than two 
standard deviations have no abnormal findings 
on evaluation with imaging techniques (4). When 
imaging techniques reveal brain malformations, 
the following findings have been documented: Ven-
tricular dilatation, mild atrophy (31%), moderate to 
severe atrophy with ventricular dilation (28%), and 
isolated parenchymal abnormalities (2%) (4). Other 
studies using magnetic resonance imaging (MRI) 
have reported the presence of brain abnormalities 
in 67-80% patients with microcephaly (5,6). MRI is 
the most sensitive diagnostic tool for the evaluation 
of microcephaly.

Microcephaly may be congenital or postnatal (7), 
which means a failure in brain growth after birth. It 
is also described as syndromic or primary (known 
as vera microcephaly). This classification depends 
on the presence or absence of extra-cranial malfor-
mations or facial dimorphism (2). Microcephaly is 
sometimes the first sign of a congenital condition, 
a genetic anomaly or an acquired problem (due to 
congenital infection) (8). Genetic causes have been 
reported in approximately 15.5% to 53.3% of cases. 
The prevalence of metabolic disorders is unknown, 
but it is estimated to be 1% to 5%. The conditions 
associated with microcephaly include epilepsy 
(40%), cerebral palsy (20%), intellectual disability 
(50%) and eye problems (20-50%) (2). A diagnosis 
of microcephaly has serious clinical implications, 
as there is a direct correlation between the degree 
of microcephaly and the degree of intellectual 
disability (9).

Since the end of 2015, microcephaly has received 
global attention due to the ZV epidemic in the 
Americas. Different criteria for causality have 
been established, including a spatial-temporal 

relationship and biological plausibility that entails 
identification of ZV in the brain tissue of affected 
fetuses (10). Animal models have been developed 
to try to provide a pathophysiological explanation 
for microcephaly via congenital infection with 
the virus (11). In February 2016, the first case 
of intrauterine transmission of ZV was reported, 
which featured neurological malformations in the 
fetus (12). In the months following the emergence 
of ZV in Brazil, an annual increase of up to 20 times 
the number of cases of birth defects has been 
reported, with a marked increase in microcephaly 
in particular (13). In 2015, 1,248 new suspected 
cases of microcephaly were reported in Brazil, 
with a prevalence of 99.7 per 100,000 live births. 
With these observations, the Brazilian Ministry 
of Health confirmed the relationship between 
ZV and microcephaly (14). Subsequently, WHO 
declared an epidemiological alert regarding ZV 
and its association with congenital malformations 
and neurological syndromes (15). Thus, ZV and 
its association with birth defects have recently 
become a public health problem of international 
importance (16).

So far, associative epidemiological links exist 
between ZV and microcephaly. This has resulted 
from the increase in the number of newborn infants 
with microcephaly (13,17) in countries where there 
is a high rate of suspected and confirmed cases of 
infection by ZV (18). Some hypotheses suggest that 
the teratogenic mechanisms of ZV are associated 
with the precipitation and deregulation of retinoic 
acid-dependent genes, extending the sequences 
in the genome that are closely involved with the 
development of the brain. This mechanism is known 
to be associated with other neurotropic viruses. 
For this reason, the spectrum of malformations 
generated by hypervitaminosis A presents with 
an embryopathy that appears similar to that of ZV 
(19,20). Other researchers suggest a direct immune 
effect of the virus on neuronal cells as demonstrated 
in animal models where the high replication rate of 
ZV in progenitors of neuronal cells, which have a 
high concentration of viral receptors, is suggested 
to be the gateway to the entrance of the virus to the 
brain. Immunoreactivity with markers associated 
with cell death, such as caspases, leads to apoptosis 
of these cells and pyramidal corticospinal neurons, 
which ultimately generate the appearance of micro-
cephaly as an external feature (21).

In Colombia, there were 657,126 reported cases 
of infection by ZV from April to June, 2016. Four 
percent of these cases were confirmed by PCR. 
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The infection rate was two times higher in women 
than in men. Within this infected population, 11,944 
pregnant women were reported, with 12% of these 
ZV cases confirmed by PCR; 90% of pregnant 
women who reported this infection gave birth to 
children with no apparent abnormalities. Fifty new-
borns were reported with possible microcephaly; 
26 of these cases are still being investigated, while 
20 have confirmed congenital defects that caused 
genetic and neural tube defects. Of these patients, 
four have evidence of congenital ZV infection 
that presents with microcephaly and without co-
infections (22). It is important to understand the 
prevalence of microcephaly in Colombia in the 
years prior to the ZV epidemic in order to have 
a starting point to establish comparisons after its 
arrival to Colombia and assess its possible involve-
ment in birth defects of the central nervous system, 
such as microcephaly.

In order to assess the prevalence of microcephaly 
in Colombia prior to the ZV epidemic, we con-
ducted a systematic review of the literature. Articles 
included for consideration in the present study 
were those that addressed Colombian patients with 
microcephaly, as reported between 1982 and 2013. 
The primary outcome studied was the prevalence 
of microcephaly in Colombia during this period. The 
secondary outcome was the prevalence of birth 
defects of the central nervous system in Colombia 
during the period.

Materials and methods

The protocol for the systematic review was regis-
tered in the United Kingdom National Institute of 
Health and Research International Prospective 
Register of Systematic Reviews (PROSPERO) as 
number 48859. 

The objective of the systematic review was to deter-
mine the prevalence of birth defects in Colombia 
from 1982 to 2013. Articles published in Spanish, 
English, and Portuguese were included. The inclu-
sion criterium was cross-observational studies 
that determined the prevalence of birth defects in 
Colombia, including microcephaly as defined by 
the Latin American Collaborative Study of Con-
genital Malformations (ECLAMC). We excluded 
articles in which the diagnosis was done during the 
prenatal period, due to the absence of confirmation 
of microcephaly in these studies. The outcomes 
measured were the prevalence of microcephaly 
and the prevalence of central nervous system birth 
defects in Colombia between 1982 and 2013.

The search of the literature was performed in the 
different international, Latin American and national 
(Medline, Scopus, Science Direct, Lilacs, Dare, 
Bireme, and Cochrane) databases. The following 
Medical Subject Headings (MeSH) search terms 
were used: “birth defects,” “microcephaly,” “preva-
lence,” and “Colombia.” Additional Latin American 
and national data were obtained from the annual 
reports of the epidemiological surveillance of con-
genital malformations for articles published before 
April, 2015; the last search was performed in October, 
2016. We searched for additional literature in the 
references reported in indexed articles. Moreover, 
some authors were contacted for additional sources 
of information. The eligible study designs included 
cross-sectional observational studies, cohort, case-
control, ecological, and reports of the epidemiologi-
cal surveillance of congenital malformations.

Articles and abstracts were examined indep-
endently by two reviewers in order to select those 
to be considered for complete text review based on 
the inclusion and exclusion criteria and, in case of 
disagreement, a third reviewer assessed the article 
and the decision was made by consensus. The 
data collected from each study were the number of 
cases of microcephaly, the period of time studied, 
the number of births and the number of defects of 
the central nervous system.

The limitations of the study include the fact that the 
definition of microcephaly varies in the literature. 
The definition used for data collection in this study, 
as well as in the majority of the reviewed articles, 
was head circumference less than three standard 
deviations of the mean for age and sex. To control 
this selection bias, we included studies performed 
in institutions using the ECLAMC criteria, since the 
institutions using this surveillance system feature 
a greater sensitivity, uniformity, and coverage of 
defects compared to those monitored by the sur-
veillance system (Sistema de Vigilancia en Salud 
Pública, Sivigila) of the Instituto Nacional de Salud 
(23). In addition, another possible risk of bias was 
the failure to include a study in which microcephaly 
was evaluated. Therefore, we designed a system 
for searching those articles in which databases 
were searched and, subsequently, references in the 
articles found in order to minimize the loss of data. 

Data analysis

We collected the data from eligible studies con-
sidering the study design, year of publication, 
authors, area, and period of the study. The following 
information was extracted from each article: The 

https://paperpile.com/c/YV87Op/wtVg
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total number of malformations, the number of 
cases of microcephaly reported, the number of 
nervous system malformations, and the number 
of births in the period studied. These data were 
then combined and used to calculate the rates per 
10,000 live births. In order to avoid repeating data, 
if the participants were included in more than one 
study, only the study with the greater sample size 
was included. 

Results

Using the MeSH terms defined in the methodology, 
32 articles were identified in the different data-
bases, references and monitoring systems of 
national birth defects. Initially, the repeated articles 
were excluded, and after filtering the articles and 
applying the inclusion and exclusion criteria, 28 
articles were eligible, of which 12 were included 
in the review since they accomplished the primary 
and secondary objectives of the research (figure 1).

The studies reviewed were published between 
2003 and 2015 in Brazil and Colombia, all using 
data from Colombia. The period evaluated included 
2,808,308 births, 21,363 malformations, 1,680 neu-
rological malformations and 420 cases of micro-
cephaly (table 1).

During the period evaluated, the surveillance 
system (Sivigila) of the Instituto Nacional de 
Salud was started started. In 2009, a pilot test 
was developed and an annual report for the 2010 
period was published. During the period 2010-
2013, there were 2,655,796 births, of which 0.35% 
had defects of some kind, including 1,248 reported 
malformations of the central and peripheral ner-
vous system, which corresponded to an average of 

15.8% of all congenital malformations reported, with 
a prevalence of 4.85 per 10,000. Of these, 3.38% 
corresponded to microcephaly, with an average 
prevalence of 1.17 cases per 10,000 births (table 2).

The prevalence of birth defects in the country 
varied between 8.7 and 68.9 per 10,000 live 
births from 2010 to 2013 according to Sivigila, 
an increase directly related with the coverage of 
this program nationwide. The highest reported 
rate of birth defects came from Bogotá, reaching 
430.8 per 10,000 births. The lowest rate came 
from the department of Risaralda, reported as 
89.8 per 10,000 births. The highest prevalence of 
microcephaly reported was from Bogotá, reaching 

27 titles found from
database searches

5 titles found from
other sources 

28 articles after eliminating duplicates

28 articles assessed

16 articles reviewed

12 excluded

Excluded with reason (4)
- Absence of results
- Repeated database use
- Study design

12 articles included for
qualitative analysis

Table 1. Prevalence of microcephaly and central nervous system anomalies per 10,000 births in Colombia

Author, publication year, study period, study location Microcephaly Central nervous system 
anomalies

Number of 
cases

Number per 
10,000 births

Number of 
cases

Number per 
10,000 births

González Y, 2010, 2010, Colombia 21 00.3 128   2.0
González Y, 2011, 2011, Colombia 70 10.1 346   5.2
González Y, 2012, 2012, Colombia 74 10.1 237   3.5
Misnaza SP, 2013, 2013, Colombia 142 20.2 573   8.7
Pachajoa H, 2010,2004-2008, Cali, Colombia 5 10.5 114 34.6
Silva JR, 1998, 1987-1988, Barranquilla, Colombia 1 20.7   10 26.6
Ramírez J, 2015, 2011-2012, Cali, Colombia 2 00.5   28 49.4
López JS, 2015, 1982-2013, Colombia 77 30.1 ND ND
García H, 2003, 1997-2000, Bogotá, Colombia 2 30.5   31 54.5
Porras GL, 2016, 2010-2013, Risaralda, Colombia 13 30.1   73 17.2
Zarante I, 2010, 2001-2008, Bogotá, Ubaté, Manizales, Colombia 13 20.5 103 19.5
Arteaga CE, 2003, 1991-1992, Bogotá, Colombia 0   0.0   37 40.1

Figure 1. Flowchart of the study selection
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Table 2. Description of articles consulted for the literature review

Author, 
publication 
year

Study objective Study 
location

Study type Study period Study 
population

Sample 
size

Outcome 
variable 
definition

Biases

González Y, 
2010

To report 
congenital 
anomalies in 2010

Colombia Routine 
data from 
epidemiologic 
surveillance

2010 Births 654,627 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Limited to 
coverage of 
the national 
surveillance 
network

González Y, 
2011

To report 
congenital 
anomalies in 2011

Colombia Routine 
data from 
epidemiologic 
surveillance

2011 Births 665,499 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Limited to 
coverage of 
the national 
surveillance 
network

González Y, 
2012

To report 
congenital 
anomalies in 2012

Colombia Routine 
data from 
epidemiologic 
surveillance

2012 Births 676,835 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Limited to 
coverage of 
the national 
surveillance 
network

Misnaza SP, 
2013

To report 
congenital 
anomalies in 2013

Colombia Routine 
data from 
epidemiologic 
surveillance

2013 Births 658,835 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Limited to 
coverage of 
the national 
surveillance 
network

Pachajoa H, 
2010

To evaluate birth 
defects in a tertiary 
care hospital

Cali, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

2004-2008 Births 32,995 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Small sample 
size

Silva JR, 
1998

To evaluate 
congenital 
malformations 
and genetics 
in a newborn 
population

Barranquilla, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

1987-1988 Live births 3,763 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Small sample 
size

Ramírez J, 
2015

To evaluate birth 
defects in a tertiary 
care hospital

Cali, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

July, 2011-June, 
2012

Births 5,669 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Small sample 
size

López JS, 
2015

To evaluate 
microcephaly in 
ECLAMC and in 
Brazil

Colombia Observational – 
Case control

1982-2013 Births 249,746 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Limited to 
coverage of 
the national 
surveillance 
network

García H, 
2003

To evaluate 
the prevalence 
of congenital 
anomalies at the 
Instituto Materno-
Infantil de Bogotá

Bogotá, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

October, 
1997-April, 
1998, July, 

2000-
November, 

2000

Births 5,686 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Study 
performed 
during a 
discontinuous 
time period

Porras GL, 
2016

To determine the 
prevalence of 
congenital defects

Risaralda, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

July, 2010- 
December, 

2013

Births 42,431 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Small sample 
size

Zarante I, 
2010

To determine 
the prevalence 
of congenital 
malformations 
and assess the 
prognosis of 
newborns

Bogotá, 
Ubaté, and 
Manizales, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

April, 
2011-January, 

2008

Births 52,744 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Small sample 
size

Arteaga CE, 
2003

To assess the 
prevalence and 
factors associated 
with congenital 
anomalies at the 
Instituto Materno-
Infantil de Bogotá

Bogotá, 
Colombia

Observational – 
Cross sectional

1991-1992 Births 9,224 Head 
circumference 
<3 standard 
deviations

Small sample 
size
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3.5 per 10,000 births in 2003. In the period of 
study, the rate of central nervous system  defects in 
Colombia ranged from 2 to 8.7, with microcephaly 
ranging from 0.3 to 3.1 per 10,000 births. On 
average, the prevalence of these defects and 
microcephaly was 23.5 (95% CI 23.1-24) and 1.8 
(95% CI 1.7-1.8) per 10,000 births, respectively. 
The study that reported the highest prevalence 
for microcephaly in the country was by ECLAMC 
during the period 1982-2013. In this study, 24,976 
births were reported, of which 77 were registered 
with microcephaly, leading to a prevalence of 3.08 
per 10,000 births for the follow-up period (table 2).

Discussion

Congenital defects are a worldwide public health 
problem. It is estimated that 7.9 million children 
are born with congenital defects every year, with 
3.3 million children under 5 years of age dying 
due to these defects and 3.2 million surviving 
with disabilities (24). As a cause of infant death in 
Colombia in recent decades, congenital anomalies 
ranked seventh in 1970, fourth in 1980 and third 
in 1994 (25). From 2000 to 2004, a total of 14,036 
deaths from congenital anomalies was reported in 
Colombia, with a mortality rate of 8.43 per 10,000 
births (26). From 2005 to 2011, congenital defects 
were reported as the second leading cause of death 
in children under one year of age, contributing to 
20.8% of all deaths, according to the Departamento 
Administrativo Nacional de Estadísticas (DANE) 
(27). According to the analysis of the health situa-
tion in Colombia, congenital defects are the second 
leading cause of infant mortality. The available 
evidence suggests that the prevalence and the 
potential burden of congenital disorders in public 
health are high in developing countries and, in 
some circumstances, they are greater than in 
developed countries. Birth defects in Colombia are 
responsible for 23% of the total mortality in chil-
dren under 5 years of age (28), a clinically signifi-
cant issue that has been declared a public health 
problem (29).

After the ZV outbreak in the Americas, birth defects 
such as microcephaly have gained particular clini-
cal relevance. Before the epidemic, the definition 
of microcephaly was heterogeneous, controversial, 
and varied between institutions (30). Some authors 
classify microcephaly as a head circumference 
less than two standard deviations from median 
values (31). Other authors suggest that this meas-
ure should be necessarily adjusted to prematurity 
and to the length of patients’ head circumference 

(9,32). Assuming that the cephalic perimeter has 
a normal distribution across the population, 2.3% 
of all children would be defined as having micro-                                                                
cephaly. Despite this, literature estimates that less 
than 0.54% to 0.56% of children are classified 
with a head circumference less than two standard 
deviations, which suggests a non-normal distribu-
tion of this measure (9). The true number of cases of 
microcephaly in Brazil, where the ZV epidemic was 
first associated with the condition, was unknown 
since this event was overestimated, no active 
search was done, and its diagnosis was based on 
non-standardized criteria before the associations 
between Zika and congenital defects (30).

We conducted a systematic review of the litera-
ture regarding the frequency of microcephaly in 
Colombia. The objective was to determine the 
prevalence of microcephaly in the country before 
the ZV epidemic and to establish whether there 
was a change in the prevalence of microcephaly 
per 10,000 births. Such information would allow us 
to determine if the increase of microcephaly cases 
was significant and develop a better approach to 
the Zika virus epidemic in Colombia and its asso-
ciation with congenital defects. 

During the study period, microcephaly was equiv-
alent to 3.38% of congenital defects and its 
prevalence rate fluctuated between 0.3 to 3.1 per 
10,000 live births, with an average rate of 1, 56 per 
10,000 live births from 1982 to 2013. Compared 
with the rate of microcephaly in the rest of Latin 
American countries, Colombia’s rate falls within the 
average since ECLAMC rate per 10, 000 live births 
was 4.53 (95% CI 4.05-5.02) in Brazil and 4.30 
(95% CI 2.57-3.22) in Chile, compared with 3.08 
per 10,000 live births (95% CI 2.04-3.84), which 
does not surpass the global rate of microcephaly 
according to ECLAMC, which was 3.30 (95% CI 
3.09-3.50) per 10,000 live births between 1982 and 
2013. According to ECLAMC, from 1982 to 2013, 
Brazil and Chile had the highest prevalence of 
microcephaly in Latin America (33).

In the study period, few Colombian departments 
and cities had surveillance systems for reporting 
birth defects such as microcephaly. Among the 
studies found in literature, microcephaly, defined 
as a head circumference less than three stan-
dard deviations when adjusted for age and sex, 
we found those from Cali, Barranquilla, Bogotá, 
Risaralda, Manizales, and Ubaté. Besides these 
studies, microcephaly had also been reported in 
articles assessing birth defects across Colombia. 
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This relatively small amount of reporting on                                                            
microcephaly could be explained by the low fre-
quency of the event, which leads to its exclusion 
in the final statistics. Nevertheless, the number of 
reports of congenital malformations has increased 
in recent years, as noted in the annual report of 
Sivigila, which may be explained by an increase 
in reporting or an increase in the rate of micro-
cephaly. We were unable to make this distinction 
in the present study, which represents a limitation. 

Compared to the prevalence of microcephaly 
reported by ECLAMC from 1982 to 2013, the 
prevalence reported by Sivigila from 2010 to 2013 
was lower, with an average prevalence of 1.5 
births with microcephaly per 10,000 births. The 
studies reported and included in this review only 
classified the defects and described the frequency 
of microcephaly, but did not discriminate according 
to etiology. In the present review, we could not find 
any observational cohort studies or case-control 
studies evaluating the risks and other measures of 
association of microcephaly in Colombia. However, 
the different cross-sectional studies reported in                                                                                                        
the country confirmed the existence of micro-
cephaly before the emergence of autochthonous 
ZV in the country.

One limitation of this study was the variability of the 
diagnostic criteria of microcephaly. We used the 
more rigorous criteria, that of less than three stan-
dard deviations of head circumference, adjusted 
for age and sex. Consequently, studies using other 
criteria for microcephaly were not included. Addi-
tionally, it is possible that not all relevant studies 
were found and included in the review, although               
we adopted measures to reduce the likelihood of 
this limitation.

Finally, the prevalence of microcephaly in Colombia 
from 1982 to 2013, before the introduction of ZV, 
ranged from 0.3 to 3.1 per 10,000 births, with an 
average of 1.8 (95% CI 1.7 - 1.8) per 10,000 births. 
These findings are important to determine if the 
prevalence after the introduction of the Zika virus 
has meant significant changes.
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Introduction: Dengue virus replication has been considered mainly cytoplasmic, however, studies 
indicate that some flaviviruses may use the intranuclear pathway as part of the machinery that the virus 
uses to increase infection capacity in the host cell. This paper describes alterations at nuclear level in 
the cell infected with dengue, which are likely involved in the virus replication processes.
Objective: This paper addresses the ultrastructural observations of C6/36 cells of the Aedes albopictus 
mosquito infected with dengue virus type 2.
Materials and methods: C6/36 cells were infected in culture medium with the serum of a patient 
positively diagnosed for dengue 2. Subsequently, the cells were incubated for 10 days and the cytopathic 
effect was assessed. The cells were processed for immunofluorescence assays and transmission 
electron microscopy.
Results: The immunofluorescence assays confirmed the presence of viral protein E associated with 
cellular syncytia in the culture. In the ultrastructural study, the infected cells showed vesicular-tubular 
structures and dilated cisterns of the endoplasmic reticulum at the cytoplasmic level. Viral particles 
were found exclusively in cytoplasm localized within the vacuoles. Nuclei of cellular syncytia showed 
membrane structures arranged in a circular shape and, in some cases, these syncytia displayed lysis; 
in no case viral particles were observed at the nuclear level. 
Conclusions: The ultrastructural alterations of nuclei in cells infected with the dengue virus using 
electron microscopy techniques had not been reported before, as far as we know. It is likely that 
such modifications are associated with replicative processes at an intranuclear level as an alternate 
replication mechanism.

Key words: Aedes; dengue; microscopy, electron.
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Cambios ultraestructurales en núcleos de células C6/36 infectadas con virus dengue de tipo 2

Introducción. La replicación del virus del dengue se ha considerado principalmente citoplásmica; 
sin embargo, en diversos estudios se ha informado que algunos flavivirus pueden utilizar factores 
intranucleares como parte de la maquinaria que utilizan para aumentar la capacidad de infección en la 
célula huésped. En este trabajo se describen las alteraciones a nivel nuclear en células infectadas con 
dengue, probablemente involucradas en procesos de replicación viral.
Objetivo. Presentar las observaciones ultraestructurales de células C6/36 de Aedes albopictus 
infectadas con el virus del dengue de tipo 2.
Materiales y métodos. Se infectaron células C6/36 con suero de un paciente con diagnóstico 
de dengue 2; posteriormente, se mantuvieron en medio de cultivo durante 10 días y se evaluó el 
efecto citopático. Las células se procesaron para los ensayos de inmunofluorescencia y microscopía 
electrónica de transmisión, con el fin de hacer el estudio ultraestructural.
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Resultados. Los ensayos de inmunofluorescencia confirmaron la presencia de la proteína E viral 
asociada con sincitios celulares en el cultivo. En el estudio ultraestructural, las células infectadas tenían 
estructuras vesiculares y tubulares, y cisternas dilatadas del retículo endoplásmico en el citoplasma. 
Las partículas virales se encontraron exclusivamente en vacuolas localizadas en el citoplasma. Los 
núcleos de los sincitios celulares contenían estructuras de membrana dispuestas en forma circular y, 
en algunos casos, dichos sincitios presentaban lisis. En ningún caso se observaron partículas virales 
en el núcleo.
Conclusiones. No se habían reportado alteraciones ultraestructurales en los núcleos de células 
infectadas con el virus del dengue detectadas mediante técnicas de microscopia electrónica. Es 
probable que tales modificaciones estén asociadas con procesos intranucleares de replicación como 
un mecanismo alternativo.
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Dengue virus (DENV) belongs to the Flavivirus 
genus of the Flaviviridae family; this arbovirus pos-
sesses four antigenically distinct serotypes and is 
transmitted to humans through vectors of the Aedes 
genus, specifically A. aegypti and A. albopictus 
(1,2). The infection in humans causes a febrile 
illness limited in most of the cases and it can even 
be asymptomatic; however, in a small proportion, 
it generates a lethal infection characterized by 
hemorrhagic manifestations, hepatic dysfunction, 
respiratory difficulty, increased vascular permea-
bility and multiple organ failure (3-5).

The viral particle has a size of 40 to 50 nm and is 
comprised by a wrapped capsid containing a single 
positive-polarity RNA genome of an approximate 
size of 11 kb. The genome codifies a polyprotein 
that contains three structural proteins (C, prM, and 
E) and seven non-structural proteins (NS1, NS2A, 
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5); it has an open 
reading frame and is flanked by two untranslated 
regions that have secondary structures required 
for efficient translation and replication (6,7).

In pathogenesis studies of the arboviral dengue 
infection, one of the main objectives is to determine 
the mechanisms through which the virus replicates 
in the host cell. The viral replication of dengue 
has been associated mainly to the cytoplasmic 
level; however, some authors report intranuclear 
replication due to the presence of nonstructural 
proteins or their domains in this cellular organelle 
(8). In vitro, DENV has shown to be capable of 

infecting numerous human cells, including dendritic 
cells (DC), monocytes and macrophages, B cells, T 
cells, endothelial cells, hepatocytes, and neuronal 
cells, as well as a number of cell lines used for viral 
propagation such as Vero cells or C6/36 cells (9). 

The latter cells of A. albopictus mosquito were 
established in 1978 and, since then, thanks to the 
non-complex nature of the culture conditions, it has 
been possible to isolate and identify other arbovi-
ruses (10,11); similarly, thanks to the ultrastructural 
study of the dengue viral infection in this type of 
cell, some morphological aspects that occur during 
the infection and replication processes have been 
elucidated, allowing to expand the knowledge on 
the pathogenesis of the dengue infection (12-14).

This paper presents an ultrastructural characteri-
zation of C6/36 cells infected with the dengue 
virus type 2 and, for the first time, alterations at 
the nuclear level that could be involved in the virus 
replication processes.

Materials and methods

Cell cultures and infection 

C6/36 cells of A. albopictus (Aa C6/36) from the 
cell bank of the Grupo de Virología at the Instituto 
Nacional de Salud in Bogotá were infected with 
dengue virus type 2 (DENV-2).

Briefly, the Aa C6/36 cells were thawed with thawing 
medium (E-MEM-Gibco™, fetal bovine serum 20%, 
tryptose phosphate 3%, penicillin-streptomycin 2%, 
glutamine 1%, Hepes 1%, and bicarbonate 1%)                                                                                           
were seeded and incubated during three days 
at 28°C in tubes until obtaining 80% of confluent 
layer. After removing the medium, the cells were 
incubated for 30 minutes at 28°C with a serum 
from patients with a positive diagnosis for dengue 
2 in a 1:9 ratio in culture medium, and were sub-
sequently incubated for 10 days in maintenance 

mailto:jrivera@ins.gov.co
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culture medium following the viral isolation protocols 
established by the Grupo de Virología of the 
Instituto Nacional de Salud. The viral titer was 4.00 
x 106 PFU/ml obtained after passage in C6/36 cells. 
Finally, the cytopathic effect was assessed using 
light microscopy and the cell pellet obtained was 
rinsed with phosphate buffered saline.

Immunofluorescence for the confirmation of 
the viral infection

The viral infection was confirmed by detecting viral 
antigens with indirect immunofluorescence using 
an antibody against the protein E of the virus. Of the 
cell pellet obtained in the culture, 10 µl were taken 
and spread on a slide, and subsequently, they were 
fixed with 10% acetone for 10 minutes and stored at 
-70 °C until processing. The cells were permeated 
with Triton™ X-100 at 0.3% for 1 hour; after rinsing, 
blocking was performed using normal 10% goat 
serum for 1 hour followed by incubation overnight 
at 4 °C with the MAB8744 antibody (E protein of 
Flavivirus, Chemicon) in a 1:50 dilution. Later, 
they were incubated with anti-mice IgG marked 
with Alexa 488 in a 1:200 dilution for 1 hour using 
DAPI with nuclei contrast. Finally, the slides were 
mounted with VectaShield (Vector) and observed 
under the Leica TCSSP5™ confocal microscope.

Transmission Electron Microscopy

Infected and normal cells were processed sepa-
rately with two fixators, i.e., tannic acid 4% and 
glutaraldehyde 2.5% in phosphate buffer 0.1 M, pH 
7.2 and ruthenium red 1% in sodium cacodylate 
buffer; subsequently, the two treatments were 
fixed with aqueous osmium tetraoxide at 2%. The 
dehydration process was performed in ascending 
ethanolic gradient from 50 to 70 to 80% for 10 
minutes each, to 95% for 20 minutes and two 
changes of ethanol at 100% for 20 minutes, to then 
pass the cells through propylene oxide twice for 

20 minutes each. The infiltration was performed in 
a mixture of propylene oxide and araldite-Epon™ 
epoxy resin (2:1) for 1 hour, 1:1 for one hour,                   
and then two changes of pure resin in 24 hours; 
finally, the polymerization was performed at 68 °C 
for 48 hours. 

We obtained semi-fine sections from the cells 
included in resin of approximately 500 nm, which 
were stained with toluidine blue; then we contrasted 
sections of 60 to 90 nm thick with uranyl acetate 
and lead citrate and the sections were observed 
under a transmission electron microscope (ZEISS 
EM 109™).

Image digitalization for light microscopy was per-
formed in an Axiophot Zeiss™ microscope with an 
Evolution VF™ camera and QCapture Pro 6.0™ 
software; for immunofluorescence images we 
used the Leica TCSSP5™ confocal microscope 
and the ZEN 2012™ Zeiss program and for 
electron microscopy, the Zeiss EM 109™ electron 
microscope and a Finger Lakes Instrumentations™ 
camera with MaxIm DL™ software.

Ethical considerations

Viral isolates were obtained from the sera of patients 
diagnosed by positive PCR for dengue virus from 
the samples archive of the Grupo de Virología of 
the Instituto Nacional de Salud. The information of 
the cases selected was treated following the basic 
ethical principles promulgated in the Declaration 
of Helsinki adopted by the 18th World Medical 
Assembly, Helsinki, Finland, June 1964 (15).

Results

During the confirmation process by immunofluores-
cence of the viral infection in the C6/36 cells to 
detect the E protein of the virus, we observed a 
cytoplasmic localization of the protein, mainly in 
cell syncytia (figure 1).

a b c

Figure 1. C6/36 cells of Aedes albopictus. Immunofluorescence to detect E protein of flavivirus (MAB8744, Chemicon). a. Cells 
infected with dengue virus DENV-2, the arrowhead indicates a cell syncytium. b. Negative control of the immunofluorescence assay. 
c. Mock cells. DAPI was used for nuclei contrast. The localization of the antigen in a, was exclusively cytoplasmic. Bar: 10 µm 
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Using high-resolution optical microscopy to observe 
the infected C6/36 cells, we also observed a promi-
nent vacuolization at the cytoplasmic level and the 
formation of cellular syncytia, a typical cytopathic 
effect of this cell line (figure 2) (14,16).

We also observed cytoplasmic vesicular-tubular 
structures and dilated cisterns of the endoplas-
mic reticulum during the ultrastructural study of 
the infected cells (figure 3). Viral particles with 
an approximate size of 70 nm were observed 
exclusively in the cytoplasm, specifically within the 
cytoplasmic vacuoles, which showed an arrange-
ment in groups of particles when observed with a 
higher contrast (figure 3, b and c). In the syncytia 
nuclei circularly arranged, we observed membrane 
structures (figures 4 and 5), and, additionally, lysed 

syncytia whose nuclei have the same structures; 
no viral particles were observed at nuclear level; 
in uninfected cells, no alterations were observed 
(figures 2c and 6).

Discussion

The structural alterations we observed, such as the 
formation of vesicular-tubular structures, dilated 
endoplasmic reticulum cisterns, membrane struc-
tures at cytoplasmic level –in some cases in crystal 
arrangements–, and viral particles in cytoplasmic 
vesicles, have been previously reported in infected 
C6/36 cells and in other cell types (13,17-20). The 
prominent vacuolization observed in the infected 
cells is associated to a cytopathic effect, also dem-
onstrated in other cell lines such as HepG2, Vero, 

a b c

a b c

Figure 2. Formation of cellular syncytia in C6/36 mosquito cells observed by high-resolution optical microscopy. a and b. Cells 
infected with DENV-2; note the formation of cell syncytia and the prominent vacuolation at cytoplasmic level mainly in syncytia 
(arrowheads). c. Mock cells. Blue toluidine staining. Bar: 10 µm

Figure 3. C6/36 cells infected with DENV-2 and fixed in ruthenium red 1%. a. Vesicular-tubular structures located in the cytoplasm 
(arrows). b and c. Viral particles observed at the cytoplasmic level (arrowheads). Bar: a: 520 nm, b and c: 325 nm
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infection as apoptosis has been previously reported 
in this same cell type in models treated with heavy 
metals; however, different morphological findings 
have been described such as eccentric nuclei         
and lysosomes randomly distributed in the cyto-
plasm (25).

The membrane structures induced by the virus have 
been related to the replication factories that provide 
a platform to transport proteins and viral genomes 
between the sites of the RNA replication (26-29). 
Therefore, it is possible that the structures observed 
in the nucleus in this study are connected to the 
replication events of the virus at the nuclear level. 
However, this type of replication has traditionally 
been considered as the domain of the retroviruses, 
such as the herpes-virus, the adenoviruses and 
the orthomyxoviruses which have a genome com-
posed of DNA and RNA, respectively, and use the 
nucleus as a site for viral replication.

Other viruses whose replication cycle involves the 
nucleus are some mononegavirals such as the 
Borna’s disease virus and some rhabdoviruses 
in insects (30). In the case of viruses with RNA 
genome and positive polarity, as is the case of 
the dengue virus, replication is believed to be 
exclusively cytoplasmic. Even so, many of the 
viruses that use the host cytoplasm as a primary 
site for viral replication involve in this process 
either the nucleus or its components by hijacking 
nuclear factors and altering the cytoplasm-nucleus 
traffic to promote viral replication (31). In the case 
of some flaviviruses, it has been demonstrated 
that they involve the nucleus in their replication, at 
least indirectly. For example, the treatment of host 
cells with actinomycin D or alpha-amanitine prior 
to the viral infection involves the viral replication 

Figure 4. Cellular syncytia in C6/36 mosquito cells observed by 
Transmission Electron Microscopy. Membrane structures located 
in the cytoplasm of cells infected with Denv-2 (arrows) and in a 
nucleus belonging to a cell syncytium (arrowhead). Fixation in 
tannic acid 4%-glutaraldehyde 2.5%. Bar: 0.6 µm, approximately

Figure 5. Nuclei of C6/36 cells infected with Denv-2. Membrane structures located in nuclei (arrowheads). The asterisk indicates the 
nuclear area. Fixation in ruthenium red 1%. Bar: 360 nm 

BHK, and LLC-MK (21-24), which occurs usually 
in cell cultures with prolonged periods of dengue 
infection. These alterations have been reported 
in cultures with 5 to 7 days of infection, in which 
vacuolization and syncytia formation is observed 
with the abundant presence of viral particles (13). 
However, the membrane arrangements observed 
at nuclear level had not been reported so far for 
dengue virus type 2 infection in C6/36 cells (figure 
5). These findings can be associated with the viral 
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Some structural proteins of the virus have been 
located in the nucleus. It is known that the struc-
tural protein C contains three nuclear localization 
signals (NLS) (39,40) and although it has been 
demonstrated that the said localization is not 
required for viral proliferation (39), there is evidence 
suggesting that it interacts with a transcription 
repressor in the DAXX nucleus (41). In the case 
of the Zika virus, analyses have shown that a 
monoclonal antibody that recognizes an E protein 
epitope localizes in the nucleolus. It has been 
suggested that the localization of the antigen can 
be part of a polyprotein precursor synthesized 
before the maturation of the virus and is transported 
from the cytoplasm to the nucleus in an early stage 
of the infection cycle (42).

In the case of membrane structures, one of the 
viral proteins involved in the formation of these 
intracellular sources is protein NS4B of the hepatitis 
C virus; however, in the case of the dengue virus, it 
is unknown if such protein fulfills the same function 
(43). On the contrary, there is evidence that the 
individual manifestation of NS4A in dengue viruses 
lacking the 2K fragment results in the induction 
of membrane alterations similar to the structures 
induced by infection with the virus (44).

This paper reports changes in the ultrastructural 
morphology of C6/36 cells infected with the dengue 
virus. We observed a prominent vacuolization, 
as well as the formation of syncytia and tubular 
vesicle structures containing viral particles at 
the cytoplasmic level. We report the presence of 
membrane structures located at the nuclear level, 
which are probably involved in the replication 
processes according to previous reports. There 
are few reports of the inclusion of the dengue virus 
at the nuclear level, but the presence of glycogen-
associated inclusions was recently demonstrated 
in fatal cases caused by dengue infection and in 
a murine model of infection with hepatitis C virus 
(45,46).

The cultures analyzed in this study are prolonged 
infection cultures (10 days of infection), so it is 
possible that the structures observed at the nuclear 
level may be an effect that occurs in the infection 
after several cycles of viral replication. Until now, 
only cultures with post-infection times of up to 72 
hours have been assessed, as shown in table 1, 
and, therefore, it is possible that such findings have 
gone unnoticed. Our results point to the need of 
conducting further studies aimed at establishing 
the mechanisms used by the virus to perform its 

Figure 6. Uninfected C6/36 cells. a. The asterisk indicates the 
nuclear area. b. Amplification of a., mitochondria (arrowheads). 
Fixation in ruthenium red 1%. Bar: a: 1.5 µm, b: 0.6 µm 
approximately

a

b

and, subsequently, the viral titers (32,33). The 
cell enucleation during the latent period of the 
viral infection also inhibits the replication of the 
Japanese encephalitis virus (JEV) (34,35).

Although it is not clear if the virus replication can 
take place in the nucleus, it has been demonstrated 
that various viral proteins involved in this process 
are located in the nucleus. For example, there is 
evidence of the transportation towards the nucleus 
of the flavivirus and picornavirus RNA-dependent 
polymerase (RdRP) (36,37); moreover, in the 
Japanese encephalitis, West Nile, dengue, and 
yellow fever viruses, this polymerase migrates 
to the nucleus and, in some cases, a significant 
proportion of its activity resides in the nucleus 
(34,36,37). A high nuclear immunoreactivity has 
been reported for the NS5 protein in the dengue 
virus, and somewhat lower in types 1 and 2 (38), 
although its function in the nucleus is not clear.
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replication in the host cell. Additional assays will 
be required to demonstrate or reject the direct 
involvement of the membrane structures at the 
nucleus in replication events in this cell organelle.
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CARTA AL EDITOR

Bucaramanga, 14 de febrero de 2018 

Señores
Comité Editorial
Revista Biomédica
Instituto Nacional de Salud
Bogotá, D.C.

Estimados señores: 

Hemos leído con interés el caso clínico publicado 
por Ángel Jaimes y Gerzaín Rodríguez sobre 
leishmaniasis cutánea y embarazo (1). En sus 
conclusiones se indica que la enfermedad no 
representa peligro para la madre ni el feto; sin 
embargo, hoy se plantean dudas sobre sus reales 
implicaciones durante el embarazo, incluida la 
trasmisión congénita y perinatal. 

Actualmente, se registran cambios relevantes en 
cuanto a la comprensión de la transmisión (sanguí-
nea, sexual, por trasplante, perinatal y congénita) 
de muchas enfermedades trasmitidas por vectores 
y causadas, por ejemplo, por arbovirus, así como 
de enfermedades tropicales parasitarias en áreas 
endémicas (2). 

La información sobre las infecciones parasitarias, 
incluida la leishmaniasis, se está revaluando y se 
plantean preguntas sobre la distribución del parásito 
y la respuesta inmunitaria materna, aspectos que 
pueden estar involucrados en la transmisión del 
parásito de la madre al feto. Asimismo, han surgido 
dudas sobre los mecanismos implicados en la 
transmisión cuando se la compara con la de otras 
infecciones intracelulares protozoarias, como la 
tripanosomiasis, la malaria y la toxoplasmosis (3).

Hoy se reconoce que la leishmaniasis visceral es 
la única capaz de generar un compromiso con-
génito, con un cuadro clínico similar al de la infec-
ción adquirida por transmisión vectorial, pero el 
mecanismo exacto de trasmisión todavía no se 
comprende cabalmente, en especial por tratarse 
de una condición que, aparentemente, es poco 
frecuente. En estudios en animales se ha detectado 
la invasión placentaria por parte del parásito, lo 
que altera la estructura placentaria y permite el 
paso del parásito al feto. Hoy se acepta que la ruta 
transplacentaria es la única que se ha descrito en la 
transmisión congénita de la leishmania (3), situación 
que no fue evaluada en el reporte en mención (1). 

Las pocas infecciones reportadas en otros artículos 
se han descrito a partir de un cuadro con pocos 
síntomas o ninguno, lo cual se suma a la ausencia 
de hallazgos patológicos típicos en las placentas o 
los tejidos circundantes (4). Ello pone de manifiesto 
que la expresión clínica de la enfermedad no es 
una condición sine qua non del compromiso fetal; 
además, otras formas de transmisión están por 
evaluarse, como, por ejemplo, la reacción inmu-
nológica durante el embarazo.

Es posible que exista subdiagnóstico de la infec-
ción congénita dado que el personal de salud no 
reconoce los riesgos y no se reportan los casos 
probables de riesgo de infección congénita. Dicho 
subdiagnóstico puede ocurrir en regiones endémi-
cas donde no se puede distinguir la infección vec-
torial de la congénita durante el primer año de vida. 
Además, esta puede adquirirse durante el trabajo 
de parto por vía sanguínea, lo que posiblemente 
se vería reflejado en el cuadro clínico del lactante. 
Esto, sin mencionar los reportes de casos de 
infección congénita en productos de madres asin-
tomáticas, los cuales se detectarían únicamente 
en la serología, y el hecho de que la expresión 
clínica puede estar determinada por factores como 
el tipo de leishmania, el huésped (sensibilidad 
genética, inmunocompetencia, estado nutricional, 
comorbilidades) y el ambiente (5,6). Se plantea, 
entonces, el interrogante de casos en neonatos 
con un comportamiento similar (asintomáticos peri-
natales) y la necesidad del diagnóstico perinatal 
temprano, con el fin de evaluar el modo real de 
infección y evitar la confusión con otras infecciones 
congénitas, como la causada por citomegalovirus. 
Sin embargo, los datos provenientes de estudios 
en animales apuntan a que el riesgo de transmi-
sión congénita puede estar relacionado con la fase 
(aguda o crónica) de la enfermedad en la madre 
durante la gestación (7).

Como lo plantean los autores, la leishmaniasis 
visceral es la que efectivamente se puede trans-
mitir de forma congénita (1) y, según la Organiza-
ción Mundial de la Salud (OMS), es una de las 
siete enfermedades tropicales más importantes 
y representa un importante problema de salud 
pública debido a la variabilidad de su presentación 
clínica y a los potenciales resultados fatales, inclui-
dos los perinatales (8). 

La mayoría de los casos son de la forma cutánea; 
son más comunes en adolescentes y adultos jóve-
nes residentes en zonas de pobreza extrema y alta 
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tasa de reproducción. Se sabe que el embarazo 
incrementa la sensibilidad frente a algunas infec-
ciones, como la malaria, así como el riesgo de que 
la transmisión de la madre al feto tenga resultados 
adversos en el feto. Existe el riesgo de transmisión 
fetal de la leishmaniasis, condición que ya se ha 
reportado con las formas del parásito caracteriza-
das por el tropismo visceral, y se cree que varios 
tipos de lesiones cutáneas pueden guardar relación 
con efectos fetales adversos (4,9). 

La leishmaniasis cutánea en el periodo neonatal 
es una condición excepcional y se han reportado 
pocos casos; uno de ellos fue el de un neonato 
de siete días que presentó lesiones en las mejillas 
y en los brazos, y tuvo una adecuada respuesta 
clínica con el antimoniato de meglumina. No hubo 
reporte de infección materna, lo cual podría rela-
cionarse con el hecho de que, en estos casos, la 
expresión clínica es variable en las madres. Este 
caso, además, se manifestó muy tempranamente, 
lo que permitió sospechar una eventual transmisión 
congénita (10). 

Está comprobado que, en áreas endémicas para 
infecciones parasitarias, la leishmaniasis visceral, 
y posiblemente la cutánea, son de transmisión 
congénita, por ello, esta condición debe estudiarse 
mejor para ampliar el poco conocimiento que 
se tiene sobre la fisiopatología de infecciones 
como la leishmaniasis, la cual se considera una 
enfermedad olvidada (11). Para finalizar, la eva-
luación de la placenta, los estudios serológicos y 
de biología molecular (PCR) en cordón umbilical, 
y el seguimiento del neonato, podrían contribuir a 
esclarecer el verdadero riesgo de la infección en la 
madre y en el feto. 

Atentamente,

Jorge Luis Alvarado-Socarrás
Fundación Cardiovascular de Colombia

Edgar Fabián Manrique-Hernández
Universidad Industrial de Santander 
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Bogotá, 17 de marzo de 2018

Señores 
Revista Biomédica
Instituto Nacional de Salud
Bogotá, D.C.

Apreciados editores:

Damos respuesta a la carta enviada a la revista 
por los doctores Jorge Luis Alvarado-Socarrás y 
Edgar Fabián Manrique-Hernández, relacionada 
con nuestro trabajo “Leishmaniasis cutánea y 
embarazo”, publicado en Biomédica (1).

Entre otros conceptos, los autores afirman en su 
carta que: “En sus conclusiones se indica que la 
enfermedad no representa peligro para la madre ni 
el feto; sin embargo, hoy se plantean dudas sobre 
sus reales implicaciones durante el embarazo, 
incluida la transmisión congénita y perinatal”. La                                                                                         
evidencia hasta ahora publicada sugiere ese bajo 
riesgo fetal en la leishmaniasis cutánea materna. 

***
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También, discutimos la notoria falta de investi-                                                                             
gación sobre el tema de la leishmaniasis y el 
embarazo, especialmente de la leishmaniasis 
cutánea (2,3). Resaltamos que en áreas del Brasil 
se ha observado un mayor número de muertes 
perinatales y de mortinatos en mujeres embaraza-
das con leishmaniasis cutánea, sin que se adjun-
ten pruebas del papel jugado por el parásito (3).

Afirman que “Hoy se acepta que la ruta transpla-
centaria es la única que se ha descrito en la trans-
misión congénita de la leishmania (3), situación que 
no fue evaluada en el reporte en mención (1)”. El 
reporte en mención es el nuestro. La transmisión 
congénita de la leishmaniasis cutánea no se ha 
demostrado en ningún paciente humano. Es un 
estudio que debe realizarse, teniendo en cuenta las 
hipótesis de transmisión materno-fetal sin enfer-
medad o con largos periodos de incubación. Los 
niños hijos de estas madres deben ser seguidos por 
años y los padres instruidos para tener en cuenta la 
posibilidad de que la enfermedad aparezca cuando 
no hay presencia del vector. Tales estudios deberían 
tipificar las especies y, en el caso de que aparezca 
la leishmaniasis cutánea en el hijo, comparar las 
especies productoras de la enfermedad. El estu-
dio de anticuerpos antileishmania en el recién 
nacido de una madre con leishmaniasis cutánea, 
así como de la placenta mediante histopatología y 
PCR, deberían incluirse en el programa de control 
de la leishmaniasis.

Afirman los autores que “Está comprobado que en 
áreas endémicas para infecciones parasitarias, la 
leishmaniasis visceral y, posiblemente, la cutánea, 
son de transmisión congénita…”. En los humanos 
esto solo se ha comprobado en el caso de la 
leishmaniasis visceral, no en la cutánea.

Concluyen los autores afirmando que “la evalua-
ción de la placenta, los estudios serológico y de 
biología molecular (PCR) en cordón umbilical, y 
el seguimiento del neonato, podrían contribuir a 
esclarecer el verdadero riesgo de la infección en la 
madre y en el feto”. Como ya se mencionó, este es 
un proyecto que debe realizarse.

No pudimos consultar el interesante caso del niño 
nacido de una madre sana que presentó lesiones 
de leishmaniasis cutánea curadas con antimoniato 
de meglumina (Glucantime™) (4). Los autores no 
informan sobre la especie productora ni sobre la 
localización geográfica del paciente. Desde luego, 
es un caso que sugiere la transmisión congénita de 
la leishmaniasis cutánea.

Agradecemos a los autores por sus comentarios.

Atentamente, 

Ángel Jaimes
Centro Dermatológico Federico Lleras Acosta 
Gerzaín Rodríguez
Facultad de Medicina, Universidad de La Sabana
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Información e instrucciones para los autores

Biomédica es la revista científica del Instituto 
Nacional de Salud de Colombia. Su fin primordial 
es la difusión de trabajos originales que contribuyan 
a ampliar los conocimientos en biomedicina.

Política editorial de la revista

Biomédica acepta y se acoge a los lineamientos 
establecidos por el International Committee of 
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),                                                                                                   
por Equator Network (http://www.equator-network.
org/) y por el Committee on Publication Ethics 
(COPE) (http://publicationethics.org/) para garan-
tizar la calidad de las publicaciones científicas, 
su transparencia, integridad y debida salvaguarda 
de los principios éticos que rigen la investigación 
biomédica.

La política de reconocimiento de autoría de la 
revista Biomédica se ciñe a la orientación del 
ICMJE. Este Comité señala que 

“El crédito de autoría debe basarse solamente en:

(1) contribuciones sustanciales a la concepción 
y el diseño del manuscrito, o a la adquisición, 
análisis e interpretación de los datos; 

(2) la redacción del manuscrito o la revisión crítica 
de contenido intelectual importante; 

(3) la aprobación final de la versión que se 
publicará, y

(4) la asunción de la responsabilidad frente a 
todos los aspectos del manuscrito, para garan-
tizar que los asuntos relativos a la exactitud o 
integridad de cualquier parte del mismo sean 
apropiadamente investigados y resueltos.

Para que a alguien se le reconozca como autor, 
debe satisfacer las cuatro condiciones mencio-
nadas. La adquisición de fondos, la recolección                                                                                                                            
de datos o la supervisión general del grupo de 
investigación por sí mismos, no justifican la autoría”.

La revista Biomédica no acepta la inclusión o el retiro 
de autores después de haberse iniciado el proceso 
editorial de los manuscritos. En casos excepcio-
nales en que ello se permita, es obligatorio obtener 
el consentimiento por escrito de los autores cuyos 
nombres vayan a ser eliminados del manuscrito 
o agregados a él. Además, se debe enviar una 
declaración firmada haciendo constar que todos 
los autores reúnen los criterios de autoría y que no 
existen otros autores que, reuniendo los criterios, 

hayan sido omitidos, y volver a mencionar en detalle 
la contribución de cada persona a la investigación 
y al manuscrito.

Registro de ensayos clínicos

Biomédica apoya las políticas de registro de 
ensayos clínicos de la Organización Mundial de 
la Salud y del International Commitee of Medical 
Journal Editors. Por consiguiente, solamente 
aceptará para publicación los manuscritos de inves-
tigaciones clínicas que hayan recibido un número 
de identificación en uno de los registros de ensayos 
clínicos validados por los criterios establecidos por 
las instituciones antes mencionadas. El número 
de identificación y el sitio de registro se deben incluir 
al final del resumen del manuscrito.

Derechos de autor

Ninguna publicación, nacional o extranjera, puede 
reproducir ni traducir los artículos ni sus resúmenes, 
sin previa autorización escrita del Comité Editorial 
de la revista Biomédica.

Declaración de privacidad

Los nombres y las direcciones de correo elec-
trónico suministradas a la revista se utilizarán 
exclusivamente para los propósitos declarados 
y no se pondrán a disposición de ninguna otra 
persona o institución.

Proceso editorial 

Todo material propuesto para publicación en la 
revista será revisado inicialmente por el Comité 
Editorial y enviado luego para evaluación externa a 
evaluadores o pares científicos. Para facilitar este 
paso, junto con el manuscrito, los autores deben 
enviar a través del sistema en línea, un archivo 
complementario que contenga el nombre, la afi-
liación y el correo electrónico de cuatro posibles 
evaluadores nacionales y cuatro internacionales. 
Los nombres de los evaluadores sugeridos no 
deben incluirse dentro del manuscrito.

Una vez que el autor reciba los comentarios de 
los evaluadores, debe proceder a contestarlos 
punto por punto y a incorporar las modificaciones 
correspondientes en el texto, en un plazo de 
dos semanas. Si en el transcurso de las cuatro 
semanas siguientes, Biomédica no ha recibido 
la respuesta de los autores, el Comité Editorial 
retirará el manuscrito.
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Una vez aceptado el manuscrito para publicación, 
el Comité Editorial no aceptará modificaciones 
sobre su contenido y se solicitará enviar una decla-
ración de cesión a la revista de los derechos de 
reproducción, la cual debe ser firmada por todos 
los autores. Además, los autores deben hacer 
revisar la calidad del inglés del manuscrito o del 
resumen, por parte de un experto en el idioma, 
y enviar la certificación a la revista en un plazo 
menor a dos semanas. 

La revista Biomédica se reserva el derecho de 
aceptar o rechazar los manuscritos sometidos 
para publicación, y hará sugerencias que tiendan 
a mejorar su presentación y a garantizar la inte-
gridad de la publicación.

Los manuscritos originales aceptados para publi-
cación, se mantendrán en los archivos de la revista 
durante mínimo un año a partir de la fecha de 
publicación.

Después de la edición y la corrección de estilo, 
los autores recibirán las galeradas del artículo, las 
cuales deben ser cuidadosamente revisadas y 
devueltas al editor en un término máximo de 48 
horas.

La revista Biomédica es de acceso libre e incluye 
metadatos de citación para todas las referencias de 
los artículos publicados y las deposita en CrossRef 
(http://www.crossref.org/).

Información general sobre los manuscritos

Biomédica publica trabajos científicos, escritos en 
español o en inglés, en las siguientes categorías.

Artículo original: trabajo inédito derivado de una 
investigación biomédica que aporta información 
nueva sobre aspectos específicos y contribuye de 
manera relevante al conocimiento científico.

Comunicación breve: es el informe de resultados 
parciales o finales de una investigación, cuya 
divulgación rápida sea de gran importancia.

Nota técnica: describe en detalle una técnica de                                                                                                  
laboratorio novedosa o modificaciones de una 
técnica ya establecida, enfatizando las ventajas 
que tiene el procedimiento o la innovación 
desarrollados.

Ensayo: es un manuscrito filosófico, literario o 
científico que presenta la opinión sustentada del 
autor sobre un tema específico o de actualidad.

Comentario: manuscrito sobre un artículo publi-
cado en la revista.

Reseña histórica: es un manuscrito que destaca 
personajes o sucesos y su contribución al desa-
rrollo de las ciencias biomédicas o de las políticas 
en salud.

Revisión de tema: presenta el estado actual del 
conocimiento sobre un tema; puede ser de dos tipos:

1) solicitada directamente por el Comité Editorial 
a personas expertas en el tema,

2) presentada por profesionales interesados 
en un tema en particular. En este caso, se 
debe enviar inicialmente al Comité Editorial 
la propuesta en la que se indique por qué el 
tema escogido es pertinente para los lectores 
de Biomédica, así                                         como 
una breve descripción del contenido,                                                                                
las referencias clave, las publicaciones de los                                      
autores sobre el tema que serán incluidas 
(requisito obligatorio), los datos inéditos de 
los autores que se incluirán en la revisión 
(requisito obligatorio), la probable extensión 
del documento y el número aproximado de 
ilustraciones.

En ambas casos, los autores deben estructurar la 
revisión de la siguiente manera:

- incluir un resumen con énfasis en el significado 
de los hallazgos recientes;

- una introducción al tema, señalando hitos 
pasados y desarrollos presentes;

- encabezamientos en el texto, con el objeto de 
hacer más provechosa su lectura;

- la revisión debe incluir un análisis crítico de la 
bibliografía y los datos propios de los autores;

- el desarrollo del tema queda a discreción del 
autor, pero se aconseja que incluya tablas, 
esquemas y figuras, que hagan ágil el texto y 
ofrezcan una comprensión más rápida de su 
contenido. En caso de usar figuras tomadas 
total o parcialmente de otras publicaciones, 
los autores deben adjuntar el permiso de la 
casa editorial que ostente los derechos de 
autor para su reproducción en Biomédica.

Imágenes en biomedicina: es un trabajo ilustrado 
con fotografías que muestran y explican de manera 
didáctica un concepto, una estructura, una enfer-
medad o un diagnóstico biomédico. Debe incluir 
un comentario corto que resalte la importancia del 
tema ilustrado.

Haga usted el diagnóstico: pretende retar la 
capacidad diagnóstica de los lectores, utilizando 
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ilustraciones o fotografías de casos clínicos o de 
hallazgos microscópicos. Consta de dos partes, 
la presentación clínica y los hallazgos correspon-
dientes, y el diagnóstico correcto; este último 
aparece en una página aparte y debe acompañarse 
de un comentario actualizado sobre la entidad que 
se pretende ilustrar.

Presentación de casos: son ejemplos de casos 
clínicos que destacan alguna particularidad o seña-
lan un hallazgo especial de la enfermedad, con una 
revisión breve de las publicaciones pertinentes. 

Cartas al editor: los lectores pueden solicitar 
aclaraciones o presentar comentarios sobre el 
material publicado en la revista. La decisión sobre 
la publicación de las cartas recibidas queda a 
discreción del Comité Editorial.

Comentarios bibliográficos: son escritos críticos 
breves sobre libros de salud o de biomedicina.

Preparación del manuscrito

Los autores deben ceñirse a las indicaciones 
del International Committee of Medical Journal 
Editors, que se encuentran publicadas como 
Recommendations for the Conduct, Reporting, 
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical 
Journals (Updated December 2013) (http://icmje.
org/icmje-recommendations.pdf). 

El manuscrito debe incluir las siguientes secciones.

Hoja de presentación: esta sección debe incluir

- título (máximo 165 caracteres),

- título corto para los encabezamientos de las 
páginas (máximo 50 caracteres),

- título en inglés (máximo 165 caracteres),

- un párrafo con los nombres completos de los 
autores únicamente con el primer apellido,

- la afiliación institucional integrada por grupo, 
institución, ciudad y país. La afiliación insti-
tucional se relaciona con los autores con 
números en superíndice y en ella se deben 
omitir cargos y títulos académicos,

- datos de correspondencia: nombre del autor 
responsable, dirección completa, número 
telefónico y de fax, y dirección electrónica, y

- párrafo donde los autores declaren cuál fue el 
aporte al documento de cada uno de ellos.

Resúmenes: el trabajo debe incluir un resumen 
estructurado en español e inglés, con los subtí-
tulos introducción, objetivo, materiales y métodos, 

resultados y conclusión. Los resúmenes no deben 
exceder las 250 palabras. No se permite el uso de 
referencias ni se recomienda la inclusión de siglas 
o acrónimos.

Palabras clave: se requieren de 6 a 10 palabras 
clave en cada idioma; consulte los Descriptores 
en Ciencias de la Salud (DeCS) del índice de 
la Literatura Latinoamericana y del Caribe en 
Ciencias de la Salud (LILACS) en http://decs.bvs.
br/E/homepagee.htm; para verificar las de inglés, 
consulte los Medical Subject Headings (MeSH) del 
Index Medicus en http://www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.htm.

Texto: todo el manuscrito, incluso la página del 
título, los resúmenes, las referencias, las leyendas 
de figuras y cuadros, debe estar escrito en letra 
Arial de 12 puntos de tamaño a doble espacio y 
alineado a la izquierda, sin dejar espacios extras 
entre párrafos; se debe dejar un solo espacio 
después del punto y seguido o del punto y aparte. 

Los cuadros se deben configurar en letra Arial de 
10 puntos de tamaño a espacio sencillo.

Se debe usar letra bastardilla o cursiva para los 
términos científicos, sin subrayarlos.

Los números decimales en español deben separarse 
de los números enteros por comas, no por puntos. 

Formato electrónico: el manuscrito se debe enviar 
en Word, preferiblemente en la versión 97-2003. 
Además de ser adjuntas al documento de Word, 
las figuras se deben enviar preferentemente como 
fichero complementario en formato tiff (Tagged 
Image File Format) de 300 dpi (dots per inch). Las 
gráficas elaboradas en PowerPoint o Word son de 
baja resolución, por lo tanto, no se deben incluir 
este tipo de imágenes en formato electrónico. Las 
ilustraciones se imprimen en una columna (75 mm) 
o en dos columnas (153 mm); por consiguiente, se 
deben enviar las ilustraciones del tamaño en que 
van a quedar impresas. Si las ilustraciones son en 
color y se remiten en formato electrónico, se deben 
enviar en archivos CMYK en formato tiff (Tagged 
Image File Format) de alta resolución. Si la imagen 
no tiene texto incluido, la resolución óptima para 
los archivos CMYK es de 300 dpi; si incluye texto, 
la resolución recomendada es de 600 dpi y, si son 
de blanco y negro, de 1.200 dpi. La fuente preferida 
para las gráficas es Helvética. Si sus archivos 
son de Macintosh, debe convertirlos a uno de 
los formatos mencionados. Se requiere una lista 
completa de los archivos enviados, que incluya los 
programas cuyo formato se utilizó.
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Agradecimientos: cuando en esta sección se 
nombren personas, los autores deben certificar 
que ellos tienen conocimiento y están de acuerdo 
con aparecer en los agradecimientos. Esto no es 
necesario cuando se nombran entidades.

Conflicto de intereses y financiación: los autores 
deben incluir, antes de las referencias del manuscrito, 
un párrafo en el que expresen si existen conflictos de 
intereses o si no los hay. Además, debe presentarse 
otro párrafo que incluya la fuente de financiación de 
la investigación adelantada.

Biomédica acoge las recomendaciones del ICMJE 
y adopta el formato de declaración de potenciales 
conflictos de intereses, el cual debe ser diligenciado 
individualmente por cada uno de los autores del 
manuscrito y enviado junto con la carta de remisión. 
El formulario electrónico está disponible en http://
www.icmje.org/conflicts-of-interest/.

Referencias bibliográficas: es indispensable 
observar estrictamente las indicaciones de los 
requisitos uniformes para manuscritos del área 
biomédica. Se le asigna un número a cada refe-
rencia citada del texto, así como a los cuadros y 
a las figuras, en orden ascendente. Los números 
de las referencias se anotan entre paréntesis y no 
como superíndice.

Las comunicaciones personales, los datos sin 
publicar, los manuscritos en preparación o some-
tidos para publicación y los resúmenes de trabajos 
presentados en congresos, se deben citar entre 
paréntesis en el cuerpo del manuscrito y no en la 
sección de referencias. 

La abreviatura exacta de la revista citada se debe 
consultar en la lista de publicaciones periódicas del 
Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html); si la revista no aparece, se escribe el título 
completo de la revista. Solo se deben transcribir los 
seis primeros autores del artículo, seguidos de et al. 
Se recomienda la inclusión de referencias nacionales 
y latinoamericanas, para lo cual se puede consultar 
Lilacs, Publindex, Latindex, Redalyc, Sibra y otras 
fuentes bibliográficas pertinentes.

En caso de dudas sobre la forma correcta de citar 
una referencia (artículo científico, libro, tesis, página 
de internet, etc.), se sugiere consultar la página 
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html, en la cual se encuentran ejemplos de todos y 
cada uno de los posibles casos.

A continuación se dan algunos ejemplos para el 
estilo de las referencias, siguiendo las normas de 
Vancouver.

Revista científica: la forma adecuada de citar 
revistas científicas es la siguiente (observar el 
orden de los datos, los espacios y la puntuación):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales 
del nombre) en negrilla. Título. Abreviatura de 
la revista. Año;volumen:página inicial-página final. 
http://dx.doi.org/

Ejemplo:

Sánchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya 
L, Díaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc 
aminoquelado y el sulfato de zinc en la incidencia 
de la infección respiratoria y la diarrea en niños 
preescolares de centros infantiles. Biomédica. 
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a 
as a functional marker for the identification of 
natural killer cell activity. J Immunol Methods. 
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/j.jim. 
2004.08.008

Libro o documento: la forma adecuada de citar 
libros o documentos es (observar el orden de los 
datos, los espacios y la puntuación):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales 
del nombre) en negrilla. Título. Edición (en los 
casos que corresponda). Ciudad de publicación: 
editorial; año. página inicial-página final o número 
total de páginas.

Ejemplo:

Bernard HR. Research methods in anthropology: 
Qualitative and quantitative approaches. Second 
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications; 
1994. 585 p.

Capítulo de libro o documento: la forma ade-
cuada de citar capítulos de libros o documentos es 
la siguiente (observar el orden de los datos, los 
espacios y la puntuación):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales 
del nombre) en negrilla. Título del capítulo. En: 
autor del libro, editores. Título del libro. Edición (en 
los casos que corresponda). Ciudad de publicación: 
editorial; año. página inicial-página final.

Ejemplo:

Franco JL, Orrego JC, Montoya CJ, Patiño PJ. 
Síndrome de infección recurrente. En: Correa JA, 
Gómez JF, Posada R, editores. Fundamentos 
de Pediatría. Tercera edición. Medellín: Editorial 
Corporación para Investigaciones Biológicas; 
2007. p. 15-50.
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Documentos en páginas web: la forma adecuada 
de citar documentos publicados en páginas web, 
es la siguiente (observar el orden de los datos, los 
espacios y la puntuación):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales 
del nombre) en negrilla. Título. Fecha de consulta: 
día, mes, año. Disponible en: página exacta en 
donde abre el documento.

Ejemplo:

Ministerio de la Protección Social. Actualiza-
ción integral del POS 2013. Fecha de consulta: 
26 de febrero del 2014. Disponible en: http://
www.pos.gov.co/Documents/LISTADO%20
MEDICAMENTOS%20ACUERDO%20008%20
CRES.pdf. 

Cuadros y figuras: los cuadros se elaboran usando 
el formato de Word; abstenerse de preparar archi-
vos en columnas o tabulados en el texto mismo 
del manuscrito. 

En las preparaciones de microscopio, se deben 
mencionar la coloración y el aumento según el 
objetivo utilizado, sin incluir el valor del ocular.

Cuando se utilicen cuadros o figuras que ya hayan 
sido publicados, se requiere enviar la autorización 
de la casa editorial que ostenta los derechos de 
reproducción.

Remisión del manuscrito

El manuscrito debe ser remitido a través del sistema 
en línea disponible en el enlace de información 
para autores en http://www.revistabiomedica.org/.

Sin embargo, se debe enviar la carta impresa de 
remisión firmada en original por todos los autores, 
en la que conste que todos conocen y están de 
acuerdo con su contenido, y que el manuscrito no 
ha sido publicado anteriormente ni se ha sometido 
a publicación simultánea en otra revista, a la oficina 
de la revista ubicada en la siguiente dirección:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 N° 51-20, bloque B, oficina B-245

Bogotá, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.

Los autores radicados en otros países pueden 
enviar la carta de remisión firmada y escaneada 
desde sus correos electrónicos personales, al correo 
de la revista (biomedica@ins.gov.co), informando 
que se entrega por este medio por encontrarse en 
el exterior.

Solo cuando se reciba la carta de remisión en la 
oficina de la revista (autores nacionales), o todos 
los correos (autores internacionales), se iniciará el 
proceso de revisión editorial del manuscrito.

Al someter un manuscrito para publicación en 
Biomédica, los autores aceptan con su firma, 
explícita o implícitamente, que:

1) Conocen las instrucciones para los autores y 
las han seguido detalladamente. 

2) Todos los autores cumplen todos los criterios 
internacionalmente aceptados para ser consi-
derados como tal. 

3) No se ha excluido de la lista de autores el 
nombre de ningún autor que reúna los requisitos 
para serlo.

4) Todos los autores conocen la versión final del 
manuscrito sometido para publicación y están 
de acuerdo con ella.

5) No se ha incurrido en conducta alguna que 
pueda considerarse como transgresión de la 
integridad científica o de los principios éticos 
que rigen las publicaciones científicas.



152

BIOMÉDICA

Lista de verificación

Con el fin de comprobar que se hayan cumplido todas las instrucciones correspondientes a las normas de 
publicación de la revista Biomédica, le solicitamos que diligencie en línea la siguiente lista de verificación 
y la presente junto con su manuscrito.

Categoría

___ Artículo original              ___ Comunicación breve                      ___ Nota técnica 

___ Revisión de tema              ___ Reseña histórica           ___ Ensayo 

___ Comentario                          ___ Imágenes en biomedicina 

___ Presentación de caso            ___ Haga usted el diagnóstico 

___ Carta al editor              ___ Reseña bibliográfica 

1- Presentación

___  Texto escrito a doble espacio en fuente Arial de 12 puntos de tamaño y alineado a la izquierda

___  Páginas numeradas consecutivamente en la esquina inferior derecha

2- Título

___  Se incluyen los títulos en español e inglés (máximo 165 caracteres).

___  Se incluye el título abreviado en español, o inglés en los casos pertinentes (máximo 50 caracteres).

___  Los autores aparecen sólo con su afiliación institucional, sin mencionar cargos ni títulos académicos.

___  El autor de la correspondencia suministró los datos completos: nombre, apellidos, dirección, teléfono, 
fax y dirección electrónica.

3- Resumen

___  Se incluye el resumen estructurado en español e inglés, con una extensión máxima de 250 
palabras y con los siguientes subtítulos: introducción, objetivos, materiales y métodos, resultados 
y conclusiones. 
El resumen estructurado solo se requiere para artículos originales y comunicaciones breves.

4- Palabras clave

___  Se incluyen 6 a 10 por artículo en cada idioma.

___  Se usan las palabras clave en español e inglés indexadas en los Descriptores en Ciencias de la 
Salud (DeCS) (http://decs.bvs.br/E/homepagee.html) y Medical Subject Headings (MeSH) (http://
www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm).

5- Estructura del artículo original, nota técnica y comunicación breve 

Se incluyen los siguientes apartados:

___  Introducción

___  Materiales y métodos

___  Resultados

___  Discusión

___  Agradecimientos

___  Declaración de conflicto de intereses
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___  Financiación

___  Referencias

___  Cuadros y figuras con sus respectivas leyendas

6- Figuras

___  Se incluye cada una en página aparte, con su respectiva leyenda.

7- Cuadros

___  Se adjuntan en hoja aparte, elaborados en el modelo de tablas de Word, configurados en Arial 10 a 
espacio sencillo.

___  Se ordenan secuencialmente.

___  Se incluye la leyenda correspondiente.

8- Referencias

___  Las referencias se numeran según el orden de su aparición en el texto.

___  Se ordenan secuencialmente y en el formato adecuado, tal y como lo indican las normas de Biomédica 
en las instrucciones para los autores. 

___  Cuando se citan referencias en los cuadros, éstas deben seguir el orden que se venía usando en 
el texto. 

9- Abreviaturas y siglas

___  Se anotan entre paréntesis después de la primera vez que aparezcan, en forma completa y en el 
idioma original, los términos que se abrevian. Debe evitarse el uso y la creación de siglas que no 
sean universalmente reconocidas.

10- Nomenclatura

___  Los nombres taxonómicos de género y especie están escritos en letra cursiva.

___  Los nombres de microorganismos se escriben completos la primera vez que se citan, incluso en el título 
y en el resumen; después, se usa solamente la inicial del género y el nombre completo de la especie.

11- Consideraciones generales

___  Se envió carta impresa firmada por todos los autores o, en caso de autores radicados en el extranjero, 
una carta de remisión firmada y escaneada desde sus correos electrónicos personales.

___  Se incluyó el formato de declaración de conflicto de interés diligenciado por cada uno de los autores.

___  Se obtuvo autorización del Comité de Ética para la experimentación en humanos o animales, la cual 
debe incluirse al final de la sección de Materiales y métodos.

___  Se incluyeron el sitio y el número de registro del ensayo clínico, para la intervención y experimentación 
en humanos.

___  Los autores certifican al Comité Editorial que las personas mencionadas en los agradecimientos 
tienen conocimiento de dicha mención y están de acuerdo con aparecer en ellos.

___  Todos los manuscritos incluyen una declaración sobre la fuente de financiación.

___  Se envían los nombres de los cuatro evaluadores nacionales y los cuatro internacionales, con sus 
respectivos datos (nombre, afiliación institucional y correo electrónico).
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 Instructions to authors

Scope and policy

Biomédica is the quarterly journal of the Instituto 
Nacional de Salud of Colombia [Colombia’s National 
Institute of Health]. Its main purpose is to publish 
the results of original research that may contribute 
to expand knowledge in biomedicine.

Editorial policy

Biomédica accepts and subscribes the guidelines 
established by the International Committee of 
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org), 
by the Equator Network (http://www.equator-net-
work.org/) and by the Committee on Publication Eth-
ics (COPE) (http://publicationethics.org/) in order to 
guarantee the quality of scientific publications, their 
transparency, integrity and full compliance with the 
ethical principles applicable to biomedical research.

Biomédica’s policy on authorship adheres to the 
ICMJE guidelines, which state in this regard that:

“Authorship should be based solely on the following: 

1)  Substantial contributions to the conception or 
design of the work; or the acquisition, analysis, 
or interpretation of data for the work;  

2) drafting the work or revising it critically for 
important intellectual content;

3) final approval of the version to be published, 
and

4) responsibility for all aspects of the manuscript 
to ensure that matters concerning accuracy 
and completeness of any of its sections have 
been appropriately investigated and solved. 

All authors should meet these four conditions. Fund 
raising, data collection or general supervision of the 
research group do not justify authorship.”

Biomédica will not accept the inclusion or withdrawal 
of any author from the original list once the manuscript 
has started the editorial process. In exceptional, 
applicable cases, it will be mandatory to obtain 
written consent of the author(s) whose name(s) are 
to be removed from or added to the manuscript. 
Besides, written consent should be sent stating that 
all authors meet authorship criteria, and that there 
are no other authors who meet these criteria and are 
not mentioned. The document should also describe 
in detail the contribution of each participant to the 
research work and to the article.

Clinical trials registration

Biomédica subscribes the policies of the World 
Health Organization (WHO) and the International 
Committee of Medical Journals Editors (ICMJE) 
regarding clinical trials registration. Therefore, it will 
accept for publication only those manuscripts on 
clinical research exhibiting the identification number 
from one of the clinical trial registries validated 
according to the criteria established by WHO and 
the ICMJE. The identification number and place of 
registry should be mentioned after the Abstract.  

Copyright notice

No national or foreign publication may reproduce 
or translate articles or abstracts from Biomédica 
without previous written authorization by the 
Editorial Board.

Privacy statement

The names and e-mail addresses provided to 
Biomédica will be used exclusively for the stated 
purposes of this journal and will not be made avail-
able for any other purpose or to any other party.

Editorial process

All manuscripts submitted for publication to Biomédica 
will be reviewed by the Editorial Board and sent for 
peer review to at least two experts. To facilitate this 
process, authors must suggest and send via the 
journal on-line platform the names, institutional 
affiliation and e-mail addresses of four national and 
four international reviewers whose names should 
not be included in the manuscript.

Once the authors receive the reviewers’ comments, 
they must address each comment, in addition to 
incorporating the corresponding modifications in 
the text. The authors must reply to the reviewer 
comments within two weeks after receiving them; 
if Biomédica has not received the authors’ reply 
during the following four weeks, the paper will be 
withdrawn.

Once the paper has been accepted for publication, 
the Editorial Board will not accept modifications in 
its content, and it will request a copyright transfer 
statement signed by all authors. Additionally, authors 
should certify the quality of the English language in 
the manuscript or in the abstract on a document 
signed by an expert and sent to the journal before 
two weeks.
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The original manuscripts of articles accepted to 
be published will remain in the journal files for a 
minimum of one year after publication. Once the 
paper has been accepted for publication, and after 
editing and style correction, authors will receive the 
galley proofs, which must be carefully reviewed 
and returned to the editors within 48 hours after 
receipt by the authors.

Biomédica is an open access journal and it includes 
citation metadata for all references in published 
articles, all of which are deposited in CrossRef 
(http://www.crossref.org/).

General information on manuscripts

Biomédica will publish scientific papers written in 
Spanish or English, in the following categories:

Original articles: Unpublished manuscripts resulting 
from biomedical research which present new 
information about specific aspects and provides a 
relevant contribution to scientific knowledge.

Short communication: Report of partial or final 
results of research whose rapid disclosure is of 
great importance.

Technical note: Detailed description of a new 
laboratory technique or of modifications done to 
an established technique, emphasizing the advan-
tages that the process has, or the importance of the 
innovation developed.

Essay: A philosophical, literary, or scientific manu-
script that presents an author’s documented opinion 
about a specific topic or a topic of current interest.

Commentary: A manuscript about an article pub-
lished in the journal.

History: A manuscript that places emphasis on 
historical personalities or facts, and their contribu-
tions to the development of biomedical sciences or 
health policies.

Topic review: the current state of the art on a 
specific topic; it includes two categories:

1) Requested by the Editorial Board to experts 
on a topic.

2) Presented by professionals interested in 
a particular topic. For this option, authors 
must send a proposal indicating why the 
topic selected is relevant to the readers of 
Biomédica including a brief description, some 
key references, publications by the authors 
on the topic that are to be cited (mandatory), 
unpublished data by the authors that are to 

be included (mandatory), the probable size of 
the manuscript and the approximate number 
of illustrations.

In both categories, authors should include the 
following elements:

- An abstract with emphasis on the significance 
of recent findings;

- a pointed introduction to the topic showing 
past landmarks and present developments;

- appropriate subtitles to facilitate a better 
under-standing of the manuscript; 

- the development of the topic is left to the 
discretion of the authors, but they are advised 
to include tables, graphics and figures to 
provide a clearer understanding of the text. In 
case figures are taken partially or totally from 
other publications, authors must attach the 
permission from the copyright holder for their 
reproduction in Biomédica.

Images in biomedicine: An illustrated paper with 
photographs demonstrating and explaining a 
concept, a structure, a disease or a biomedical 
diagnosis. It must include a short commentary 
emphasizing the importance of the illustrated topic.

Make your own diagnosis: The purpose of 
papers presented in this category is to challenge 
the diagnostic ability of readers, using illustrations 
or photographs of clinical data, or microscopic 
findings. It has two parts, the clinical presentation 
and the corresponding findings in the first part, and 
the correct diagnosis in the second part. The latter 
should appear on a separate page and with an 
updated comment on the disease it highlights.

Case presentation: Clinical cases with peculiar 
presentations or special features of diagnostic 
value and a brief review of the relevant literature. 

Letters to the editor: Readers can request expla-
nations or comment on articles published in the 
journal. The decision to publish these letters lies on 
the Editorial Board.

Book review: Brief critical writings on books about 
health and biomedicine. 

Preparation of the manuscript

Please follow the guidelines of the International 
Committee of Medical Journal Editors that are 
published as “Recommendations for the Conduct, 
Reporting, Editing, and Publication of Scholarly 
Work in Medical Journals” (updated December 
2013) (http://icmje.org/icmje-recommendations.pdf). 
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The manuscript must include the following sections: 

Presentation page: This section must include the 
following items:

- Manuscript title (maximum 165 characters)

- Running title for page headlines (maximum 50 
characters)

- Spanish title (maximum 165 characters)

- A paragraph with the authors’ full names 
(include only first family name)

- The institutional affiliation of each author 
including the name of their group, institution, 
city and country. The link of authors’ names 
and institutional affiliation should be done 
using numbers in superscript. Omit positions 
held and academic qualifications.

- Name of corresponding author, along with 
postal address, telephone and fax numbers 
and e-mail address

- A paragraph stating authors’ specific contri-
bution to the article.

Abstracts: The manuscript must include a struc-
tured abstract (introduction, objective, materials and 
methods, results and conclusions) in both Spanish 
and English, not longer than 250 words. The use 
of references is not allowed in the abstract, and 
the inclusion of abbreviations and acronyms is not 
recommended. 

Key words: No more than ten key words in each 
language are permitted. Authors are advised to 
verify the English keywords in the Medical Subject 
Headings (MeSH) of the Index Medicus available 
from http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm,                                                                                                     
and the Spanish keywords in Descriptores en Ciencias 
de la Salud (DeCS) of the Latin American and 
Caribbean Health Sciences index available from 
http://decs.bvs.br 

Text: All manuscripts, including the presentation 
page, abstracts, references, tables and titles of 
figures and tables, should be in double space. 
Leave only a single space after the end of each 
paragraph. Use Arial font size 12 for the text and 
for table and figure titles, and do not justify the text 
(left justified). Use italic letters for species names 
or scientific terms; do not underline for italicization. 

Electronic format: The manuscript must be 
received as an MS Word™ file, preferably in the 
97-2003 version. Figures should come attached 

to the Word document and they should be sent 
preferably in a 300 dpi tiff format. Graphics made 
with Power Point™ or MS Word programs are not 
acceptable because of low resolution. Illustrations 
are printed in a single column (75 mm) or in two 
columns (153 mm), therefore, illustrations must be 
sent in one of these two print sizes. In the case 
of color illustrations, please use CMYK files in a 
high resolution tiff format. The best resolution for 
CMYK files is 300 dpi if the image does not include 
text. If the image includes text, the recommended 
resolution is 600 dpi; if it is black and white, 
the recommended resolution is 1200 dpi. The 
recommended font for graphics is Helvetic. If your 
files are Macintosh, please convert them to one of 
the above formats. A complete list of the files must 
be sent including the names of the programs in 
which they were formatted.

Acknowledgements: Authors should certify that 
persons mentioned in the Acknowledgements have 
been informed and they have agreed to it. This is 
not required in the case of institutions.

Conflicts of interest and financial support 
statements: Authors must place these state-
ments before the References section in separate 
paragraphs. 

Biomédica subscribes the ICMJE recommendations 
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