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Editorial
Infecciones en el trépico: retos para la investigacion aplicada

Las infecciones causadas por microorganismos patégenos como virus,
bacterias, protozoos o helmintos, que dependen de un huésped para su
supervivencia, representan mas del 25 % de las enfermedades a nivel global.
Estos agentes infecciosos se transmiten por contacto entre los huéspedes
0 por organismos vectores. En las regiones tropicales, la transmision de los
agentes infecciosos se ve favorecida por la ecologia, el clima y el nivel de
desarrollo social, lo que desemboca en serios problemas de salud publica.

Las enfermedades transmitidas por insectos vectores, como el dengue,
la leishmaniasis, la tripanosomiasis y la malaria, y aquellas transmitidas
por contacto, como las enfermedades diarreicas, la tuberculosis y las
infestaciones helminticas, siguen registrandose en los paises en desarrollo
como Colombia. En nuestro pais, a pesar de los grandes esfuerzos y la
inversion en las estrategias de prevencién y control, persiste la influencia
de la migracion, el conflicto armado en algunas areas rurales, la pobreza
economica, los bajos niveles educativos de la poblacidn, la falta de
condiciones higiénico-sanitarias, y los limitados recursos para la planeacion
y la toma de decisiones adecuadas y continuas por parte de los organismos
responsables de la salud publica (1,2).

Estos factores, sumados a la gran movilidad en el mundo, favorecen
la reemergencia y la emergencia de nuevos agentes patégenos y su
diseminacién global. Un ejemplo de ello es la actual pandemia de SARS-
CoV-2, que se inicié en diciembre de 2019 en Wuhan, China, y se ha
dispersado a todos los paises del mundo: el 1° de mayo de 2020 ya se
habian confirmado 3'214.256 casos y 232.570 muertes (3). Otro ejemplo es el
del virus del Ebola, que en el 2014 se presentd inicialmente en Sierra Leona,
Liberia y Guinea y, posteriormente, se extendié a los paises vecinos (Mali,
Nigeria y Senegal) e, inclusive, a los Estados Unidos y Espafa, causando
mas de 7.000 muertes en el mundo (4). Por otro lado, en Latinoamérica
aparecieron los virus del chikungunya (2014) y el Zika (2015), transmitidos por
mosquitos urbanos del género Aedes, que produjeron epidemias y afectaron
a mas del 80 % de la poblacidn en los diferentes paises (5-7).

La rapida transmision de las enfermedades infecciosas ha cimentado
la conciencia sobre su potencial epidémico y pandémico, y el consecuente
trastorno en poco tiempo del aparente equilibrio de las sociedades. Dichas
experiencias han resaltado la necesidad de replantear las estrategias de
contencion, incluidos los cambios de conducta frente a estas enfermedades,
las investigaciones que buscan disminuir su impacto mediante tratamientos,
vacunas, biomarcadores de diagndstico y pronéstico, nuevos dispositivos
médicos, vigilancia epidemioldgica con herramientas matematicas y
geograficas, asi como los cambios en las politicas publicas.



Todo ello lleva a pensar que se necesita un sistema integrado de salud
que permita la interaccion entre los entes gubernamentales (nacionales y
territoriales) del sector salud y los investigadores, con el fin de disminuir la
brecha existente entre las decisiones que se toman y la implementacion de
los resultados de la investigacion cientifica. El trabajo integrado permitiria
establecer las estrategias prioritarias para reducir los riesgos en salud y
manejar las situaciones epidémicas en el pais.

En los ultimos 10 anos, muchos paises, incluido Colombia, han
aumentado las inversiones para la prevencién y el control de las
enfermedades tropicales. Asimismo, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) ha intensificado sus esfuerzos para contrarrestar su impacto
mundial, permitiendo mejoras en la salud colectiva y el bienestar social. Sin
embargo, aun persisten muchos problemas que deben ser abordados en las
agendas anuales de los gobiernos y en los planes de desarrollo nacionales
y departamentales. Ademas, es necesario promover la coordinacion de
todos los responsables del bienestar y la salud de las poblaciones y de los
investigadores, con el fin de profundizar en los temas regionales prioritarios.

En el “Informe sobre la salud en el Mundo, 2013} la OMS plantea como
uno de los argumentos a favor de la inversion en investigacion el hecho
de que los paises podrian aprovechar mas eficazmente la oferta de ideas
utilizando distintos métodos de investigacion: las evaluaciones cuantitativas y
cualitativas, los estudios observacionales y de casos y controles, los estudios
de intervenciones, los estudios aleatorizados controlados, y las revisiones
sistematicas y metaanalisis, para que se traduzcan en productos y estrategias
gue aporten a los programas y ayuden a tomar decisiones en salud publica (8).

Teniendo en cuenta que el avance y la competitividad de las sociedades
contemporaneas se sustenta en el conocimiento, el fortalecimiento de la
educacion de alta calidad y el desarrollo de las capacidades cientificas y
de innovacion, en el 2011, Colombia aumentd su inversion en este campo
y cred el Fondo de Ciencia, Tecnologia e Innovacién del Sistema General
de Regalias con un aporte del 10 % de las regalias del pais, destinado a
promover la ciencia, la tecnologia y la innovacion. Esta inversién, unida
a la reciente creacion del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
ha mejorado la capacidad instalada de algunos centros y grupos de
investigacion, la capacitacion y formacion superior de talento humano y la
inversién en estudios con miras al fortalecimiento regional. Sin embargo, se
hace necesaria la financiacion sostenida que garantice que los proyectos de
investigacion no se vean interrumpidos ni sus resultados afectados a mediano
y largo plazo.

Con dicha inversion y la accion de los programas departamentales
enfocados en las enfermedades infecciosas tropicales, se ha logrado
un avance en la interaccion entre los entes gubernamentales y los
investigadores. Sin embargo, es necesario fortalecer las capacidades
institucionales para una respuesta adecuada, organizada y oportuna, asi
como establecer una estrategia basada en mecanismos de alerta temprana
y de respuesta rapida que cuente con recursos humanos, laboratorios y
canales de comunicacion entre los laboratorios y los servicios de salud, para
mejorar la vigilancia de los agentes infecciosos, los vectores y reservorios, los
factores de riesgo, y los elementos ambientales y climaticos que favorecen la
aparicién de epidemias.



Es importante promover entre los grupos académicos el contacto con
las sociedades cientificas nacionales e internacionales que promueven
la colaboracién y las alianzas entre investigadores para el desarrollo de
proyectos cientificos que generen nuevo conocimiento y ofrezcan soluciones
en las areas de interés. Este es el caso de la Asociacion Colombiana de
Parasitologia y Medicina Tropical que, desde su creacion hace mas de 30
afos, ha perseverado en el propdsito de fomentar el avance del conocimiento
de la parasitologia y la medicina tropical mediante actividades cientificas,
educacion continua e investigacion.

Maria Fernanda Yasnot, Ramén Gamarra, Clara B. Ocampo
Junta Directiva, Asociacion Colombiana de Parasitologia y Medicina Tropical
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A propdésito del bicentenario de la independencia
de Colombia: las practicas de lectura de

Antonio Narino y el desarrollo de una vacuna
presuntamente efectiva contra la viruela

Sandra-Milena Moreno’, Freddy Moreno'2

" Facultad de Ciencias de la Salud, Pontificia Universidad Javeriana, Cali, Colombia
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Introduccion. La historia social de la cultura escrita reflexiona sobre los hdbitos y practicas
que permiten apropiarse de los textos mediante la lectura y la escritura. De alli, que la
biblioteca de un individuo permita comprender sus habitos de lectura, su manera de imaginar
la naturaleza, su relacion con el poder politico y religioso, y su vinculacion con la sociedad.
Objetivo. Interpretar las practicas de lectura de Antonio Narifio a partir de los libros de
Medicina de su biblioteca, para aproximarse a la manera en que desarrollé una vacuna
presuntamente efectiva contra la viruela.

Materiales y métodos. Se hizo una descripcion bibliografica de los documentos
“Confiscacion y embargo de bienes de Narifio” y “Papeles, libros y bienes de Sebastian
Lépez Ruiz en poder de Narifio” del Archivo Narifio de la Universidad Nacional de Colombia.
Resultados. De los 39 libros sobre Medicina (siete tratados de Cirugia, 12 compendios del
ejercicio practico, 11 manuales de enfermedades, siete compendios de tematicas médicas
y dos libros sobre partos), tres eran tratados sobre la viruela.

Conclusion. El ejercicio médico-cientifico de Antonio Narifio refleja sus practicas de lectura
y de escritura, sus habilidades y sus competencias, y permite reconocer sus actitudes
culturales y sociales ante la promocion de la nocion de salud publica. El estudio de

Narifio como médico autodidacta permitié relacionar las técnicas de produccion cientifica
(desarrollo de la vacuna) y la materialidad cultural (situacion actual), a partir de los textos
de Medicina de su biblioteca.

Palabras clave: viruela; vacuna contra viruela; historia; historiografia.

With regard to the bicentennial of the independence of Colombia: Reading practices of
Antonio Narifio and the development of a presumably effective vaccine against smallpox

Introduction: The social history of written culture reflects the reading and writing habits

and practices that allow us to appropriate the texts to build our sense of community. Hence,
the library of individuals reflects their reading habits, their way of imagining nature, their
relationship with political and religious power, and their involvement with society.

Objective: To interpret Antonio Narifio’s reading practices by means of the medical books in
his library to approach the way he developed a presumably effective vaccine against smallpox.
Materials and methods: We made a bibliographic description of the documents “Confiscacion
y embargo de bienes de Narifio” and “Papeles, libros y bienes de Sebastidn Ldpez Ruiz en
poder de Narifio” from the Narifio Archive of the Universidad Nacional de Colombia.

Results: Out of the 39 books about Medicine (seven treatises on surgery, 12 compendia of
practical exercise, 11 disease manuals, seven compendia of medical topics, and two books
on childbirth) three were smallpox treatises.

Conclusion: Antonio Narifio’s medical and scientific practice reflects his reading and writing
habits, his skills and competences, and his cultural attitudes, which promoted the notion

of public health. The study of Narifio as a self-taught physician allowed for relating the
scientific production techniques (development of the vaccine) and the cultural materiality
(state of the art) based on the medical texts in his library.

Keywords: Smallpox; smallpox vaccine; history; historiography.

La historia social de la cultura escrita, el estudio de la historia del libro, la
historia de la edicion o la historia de la cultura impresa, como procesos que se
extienden a lo largo del tiempo, implican la reflexion sobre los diferentes modos,
habitos, practicas y costumbres de lectura y de escritura, que permiten a las
personas y a las instituciones apropiarse de la cultura del libro y sus derivados,
ya sea para el fortalecimiento de una actividad u oficio (lectura utilitaria) o para
el placer, por gusto o por recreacion (lectura no utilitaria) (1).
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Estos modos de utilizaciéon, comprension y apropiacion de los textos,
asi como su conservacion y almacenamiento, dan origen a disposiciones
que conducen a la construccidn del sentido del mundo del lector y de
las comunidades de interpretacion. En dichas comunidades, los lectores
comparten un conjunto de competencias intimamente relacionadas con los
textos (ideas), su materializacion (libros) y las practicas de lectura, las cuales
se reconocen como las técnicas, los gestos y los modos de ser del lector en
relacion con la propia interpretacion de dichos textos (2). En este sentido, las
bibliotecas tienen un papel histérico fundamental, ya que cualquier actividad
de lectura implica la existencia de un texto fisico (manuscrito o impreso) que
se preserva en un espacio fisico, ya sea privado o publico (3).

El estudio de la presencia y las funciones del libro impreso en la sociedad
colonial neogranadina, ha permitido aproximarse a la circulacion del libro en
el ambito de las asociaciones literarias urbanas, o tertulias, que a la manera
de los espacios publicos modernos, favorecieron el desarrollo de una nueva
forma de relacionarse con los textos por parte de los individuos de la élite
letrada de la sociedad neogranadina (4). Asi, el inventario de la biblioteca
o libreria de un individuo en particular puede dar pistas sobre sus habitos
y practicas de lectura para dilucidar su forma de imaginar la naturaleza, de
relacionarse con el poder politico y religioso, y de vincularse con la sociedad
(5). No obstante, el sentido y el alcance de los habitos de lectura y de
escritura obedecen a las condiciones sociales que permiten su compendio y
comunicacion, lo que demuestra que las practicas y las representaciones son
constitutivas de la realidad que, por ser simbdlicas, son culturales (6).

En este contexto, tras la conformacion del Virreinato de la Nueva Granada
en 1718, se crearon numerosos y variados tipos de bibliotecas y librerias
formadas por particulares, instituciones publicas y érdenes religiosas, cuyas
colecciones permiten reconstruir la comunidad de lectores (quiénes y qué
leian) que comenzo a formarse en el territorio americano durante la Colonia, a
tal punto que su estudio en el marco de lo que se ha denominado ‘historia de la
cultura impresa; ha posibilitado reconocer lo que se publicaba, lo que circulaba
y las preocupaciones de las profesiones, toda vez que, de alguna manera, las
bibliotecas y los libros que contenian dan testimonio de la formacion de tales
espacios publicos o privados y de su influencia cultural e ideoldgica (7,8).

Aunque los estudios referentes a las practicas de lectura en la Nueva
Granada son practicamente inexistentes, si hay reportes sobre la historia
del libro como objeto material a partir de la historia de la imprenta, de las
bibliotecas particulares, de los libros leidos por algunos personajes y de su
comercio (9). Algunos de tales estudios historiograficos han precisado los
inventarios parciales de las bibliotecas de los ilustrados neogranadinos a partir
de actas de embargos, testamentos, recibos de compras, correspondencia y
otros documentos. De esa forma, se han descrito las librerias del parroco Juan
Fernandez de Sotomayor (9), de José Celestino Mutis (principios del siglo
XIX'y 1786), de Juan José D’Elhuyar (1796), de Jorge Tadeo Lozano (1816),
de Camilo Torres (1802) y de Antonio Narifio (1794) (4). De igual manera,
se hizo con diferentes bibliotecas particulares: la del clérigo José Beltran de
Caicedo (1776), las de los burécratas José Francisco Martinez Bueno (1769),
José Ignacio Paredo (1782) y Miguel de Escobar Ospina (1792), y las de los
hacendados Maria Felipa de Rivas (1808) y Nicolas de Renteria (1821) (8).

De la lectura de los titulos de las colecciones, volumenes y ejemplares,
se ha obtenido invaluable informacion tanto de las nuevas busquedas
intelectuales de fines del siglo XVIII y de principios del siglo XIX, como del



Moreno SM, Moreno F

10

Biomédica 2020;40(Supl.1):8-19

interés por la novedad editorial y la adopcién de una nueva sensibilidad y

de una actitud moderna frente a la cultura, lo que permite determinar una
serie de transiciones, como el paso del latin al castellano y de los temas
religiosos a los cientificos (ciencias naturales, historia natural, medicina e
higiene, nueva filosofia, economia politica, periodismo y educacion) (8);
ademas, informacién sobre la motivacion de la pequefa élite cultural que se
estaba gestando en el Virreinato de la Nueva Granada para crear periodicos
locales, fundar tertulias de lectura e intercambiar libros y gacetas (10). De
esta forma, el mundo del libro, de la edicién y de la impresion, abrié el camino
a la divulgacién de ideas y a su reproduccion tipografica para legitimar los
procesos de independencia (ultimas décadas del siglo XVIII) y la creacion de
un nuevo orden republicano (primeras décadas del siglo XIX) (1).

El caso de Narino

Don Antonio Narifio y Alvarez, hijo del contador de las cajas reales del
Virreinato de la Nueva Granada, don Vicente Narifio y Vasquez y de Catalina
Alvarez del Casal, naci6 en Santafé de Bogota el 9 de abril de 1765. Adelanto
cursos de gramatica, filosofia, latin y griego en el Seminario Real Mayor de
Santafé y en el entonces Colegio de San Carlos, regentado por la Compaiiia
de Jesus. Posteriormente, fue reconocido como uno de los miembros mas
brillantes de la generacidn neogranadina, educado en el pensamiento ilustrado
bajo la guia del médico y sabio cientifico José Celestino Mutis. Con él, Narifio
formaliz6 su sentido humanista, fortalecio el manejo del francés, el italiano y
el inglés, y se hizo experto cientifico en Medicina y en Botanica, a lo que debe
sumarse su formacion militar, su ejercicio como contador, tesorero y periodista,
sus practicas como librero e impresor, y sus conocimientos en politica y
economia. Sin embargo, su mayor reconocimiento se debe a la traduccion y
publicacién (al parecer el 15 de diciembre de 1793) de los 17 articulos de la
Declaracion de los Derechos del Hombre y del Ciudadano, proclamada por la
asamblea del pueblo francés el 4 de agosto de 1789, lo que le valié casi nueve
afos de encarcelamiento (habia sido condenado a diez). Dicha declaracion
seria finalmente impresa y y socializada por el mismo Narifio en 1811 (11).

La biblioteca de Narifio, heredada de su padre en 1778, contaba
inicialmente con 108 titulos y 245 volumenes, fundamentalmente de Derecho,
Filosofia y Gramatica, a los que se sumaron libros de otras disciplinas que,
con el paso de los afos, adquirié en virtud de su oficio de librero.

Como ya se menciond, a raiz de la traduccién, impresion y distribucion
de los ejemplares de la Declaracién de los Derechos del Hombre y del
Ciudadano, Narifio fue arrestado y sus bienes fueron confiscados por orden
del oidor Joaquin de Mosquera y Figueroa en un proceso que comenzé
el 29 de agosto de 1794 y finaliz6 el 3 de septiembre del mismo ano. En
el inventario de libros embargados en su casa de la Plazuela de San
Francisco, el alguacil mayor de corte don José Gil Martinez Malo enumerd
libros de los clasicos griegos, latinos, espafoles y franceses, de politica,
filosofia y economia, de literatura, gramatica y retérica, de jurisprudencia
hispanica, historia clasica y crénicas de Indias, de medicina, botanica,
fisica, quimica, geografia y mineralogia, de economia politica, periodismo,
educacion y literatura y, por ultimo, de devocion, apologética cristiana y
teologia, manteniendo las entradas de titulo, autor, tamafo del libro, tipo de
encuadernacion y nimero de tomos (12).

En cuanto a los libros de Medicina, la biblioteca de Narifio incluia textos
de filosofia médica, fisiologia, enfermedades, técnicas de cirugia y consejos
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practicos de higiene, lo que evidencia su gusto de comerciante, burdcrata

y lector aficionado a los temas médicos (4,13). Presumiblemente, de ellos
obtuvo la informacidn necesaria para desarrollar una vacuna presuntamente
efectiva contra la viruela.

La viruela

Para dimensionar el trabajo de Antonio Narifio en la busqueda de una
vacuna contra la viruela, debe establecerse el contexto sobre la enfermedad
y el virus que la producia. Cabe mencionar que, para la época de Narifo, la
palabra ‘virus’ no se usaba para catalogar o clasificar la viruela, tal y como
lo hacemos hoy en dia. En el contexto de la microbiologia, el término ‘virus;
‘veneno’ en latin, fue empleado por primera vez por Dmitri losifovich lvanovski
en 1892 para describir el virus del mosaico del tabaco, con lo que se inici6 el
estudio formal de la virologia (14).

Se especula que el virus causante de la viruela emergié en el afo 10.000
a. C., pues se ha encontrado en restos momificados de la octava dinastia
egipcia. Sin embargo, los primeros reportes datan del siglo IV en China y del
siglo X en el suroeste de Asia. Dado que el virus no tiene reservorio animal y
depende del paso entre humanos para sobrevivir, el rastreo ha evidenciado
que salié de Africa a la India, pasé a Grecia y Roma, y se establecié en
Europa. No seria hasta el siglo VI que el obispo Mario de Avenches le diera el
nombre de ‘variola’ —del latin varius (mancha), y solo en el siglo XVIII se hizo
el primer reporte epidemioldgico de la enfermedad que registraba un numero
estimado de 400.000 muertes al afio (15).

La viruela era ocasionada (en pasado, porque se considera erradicada
desde 1980) por un virus perteneciente a la familia Poxviridae, la cual
incluye los virus mas grandes y complejos que pueden infectar a los seres
humanos. Entre ellos estan los del género Orthopoxvirus como el Variola
virus (viruela humana), el de la viruela bovina, el de la viruela de los monos
y el Vaccinia virus, que tienen forma ovoide y una morfologia compleja,
presentan una envoltura lipoproteica, un centro que contiene el ADN viral y
dos cuerpos laterales que contienen proteinas virales, polimerasas y factores
de transcripcién (16,17).

Variola virus se clasifica en dos tipos, variola mayor y variola menor, con
diferencias antigénicas minimas, pero con manifestaciones clinicas que pueden
variar de uno a otro, siendo mas letal la variola mayor, con una mortalidad entre
el 15y el 40 %, en tanto que la variola menor tiene una mortalidad del 1 %.

Su transmisidn ocurria por inhalacion e infectaba inicialmente las células
del epitelio respiratorio de las vias aéreas superiores, lo que producia una
primera viremia, para después diseminarse a los ganglios linfaticos en donde
se replicaba en las células fagociticas; alli se producia una segunda viremia
que se diseminaba a diferentes 6rganos (higado, bazo, médula ésea y
rinones) y a tejidos como la epidermis, en donde infectaba las células de las
capas basal y media para generar necrosis y vesiculas (18).

Las manifestaciones clinicas iniciales incluian malestar general, fiebre,
mialgia, cefalea, vomito y diarrea y, posteriormente, aparecian las vesiculas
en la cavidad oral y en el resto del cuerpo. El exantema evolucionaba a partir
de papulo-vesiculas que, aproximadamente, a los 12 dias se convertian en
pustulas que daban paso a costras. La muerte se presentaba por una toxemia
caracterizada por coagulopatia, hipotension arterial y falla organica multiple (19).
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Segun algunos registros historicos, a finales del afo 1.000 d. C. se
desarroll6 en la India una técnica de proteccion contra la viruela conocida
como ‘variolizacion; la cual consistia en inocular a personas sanas a través
de la piel o por inhalacién nasal material extraido de las pustulas o costras
de las lesiones de pacientes infectados. Esta técnica permitia que el paciente
expuesto generara sintomas mas leves que los asociados con la exposicion
natural. Si bien la técnica se extendié a China, Asia occidental y Africa, la
enfermedad seguia teniendo una tasa alta de mortalidad, similar a la de la
exposicion natural.

Solo hasta 1796, Edward Jenner demostrd que la inoculacion en la
piel de material extraido de la pustula de un humano infectado con viruela
bovina generaba proteccidn contra la infeccién natural por V. virus. Jenner
llamé al material extraido ‘vacuna’ por proceder de la viruela que infecta al
ganado vacuno, y llamé a la técnica ‘vacunacion’ Al comienzo, la vacunaciéon
se hizo con la técnica de inoculacion ‘brazo a brazo’ y mediante el empleo
de ‘hilos impregnados’ con el contenido de las pustulas, los cuales también
se empleaban para transportar el virus a grandes distancias, aunque en
ocasiones perdia la viabilidad y la vacunacion no era exitosa. La evidencia
del éxito de la vacunacion era la aparicion de lesiones pustulares que
evolucionaban hasta una costra (15,19).

Ya en el siglo XX, la vacuna de la viruela consistia en virus vivos atenuados
de la cepa Vaccinia virus, cuyo origen se desconoce (20), aunque algunos
autores han sefialado que podria estar relacionado con una ‘quimerizaciéon’
ocurrida durante la experimentacion con los virus de la viruela humanay la
bovina, en tanto que otros autores han sugerido un origen equino (16,17).

Esparza, et al., han sefialado que, desde la creacion de la vacuna, Jenner
pensd que podia existir una combinacién de virus equinos y vacunos, y en
su publicacién “La consulta” proponia la hipétesis de que la viruela bovina
se habia originado en los caballos y habia sido transmitida a las vacas por
los granjeros. Ademas, cuando se cred la vacuna y se usé la técnica de
inoculacién ‘brazo a brazo; pudo haber ocurrido la recombinacién genética
entre las cepas vacunas y las equinas (21).

De esta forma, el virus inoculado induce la activacién de los linfocitos B
que secretan anticuerpos protectores, asi como células TCD8+ citotoxicas y
células Th1 que secretan citocinas, lo que favorece la reaccién inmunoldgica
que contrarresta la viremia. Los anticuerpos y las células de memoria pueden
tener una duracion aproximada de 30 afos (20).

En el caso de Narifo, el objetivo fue analizar sus practicas de lectura
con base en el rastreo de los libros de Medicina que se encontraron en su
biblioteca particular, para aproximarse a la posible manera en que desarroll6
una vacuna presuntamente efectiva contra la viruela. En este sentido, se
hizo una descripcion bibliografica analitica del documento 53 del tomo | de
la “Confiscacion y embargo de bienes de Narifio” y del documento 86 del
tomo Il de los “Papeles, libros y bienes de Sebastian Lépez Ruiz en poder
de Narifo] disponibles en el Archivo Narifio, con el propdsito de exponer las
caracteristicas de los libros que conformaban su biblioteca, especificamente
de aquellos cuyo titulo y descripcion tematica hicieran alusion a la Medicina
y que pudieran dar cuenta de la manera como Narifio adquirié habilidades y
competencias tedrico-practicas para llevar a cabo un ejercicio experimental
como el requerido para el desarrollo de una vacuna contra la viruela.
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El Archivo Narifio, disponible en la biblioteca digital de la Universidad
Nacional de Colombia (http://www.bdigital.unal.edu.co/8059/), constituye
la mayor y mas completa obra documental publicada hasta ahora sobre el
“precursor de la independencia’; producto de mas de 50 afos de investigacion
de Guillermo Hernandez de Alba, quien llevé a cabo la busqueda, el cotejo
y la verificacidn de las fuentes. El archivo comprende el periodo de los afos
de vida de Antonio Narifio (1765-1823), ademas de algunos documentos
anteriores a su nacimiento y posteriores a su muerte, los cuales han sido
clasificados en seis tomos: tomo | (infancia y juventud, 1727-1795), tomo Il
(infancia y juventud, 1795-1810), tomo Il (presidencia de Cundinamarca, 1809-
1812), tomo IV (presidencia de Cundinamarca, 1812-1814), tomo V (campaha
del sur, 1812-1815) y tomo VI (carcel, destierro y regreso, 1816-1823) (22).

En el documento sobre la “Confiscacion y embargo de bienes de Narifio”
(cuadro 1), entre otros, se relacionan 21 libros cuyos titulos aluden a temas
de Medicina y en los cuales se identifica el autor y se sefiala la cantidad de
tomos, la empastadura, el tipo de papel y el tamafo. Las tematicas médicas
incluyen tres tratados de cirugia, 12 compendios del ejercicio practico de la
medicina y seis manuales de enfermedades, en dos de los cuales se describen
las inoculaciones para tratar la viruela. Uno de estos libros corresponde
a la disertacion de Francisco Gil impresa en 1784, en la que se discute la
legitimidad de prevenir la viruela inoculando la enfermedad a una persona
sana con muestras de otra persona enferma (23). El otro libro, cuyo autor no se
menciona en el inventario de confiscacion, podria ser la “Disertacion sobre la
inoculacién de las viruelas” de Bonifacio Jiménez de Lorite, publicada en 1758,
o la de Francisco Rubio, impresa en 1769 (24). Ruiz ha sefialado que podria
tratarse de un segundo ejemplar de la obra de Francisco Gil (13).

En el documento “Papeles, libros y bienes de Sebastian Lopez Ruiz en
poder de Narifo” (cuadro 2), se encontraron 18 libros de Medicina de los
cuales se descartaron cinco porque, siendo de Lépez, hicieron parte del
inventario de confiscacion. Estos incluian tomos de cuatro tratados de cirugia,
siete compendios de tematicas médicas generales, dos libros sobre partos y
cinco manuales sobre enfermedades, de los cuales uno era una disertacion
sobre la viruela traducida por Juan Espallarosa e impresa en 1767, en la cual
se demostraba la utilidad y la seguridad de la inoculacion de las viruelas (24).
Segun las dos fuentes y la revision que hizo Ruiz (13) de la biblioteca del
précer, Narifo tuvo contacto, por lo menos, con tres libros sobre viruela.

Segun Silva (4,7), a Antonio Narifio le fueron incautados entre 630y 710
libros (distribuidos en 1.803 a 1.881 volumenes, con algunos ejemplares
repetidos), cantidad que revela su gran aficion a la lectura y su oficio de
comerciante de libros, asi como su actividad de préstamo de libros. Para Ruiz
(13), el numero de libros incautados fue de 700 titulos (1.874 volumenes)
segun el documento de la diligencia de confiscacion. De estos, el 10,4 %

(74 ejemplares) correspondia a libros de ciencias naturales, medicina y
matematicas, area tematica que ocupaba el tercer lugar en cantidad, lo que
evidencia los intereses y las preferencias de Narifio como lector, propietario,
librero y vendedor (4). Si bien Ruiz (13) encontro 20 libros de medicina en

el inventario del embargo, en el presente estudio se contaron 39 libros de
Medicina, 21 de ellos en el inventario de confiscacion. La diferencia radica
en que, en nuestro estudio, se incluyé el libro “Nuevas utilidades de la quina’,
debido al uso y aplicacion de esta planta en Medicina.
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Titulo Autor Descripcion Ano
Cirugia Elie Col de Vilars Un tomo, en pasta, en octavo 1746
Diccionario de cirugia Sue Lejdunne Dos tomos, en pasta, en cuarto 1777
Fundamentos de la materia médica Federico Cartheuser Un tomo, en pasta, en octavo 1755
Compendio de toda la medicina practica Laurencio Heister Tres tomos, en pasta, en octavo 1776
La salud del hombre Benito Arias Montano Un tomo, en pasta, en cuarto 1571
Medicina Armando Bourdon Un tomo, en pasta, en octavo 1776
General sistema de la cirugia Laurence Heister Un tomo, en pasta, en cuarto 1719
Practis Medica Lazare Riviére Un tomo, en pasta, en cuarto 1651
Observaciones acerca de las enfermedades John Pringlue Dos tomos, en pergamino, en cuarto 1755
del ejército en los campos y las guarniciones

Medicina Amato Lusitano Un tomo, en pergamino, en cuarto 1588
Disertacion fisico-médica en la cual se Francisco Gil Un tomo, a la rustica, en cuarto 1784
prescribe un método seguro para preservar

a los pueblos de viruelas hasta lograr la

completa extincion de ellas en todo el reino

Medicina doméstica Buchan Un tomo, en pasta, en cuarto 1784
Medicina Amado Bourdon Seis tomos, en pasta, en octavo 1776
Tratado de las enfermedades de las mujeres Jean Astrug Cinco tomos, en pasta, en octavo 1785
Medicina Guillermo Buchan Segundo y quinto tomos, en pergamino, en octavo 1785
Nuevas utilidades de la quina José Aslet Un tomo, en pasta, en octavo 1774
Elementos de medicina Guillermo Cullen Tres tomos, en pasta, en octavo 1791
Observaciones generales sobre los hospitales  Liberti Fromondi Un tomo forrado en papel, en pergamino, en cuarto 1788
Disertacion sobre la inoculacién de las viruelas No se reporta Un tomo, en pergamino, en cuarto -
Medicina Richard Morton Un tomo, en pasta, en cuarto 1689
Disertacion medicinal Servatio Auguftino de Villers Un tomo, en pergamino, en octavo 1748

Fuente: documento 53 del tomo | del Archivo Narifio*

* El orden de los libros obedece a la secuencia en que iban siendo confiscados e inventariados durante los cuatro dias de la diligencia de las diferentes habitaciones de la
casa de Narifio ubicada en la Plazuela de San Francisco.

Cuadro 2. Listado de libros sobre temas de Medicina de Sebastian Lépez Ruiz que estaban en poder de Narifio

Titulo Autor Descripcion Aio
Compendio de medicina No se reporta. Siete tomos, en pasta, en octavo

Enfermedades venéreas y de la uretra Thomas Goulard Dos tomos, en pasta, en octavo -
Senales de muerte actual Brugier Dos tomos, en octavo -
Memorias de cirugia No se reporta. Dos tomos, en pasta, en octavo -
Enfermedades venéreas Edme Claude Bourru Un tomo, en pergamino, en octavo 1786
Partos Cardin Le Bret Cuatro tomos, en pasta, en cuarto -
Cirugia expurgada Johannes de Gorte Un tomo, en pergamino, en cuarto 1780
Cirujano instruido Thomas Goulard Un tomo, en pergamino, en cuarto 1774
Aforismos de cirugia castellana Wansurieten Cinco tomos, en pergamino, en cuarto -
Embriologia sagrada Francesco Cangiamila Dos tomos, en pergamino, en cuarto 1785
Farmacopea matritense Real Colegio de Boticarios de Madrid Un tomo, en pergamino, en cuarto 1739
Materia médica No se reporta. Cinco tomos, en pergamino, en cuarto -
Hipdcrates No se reporta. Un tomo, en pergamino, en folio -
Diccionario anatémico No se reporta. Dos tomos, en pergamino, en octavo -
Tratado de las enfermedades de las mujeres Joseph Raulin Un tomo, en pergamino, en octavo 1783
paridas, con el método de curarlas

Morbis oculorum Herman Boerhaave Un tomo, en pasta, en octavo 1748
Disertacion fisico-médica, en que con la Juan Espallaroza Un tomo, en pasta, en cuarto 1767

razon, autoridad y experiencia se demuestra

la utilidad y seguridad de la inoculacién de las

viruelas
Diccionario botanico y farmacéutico

No se reporta.

Un tomo, en pasta, en octavo

Fuente: documento 86 del tomo Il del Archivo Narifio*

* El orden de los libros obedece a la secuencia en que fueron presentados en el expediente instaurado en 1797 por Sebastian Lépez Ruiz sobre unos papeles, libros y
bienes que dice Antonio Narifio recibié de Maria Begona Aldana.
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Ademas de estos titulos, en diferentes archivos historicos se ha podido
comprobar que varios miembros de la élite ilustrada neogranadina, entre ellos
Jerénimo Torres, Pedro Fermin Vargas y el mismo Antonio Narifo, poseian
conocimientos médicos adquiridos mediante la lectura que les permitian
actuar, no solo como mediadores o intermediarios culturales en la transmision
de conocimientos de diferentes aspectos de la salud al resto de la poblacién,
sino también, en la prestacion de servicios de atencion, recetario y formulacion
médica debido a la escasez de médicos titulados en la Nueva Granada (10).
A partir de los manuales de salud, estos neogranadinos pudieron obtener
informacion sobre ‘la medicina de los pobres; en la que se recurria al uso
tradicional de plantas medicinales para tratar a los enfermos (25).

Narifio, por su parte, también conocié obras fundamentales como el
‘Avis au peuple sur sa santé” de Samuel André Tissot, tal como lo sugiere
la correspondencia de Mutis referenciada por Sotomayor (26). Este tratado,
publicado en 1761 y considerado el texto fundador de la medicina social, se
empled para justificar el establecimiento de medidas de salud publica en la
Nueva Granada. Debido a que los capitulos 13 y 23 estan consagrados a la
viruela y a su inoculacién, respectivamente, este libro resulté primordial para las
autoridades virreinales en el momento de enfrentar las epidemias de viruela que
azotaron el territorio de la actual Colombia en 1782, 1783, 1785 y 1801, ademas
de ser la base referencial de los principales escritos de Mutis sobre la viruela:
“Sobre las precauciones que deben observarse en la practica de la inoculacién
de las viruelas” de 1783 y “Método general para curar las viruelas” de 1802 (26).

Desarrollo de la vacuna contra la viruela

La viruela, enfermedad infectocontagiosa causada por V. virus, que no tenia
tratamiento especifico y se manejada de forma preventiva mediante técnicas
de variolizacién y vacunacion, llegé a América a principios del siglo XVI en
los barcos que transportaban a los esclavos desde Africa. En el “Almanaque
Peruano”y en la “Gaceta de México” de 1801, se encuentran noticias sobre las
gestiones para introducir en América la vacuna y la vacunacion desarrolladas
por Jenner y que consistian en infiltrar en el cuerpo humano la linfa de una
pustula obtenida de otro humano contagiado por contacto con la ubre de una
vaca (cowpox), método que estaba siendo usado con éxito en Europa (27).

En la Nueva Granada, las técnicas de variolizacion llegaron a finales del
siglo XVIII promovidas por Mutis, quien estudiaba y difundia el mecanismo
para prevenir y menguar los efectos de los brotes epidémicos de viruela
que se daban en varias regiones del virreinato. Si bien la inoculacién del
material varioloso debia ser realizada por médicos, su carencia obligd a
que religiosos, curanderos, parteras, boticarios y barberos efectuaran las
incisiones requeridas para el inéculo como medida preventiva.

Se calcula que durante el brote de 1785, fallecieron 3.000 de las 15.000
personas que habitaban Santa Fe de Bogotd; sin embargo, en el brote
de 1802, por el esfuerzo de haber mantenido la variolizacién, la cantidad
de personas fallecidas no superé las 300 (28,29). Hasta ese entonces, el
tratamiento preventivo consistia en la inoculacion o paso del material varioloso
de unos nifios a otros, a través de hilos de algoddn retorcido empapados en la
“materia de las viruelas’ o de costras que se introducian por la nariz o por la
introduccion del material varioloso mediante incisiones con una lanceta (30):

Solo ante la epidemia de 1802 y dada la ineficacia de la variolizacion, tras
consultar con el Consejo de Indias, el rey Carlos IV decretd la vacunacion
obligatoria por Real Cédula del 25 de abril de 1805 en todo el reino y aprobo
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la Real Expedicion de la Vacuna al mando del médico Francisco Balmis,
quien afios atras habia traducido al castellano la obra “Tratado histérico y
practico de la vacuna” de Jacques Moreau de la Sarthe (31).

Por correspondencia con el virrey Mendinueta, Mutis era conocedor del
método profilactico de la vacuna descubierta por Jenner y, sirviéndose de
su sobrino Sinforoso Mutis, inclusive, habia recibido una vacuna proveniente
de Espana. No obstante, llegé inactiva y no pudo usarse, por lo que el
gobierno se vio obligado a recomendar nuevamente la variolizacion durante
la epidemia de 1801 a 1802 (25). El médico José Salvani fue el segundo al
mando de la Real Expedicion de la Vacuna, quien lleg6 a Santafé de Bogota
el 17 de diciembre de 1804 con dos nifos portadores de la infeccion para
realizar mas de 2.000 vacunaciones y establecer la junta provisional para la
conservacion de la vacuna encargada de las jornadas de vacunacion y de
preservar el fluido vacuno de Jenner en su forma activa (26,30,32).

Dado que la Nueva Granada fue la mas afectada por la viruela, un
neogranadino ilustrado fue el que mas se interesé por el desarrollo de la
vacuna en Europa. Antonio Narifo, aun estando encarcelado, llevé a cabo
una practica experimental que le permitié obtener una ‘vacuna’ presuntamente
efectiva contra la viruela, la cual ensayd en su sobrino José Maria Ortega
Narifio en el verano de 1802, un afo antes de la llegada de la Real Expedicién
con la vacuna de Jenner. Narifio escribié una carta al virrey Mendinueta el 30
de julio del mismo afio (documento 94 del tomo Il, “Carta de Narifio al virrey
Mendinueta” del Archivo Narifo), en la que narra sus experimentos:

“[...] Penetrado de los mismos sentimientos que han animado al superior gobierno desde

que se tuvo noticia positiva de los laudables efectos de la vacuna, he procurado hacer

cuantas tentativas me permite la estrechez de mi situacion; y después de 47 dias de trabajo,
en que me han salido infructuosas varias experiencias, tengo hoy la satisfaccion de presentar

a vuestra excelencia un muchacho, en quien ha prendido un grano con todas las apariencias

de verdadera vacuna, habiéndose seguido todos los periodos y sintomas que prescriben las

dos unicas recetas que han llegado a esta capital, estando hoy precisamente en el dia nono
de la vacunacion” (22).

Narifio era conocedor de la vacuna de Jenner y del procedimiento de
vacunacion, como lo demuestra su empleo del término en la carta. Ademas, su
ejercicio empirico demuestra que, empleando técnicas de variolizacién, pudo
inocular a un individuo que podia ser fuente de futuras vacunas, tal y como iban
a ser utilizados los nifios que venian con la Real Expedicion de la Vacuna (31).

Aunque Mutis habia manifestado que la variolizacion de las viruelas
era una operacion tan sencilla que cualquier persona podia practicarla con
facilidad, la eleccion de los sujetos, la diversidad de preparaciones, el tiempo
y las consideraciones de casos en los que no era posible la inoculacién del
material varioloso (mujeres en embarazo, nifios en edad de recambio dental,
etc.), exigian ciertos conocimientos reservados a la inspeccién del médico
(32), conocimientos que Narifio posiblemente aprendid de la lectura de los
libros de Medicina de su biblioteca, de la continua asesoria de los médicos
Luis Francisco de Rieux y Manuel Antonio Froes, con quienes atendia y
recetaba a los enfermos mas pobres, de las tertulias con los médicos padre
Miguel Isla y don Pedro Fermin Vargas, y de las constantes visitas que le
hacian en su sitio de reclusion los médicos Honorato Villa y Sebastian Lépez
Ruiz, quienes, ademas del mismo Mutis, cuidaban de su precario estado de
salud dadas las deficientes condiciones de su confinamiento en una celda
contigua a los servicios comunes del cuartel de caballeria de Santafé. Muy
seguramente, fueron estos tres médicos los que le proporcionaron a Narifio
los instrumentos e insumos necesarios para desarrollar la vacuna (10).
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En mayo de 1803, luego de ser excarcelado bajo fianza por el oidor don
Juan Hernandez de Alba tras leer el informe médico de Mutis, Narifio se
trasladé a la finca de su familia en Fucha para recuperarse (33).

En conclusion, siempre se ha hecho referencia a Antonio Narifio como
militar, abogado y contador, précer y precursor de la emancipacion de las
provincias americanas del imperio espafiol, dejando de lado el hecho de que,
en su calidad de practicante empirico de la Medicina, pudo ser una de las
primeras personas que desarrollé una vacunacion presuntamente efectiva con
el propésito de contar con una vacuna contra la viruela en territorio americano.

Poco o nada se ha escrito sobre las condiciones de encarcelamiento de
Narifio y la manera como establecié las dinamicas particulares de estudio
y trabajo cientifico de este proceso mas alla de las visitas de sus médicos
para cuidar de su salud en una carcel donde no tenia acceso a ningun libro
0 manuscrito de consulta, ya que su biblioteca, formada en las primeras
tres décadas de su formacion autodidacta, se encontraba completamente
desarticulada, pues algunos ejemplares habian sido subastados y, los que
no, terminaron en los repositorios de la Biblioteca Real para reposar, hoy en
dia, en la Biblioteca Nacional de Colombia.

Con base en elementos metodolégicos de la historia cultural y a partir
del estudio de las practicas de lectura y escritura de Narifo, se pudo hacer
una aproximacion al significado de su ejercicio médico-cientifico y a su
importancia para la salud publica:
[...] Espero que vuestra excelencia, siguiendo sus benéficas miras, lo mandara reconocer
por los facultativos, y que de cualquier modo que resulten los efectos, no mirara en este paso
sino un testimonio de mi amor al bien publico y de mis vivos deseos de cooperar en todo con

las intenciones del gobierno, Gnicos motivos porque me he ocupado en un objeto que tanto
interesa en las actuales circunstancias a la salud publica [...]” (22).

Sin embargo, no ha sido posible establecer si el sobrino de Narifio se
consideré como potencial fuente de obtencion de la vacuna, si esta fue
probada en otros pacientes o si se uso en las jornadas de vacunacion a partir
de 1804 junto con la de Jenner.

Con base en la contextualizacion de la epidemia de viruela que azoté la
Nueva Granada entre 1801 y 1804, se logré establecer la relacién entre la
viruela y las actitudes de los ilustrados neogranadinos frente a la enfermedad
en el marco de los esfuerzos de la variolizacion de Mutis, y la llegada y
distribucion por todo el territorio de la vacuna de Jenner a cargo de la Real
Expedicion de la Vacuna.

De todas maneras, se destaca el trabajo efectuado por Narifo, quien
a pesar de estar encarcelado y enfermo, logré desarrollar una vacuna
presuntamente efectiva contra la viruela utilizando sus habilidades y
competencias, y atendiendo a sus actitudes culturales y sociales fincadas
en una mentalidad patridtica tradicional y en una concepcidon moderna
determinada por el pensamiento ilustrado, segun lo dejan traslucir sus habitos
y practicas de lectura orientados hacia una nocién de salud publica basada
en el interés de la comunidad.

La intencién de desarrollar una vacuna contra la viruela fue un reflejo
evidente del pensamiento ilustrado neogranadino y, aunque no se tenga
evidencia de su uso, en este estudio se pudo evidenciar que, atendiendo a
los postulados de la historia social de la escritura y la lectura y del analisis de
las practicas y representaciones, esta fue producto del esfuerzo de Narifio a
partir de estrategias materiales y de apropiacion del conocimiento.

17



Moreno SM, Moreno F

18

Biomédica 2020;40(Supl.1):8-19

El estudio de Antonio Narifio como médico autodidacta permitié interpretar
la relacion entre las técnicas de produccion cientifica (desarrollo de la
vacuna) y la materialidad cultural (situacién actual) a partir de los textos
impresos de Medicina disponibles en la Nueva Granada entre finales del siglo
XVIII e inicios del siglo XIX. En este sentido, los conceptos de la llamada
‘historia social de la cultura escrita’ han permitido relacionar un conjunto
de practicas que, desde diferentes posturas tedricas y metodoldgicas, se
aproximan a las tematicas asociadas con esas practicas, aunque muchas de
las dinamicas y estructuras sociales permanecen todavia inexploradas (34).
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La insuficiencia suprarrenal primaria es un defecto en la produccién de glucocorticoides,
mineralocorticoides y androgenos sexuales. Los pacientes afectados por esta condicion
se caracterizan por concentraciones bajas de cortisol y deficiencia de aldosterona con
hiponatremia e hiperpotasemia concomitantes.

La etiologia mas comun es el desarrollo de anticuerpos contra la enzima 21 hidroxilasa.
Otra causa importante de la insuficiencia suprarrenal primaria son las enfermedades
infecciosas, en especial en los paises de bajos ingresos. Entre las causas infecciosas

que se han descrito se encuentran: Mycobacterium tuberculosis, el complejo de
Mpycobacterium avium, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenzae, citomegalovirus, Pneumocystis jirovecii, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatiditis, Cryptococcus neoformans, Cocciodiodes immitis, Nocardia spp. y
Paracoccidioides brasiliensis.

En este articulo se presenta la imagen de la tomografia de un paciente que presentd falla
suprarrenal, con masas en las glandulas suprarrenales, cuya biopsia permitié establecer el
diagnéstico final de paracoccidioidomicosis.

Palabras clave: paracoccidioidomicosis; glandulas suprarrenales; hidrocortisona;
prednisona, prednisolona.

Adrenal paracoccidioidomycosis

Primary adrenal insufficiency is a defect in glucocorticoid, mineralocorticoid and sexual
androgens production. Patients with this disorder have low cortisol levels and aldosterone
deficiency with concomitant hyponatremia and hyperkalemia.

The most common etiology of this disease is the production of antibodies against the
enzyme 21 hydroxylase. Another common cause, particularly in low income countries,
are infectious diseases. Several micro-organisms have been reported as a causal agent
in adrenal insufficiency including Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium
complex, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae,
cytomegalovirus, Pneumocystis jirovecii, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatiditis, Cryptococcus neoformans, Cocciodiodes immitis, Nocardia spp. and
Paracoccidioides brasiliensis.

In this article, we present the computerized tomography and the adrenal biopsy of a patient
with adrenal insufficiency. The final diagnosis was paracoccidioidomycosis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; adrenal glands; hydrocortisone; prednisone, prednisolone.

La insuficiencia suprarrenal primaria es una enfermedad infrecuente con
una prevalencia estimada de 100 a 140 casos por millén de habitantes (1).
La causa principal en los paises desarrollados es la autoinmunidad contra
la glandula suprarrenal. En los paises de escasos o medianos recursos, o
en las economias de transicién, la causa mas comun son las enfermedades
infecciosas, siendo la tuberculosis la causa principal. Se han descrito otras
causas infecciosas como Mycobacterium avium complex, meningococo,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza, citomegalovirus,
Pneumocystis jiroveci, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatiditis,
Cryptococcus neoformans, Cocciodiodes immitis y Nocardia spp. Una causa
infecciosa rara es la paracoccidioidomicosis, una micosis sistémica endémica
en Colombia, Venezuela y Brasil (2).

En los pacientes con insuficiencia suprarrenal primaria y con anticuerpos
negativos contra la 21-hidroxilasa, se requiere una imagen tomogréfica de
las glandulas suprarrenales (2). Su engrosamiento sugiere una condicion
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infecciosa, infiltrante o maligna. Por ende, cuando la historia clinica y los
examenes fisicos y paraclinicos no indican la causa subyacente, puede
requerirse una biopsia para determinar el origen de la insuficiencia
suprarrenal. En este sentido, en los paises donde las enfermedades
infecciosas son una causa frecuente de falla suprarrenal, la biopsia de esta
glandula puede ser util.

En este articulo, se presenta la imagen de la tomografia de un paciente
que presento falla suprarrenal, con masas en las glandulas suprarrenales,
cuya biopsia confirmé el diagnéstico final de paracoccidioidomicosis.

Caso clinico

Se trata de un hombre de 62 afios de edad con antecedentes de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, que colsulto al servicio de
urgencias por un cuadro clinico de seis meses de evolucién con pérdida de
peso, fatiga, nduseas, dolor abdominal, diaforesis y fiebre.

En el examen fisico se encontrd hipotensién arterial (84/45 mm Hg),
taquicardia (110 latidos por minuto) e hiperpigmentacion generalizada. En
los examenes de laboratorio se reporté hiponatremia e hiperpotasemia, con
disminucion del cortisol (0,74 pg/dl; rango de referencia: 6 a 23 pg/dl; menor de
5 pg/dl: sugestivo de insuficiencia suprarrenal) y aumento de la corticotropina
(ACTH) (mayor de 1.250 pg/ml; rango de referencia: 6 a 76 pg/ml).

Con base en estos datos, se diagnosticé una insuficiencia suprarrenal
primaria. En la tomografia abdominal con contraste, se observaron masas en
las glandulas suprarrenales, la derecha de 26 x 14 mm y la izquierda de 33 x
17 mm (figura 1), con un bajo lavado del contraste. En la tomografia de térax,
se observo enfisema.

Mediante lavado broncoalveolar se descartaron procesos infecciosos
pulmonares, como la tuberculosis. Por laparoscopia, se tomd una biopsia
de una de las masas suprarrenales, de la cual se aislé Paracoccidioides
brasiliensis (figura 2, plata metenamina).

Figura 1. Masas en las glandulas suprarrenales (flechas)
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Figura 2. Paracoccidioides brasiliensis detectado en la biopsia de la masa
de la glandula suprarrenal. Se aprecian las imagenes tipicas del hongo y
los brotes radiales (‘rueda de timon’) en el cuadrante superior derecho y en
el inferior izquierdo (flechas). Plata metenamina, 400X

El paciente fue tratado con 5 mg diarios de prednisolona, 0,1 mg diarios
de fluorocortisona y 200 mg de itraconazol cada 8 horas, durante seis
meses. Dos anos después del diagndstico, el paciente se encuentra vivo,
asintomatico y en tratamiento para su insuficiencia suprarrenal.

Consideraciones éticas

Se siguieron las normas éticas para la investigacién en seres humanos
contenidas en la Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia y se mantuvo la confidencialidad del paciente, pues sus datos se
manejaron en forma andnima.
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Tuberculous pericarditis is an infrequent but serious form of tuberculosis.

Its diagnosis is difficult and often delayed or not even reached, which results

in complications such as constrictive pericarditis with high mortality rates (1).

In 2017, there were 10 million cases of active tuberculosis worldwide and 1.3

million related deaths making tuberculosis the leading cause of death by a

single pathogen worldwide (2). In Colombia, 13,626 new cases of tuberculosis

were reported during 2016 of which 83% (11,338 cases) corresponded to

pulmonary tuberculosis and 17% (2,288 cases) to extrapulmonary tuberculosis

while 37 cases (1.6%) of these corresponded to tuberculous pericarditis (3).

We describe here the case of tuberculous pericarditis in a man with no
apparent risk factors to develop the disease, which reinforces the concept that
no predisposing condition is necessary to develop tuberculosis (4).

A 62-year-old man presented to the emergency room with a history of
malaise, fever, cough, dyspnea, and loss of 5 kg of weight in the previous 30
days. His initial assessment showed normal vital signs and no abnormalities
in the white blood cell count; the erythrocyte sedimentation rate was 56 mm/h,
the C-reactive protein was 10.66 mg/l, and the procalcitonin level was less
than 0.5 ng/ml; the serology for HIV was negative.

Chest X-rays showed global cardiomegaly with a rounded heart shape
(figure 1). The chest tomography evidenced abundant homogeneous and
hypodense pericardial effusion, thickening of the pericardial membrane,
and enlarged lymph nodes (figure 2). An echocardiogram confirmed the
accumulation of approximately 1,300 ml of pericardial effusion without
hemodynamic compromise.

Taking into consideration the clinical and imaging characteristics, a
pericardiocentesis was performed and 275 ml of yellowish liquid were
obtained. The cytological analysis was negative for malignancy; the adenosine
deaminase (ADA) measurement was 101 1U/l, the polymerase chain reaction
for Mycobacterium tuberculosis (IS6110), smear microscopy, and culture
(both MGIT and Lowenstein-Jensen) for mycobacteria were all negative.

Due to these inconclusive findings, biopsies of the pericardium and
mediastinal lymph node were performed. The pathological examination showed
an extensive chronic granulomatous reaction with necrosis and giant cells
(figure 3) while the Ziehl-Neelsen staining showed acid-fast bacilli. Based on
these results, anti-tuberculosis treatment plus prednisone was started. After the
stabilization of his clinical condition, the patient was discharged and completed
six months of anti-tuberculosis treatment with complete clinical recovery.
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Figure 1. Chest X-ray. PA projection. Global cardiomegaly with Figure 2. Contrasted chest computed tomography, mediastinal
rounded cardiac shape. No opacities were observed. window. There is a 3-millimeter thickening and abnormal pericardial

enhancement, pericardial effusion, which does not produce
compression of the right ventricle, and pre-aortic adenopathy with
heterogeneous enhancement (white arrow).

Figure 3. A and B. Pericardium compromised by chronic granulomatous inflammation with central necrosis and multinucleated giant cells.
Hematoxylin-eosin. 40X. C. Zielh-Neelsen stain showing acid-fast bacilli (black arrow), 100X

One to two percent of patients with pulmonary tuberculosis develops
tuberculous pericarditis. However, it can also present as an isolated
extrapulmonary form (5). In a Spanish series of 294 immunocompetent
individuals with acute pericarditis, thirteen cases of tuberculous pericarditis
were identified (4%), cardiac tamponade was observed in five cases, and
constrictive pericarditis in six patients (6).

Pericardial involvement can occur by extension from the lungs,
adjacent lymph nodes, the sternum or even the spine, as well as through
hematogenous spread. Frequently, tuberculous pericarditis corresponds to the
reactivation of a previous infection without an apparent primary site (7), which
is probably what happened in the case we describe here.

Four pathological stages are described. Initially, there is a fibrinous exudate
with polymorphonuclear infiltration and the formation of early granulomas. This is
followed by a serosanguineous effusion with abundant lymphocytes and, finally,
adsorption of the effusion with the onset of granulomatous necrosis, pericardial
thickening, and fibrosis that can progress to constrictive pericarditis (7).
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The clinical presentation is nonspecific and insidious, with symptoms
such as fever, night sweats, and weight loss, usually preceding the
cardiopulmonary symptoms, taking cough, dyspnea, and pleuritic pain being
the most frequent ones (8). This was the case of our patient, who did not
develop a hemodynamic compromise.

Regarding the diagnostic approach, this is established through the
detection of M. tuberculosis bacilli in smear microscopy or culture of
the pericardial fluid and/or the identification of bacilli or granulomatous
inflammation in the pathological examination of the pericardium (7).
Pericardiocentesis is a common and useful procedure for the diagnosis of
tuberculous pericarditis. The extracted fluid should be evaluated by smear
and culture, ADA concentration, and cytology (8). In many cases, after this
evaluation, the diagnosis is not reached and, therefore, a pericardium biopsy
is necessary as described here.
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San Andrés y Providencia son islas colombianas en el mar de las Antillas. San Andrés tiene
68.283 habitantes y alli se han registrado casos de lepra en inmigrantes provenientes del
interior colombiano. Providencia tiene 5.037 habitantes e, histéricamente, los programas

de salud no tenian registros de la enfermedad; no obstante, en el 2009 se confirmaron dos
casos de lepra multibacilar histioide y, posteriormente, otros dos, lo cual representa una
prevalencia de 8 casos por 10.000 habitantes y la la convierte en un sitio hiperendémico
para lepra. Inicialmente, se diagnosticé lepra histioide en una nifa de 14 afos y, durante su
estudio, se encontrd la misma forma clinica de la enfermedad en su padre. Recientemente,
se detecto lepra multibacilar en otro miembro de la misma familia y, lepra indeterminada, en
una nifia de otro nucleo familiar.

El objetivo de este trabajo fue presentar estos casos clinicos ante la comunidad cientifica

y los entes de salud publica, y llamar la atencion de las autoridades de salud sobre la
necesidad de establecer programas de vigilancia epidemioldgica continua en la isla,
incorporando las nuevas herramientas disponibles en el Programa de Control de la Lepra.

Palabras clave: lepra multibacilar; lepra/transmision; transmisiéon de enfermedad
infecciosa; reaccion en cadena de la polimerasa.

Leprosy in the Colombian island of Providencia

San Andrés and Providencia are Colombian islands in the Caribbean Sea. San Andrés

has 68,283 inhabitants and has registered cases of leprosy in immigrants from continental
Colombia. Providencia has 5,037 inhabitants and historically health programs did not have
records of the disease, but in 2009 two cases of multibacillary histoid leprosy were confirmed
and, subsequently, another two, which represents a prevalence of 8 cases per 10,000
inhabitants and places the island as a hyperendemic site for leprosy. Initially, a 14-year-old
girl with histoid leprosy was diagnosed and, exploring this case, her father was diagnosed
with the same clinical form of leprosy. Recently, a new intrafamilial patient with multibacillary
leprosy and an extrafamilial case of a girl with undetermined leprosy were detected.

The objective of this study was to present to the scientific community and the public health
officers these clinical cases and to draw the attention of the sanitary authorities on the
necessity of establishing continuous programs of leprosy epidemiological surveillance on
the island using the new tools available in the Programa de Control de la Lepra (Leprosy
Control Program).

Keywords: Leprosy, multibacillary; leprosy/transmission; disease transmission, infectious;
polymerase chain reaction.

La lepra esta presente en todo el territorio colombiano, con mayor
prevalencia en los departamentos de Norte de Santander, Santander, Huila,
Cesar y Vichada (1). Anualmente, en Colombia se detectan alrededor de 450
nuevos casos, 75 % de los cuales son multibacilares (1).

En una comunidad, la lepra se extiende de manera semejante a las ondas
que produce una piedra arrojada al agua estancada y tranquila (2). Los
contactos intradomiciliarios del caso indice —aquellos que comparten techo
y cocina— tienen una probabilidad diez veces mayor de contraer la lepra,
comparados con la poblacion general, asi como una posibilidad 4 a 5 veces
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mayor de adquirirla que sus vecinos de cuadra y de barrio (peridomiciliarios)
(3). Estos riesgos se incrementan cuando el caso indice es multibacilar y
existe consanguinidad entre los contactos intradomiciliarios (3).

Los enfermos de lepra pueden albergar el bacilo en la capa cérnea de su
piel o en su nariz, desde donde continuamente lo eliminan, amplificando asi
su dispersion en la comunidad (4,5). El nuevo huésped lo puede adquirir por
via nasal o por la piel (4,5).

Las personas que se infectan con el bacilo pueden controlarlo mediante su
sistema inmunitario en un plazo cercano a un afo o, eventualmente, pueden
desarrollar la lepra después de un periodo de incubacion que generalmente
varia entre 2 y 10 afos (5). Cerca del 90 % de las personas infectadas son
capaces de contrarrestar el bacilo y no presentar la enfermedad (6). Sin
embargo, puede haber variaciones importantes, como epidemias o contagio,
en personas de regiones previamente no expuestas al bacilo de la lepra (7,8).

Las personas con infeccién subclinica de lepra que alojen el bacilo en su
nariz pueden esparcirlo en la comunidad (5). La infeccién subclinica se puede
demostrar mediante métodos moleculares que detectan el ADN del bacilo de
Hansen en el moco nasal (9) y por la presencia de anticuerpos IgM contra
el glucolipido fendlico de la pared celular del bacilo (GLP-1) circulantes en
la sangre del individuo infectado (9,10). En 80 a 90 % de los casos, la lepra
comienza como una mancha hipocrémica e hipoestésica, etapa en que se la
denomina ‘lepra indeterminada’ y puede diagnosticarse clinicamente (11).

En el 2009, se confirmaron dos casos de lepra multibacilar histioide en la
isla de Providencia, donde los programas de salud no tenian registros de la
enfermedad (1). El primero fue en una adolescente de 14 afios y, posteriormente,
se encontrd la misma forma clinica de la enfermedad en su padre.

El objetivo de este trabajo fue presentar estos casos clinicos ante la
comunidad cientifica y los entes de salud publica, informar sobre un nuevo
caso intrafamiliar, y documentar un nuevo caso de lepra indeterminada
en otro nucleo familiar cuyo seguimiento no ha sido posible. Llamamos
la atencién de las autoridades de salud sobre la necesidad de establecer
programas de vigilancia epidemioldgica continua de la lepra en la isla, usando
herramientas clinicas, de laboratorio y de biologia molecular.

Consideraciones éticas

Esta publicacion recibié el aval de los pacientes involucrados. Los datos de
los pacientes se manejaron en forma anénima.

Casos clinicos

Caso 1. Se trata de una adolescente de 14 ahos de edad, estudiante,
natural y procedente de Providencia. Seis afios atras habia comenzado
a presentar papulas y ndédulos cutaneos asintomaticos, los cuales fueron
aumentando en numero.

En el examen fisico se detectaron numerosos nédulos amarillentos o del
color de la piel, en las orejas, los brazos, los muslos y las piernas (figura 1). No
se encontraron maculas pigmentadas en los pliegues o en otras zonas, ni se
detectd engrosamiento neural o alteracion clara de la sensibilidad. La mucosa
nasal era normal y la paciente no presentaba ningun grado de discapacidad.
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Se hizo el diagndstico clinico de neurofibromatosis, el cual fue ratificado en la
biopsia de una lesion de la pierna. La paciente fue remitida a Barranquilla para
consulta con dermatélogos y neurdlogos. Se solicitd la revision de la biopsia,
con lo cual se ratifico el diagndstico de neurofibromatosis. Los dermatélogos
solicitaron una nueva revision del espécimen y, asi, se diagnostico la enfermedad
de Hansen multibacilar con caracteristicas de lepra histioide (figura 2).

Casos 2 y 3. A raiz del diagndstico del caso 1, se hizo una visita familiar
en la que se encontré que su padre, de 47 anos, presentaba incontables
nddulos de muchos anos de evolucién, anestésicos, cuya biopsia demostré
también lepra histioide (figura 3). Su esposa y sus dos hijos varones no
presentaban lesiones clinicas.

Tanto el padre como la adolescente recibieron el tratamiento recomendado
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cual permitio la resolucion
satisfactoria de las lesiones en la hija y una disminucion importante del
tamano de los nddulos en el padre (figura 3B), sin que se observara
persistencia bacilar en los controles.

En el 2013, una comisidon médica de Sanidad Militar de las Fuerzas
Armadas de Colombia visitd Providencia y constaté que el padre y su hija
presentaban mejoria de sus lesiones. En el examen de la madre y de los
hermanos de la nifia no se encontraron lesiones de lepra en ellos.

Figura 1. A. Paciente de 14 anos
con engrosamiento auricular y
nédulo en la porcion inferior de
la oreja. B. Papulas y nédulos en
ambas piernas

Figura 2. A. Biopsia de una papula de la pierna. Infiltraciéon dérmica difusa cubierta por
epidermis atréfica. Hematoxilina y eosina, 2,5X. B. El infiltrado consta de macrdfagos, algunos
vacuolados, con pocos linfocitos y algunos plasmocitos. Hematoxilina y eosina, 40X. C. Se
demuestran abundantes bacilos de Hansen, aislados o formando globias. Fite-Faraco, 80X.
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El seguimiento de la familia permitié demostrar, en el 2017, que un hijo
del paciente presentaba lesiones papulares de dos afios de evolucion, las
cuales correspondian a enfermedad de Hansen multibacilar, lepromatosa,
probablemente histioide. Con este, se completaron tres casos de lepra
multibacilar en la misma familia.

Caso 4. En la visita hecha en el 2013, se examind a una nifna de 7 ahos, sin
contacto conocido con los tres pacientes anteriores, que presentaba una mancha
hipocrémica en la cara y otra en la pierna (figura 4), con alteraciéon dudosa de la
sensibilidad, cambios que hacian sospechar la presencia de lepra indeterminada.

Se tom6 una muestra de moco nasal para investigar la presencia de ADN de
Mycobacterium leprae por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), cuyo
resultado fue positivo, y una muestra de sangre para detectar anticuerpos IgM
contra el GLP-1 del bacilo de Hansen, con resultado negativo, lo cual confirmé
que la nifia tenia lepra indeterminada. Su localizacién, manejo y seguimiento
han estado fuera de nuestro alcance, a pesar de los esfuerzos realizados.

Durante esa misma visita, también se tomaron muestras de moco
nasal y de suero del padre y la hija con lepra histioide, asi como de cuatro
convivientes en contacto con los dos, incluidos la madre y los hermanos del
caso indice, cuyos resultados se muestran en el cuadro 1.

Figura 3. El padre de la nifia presentaba multiples papulas y nédulos (A), que disminuyeron de
tamano al afio de tratamiento (B).

Figura 4. Nifa de 7 afios de edad con manchas hipocrémicas en el mentén y en una pierna
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Cuadro 1. Resultados seroldgicos y moleculares de los convivientes y contactos del caso indice

Numero Caracteristica Convivencia PCR en muestrade Anti-GLP-1 en
moco nasal suero

1 Padre ND +++

2 Caso 1, hija Si + +++

3 Hijo del caso 2 Si - -

4 Hijo del caso 2 Si - -

5 Esposa del caso 2 Si + -

6 Primo del caso 2 ? - -

Anti-GLP-1: anticuerpos contra el GLP-1; ND: no determinado
Discusion

San Andrés y Providencia son islas colombianas en el mar de las Antillas.
San Andrés tiene 68.283 habitantes (12) y se habian han registrado casos
de lepra en inmigrantes provenientes del interior colombiano. Providencia
tiene 5.037 habitantes (12) y no se habian registrado casos de lepra alli. Los
pacientes que reportamos representan una prevalencia de 8 casos por 10.000
habitantes, lo que ubica a Providencia como un sitio hiperendémico. Segun
la OMS, el criterio de eliminacién y control de la enfermedad establece que
debe haber menos de un caso por 10.000 habitantes (13).

Este estudio demostré la clara necesidad de impulsar actividades
de busqueda y deteccion de casos clinicos y de personas con infeccion
subclinica, asi como actividades de educacién en salud comunitaria para
impedir una mayor extension de la enfermedad (14). Hasta ahora solo se han
practicado algunos examenes clinicos en unas pocas viviendas.

Segun las proyecciones de poblacion del censo del 2005, en Providencia
la poblacion menor de 15 afios representa el 30 % del total (12) y esta
constituye la poblacién con mayor propension a contraer la lepra (4,5). Por
otra parte, la lepra histioide es la presentacion mas bacilifera entre las formas
multibacilares y puede aparecer de novo, como en los pacientes de nuestro
estudio, o corresponder a una recidiva de lepra multibacilar, con la posibilidad
de ser resistente a medicamentos como la dapsona o a la rifampicina (10,15).
Llama la atencién el hecho de que, en el 2013, un hijo del paciente adulto no
fue positivo en la PCR del moco nasal, ni presenté anticuerpos anti-GLP-1,
pero dos afnos después desarrolld lepra multibacilar, que esta siendo tratada
adecuadamente. Este hallazgo podria indicar que, en realidad, existen mas
casos baciliferos sin tratamiento en el entorno familiar o social.

El ejemplo paradigmatico de lo que podria ocurrir con la lepra en una isla,
es lo sucedido en Nauru, una isla de 1.200 habitantes en el Pacifico y sin
historia previa de lepra, a donde llegd una paciente con lepra lepromatosa
en 1912. Para el afio 1920, habia cuatro pacientes con lepra y, en 1925,
ya eran 368. La epidemia comenzé a declinar lentamente, pero aun en
1981 el porcentaje era del 1 % (6,7). En este sentido, cabe resaltar que el
costo social, econdmico y de sufrimiento humano causado por un caso no
detectado ni tratado oportunamente, puede resultar mucho mas elevado que
implementar las actividades disponibles de busqueda y vigilancia.

Aunque la adolescente y su padre han presentado mejoria clinica
aparente de sus lesiones, persisten sus titulos de anticuerpos contra el GLP-1
y no hay datos iniciales para comparar. Esto exige que su control clinico y por
laboratorio continte, pues la persistencia de titulos altos de anticuerpos anti-
GLP-1 indica permanencia de la enfermedad (10).
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Conclusiones

La lepra en Providencia merece mayor atencion que la que ha recibido
hasta ahora y seria posible abordarla en forma de estudios colaborativos
multidisciplinarios que incluyan la revisién clinica, la investigacion de
anticuerpos anti-GLP-1, y los estudios moleculares y genéticos de la
poblacién expuesta, con miras a evaluar las posibilidades de implementar la
inmunoprofilaxis o la quimioprofilaxis, segun sea necesario (16).

Referencias

1. Instituto Nacional de Salud. Boletin Epidemiolégico Semanal, nimero 52 de 2016. Fecha
de consulta: 10 de octubre de 2018. Disponible en: http://www.ins.gov.co/buscador-
eventos/BoletinEpidemiologico/2016%20Bolet%C3%ADn%20epidemiol%C3%B3gico%20
semana%2052%20-.pdf

2. Rodriguez G, Pinto R. La lepra. Imagenes y conceptos. Medellin: Universidad de Antioquia,
Universidad de La Sabana; 2007.

3. Moet FJ, Pahan D, Schuring RP, Oskam L, Richardus JH. Physical distance, genetic
relationship, age, and leprosy classification are independent risk factors for leprosy in contact
of patients with leprosy. J Infect Dis. 2006;193:346-53. https://doi.org/10.1086/499278

4. Job CK, Jayakumar J, Kearney M, Gillis TP. Transmission of leprosy: A study of skin and
nasal secretions of household’s contacts of leprosy patients using PCR. Am J Trop Med Hyg.
2008;78:518-21.

5. Smith WCS, Smith CM, Cree IA, Jadhaw RS, Mac Donald M, Edgard VK, et al. An approach
to understanding the transmission of Mycobacterium leprae using molecular and immunologic
methods: Results from de MILEP2 study. Int J Lepr Other Mycobact Dis. 2004;72:269-77.

6. Richardus JH, Pahan D, Johnson RC, Smith WC. Leprosy control. In: Scollard DM, Gillis
TP, editors. The International Texbook of Leprosy. Athens: Papyros Designs; 2016. Fecha de
consulta: 11 de octubre de 2018. Disponible en: hitps:/internationaltextbookofleprosy.org/
chaptetr/leprosy-control

7.  Bray GW. The story of leprosy at Nauru. Proc R Soc Med. 1930;23:1370-4.
8. GrantA. Leprosy at Nauru since 1928. Int J Lepr Other Mycobact Dis. 1934;2:305-10.

9.  Guerrero MI, Arias MT, Garcés MT, Ledn CI. Desarrollo y aplicacion de una prueba de RCP
para detectar la infeccion subclinica por Mycobacterium leprae. Rev Panam Salud Publica.
2002;11:228-34.

10. Penna ML, Penna GO, Iglesias PC, Natal S, Rodrigues LC. Anti-PGL-1 positivity as a risk
marker for the development of leprosy among contacts of leprosy cases: Systematic review
and meta-analysis. PLoS Negl Trop Dis. 2016;10:e0004703.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004703

11.  Scollard DM. The biology of nerve injury in leprosy. Lepr Rev. 2008;79:242-53.

12. Departamento Administrativo Nacional de Estadistica. Demografia regiones Colombia,
2005. Fecha de consulta: 10 de octubre de 2018. Disponible en: hitp://www.dane.gov.co/files/
investigaciones/poblacion/proyepobla06 20/7Proyecciones_poblacion.pdf

13. Organizacién Mundial de la Salud. Estrategia mundial para la eliminacion de la lepra 2016-
2020. Fecha de consulta: 11 de noviembre de 2018. Disponible en: hitp://apps.who.int/iris/bit
stream/10665/208824/9/9789290225195-SPA.pdf?ua=1&ua=1

14. Guerrero MI. Vigilancia epidemioldgica de lepra aplicable a sitios de baja prevalencia: una
necesidad vigente. Infectio. 2017;21:7-8. htips://doi.org/10.22354/in.v21i1.634

15. Rodriguez G, Henriquez, R, Gallo S, Panqueva C. Histoid leprosy with giant lesions of
fingers and toes. Biomédica .2015;35:165-70. htips://doi.org/10.7705/biomedica.v35i2.2562

16. Franco-Paredes C, Rodriguez-Morales AJ. Unsolved matters in leprosy: A descriptive review
and call for further research. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 2016;15:33.
https://doi.org/10.1186/s12941-016-0149-x

31



Biomédica 2020;40(Supl.1):32-6
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.5071

Received: 06/06/2019
Accepted: 20/01/2020
Published: 22/01/2020

Citation:

Rodriguez-Pérez EG, Arce-Mendoza AY, Saldivar-
Palacios R, Escanddn-Vargas K. Fatal Strongyloides
stercoralis hyperinfection syndrome in an alcoholic
diabetic patient from México.2020;40(Supl.1):32-6.
https://doi.org/10.7705/biomedica.5071

Corresponding author:

Kevin Escandén-Vargas, Escuela de Medicina,
Universidad del Valle, Calle 4B No 36 00, Cali,
Colombia

Teléfono: (572) 518 5652
kevin.escandonvargas @ gmail.com

Author contributions:

Kevin Escanddn-Vargas performed the literature
review and drafted the manuscript.

All authors contributed to the design of the report, the
interpretation of data, the review of the manuscript for
important intellectual content, and they gave the final
approval of the version to be published.

Funding:
The authors received no funding for this work.

Conflicts of interest:
The authors declare no conflicts of interest.

32

Case reports

Fatal Strongyloides stercoralis hyperinfection
syndrome in an alcoholic diabetic patient from México

Elba G. Rodriguez-Pérez', Aima Y. Arce-Mendoza?, Roberto Saldivar-Palacios?,
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! Parasitologia Clinica, Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez, Universidad Auténoma
de Nuevo Leodn, Monterrey, México
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Monterrey, México

3 Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn,
Monterrey, México

4 Escuela de Medicina, Universidad del Valle, Cali, Colombia

Strongyloides stercoralis hyperinfection syndrome is a medical emergency that requires

a high level of suspicion. Immunocompromised patients are at high risk of hyperinfection
syndrome; however, malnutrition, alcoholism, and diabetes mellitus also need to be
considered as predisposing factors. The diagnosis and treatment of Strongyloides
hyperinfection are challenging and patients often have severe complications. Consequently,
mortality is overwhelmingly high, with proportions above 60%.

Herein, we report a case of Strongyloides hyperinfection in a 40-year-old alcoholic diabetic
patient living in México. Unfortunately, the late diagnosis resulted in his death despite the
treatment and supportive measures. Increased awareness is needed to prevent the dire
consequences of strongyloidiasis.

Keywords: Strongyloides stercoralis; strongyloidiasis; neglected diseases; México.

Sindrome de hiperinfeccion mortal por Strongyloides stercoralis en un paciente
diabético y alcohdlico de México

El sindrome de hiperinfeccion por Strongyloides stercoralis es una emergencia médica
que requiere una aguda sospecha clinica. Los pacientes inmunocomprometidos tienen alto
riesgo de sufrir el sindrome de hiperinfeccidn; sin embargo, la desnutricidn, el alcoholismo
y la diabetes mellitus también deben considerarse factores predisponentes. El diagndstico
y el tratamiento de la hiperinfeccion por S. stercoralis constituyen un desafio y los
pacientes a menudo tienen complicaciones graves. Como consecuencia, la mortalidad es
abrumadoramente alta, con proporciones superiores al 60 %.

Se presenta un caso de hiperinfeccion por S. stercoralis en un paciente diabético y
alcohdlico de 40 afos que vivia en México. Infortunadamente, el diagndstico tardio

caus6 su muerte a pesar del tratamiento y las medidas de soporte. Se necesita un mayor
conocimiento para prevenir las terribles consecuencias de la estrongiloidiasis.

Palabras clave: Strongyloides stercoralis; estrongiloidiasis; enfermedades desatendidas;
México.

Strongyloidiasis is a neglected parasitic disease mainly caused by
Strongyloides stercoralis and, to a lesser extent, by S. fuelleborni. It is estimated
to affect at least 370 million people worldwide, especially in tropical and
subtropical regions (1,2). Although there is a lack of updated and comprehensive
epidemiological data for S. stercoralis, strongyloidiasis is considered to be
largely endemic to México. In a few community- and hospital-based surveys, the
prevalence of S. stercoralis has been estimated from 0.1% to 68% (3-5).

Strongyloides stercoralis has a complex life cycle with both free-living and
parasitic developmental stages including autoinfection (1,6,7). Rhabditiform
larvae (L,, usual diagnostic stage) are passed in the stool after hatching from
eggs deposited in the intestinal mucosa of an infected definitive host (human
or dog). These larvae develop directly or indirectly into filariform larvae (L,,
infective stage) that penetrate the intact skin after contact with contaminated
soil. Filariform larvae migrate via the bloodstream and lymphatics to the lungs
from where they ascend the tracheobronchial tree and are swallowed to
reach the gastrointestinal tract. In the small intestine, larvae mature into adult
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female worms, which live embedded in the submucosa and produce eggs
via parthenogenesis yielding rhabditiform larvae. These larvae can either be
excreted in the stool or can become filariform larvae and penetrate intestinal
mucosa or perianal skin resulting in autoinfection.

The unique life cycle of S. stercoralis is determinant for the presentation
forms in infected persons. Infection ranges from asymptomatic to chronic
symptomatic strongyloidiasis and severe or disseminated forms of the
disease (7). Herein we report a fatal case of S. stercoralis hyperinfection in a
hypoalbuminemic, alcoholic, and diabetic patient from México.

Case presentation

A 40-year-old Mexican-born male with a history of homelessness was
admitted to a hospital in Monterrey, México, for abdominal pain and vomiting
of 2 weeks’ duration. The patient complained of a 10 kg weight loss in the
previous month. He originally came from a low-income area in Oaxaca
and had been living in Monterrey for the last 5 years. He had a history of
alcoholism and diabetes mellitus. He did not take any medications.

On examination, he was afebrile, tachycardic, dehydrated, and had normal
oxygen saturation. The pulmonary examination was unremarkable. He had a
distended, slightly tender abdomen with diminished bowel sounds. His white
blood cell count was 16,200/ul with 92.3% neutrophils and 0.66% eosinophils
(107/pl). Hemoglobin was 10.4 g/dl, and plasma glucose was 133 mg/dl.
Hyponatremia and hypokalemia were recorded. Serum total proteins and
albumin were low (5.3 g/dl and 2.3 g/dl, respectively). An abdominal X-ray
showed dilated small bowel loops suggestive of paralytic ileus. The initial
treatment consisted of fluid resuscitation and placement of a nasogastric
tube. On hospital day 3, his persistent ileus prompted the surgery service to
perform a laparotomy.

Over the next 48 hours, the patient presented shortness of breath,
hemoptysis, and fever. A chest X-ray revealed bilateral diffuse interstitial
infiltrates (figure 1), and the patient was treated empirically with imipenem/
cilastatin and vancomycin for presumed bacteremia.

Due to clinical worsening, he underwent bronchoscopy with
bronchoalveolar lavage, which yielded a bloody lavage fluid from the right
middle lobe. The pathological examination revealed numerous S. stercoralis
filariform larvae (figure 2). Subsequently, the stool examination confirmed the
presence of rhabditiform larvae (figure 3). Human T-cell lymphotropic virus
type-1 (HTLV-1) and human immunodeficiency virus (HIV) serologies were
negative. Strongyloides stercoralis larvae from bronchoalveolar lavage and
feces provided diagnostic proof of the hyperinfection syndrome.

On hospital day 10, the patient was started on oral ivermectin 12 mg daily;
however, two days later, ivermectin was administered per rectum owing to
reduced oral intake. Later that day, the patient was taken to surgery for repair
of omental evisceration. Postoperatively, the patient continued to deteriorate
and developed respiratory failure requiring mechanical ventilation. He was
transferred to the intensive care unit where he died despite the treatment and
supportive measures administered.

The informed consent for this publication and the accompanying images
was obtained from the patient’s nearest relative.
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Figure 1. Chest x-ray showing bilateral diffuse Figure 2. Bronchoalveolar lavage specimen
interstitial infiltrates showing a Strongyloides stercoralis filariform larva.
Haematoxylin and eosin, 100X.

Figure 3. Wet mount of stool showing a Strongyloides stercoralis rhabditiform larva. Rhabditoid
esophagus can be appreciated. Methylene blue, 100X.

Discussion

Strongyloidiasis can present in a wide variety of forms. In
immunocompetent hosts, S. stercoralis mostly causes asymptomatic chronic
infections that may persist for decades because of the ability of the parasite
to sustain itself by low-level autoinfection. Gastrointestinal and dermatologic
complaints, when present, are usually mild and include abdominal pain,
diarrhea, constipation, vomiting, anorexia, urticaria, and larva currens
(1,7). In contrast, in immunocompromised hosts, S. stercoralis can cause
severe, life-threatening conditions resulting from accelerated autoinfection:
The hyperinfection syndrome in which numerous larvae are confined to
the autoinfective cycle (gastrointestinal tract, peritoneum, and lungs) and
disseminated strongyloidiasis, which is characterized by larval migration to
multiple organs beyond the range of the autoinfective cycle including the liver,
heart, kidneys, brain, and skin.

Cell-mediated immunosuppression can trigger the massive dissemination
of S. stercoralis larvae. Several immunosuppression-related risk factors
for Strongyloides hyperinfection have been described including the use of
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corticosteroids and other immunosuppressants, HTLV-1 infection, organ
transplantation, and hematologic malignancies (1,7). Other predisposing
factors are malnutrition, alcoholism, and diabetes mellitus (1,8,9). These three
conditions were present in the patient whose case we report. Interestingly,

it has been postulated that the increased predisposition to S. stercoralis
infection in alcoholics is related to reduced intestinal motility and increasing
endogenous cortisol levels resulting in a deficient type 2 T helper cells (Th2)
immune response, as well as in ecdysteroid-mimicking effects (8,10).

The increased larval burden in hyperinfection syndrome explains the
development or exacerbation of gastrointestinal and respiratory symptoms.
Cough, dyspnea, wheezing, and hemoptysis are common. Fever and
neurologic manifestations may be present and should prompt a search for
sepsis and meningitis due to translocation of enteric bacteria facilitated by
worm migration (7). Patients with S. stercoralis hyperinfection often have
severe complications such as paralytic ileus, bowel obstruction, bacteremia,
meningitis, respiratory failure, and multiorgan dysfunction (1). Consequently,
mortality is overwhelmingly high with proportions above 60% (1,7,11,12).

The diagnosis of hyperinfection syndrome requires a high level of
suspicion. The detection of S. stercoralis filariform larvae in sputum or
bronchoalveolar lavage fluid is the hallmark of hyperinfection syndrome (7).
Contrary to asymptomatic and chronic forms of strongyloidiasis, microscopic
examination of stool in patients with hyperinfection has increased sensitivity
and often reveals numerous larvae (7,11). As seen in our case, eosinophilia is
frequently absent in the hyperinfection syndrome (66-75%) (11,12).

The treatment of choice is ivermectin (200 pg/kg/day) based on its efficacy
and favorable side-effect profile. Oral daily dosing is recommended for at least
2 weeks after parasite clearance from stools (7,13). Because many patients are
critically ill or experience paralytic ileus, enteral absorption may be impaired.
Therefore, unorthodox administration routes (subcutaneous and rectal)
have been attempted as adjunct or alternative to oral ivermectin. However,
parenteral ivermectin is currently only available as a veterinary preparation
and is not licensed for human use (14). There is a need for improved access to
parenteral ivermectin and more data from pharmacological studies and clinical
trials to guide the treatment of severe strongyloidiasis.

In conclusion, Strongyloides hyperinfection syndrome is a medical
emergency that requires a high level of suspicion. Immunocompromised
patients are particularly at high risk of hyperinfection syndrome; however,
malnutrition, alcoholism, and diabetes mellitus also need to be considered
as predisposing factors. Since both diagnosis and treatment are challenging,
patients frequently have poor outcomes.

Our patient lived in an endemic area and had multiple risk factors for
Strongyloides hyperinfection. Unfortunately, his ileus worsened shortly after
the admission and the diagnosis was late, resulting in fatality despite the
treatment and supportive measures administered. This case highlights the
importance of awareness and suspicion of strongyloidiasis in individuals
with impaired immunity or underlying risk conditions, especially if present or
past exposure to endemic areas is reported, as well as early diagnosis and
treatment of the hyperinfection syndrome.
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Introduccion. Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) es un
microorganismo que coloniza las fosas nasales y diferentes partes del cuerpo, lo cual

se considera un factor de riesgo para adquirir infecciones invasivas, especialmente en
pacientes sometidos a cirugia cardiovascular.

Objetivo. Determinar la colonizacion nasal por SARM y establecer las caracteristicas
clinicas en pacientes programados para cirugia cardiovascular.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo entre febrero y diciembre de 2015.
Se incluyeron pacientes adultos programados para cirugia cardiovascular en el Hospital
Universitario San Ignacio de Bogota. La colonizacién se identificé mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) en tiempo real en muestras
obtenidas mediante hisopados nasales. Los pacientes fueron descolonizados con
mupirocina al 2,0 % intranasal dos veces al dia y banos con gluconato de clorhexidina al 4 %
del cuello hacia abajo durante cinco dias, al cabo de lo cual se hizo una PCR de control.
Resultados. Se incluyeron 141 pacientes, 52 hospitalizados y 89 ambulatorios. Del total,
19 (13,4 %) tenian colonizacién nasal por SARM, correspondientes a 9 (17,3 %) de los
52 hospitalizados y 10 (11,2 %) de los 89 ambulatorios. Todos los pacientes sometidos

a descolonizacion tuvieron resultado negativo en la PCR al final del proceso y ninguno
presentd infeccién del sitio operatorio por S. aureus.

Conclusiones. Se demostré colonizacién nasal por SARM tanto en los pacientes
hospitalizados como en los ambulatorios. La descolonizacion con mupirocina fue efectiva
para erradicar el estado de portador a corto plazo, lo que podria tener efecto en las tasas
de infeccion del sitio operatorio en las cirugias cardiovasculares.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; portador sano; mucosa
nasal; infeccién de la herida quirdrgica; mupirocina; infecciéon hospitalaria.

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus nasal colonization in cardiovascular
surgery patients at a university hospital in Bogota, Colombia

Introduction: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a microorganism that
colonizes nostrils and different parts of the body, which is considered a risk factor to acquire
invasive infections, especially in cardiovascular surgery patients.

Obijective: To determine the frequency of nasal colonization by MRSA and to establish the
clinical characteristics in patients scheduled for cardiovascular surgery.

Materials and methods: This was a descriptive study conducted between February and
December, 2015. We included adult patients scheduled for cardiovascular surgery at the
Hospital Universitario San Ignacio in Bogota, Colombia. Colonization was identified by
real-time PCR from nasal swabs. Colonized patients were treated with mupirocin 2.0%
intranasally twice a day and bathed with chlorhexidine 4% from the neck downwards for five
days. At the end of this treatment, PCR control was carried out.

Results: We included 141 patients with a percentage of nasal colonization of 13.4%
(19/141). There were 52 hospitalized patients and 89 outpatients with a percentage of

nasal colonization of 17.3% (9/52), and 11.2% (10/89), respectively. All colonized patients
who received treatment had a negative PCR at the end of the regime and none of the
participating patients had a surgical site infection by S. aureus at the end of the study.
Conclusions: Nasal colonization was observed both in hospitalized patients and
outpatients. Decolonization treatment with mupirocin was effective to eradicate the carrier
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state in the short term, which could impact the rates of surgical wound infection associated
with cardiovascular surgery.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; carrier state; nasal mucosa;
surgical wound infection; mupirocin; cross infection.

Staphylococcus aureus es un microorganismo que puede colonizar
diferentes partes del cuerpo como la nariz, la faringe, las ingles, la region
perianal y las axilas, lo que se considera un factor predisponente para las
infecciones invasivas (1). Entre el 15y el 30 % de los adultos sanos presentan
colonizacidén nasal por S. aureus sensible a la meticilina (SAMS), y entre
el 1y el 3 % por S. aureus resistente a la meticilina (SAMR) (1-3). Este ha
emergido durante los ultimos anos y se ha convertido en un microorganismo
de gran importancia en salud publica, debido a sus perfiles de resistencia y
factores de virulencia (4).

Estos dos tipos de S. aureus causan infecciones en pacientes con diversas
condiciones de salud y en los sometidos a cirugia (4-8). Las infecciones
del sitio operatorio en pacientes sometidos a cirugia cardiaca, se asocian
con significativas tasas de morbilidad y mortalidad que varian segun las
condiciones del paciente, el tipo de procedimiento quirurgico realizado y
el microorganismo implicado (9,10). SAMS y SAMR son responsables de
mas de la mitad de dichas infecciones en casos de cirugia cardiaca, siendo
los pacientes colonizados los que presentan mayores probabilidades de
adquirir infecciones hospitalarias asociadas con S. aureus (9,11-13). A nivel
mundial, se reportan actualmente diferentes porcentajes de infeccion del sitio
operatorio por S. aureus en pacientes de cirugia cardiaca, los cuales varian
entre 24 y 60 % en paises como Francia, Espafa y Estados Unidos (9,13,14).

En Colombia, se ha reportado una colonizacién nasal con S. aureus del
34 % en pacientes de cirugia cardiovascular (15); en aquellos atendidos
en cuidados intensivos, el porcentaje es de 25,8 %, del cual el 72 %
corresponde a SARM (16). Segun los resultados del ultimo informe de la
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en infecciones asociadas
con la atencién en salud, en el 2017, el perfil de resistencia a la oxacilina
en las unidades de cuidados intensivos fue de 34 % vy, en otras, de 38,4 %
(17). En el boletin epidemiolégico distrital se informa que, en los hospitales
en Bogota en el 2015, el 32,6 % de las infecciones superficiales del sitio
operatorio, el 34,7 % de las profundas y el 23,3 % de aquellas en érgano o
espacio fueron causadas por SARM (18).

Segun las estadisticas del Hospital Universitario San Ignacio, en el
2014, el 29,8 % de los aislamientos de S. aureus obtenidos en la unidad de
cuidados intensivos y el 37,4 % de los obtenidos en otras areas de atencion
del hospital, fueron resistentes a la meticilina. En el Servicio de Cirugia
Cardiovascular del hospital se intervienen, en promedio, 240 pacientes al afo
y, segun las estadisticas del 2014, la tasa de mortalidad fue del 8 % y la de
infeccion del sitio operatorio del 3 %; S. aureus estuvo presente en el 45,5 %
de los casos y, de estos, el 18,2 % correspondié a SARM.

Con base en estas estadisticas y los factores ya anotados, y dado que en
el pais son pocos los estudios sobre este grupo de pacientes, se considerd
importante determinar la prevalencia de la colonizacién nasal y describir las
caracteristicas clinicas de los pacientes atendidos en el Servicio de Cirugia
Cardiovascular del Hospital Universitario San Ignacio, con el fin de aportar
informacion local util como respaldo al disefio de programas de prevencion de
infecciones por SARM.
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Materiales y métodos
Pacientes y muestras

Se hizo un estudio descriptivo de los pacientes atendidos en el Servicio
de Cirugia Cardiovascular del Hospital Universitario San Ignacio de Bogota
durante el periodo comprendido entre febrero y diciembre del 2015.

Se incluyeron los mayores de 18 afios programados para cirugia
cardiovascular que participaron voluntariamente. La seleccién se hizo entre
los pacientes hospitalizados y aquellos que acudieron ambulatoriamente al
Servicio de Cirugia Cardiovascular. Se incluyeron 141 pacientes que cumplian
con los criterios de inclusion y se recolectaron 190 muestras. El 63,1 %
(89/141) fueron ambulatorios y el 36,9 % (52/141) estaban hospitalizados.

Después de la programacion de la cirugia y la firma del consentimiento
informado, a los pacientes ambulatorios se les tomd la primera muestra de
hisopado nasal y, entre las 24 y las 48 horas antes de la cirugia, la segunda.
A los pacientes hospitalizados, la mayoria sometidos a cirugia de urgencia,
se les recolecté una unica muestra antes de la intervencion.

Hisopados nasales

Se recolectaron muestras del tabique adyacente al orificio nasal mediante
rotacion con escobillén estéril con carbén activado BBL CultureSwab Plus™
y, posteriormente, se remitieron las muestras al laboratorio para su respectivo
procesamiento.

Identificacion de SARM

Para la identificacion del microorganismo en los hisopados nasales, se
empleé la técnica de PCR en tiempo real (QPCR) utilizando el estuche comercial
LightCycler MRSA Advance™ y el instrumento LightCycler 2.0™ de Roche.

El ADN de las muestras se extrajo mediante lisis mecanica del hisopado
nasal usando el kit LightCycler Advanced Lysis™ y el MagNA Lyser
Instrument™, segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se
amplific el ADN mediante PCR y la deteccion se hizo mediante hibridacion
especifica de sondas.

Después de validar cada una de las pruebas, se analizaron los resultados
generados automaticamente por el programa del equipo y se consideraron
positivas todas las muestras con valor de C, (threshold cycle) inferior a 37 y
cuya curva de disociacién concordara con la estandarizada, esto, con el fin
de identificar solo aquellos amplicones especificos de SARM.

Profilaxis

En todos los pacientes con resultado positivo para SARM, se inicio la
descolonizacion perioperatoria con ungutiento de mupirocina al 2,0 % en las
fosas nasales, dos veces al dia, y bafios con gluconato de clorhexidina al
4 % del cuello hacia abajo durante cinco dias. A todos los pacientes se les
hizo seguimiento durante el periodo de la profilaxis: a los hospitalizados, con
visitas diarias en el servicio y, a los ambulatorios, con llamadas telefonicas,
con el fin de garantizar el cumplimiento de las medidas y detectar reacciones
adversas. Cinco dias después de finalizada la descolonizacion, se recolectd
una muestra para evaluar la efectividad a corto plazo de la profilaxis.
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Ademas, a todos los pacientes positivos para SARM se les administr6 1
gramo de vancomicina como antibiotico profilactico en lugar de cefazolina,
iniciando la infusidn dos horas antes de la intervencién quirdrgica y
finalizandola entre una hora y 30 minutos antes de la incision; a esta se
agregaron 15 mg/kg de amikacina por via intravenosa treinta minutos antes
de la incision, segun el protocolo institucional.

Analisis estadistico

Los datos recolectados se extrajeron del sistema de informacion de
historias clinicas (SAHI), del programa del laboratorio clinico LabCore y de la
base de datos del Servicio de Cirugia Cardiovascular.

Los datos fueron anonimizados y procesados en el programa Excel
Microsoft Office. Para el analisis descriptivo, se utilizaron medidas de
tendencia central y de dispersion. Las variables continuas se expresaron
como media y desviacion estandar si seguian una distribucion normal, vy,
como mediana e intervalo intercuartilico (RIC), si no lo hacian. Las variables
categoricas se expresaron como porcentajes. Para establecer la asociacion
entre la condicién de paciente hospitalizado y la de ambulatorio con
positividad para SARM, se elaboré una tabla de 2 x 2 para calcular la razén
de prevalencias y se calculé la prueba de ji al cuadrado.

Este estudio fue avalado por los comités de ética e investigacion del
Hospital Universitario San Ignacio y de la Facultad de Medicina y Ciencias de
la Pontificia Universidad Javeriana.

Resultados

Del total de pacientes incluidos, el porcentaje de positivos para SARM se
estimd en 13,4 % (19/141) (intervalo de confianza, IC, de 95 %: 0,8-20 %;
p<2,2e-16), valor estadisticamente significativo para el grupo de pacientes
analizados. El 36,9 % (52/141) de los incluidos estaban hospitalizados y el
63,1 % (89/141) correspondia a pacientes ambulatorios. De estos, el 61,7 %
(87/141) correspondieron a hombres vy, el restante, a mujeres.

La mediana para la edad del total de pacientes incluidos fue de 64 afios, con
un rango entre 18 y 83 afos. En los hospitalizados, la mediana para la edad
fue de 66 anos, al igual que para los ambulatorios (cuadro 1). El porcentaje de
colonizados por SARM fue de 17 % (9/52) (p=2,038e-06) entre los pacientes
hospitalizados y de 11 % (10/89) (p=1,874e-14) en los ambulatorios, lo que
representa un valor estadisticamente significativo para ambos grupos.

Entre las comorbilidades mas frecuentes, se destacaron la hipertensién
arterial sistémica (82,7 % de hospitalizados y 33,7 % de ambulatorios)
y el infarto agudo del miocardio (26,9 %, de hospitalizados y 32,6 %, de
ambulatorios). La media del indice de masa corporal (IMC) en ambos grupos fue
superior a 25, lo que segun la OMS se clasifica como sobrepeso (11) (cuadro 1).

En los pacientes positivos para SARM, se observé que las comorbilidades
estadisticamente significativas (p<0,01) fueron la enfermedad renal crénica
(2=10 %) (IC,,, 0,1-33 %; p=0,0007), la diabetes mellitus (3=15 %) (IC,,,, 0,3-
39 %; p=0,004) y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (2=10 %) (IC,,,,
0,1-33 %; p=0,0007).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes colonizados

Caracteristica Pacientes hospitalizados  Pacientes ambulatorios
(n=52) (n=89)

Edad (afios) (mediana) 66 (58-71) 66 (57-73)

Hombres [n (%)] 38 (73) 49 (55)

Positivos SARM (IC,,%) 0,17 (0,082-0,30); p<0,05 0,11 (0,055-0,196); p<0,05

indice de masa corporal (media) 25,54 + 4.6 25,61 + 3,55

Hipertension arterial [n (%)] 43 (82,7) 30 (33,7)

Infarto agudo de miocardio [n (%)] 14 (26,9) 29 (32,6)

Insuficiencia cardiaca congestiva [n (%)] 19 (36,5) 16 (18)

Enfermedad renal crénica [n (%)] 6 (11,5) 8 (9

Diabetes mellitus [n (%)] 7 (13,5) 1 (12,3)

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica [n (%)] 11 (21,15) 5 (5,6)

Estancia hospitalaria (dias) 19 +10,5 8+10,6

Al asociar la condicién de paciente hospitalizado y la de ambulatorio con la
positividad para SARM, se observé una razén de prevalencias de 0,82, con lo
cual se puede inferir que la frecuencia de colonizados entre los hospitalizados
fue 0,82 veces mayor que en los ambulatorios. Se establecio, asimismo, un
valor de ¢2=1,038, gl=1 y p=0,308, lo que indic6é que no hubo diferencias
en la frecuencia de colonizados por SARM entre los hospitalizados y los
ambulatorios (nivel de significacion, 5 %). Se observé que, en ninguna de las
muestras de hisopado nasal recolectadas de los pacientes positivos después
de la profilaxis, se detect6 SARM y solo un paciente hospitalizado presentd
una reaccion adversa a la clorhexidina.

Discusion

El porcentaje de colonizacion nasal de SARM en los pacientes del Servicio
de Cirugia Cardiovascular incluidos en el estudio, fue del 13,4 %, valor
estadisticamente significativo en la poblacion estudiada. A nivel mundial,
se reportan anualmente prevalencias de colonizacién nasal por SARM en
pacientes sanos de hasta 5,3 %, (8,12-15) en Estados Unidos y Alemania,

y en pacientes hospitalizados de hasta 19,7 %, 20 % y 21,1 % en Estados
Unidos, Alemania y Espana, respectivamente (14,16-18). En Colombia, se
han reportado porcentajes de colonizacién por SARM cercanos a 7,2 % en
personas sanas, a 9,1 % en hospitalizados, a 3,5 % en pacientes con HIV y a
11,1 % en aquellos en hemodidlisis (19-21).

En este estudio, se encontrd colonizacién nasal por SARM en 17 % de
los pacientes hospitalizados y en 11 % de los ambulatorios. Ademas, las
comorbilidades estadisticamente significativas en los casos positivos, fueron
la enfermedad renal crénica, la diabetes mellitus y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica. Estos valores son diferentes a los reportados en otros
estudios en Colombia, pero cercanos a la media de los reportados en la
literatura internacional (13,14,16,17,21,22).

Al determinar la asociacion de frecuencia de la colonizacién nasal en
los pacientes hospitalizados y los ambulatorios, se encontré que dichas
condiciones no fueron factores asociados con la presencia de SARM, de lo
que se infiere que, independientemente de la condicidon de hospitalizado o
ambulatorio, el paciente puede estar colonizado y, por lo tanto, las estrategias
para mitigar su presencia en el &mbito hospitalario deben cubrir a las dos
poblaciones por igual, ya que son una fuente importante de propagacion
de este microorganismo no solo en ambientes hospitalarios sino en la
comunidad. A pesar de la minima diferencia en el numero de portadores entre
pacientes ambulatorios y hospitalizados, estos ultimos presentan la mayor
proporcion de colonizacién, lo que se ajusta a la tendencia reportada.
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La colonizacion por SARM esta documentada actualmente como un
factor de riesgo para adquirir infecciones hospitalarias causadas por este
agente patégeno, especialmente en aquellos pacientes con hospitalizaciones
prolongadas, los que han sido intervenidos quirdrgicamente (5,23) y,
especificamente, los sometidos a cirugia cardiaca, en quienes el mayor
riesgo de padecerlas es implicito (24).

La flora endégena de los pacientes sometidos a cirugia cardiaca tiene
gran impacto en la fisiopatologia de las infecciones del sitio operatorio (9)
y S. aureus es un factor de riesgo importante que se detecta en la mayoria
de estas infecciones (25). La prevalencia, la complejidad y el éxito del
tratamiento de las infecciones en el sitio operatorio pueden variar segun
el tipo de procedimiento quirurgico, el microorganismo implicado y las
condiciones del paciente, entre otras (9,10).

En Australia, se han reportado aislamientos de SARM y SASM en
casos de infeccion del sitio operatorio en 32 y 24 % de pacientes de
cirugia cardiaca, respectivamente (26), de S. aureus en el 40 a 60 % de las
infecciones del sitio operatorio en Francia (9,24), y en el 25 a 35 % de las
reportadas en Estados Unidos (24).

Segun los datos publicados por el sistema de vigilancia distrital, en el 2014
en Bogota se registro infeccion del sitio operatorio en 0,11 % de las cirugias
ambulatorias y en el 0,09 % de las cirugias que requirieron hospitalizacion, en
tanto que en el 2015 se registré en 0,99 % de las ambulatorias y en 0,91 %
de las hospitalarias. SARM estuvo implicado en el 32,6 % de las infecciones
superficiales del sitio operatorio, en 34,7 % de las infecciones profundas y en
23,3 % de las de 6rgano o espacio (27).

Para mitigar la propagacién de este tipo de infecciones a nivel hospitalario,
se han reportado diferentes estrategias de prevencion, entre las cuales se
encuentra la descolonizacién nasal con mupirocina acompafada de bahos
corporales con gluconato de clorhexidina y la profilaxis antibidtica con
glucopéptidos, con lo cual se han logrado reducciones significativas de las
infecciones del sitio operatorio en pacientes de cirugia cardiaca (26,28-32).

El andlisis de las estadisticas del presente estudio permitié observar una
disminucion del numero de infecciones del sitio operatorio ocasionadas por
SARM: en el 2014, el 3 % de los pacientes intervenidos presentaron infeccion y,
de este porcentaje, el 45,5 % se asocio con S. aureus, con 18,2 % resistente a
la meticilina. En el 2015, afio de este estudio, a pesar de que tales infecciones
permanecieron en el 3 %, las asociada s con S. aureus disminuyeron al
14 %, correspondiente a la infeccion de un paciente que no hizo parte del
estudio por no cumplir con los criterios de inclusion. Cabe resaltar que todos
los pacientes a los cuales se les suministro el tratamiento profilactico dieron
resultados negativos después de terminarlo. Sin embargo, se ha demostrado
que la mupirocina es efectiva para la descolonizacién nasal de S. aureus
durante pocas semanas y la probabilidad de recolonizacion después de tres
meses es alta (3,33), lo que resalta la importancia de hacer seguimiento a los
pacientes sometidos a la profilaxis por un periodo largo y de explorar nuevas
medidas efectivas de descolonizacién que garanticen la eficacia a largo plazo.

Por ultimo, segun los reportes de la literatura especializada,
puede inferirse que la deteccién de portadores, conjuntamente con la
implementacién de medidas de descolonizacion, es efectiva para disminuir
las tasas de infeccién del sitio operatorio asociadas con intervenciones
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cardiovasculares, asi como una estrategia alternativa para la contencién de
posibles brotes causados por este microorganismo.
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Leishmaniasis en Bolivia, revision y estado actual

en Tarija, frontera con Argentina
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3 Programa de Leishmaniasis, Secretaria Departamental de Salud Tarija, Ministerio de Salud,
Tarija, Bolivia

4 Sociedad Boliviana de Entomologia, La Paz, Bolivia

5 Instituto Nacional Medicina Tropical, Puerto Iguazu, Misiones, Argentina

Introduccién. En 1997, en el departamento de Tarija, Bolivia, situado en la frontera con
Argentina, se notificd por primera vez la presencia de pacientes con Ulceras en las partes
descubiertas de la piel, cuyas caracteristicas clinicas y epidemioldgicas correspondian a
leishmaniasis.

Obijetivo. Describir y comprobar la presencia de leishmaniasis en Tarija, sexto
departamento endémico en Bolivia.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio del brote (noviembre de 1998 a diciembre
de 2002) y un estudio longitudinal (1997 a 2018) en humanos; ademas, se capturaron
Phlebotominae y potenciales reservorios.

Resultados. Se registraron 1.250 pacientes de leishmaniasis; 190 y 249 casos, en los
brotes de 1998 y 2002, respectivamente, con periodos interepidémicos de 37 casos
como promedio anual. El 68 % de los enfermos eran pobladores migrantes del altiplano
asentados en viviendas precarias cercanas al bosque residual; el sexo predominante
fue el masculino (2/1). El grupo etario econémicamente activo (15 a 49 afios) fue el mas
afectado (363/584, 62 %). Hubo 124/584 (21 %) menores de 15 afios, 33/584 de menos
de cuatro afos. En 51/584 (8,7 %) pacientes se presentaron lesiones mucosas. Se aislé
y caracterizd Leishmania (V.) braziliensis de Ulceras mucosas de perros enfermos y se
capturé abundantemente la especie antropofilica Nyssomyia neivai, incriminada como
probable vector.

Conclusiones. En 1997 se comprobé por primera vez la presencia de leishmaniasis
tegumentaria en el municipio de Bermejo y, en el 2018, ya se habia extendido a

cuatro municipios: Padcaya, Carapari, Entre Rios y Yacuiba, en direccién noreste del
departamento de Tarija.

Palabras clave: leishmaniasis; Leishmania braziliensis; Bolivia; Argentina.

Leishmaniasis en Bolivia. Comprehensive review and current status in Tarija, in the
border with Argentina

Introduction: In the department of Tarija in the Bolivian-Argentine border, human cases
with ulcers on uncovered parts of the skin plus clinical and epidemiological characteristics
related to leishmaniasis were reported for the first time in 1997.

Obijective: To describe and to verify the presence of leishmaniasis in Tarija, sixth endemic
department in Bolivia.

Materials and methods: We conducted both an outbreak study (November, 1998, to
December, 2002) and a longitudinal study (1997 to 2018) in humans, as well as captures of
Phlebotominae and potential reservoirs.

Results: A total of 1,250 patients were registered; in the outbreaks, 190 (1998) to 249 cases
(2002) were reported and inter-epidemic periods with 37 cases as an annual average; 68%
of the patients were highland migrants who inhabited precarious housing near residual
forests. The predominant sex was male (ratio 2:1); the most affected group (363/584 cases,
62%) was the economically active (15 to 49 years old); 124/584 cases (21%) were children
under 15 years old, 33/584 of them were under 4 years old; 51 patients/584 (8.7%) had
mucosal lesions. Leishmania (V.) braziliensis was isolated and characterized from mucous
ulcers of sick dogs. Nyssomyia neivai, an abundant anthropophilic species incriminated as a
probable vector, was captured.

Conclusions: The initial 1997 leishmaniosis presence in the municipality of Bermejo had
spread out over four municipalities in 2018 (Padcaya, Carapari, Entre Rios, and Yacuiba),
northeast of the department of Tarija.

Keywords: leishmaniasis; Leishmania braziliensis; Bolivia; Argentina.
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Las leishmaniasis tienen distribucion mundial en 102 paises, con una
incidencia anual estimada de 0,7 a 1 millén de casos de la leishmaniasis
tegumentaria, y de 200.000 a 400.000 casos de la visceral (1).

Son infecciones parasitarias con significativa diversidad clinica y
epidemioldgica, de amplia distribucién geogréfica en el Viejo y el Nuevo
Mundo, transmitidas por varias especies de vectores flebotomineos
(Psychodidae, Phlebotominae) y asociadas con diferentes parasitos
del género Leishmania y huéspedes reservorios que propician ciclos
de transmisién distintos (2). Las diversas especies de Leishmania
morfolégicamente semejantes presentan grados variables de especificidad
en cuanto a sus huéspedes invertebrados (3). El desarrollo de la enfermedad
depende de factores inherentes a la reaccion inmunitaria del huésped
humano, al agente etioldgico y al vector responsable de la transmision.

Las zonas tropicales y subtropicales del Estado Plurinacional de
Bolivia son areas endémicas con presencia de leishmaniasis cutanea y
mucocutanea, asi como de casos esporadicos de leishmaniasis visceral (4,5).

Las lesiones atribuidas a las leishmaniasis cutanea y mucosa se conocen
desde la época precolonial. En 1906, Pardo-Valle determiné como areas
endémicas las margenes de los rios de cinco departamentos (La Paz, Beni,
Pando, Santa Cruz y Cochabamba) (6) y diversos estudios confirman que las
areas endémicas se extienden desde las laderas subandinas altas (Yungas) y
bajas (300 a 2.000 m), asociadas con los tributarios de la cuenca amazdnica,
hasta las tierras bajas tropicales de la Amazonia (200 m) (5,6).

En la zona fronteriza entre Bolivia y Argentina, en la ecorregioén
compartida por ambos paises de bosque tropical y subtropical humedo
y vegetacion xerdfila (chaco), se han registrado casos de leishmaniasis
tegumentaria desde 1916 hasta el primer brote epidémico en la década de
1980 (7-9) y siete casos esporadicos de leishmaniasis visceral entre 1923 y
1932, incluidos dos migrantes de zonas endémicas para esta leishmaniasis
en Europa, sin nuevos registros hasta 2008 (10,11).

Otra referencia inespecifica sefiala que, en la zona de los rios Bermejo y
Grande de Tarija, los trabajadores de empresas de prospeccion de petréleo
(Richmond Levering, 1918, y Standard Oil, 1922), se enfermaban con “Ulceras
redondeadas, bordes elevados, en partes descubiertas de la piel” (Harvey
B. Technical report of hygiene digest on work in Bermejo river Tarija - Bolivia.
Standard Oil. 1922; sin publicarse).

Materiales y métodos
Zona de estudio

El municipio de Bermejo alberga la ciudad con el mismo nombre, la més
austral de Bolivia (22° 35’ 24” S y 64° 14’ 55” O); su origen esta ligado a las
actividades petroleras (1918) y a la industria de la cafia de azucar (1972).

El territorio del municipio se encuentra en una regién mesopotamica
entre los rios Bermejo y Tarija, y conforma el llamado Triangulo del Sur, con
una altura media de 419 m, una temperatura promedio de 22,8 °C y una
precipitacion anual promedio de 1.200 mm. La topografia es plana con ligeras
ondulaciones y su suelo es de origen aluvial en los rios que la rodean.
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Presenta dos zonas bioclimaticas: una de bosque humedo templado
(bosque tucumano-boliviano) y otra de bosque seco templado en transicion
a bosque humedo (bosque chaco-saltefio). La primera es mas apta para la
agricultura y la ganaderia, y sus principales cultivos son la caha de azucar, el
maiz y los citricos. Contaba con una poblacion estimada de 27.372 habitantes
en 1998 y de 39.280 en el 2018; el 51 % de los habitantes son hombres, el
78,1 % de la poblacion es urbana y el resto vive en poblaciones periféricas
cerca del bosque o de rios.

La ciudad de Bermejo se encuentra a 80 km de la frontera con Argentina
(12) (figura 1). Cada afo hay un importante flujo de migrantes andinos para la
zafra de azucar, que se asientan en viviendas precarias hechas de madera y
cafa, y con peridomicilio proximo al borde de vegetacion densa, las cuales se
encuentran dispersas a la sombra del bosque residual o dentro de este, o al
borde de los campos de azucar y a poca distancia de rios y arroyos.

Los conocimientos y las practicas de esta poblacién son inadecuadas
para la zona en cuanto al manejo del peridomicilio y de la basura organica.
Tienen habitos que aumentan la exposicion a vectores, como usar poca
vestimenta y dormir fuera de sus viviendas; las letrinas estan rodeadas de
vegetacion baja, recogen agua de pozos, arroyos y rios, y lefia para cocinar
de galerias de bosque; crian animales dentro y fuera del domicilio (aves,
cerdos, perros, gatos, conejos, cabras) y no realizan ningun control de
animales sinantropicos, pues se ha evidenciado la presencia de roedores y
marsupiales (Mollinedo S., datos sin publicar) (cuadro 1).
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Figura 1. Zona geografica de estudio de los brotes de leishmaniasis de 1998
a 2002, municipios de Bermejo y Padcaya del Departamento de Tarija. Las
localidades estudiadas durante varios afnos aparecen subrayadas.
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Cuadro 1. Numero de casos de leishmaniasis cutanea y mucosa por afios y edad.

Grupos de edad (afios)

Ano Tipo de lesion — Total
1a4 5a14 15a49 50 0mas
1997 Cutanea 5 4 17 4 30
Mucosa 0 1 1 0 2
1998 Cutanea 7 32 114 26 179
Mucosa 0 1 6 4 1
1999 Cutanea 4 7 30 8 49
Mucosa 0 0 4 2 6
2000 Cutanea 2 1 10 5 18
Mucosa 0 0 5 3 8
2001 Cutanea 0 2 14 6 22
Mucosa 0 1 7 2 10
2002 Cutanea 15 40 144 36 235
Mucosa 0 2 1 1 14
Subtotal leishmaniasis cutanea 33 86 329 85 533
Subtotal leishmaniasis mucosa 0 5 34 12 51
Total 33 91 363 97 584

Fuente: Mollinedo S. Informe anual, Laboratorio Nacional de Parasitologia, 2002

Estudio de foco

A partir de 1997 comenzaron a detectarse casos en el municipio de
Bermejo. Después de una lenta y tardia notificacion del brote que dur6 46
meses, de noviembre de 1998 a diciembre de 2002, su estudio estuvo a
cargo del equipo multidisciplinario del Instituto Nacional de Laboratorios de
Salud — Institut de Recherche pour le Developement (INLASA/IRD), que
luego continud con un estudio longitudinal hasta el afio 2018 a cargo del
personal local del Servicio Departamental de Salud de Tarija.

Epidemiologia

La historia clinica ad hoc para el estudio del brote se bas6 en un examen
fisico de los enfermos que acudieron espontdneamente a los servicios del
sistema de salud y en la deteccidn activa en las zonas de recoleccion de
cafa y los domicilios rurales; asimismo, se comenzaron a dar capacitaciones
anuales previa validacion de cuatro manuales (13-16), seguidas de la
supervision de todo el personal de los centros de salud de la zona.

Deteccidn de pacientes. Se consideraba como caso clinico sospechoso al
paciente con uno de estos signos:

a) ulcera no provocada por traumatismo;

b) ulcera con mas de tres semanas de evolucion;

c) ulcera caracteristica (forma redondeada, bordes levantados, rojiza,

fondo limpio, poco dolorosa);

d) lesiones satélites;

e) linfadenopatia regional, y

f) lesiones vegetantes o nodulares (13-16).

Toma de muestra. Se empled la técnica de raspado de la lesion con un
escarbadientes previamente esterilizado, después se limpiaba y se pinchaba
el borde activo de la lesion mediante rotacién del palillo. EI material obtenido
se extendia en un portaobjetos para posteriormente fijarlo (metanol), tefirlo
(pandptico rapido) y observarlo bajo el microscopio. La toma de la muestra de los
tres lugares mas representativos de cada Ulcera se repitio. Este procedimiento es
el adoptado por los centros de salud de primer nivel (baja complejidad) (4,15,16).
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Se utilizé también la puncion y la aspiracion mediante el uso de jeringas
cargadas con solucion salina tampon con fosfato (PBS) en tres regiones del
borde de la lesion para cultivar en el medio de cultivo bifasico NNN (Novy,
McNeal, Nicolle) (13-16).

Métodos de diagndstico. Se emplearon los frotis, los cuales se
observaban en los portaobjetos y con objetivos embebidos en aceite de
inmersion bajo el microscopio. Asimismo, se recurrié al cultivo; los medios
sembrados se trasladaban al Laboratorio Nacional de Parasitologia del
Instituto Nacional de Laboratorios de Salud, manteniéndolos a 27 °C y se
observaba su crecimiento cada 48 horas durante un periodo de 20 dias. Se
empled también la inoculacién en hamsteres que, una vez inoculados con
muestras procesadas de pacientes, eran transportados al laboratorio nacional
para su observacion por un periodo de seis meses (13-16).

Tratamiento. Los pacientes con diagndstico clinico o parasitoldgico
positivo fueron remitidos al sistema local de salud para su tratamiento con
antimoniales pentavalentes por via intramuscular (14).

Muestreo de Phlebotominae

En el periodo de transicién a la época de lluvias (octubre de 1998), se
hicieron capturas de insectos mediante dos métodos: con cebo humano
protegido y con trampas CDC de luz.

Se establecieron cuatro areas diferentes de captura:

1) bosques xéricos (durante una noche, tres transectos con diez trampas
de luz cada uno);

2) campo de caha (durante una noche, un transecto con diez trampas de luz);

3) habitat rural cubierto de vegetacion (durante una noche, un transecto
con seis trampas de luz), y

4) establos de cerdos (durante una noche, una trampa de luz por establo).

Los flebotomineos fueron procesados e identificados in situ y,
posteriormente, transportados al Instituto Nacional de Laboratorios de
Salud (17,18). Una segunda captura con cebo humano protegido y trampas
Shannon se hizo en Naranijitos, Alto Calama y San Telmo (julio de 2003).

Reservorios potenciales

Se investigaron 348 perros (8,6 % de areas rurales y 91,4 % del area
urbana) (19) mediante frotis de lesiones sospechosas en hocicos, orejas
y genitales. Se capturaron mamiferos silvestres con trampas Sherman
colocadas al atardecer en transectos de 5, 10, 15 y 20 estaciones con
separaciones de 2 m, en ocho habitats diferentes (plantacion de bananos,
campo, plantacion de maiz, bosque chaquefo, plantacién de cafa de azucar
de un metro de altura, pastizales, al aire libre y en el interior de las casas).

Aislamiento y tipificacion

Uno de los cuatro perros con ulceras en hocico, orejas y genitales
encontrados en la zona, fue transportado al Laboratorio Nacional de
Parasitologia para el aislamiento y caracterizacion de los parasitos.

Los parasitos del cultivo de la ulcera del hocico del perro se caracterizaron
mediante ocho sistemas isoenzimaticos y se compararon con seis cepas
de referencia: glucosa fosfatoisomerasa (GPI, EC 5.3.1.9), glucosa-6-fosfato
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deshidrogenasa (G6PD, 1.1.1.49), isocitrato deshidrogenasa (IDH, EC
1.1.1.42), 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa (6PGD, EC 1.1.1.44), glutamato
oxaloacetato transaminasa (GOT, EC 2.6.1.1.), malato deshidrogenasa NAD
(MDH, EC 1.1.1.37), nucledsido hidrolasa, sustrato inosina (NHi, EC 3.2.2.) y
diaforasa (DIA, EC 1.6.99.2).

El método para la extraccion de ADN fue el propuesto por Breniere,
et al. (20,21) La extraccion de ADN se llevo a cabo en la sangre del perro
(conservada en guanidina) y el sedimento parasitario obtenido del cultivo.
Estas muestras de ADN se hibridaron posteriormente con sondas de L.
(V) braziliensis y Leishmania (L.) amazonensis. La deteccién por PCR de
Leishmania se realizd en un cultivo de parasitos tomados de una muestra
del perro, segun Breniere, et al., (21) y con los cebadores L1-5°CCT ACC
CAG AGG CCT GTC GGG-3'y L2-5TAA TAT AGT GGG CCG CGC AC-3
adquiridos en el Laboratorio Eurogentec (Scraing, Belgium).

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5 % en TAE X 0,5 y se visualizaron en tincién con bromuro de etidio. Cada
protocolo incluyd controles negativos y positivos, y se utilizé como plantilla agua
libre de ADN y ADN de parasito purificado, respectivamente.

Etiquetado e hibridacion. Se utilizaron tres sondas sondas ADNk (ADN
del cinetoplasto) especificas para Leishmania: L. (L.) mexicana (MNYC/BZ/
M379), L. (L) chagasi (MHOM/BR/74/PP75) y L. (V) braziliensis (MHOM/
BO/90/CG), producidas mediante amplificacion por PCR (21) utilizando
los cebadores L1y L2 adquiridos en el Laboratorio Eurogentec (Seraing-
Bélgica). Los productos de la PCR se transfirieron a una membrana de
nailon; la marcacion de las sondas y la hibridacion se hicieron con el sistema
de deteccion del gen de quimioluminiscencia mejorado (ECL Amersham,
Buckinghamshire, Reino Unido) segun las instrucciones del fabricante.

Estudio serologico y PCR

En julio de 2003 se encuestaron 801 personas y se tomaron 732 muestras
sanguineas en ocho comunidades estables de la zona (Cajones, San
Antonio, Santa Clara, Trementinal, San Telmo, Quebrada Chica, Alto Calama y
Naranijitos). para la deteccion de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi (ELISA-
Tcy IFI-Tc), contra Leishmania spp. (ELISA-SLA y IFI-L) y contra Leishmania
infantum chagasi (ELISA rk-39) (22).

Consideraciones éticas

Todas las autoridades de las distintas comunidades firmaron un
consentimiento informado para realizar los estudios clinicos, recolectar una
muestra de sangre, tomar biopsias y publicar los resultados de forma anénima.
Todas las actividades estan inmersas dentro de la normativa del Programa
Nacional de Leishmaniasis, aprobadas por el Ministerio de Salud.

Resultados
Estudio del brote (1997 a 2002)

Aspectos clinicos y de diagndstico. Inicialmente, se revisaron las
fichas clinicas y se hizo la busqueda activa de los casos registrados con
anterioridad (32 notificados en 1997 y 190 en 1998) en las poblaciones
de Naranjitos, Campo Grande, Porcelana, Colonia Linares, Barredero,
Trementinal, San Telmo, El Nueve y la Ciudad de Bermejo. Se hizo un nuevo
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examen fisico general, y uno de piel y de las mucosas oral y nasal, a 193/221
(87 %) de los pacientes inicialmente registrados (se tomo frotis de ocho
pacientes con ulceras activas sin tratamiento y sin contaminacion microbiana,
y se hallaron formas amastigotas de Leishmania spp. en cuatro de ellos).
Debido a la capacitacion e implementacion de los manuales, se comenzaron
a optimizar los tiempos de diagndstico y tratamiento (23).

En este periodo de estudio, se presentaron dos brotes epidémicos en
1998 (190 casos, 8,19 % del total nacional) y en 2002 (249 casos, 9,8 %
del total nacional). En total, se registraron 584 enfermos: 533 (91,26 %) con
leishmaniasis cutanea y 51 (8,73 %) con mucocutanea. El sitio probable de
infeccion fue la zona rural del municipio de Bermejo para todos los pacientes,
asimismo, todos trabajaban o vivian en la zona de cultivo de la cana de
azucary en el bosque.

La mayoria de los enfermos eran hombres, 388/584 (66,4 %), y 196/584
(33,6 %) eran mujeres, con una proporcidn de 2:1. Se observo que 363/584 (62
%) pacientes tenian edades entre los 15 y los 49 afos; 97/584 (16,6 %) eran
mayores de 50 afos, 33/584 (5,6 %), menores de 4 afos, y 91/584 (15,5 %)
tenian entre 5 y 15 afos.

El examen clinico reveld lesiones simples en diferentes estados evolutivos
(ulceras activas o cicatrices), con didametro promedio de 2,0 cm (1 a 8 cm).
De los 533 pacientes con leishmaniasis cutanea, 485 tenian una unica lesién
(239 en miembros inferiores, 129 en miembros superiores, 68 en tronco
y abdomen, y 49 en cara); los restantes 55 pacientes tenian ulceras en
multiples localizaciones.

Aspectos epidemioldgicos

El 68 % de 584 de los enfermos eran migrantes temporales para la zafra
de cafa de azucar procedentes de la zona andina (Potosi y otras regiones
donde no existe leishmaniasis) y el 32 % de 584 restante era nativo de la
region. El brote de 1998 se desarroll6 en la localidad de Naranjitos (municipio
de Bermejo, 15 km al sur de la ciudad de Bermejo) y, el del 2002, en
Trementinal (municipio de Padcaya, 50 km al norte de la ciudad de Bermejo).
La distribucién mensual de la deteccidn de casos evidencidé dos picos de
incidencia, el primero en julio (comienzo de la cosecha de cafa de azucar) y
el segundo en septiembre (final de la cosecha).

Muestreo de Phlebotominae

Se capturaron 189 especimenes (109 hembras, 80 machos)
pertenecientes a tres especies: Nyssomyyia neivai (Pinto 1926) (17,18);
Migonemyia migonei (Franga), ambas especies antropofilicas, y Evandromyia
cortelezzii (Brethes); el 92,6 % de las hembras fueron Ny. neivai. Estas
especies habitan en los parches residuales de bosque que rodean los cultivos
y viviendas, en bosques de galeria de los rios principales y sus afluentes,

y en areas de cultivo y periferia de las viviendas (17). Localmente, estos
insectos se conocen como ‘plumillas’ (pequefias plumas).

Potenciales reservorios

A lo largo de 9.716 horas de colocacion de trampas, se capturaron
148 especimenes de 9 especies de mamiferos (19) y, mediante claves
dicotémicas (24), se identificaron como dos especies de roedores
introducidas (Mus musculus y Rattus rattus) y siete especies nativas
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(Calomys fecundus, Akodon sp., Balomys sp., Oligoryzomys destructor,
Oxymicterus sp., Oxymycterus paramensis y Thylamys venustus). En los
mamiferos silvestres capturados no se pudieron hacer otros examenes
debido a la cuarentena por un brote de hantavirus.

En el meticuloso examen clinico-veterinario de los 32 perros, siete tenian
lesiones sospechosas en orejas, hocicos y extremidades; en los frotis de
cuatro de ellos se detectaron formas amastigotas de Leishmania sp p., y
uno de los perros se trasladd al Laboratorio Nacional de Parasitologia para
asegurar el aislamiento y la tipificacion del parasito (19).

Aislamiento y caracterizacion

La caracterizacion con ocho sistemas enzimaticos y seis cepas de
referencia, permitié observar que, con los sistemas GPl y MDH, la cepa de
perro (carriles 2; 6; 9; 12) tenia una migracion similar a la cepa de referencia
M-2903 (complejo L. braziliensis) (carril 5) (figuras 2 y 3).

Estudio longitudinal

Aspectos epidemioldgicos. En 22 afos de estudio (1997 a 2018), se
registraron 1.250 casos; fueron 1.104 (88,3 %) de leishmaniasis cutanea y
146 (11,7 %) de mucocutanea, con un promedio anual interepidémico de
37 casos por afio, aproximadamente el 1,6 % del total nacional. El numero
total de hombres alcanzé los 922 (73,7 %) y se registraron 328 (26,3 %) en
mujeres (figura 4) (el valor total de los afios 2003 al 2007 no se discrimind
por sexo). El porcentaje de casos importados del interior (La Paz, Santa Cruz,
Cochabamba y Pando), o del exterior (Argentina), varié mucho segun el afio
(8 @ 47 %) y correspondid, en promedio, a 18 % de los casos registrados.

GPI

MDH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12

Fuente: Vargas F, Bastrenta B, Mita N, Flores M. 2003. Informe interno, sin publicarse.

Figura 2. 1: LPZ; 2: cepa del perro; 3: leishmaniasis visceral 135 (complejo L.
mexicana); 4: cepa del perro; 5: M2903 (complejo L. braziliensis); 6: L. infantum; 7:
cepa del perro; 8: cepa del paciente a; 9: PP75 (complejo L. donovani); 10: cepa del
perro; 11: PH8 (complejo L. mexicana); 12: cepa del paciente b.
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L. brasiliensis probe

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

L. mexicana probe
Fuente: Vargas F, Bastrenta B, Mita N, Flores M. 2003. Informe interno, sin publicarse.

Figura 3. 1: control negativo; 2: cepa de referencia (L. (V) braziliensis); 3: control negativo;

4: cultivo de la lesién del perro; 5: cultivo de la lesién del perro; 6: cultivo de la lesion del
perro; 7: control negativo; 8: control negativo; 9: control negativo; 10: cepa de referencia (L.
(L) mexicana); 11: cepa de referencia (L. (L) infantum); 12: en la PCR, marcador de bajo peso
molecular con baja potencia de 100 pb.

Numero de casos de leishmaniosis notificados en el departamento de Tarija
Periodo 1997-2018
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Figura 4. Nimero de casos de leishmaniasis tegumentaria en el departamento de Tarija, periodo de 1997 a 2018, por afios y sexo.
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La notificacion de pacientes fue mayor en la época seca (julio a noviembre),
con una evolucion de dos a cuatro meses de las lesiones ulcerosas, lo que hizo
presumir que las infecciones debieron adquirirse principalmente entre abril y julio.
Aparentemente, existirian dos modalidades de transmision de la enfermedad:

i) transmisién forestal, que se explicaria por la prevalencia de lesiones
Unicas adquiridas en el entorno laboral por hombres en edades
econémicamente productivas, con acentuada prevalencia de lesiones en
los miembros inferiores seguidas de las de miembros superiores;

i) transmisién nocturna en el peridomicilio y en los bosques proximos a las
viviendas, que se evidenciaria por la presencia de lesiones en 33 menores
de cuatro afos y un numero importante de pacientes con lesiones en cara
(15 % de los casos).

Los municipios de Bermejo y Padcaya notificaron el mayor numero de
casos todos los afos, pero a partir del 2008, otros municipios comenzaron a
notificar casos autéctonos (figura 5).

Muestreos de Phlebotominae

Al muestreo inicial de 1997 se anadieron otras dos capturas: la segunda
captura (INLASA/IRD; 2003) (22), de 2.503 flebotomineos (2.392 hembras y
111 machos), con predominio de Ny. neivai, en Naranijitos, Alto Calama y San
Telmo, y la tercera, realizada por el técnico Julio Vidaurre (2015) (25) en el
barrio San José (periferia de la ciudad de Bermejo) y en la cual se capturaron
22 especimenes: 12 en el domicilio y 10 en el peridomicilio; 20 de ellos eran
Ny. neivai (13 hembras) y dos eran Mg. migonei (1 hembra). En ninguno de los
tres estudios realizados se aislaron parasitos de Leishmania spp. (cuadro 2).

Figura 5. Progresion de casos de leishmaniasis tegumentaria por municipios y afos en el
departamento de Tarija. A: Naranijitos, primer brote en el afio 1998, Municipio de Bermejo. B:
Trementinal, segundo brote en el 2002, Municipio de Padcaya. C: Sidras (19,2 % de casos
notificados en el 2008), municipio de Carapari. D: Lapachal (10 % de los casos notificados en el
2011), municipio de Yacuiba. E: El Angosto (6,6 % de los casos notificados en el 2014), municipio
de Villamontes. F: Naurenda (1,3 % de los casos notificados en el 2016), municipio de Entre Rios

Cuadro 2. Numero y porcentaje de Phlebotominae muestreados por afio en el departamento de Tarija por especie y lugar de captura

Especies de Phlebotominae (hembras)

- N° total
Lugar Ao Nyssomyia Migonemyia Evandromyia Lutzomyia Sin capturas
neivai migonei cortelezzii  longipalpis clasificar
Fortin Campero (16) 1997 101 4 pcf 4 p cf 0 0 109 (80 M)
Calamay San Pedro (21) 2003 2.302 (92 %) 70 (2,8 %) 9 (0,36 %) 0 122 (4,84 %) 2.381 (122 M)
Bermejo, ciudad (22) 2015 20 (91 %) 2(9%) 0 0 0 22

M: nimero de machos; p cf: por confirmar
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Estudio seroldgico y PCR

En la encuesta del 2003, se encontraron 35 casos con un cuadro
clinico indicativo de leishmaniasis cutanea, de los cuales se confirmaron
siete casos por microscopia y PCR. Se encontrd una prevalencia elevada
de personas serorreactivas para la enfermedad de Chagas (33,7 % en la
prueba de confirmacion IFI-Tc). La prevalencia de serorreaccién para las
leishmaniasis tegumentarias fue de 4,8 % (IFI-L). Se observé un gran numero
de reacciones cruzadas en la prueba ELISA debido a la coexistencia de
leishmaniasis y enfermedad de Chagas en la zona.

Se encontraron cinco (0,7 %) casos probables de leishmaniasis visceral con
la prueba ELISA-rk39, en los cuales fue necesaria la confirmacion con examen
clinico y una nueva toma de muestra. La serologia para determinar anticuerpos
contra Leishmania spp.y la PCR (9,2 % de personas positivas), sugieren la
presencia de una poblacién asintomatica al inicio del periodo de la zafra (22).

Discusion

El departamento de Tarija no era considerado por el Sistema Nacional de
Salud como un area de transmisién documentada de leishmaniasis hasta 1998.
El municipio de Bermejo es una nueva area endemo-epidémica de leishmaniasis
tegumentaria, que se extendidé desde este municipio (1997-1998) hasta los de
Padcaya en el 2002, y los de Carapari, Entre Rios y Yacuiba en el 2018.

Dicha zona tiene factores humanos, antrépicos y entomoldgicos, que
favorecen el desarrollo de esta endemia. Un factor humano es que los
considerables grupos de inmigrantes andinos inmunoldgicamente virgenes,
sin exposicion previa a los efectos potencialmente protectores de la saliva de
vectores, constituyen un sustrato fértil para una répida primoinfeccion (26,27).
Entre los antrépicos, estan las condiciones laborales y las viviendas precarias
circundadas de bosque residual, la ausencia de servicios basicos, la crianza
de animales dentro y fuera del domicilio, y los pozos, rios y afluentes que
atraen a los mamiferos silvestres sinantrépicos. Los factores entomolégicos
son el predominio de una especie antropofilica, Ny. neivai, que ingresa a los
domicilios atraida por las lamparas de aceite, la presencia de animales como
cerdos y pollos en el peridomicilio, y la posibilidad de que Mg. migonei y Ev.
cortelezzii puedan tener un papel en la transmision.

Reservorios potenciales. Se verifico la presencia de nueve especies de
mamiferos (roedores, marsupiales) y de perros con registros de infecciones
naturales en diferentes paises de América. En el area fronteriza con Argentina,
el parasito aislado en la mayor parte de los casos humanos y caninos, y en
situaciones epidémicas, también resulté ser L. (V) braziliensis (28,29).

En el primer brote en Naranijitos y aledanos (1998), se registraron 190
casos (prevalencia de 69 por 10.000 habitantes) y, en Trementinal y aledafos
(2002), 292 casos (prevalencia de 71 por 10.000 habitantes), con un
promedio anual de 37 casos por afo en el periodo interepidémico. En Salta,
Argentina, los primeros casos autdctonos de leishmaniasis tegumentaria
datan de 1916. En los departamentos de Oran y San Martin, en la ecorregion
tropical y subtropical humeda compartida por los dos paises, en localidades
proximas a la frontera, se registraron brotes epidémicos entre 1984 y 1987, en
1993, en 1997-1998 y en 2002 (30,31).

Las caracteristicas clinico-epidemioldgicas en Argentina son similares a
las del area endémica de Bolivia: grupo etario de enfermos y de diagndstico
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de las lesiones cutaneas y mucocutaneas (31), y el similar parasito y

la misma fauna de vectores antropdfilicos. La prevalencia de infeccién

resultd mas similar entre sexos que la expresion clinica (31) y la infeccion
asintomatica, que puede llegar el 50,8 % de la poblacion en comunidades con
una larga permanencia en zonas hiperendémicas.

En Argentina, asi como en este estudio, se observé que el riesgo se
asocia también con el trabajo rural o con la vegetacion primaria (32), el
manejo de ganado, la caza, el dormir en espacios abiertos o permanecer
en el exterior de la vivienda por mas de diez horas, el bafarse en el rio,
asi como la presencia de animales domésticos en el interior del domicilio,
las vivienda sin cerramiento (32-34), y la transmision peridomiciliaria en
viviendas hasta los 100 a 200 m de la vegetacion primaria o secundaria,
incluso en areas urbanas (35,36) por el efecto de borde (37).

Al analizar el riesgo segun la actividad de exposicion, debe tenerse en
cuenta que los vectores tienen diferentes patrones horarios segun la estacion
del afio (38,39). Por ello, se determinaron los siguientes tipos de transmisién
segun el ciclo (30):

a) ciclo silvestre, transmision silvestre;

b) ciclo silvestre, transmisién doméstica por contigliidad o modificacién
ambiental, y

¢) ciclo peridoméstico, transmision peridoméstica por colonizacion
transitoria de vectores, como se discutird mas adelante.

Presumiblemente, la deteccion tardia de casos (julio y septiembre) se
explicaria por dos razones: el desconocimiento general de la enfermedad en
el area y un proceso lento de su confirmacion por parte de los servicios de
salud locales. Esta situacion es similar a la observada en las localidades de
Villa Tunari e lvirgarzama (Chapare, departamento de Cochabamba) en 1986,
donde clinica y epidemioldgicamente las lesiones evidentes de leishmaniasis
cutanea se reportaron durante meses como ‘curacion de herida; y los
médicos recién egresados no conocian la existencia de la leishmaniasis en
esta zona (Mollinedo S., datos sin publicar).

En cuanto a los meses de diagndstico de casos, sin embargo, el patron
anual fue semejante al encontrado en Argentina, lo que se asocia con la
dinamica anual de poblacion de vectores y el ciclo intrinseco de incubacion
en los huéspedes humanos (40,41). Asi, los periodos epidémicos en la regién
fronteriza con Bolivia entre 1986 y 1987, 1990 y 1991, 1996 y 1998, y 2000
y 2004, se presentaron en otofio y primavera y algunos se asociaron con
niveles extraordinarios de precipitacion y de deforestacion (42).

Por otra parte, los antecedentes de la fecha probable de infeccion,
evolucion de las lesiones y signos clinicos de los 51 pacientes con
lesiones mucosas reportados en el estudio de brote, revelaron que las
lesiones cutaneas no diagnosticadas ni tratadas por el sistema de salud
habian evolucionado durante anos, lo que sugiere la existencia de casos
de leishmaniasis tegumentaria afios antes de la primera notificacion. El
porcentaje total de casos de leishmaniasis mucosa fue de 11 %.

En Bolivia, la especie mas frecuentemente aislada es L. (Viannia)
braziliensis. A la primera cepa aislada en Tarija, en un perro en el 2002, se
anadieron tres otras cepas aisladas con los genotipos AB1 y AB2 (35). En el
norte argentino se han confirmado casos poco frecuentes atribuidos a L. (V)
guyanensis, L. (V) panamensis (29) y L. (L.) amazonensis (43).
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La distribucion relativa de flebdtomos por regiones y su significativa
biodiversidad en el Neotrépico, generan diferentes caracteristicas
epidemioldgicas. Ademas, la densidad relativa de fleb6tomos depende de
diferentes factores. Contrasta con las escasas investigaciones realizadas en
Tarija (3.203 Phlebotominae de las cuatro especies notificadas), la amplia
documentacion en la region de Salta (Argentina), fundamentalmente en torno
a la presencia de Ny. Neivai y Mg. migonei, que han sido incriminadas como
vectores de L. (V) braziliensis y se encontraron naturalmente infectadas
junto con Ev. cortelezzii, Psathromyia bigeniculata, Psa. punctigeniculata
y Micropygomyia quinquefer (36). Nyssomyia neivai es la mas abundante
en bosques secundarios y ambientes peridomésticos asociados con
casos humanos; los ciclos estimados de correlacion de abundancia
entre los ambientes silvestres y peridomésticos permiten inferir que los
primeros funcionan como poblaciones fuente de los segundos y que sus
poblaciones pueden extinguirse en momentos climaticos no favorables pero
persisten durante los brotes. Se encontrd, asimismo, una asociacion entre
la abundancia de Ny. neivai y la precipitaciéon del afo anterior (41,42). Los
mapas predictivos de la distribucion de ambos vectores en la regién se
relacionaron, a su vez, con la precipitacion durante el trimestre mas calido y
la temperatura media durante el mas frio (41-43).

La abundante captura de Ny. neivai, especie antropofilica, su infeccién
natural y la concordancia espacio-temporal con la transmision y los brotes,
han permitido incriminarla como vector principal de L. (V.) braziliensis en otros
paises (noroeste de Argentina y sureste de Brasil) (44,45), con lo que se
cumplen los criterios citados por Killick-Kendrick (1988).

En cuanto al area fronteriza con Bolivia, entre 2008 y 2011, se informaron
tres casos de leishmaniasis visceral en humanos y en perros infectados
en una zona de vegetacion xerdfila, selvatica o rural dispersa a muy pocos
kildmetros de Bolivia, sin registro de Lu. longipalpis, situacion muy similar
a la descrita en las primeras décadas del siglo XX en la zona (11,46,47).
Sin embargo, en Tartagal, a 55 km de la frontera, se registré Lu. longipalpis
de distribucion urbana (48,49), con un patrén parecido al observado en el
proceso de dispersion del nordeste de Brasil a Argentina entre 1980 y 2004
(50). En ese sentido, es interesante que, segun sus marcadores genéticos
mitocondriales y la diversidad haplotipica, los ejemplares de Lu. longipalpis
capturados en Tartagal presentaban caracteristicas de una poblacion ancestral
estable diferente a las de reciente introduccion con agrupacién propia, quiza
perteneciente al dominio amazdénico compartido con Bolivia, pero también
caracteristicas de la agrupacion Argentina-Brasil en expansion (50).

En cuanto a la leishmaniasis visceral, en los cinco (0,7 %) casos positivos
segun la prueba ELISA rk-39, no se pudo hacer la revision clinica ni una
nueva toma de muestras por el rechazo de los familiares y la muerte de
uno de los nifios con sintomatologia sospechosa (22). La coexistencia de
infecciones dobles por especies de Leishmania y T cruzi debe considerarse al
usar métodos de diagndstico (43).

Los entornos urbano-rurales estudiados estan rodeados de remanentes
de bosque y ofrecen fuentes de alimentos para los vectores (crianza de
pollos, cerdos, perros y otros), lo que se anade a la importante actividad
agricola, los bajos indices de desarrollo humano y la ausencia de servicios
béasicos, todos potenciales factores coadyuvantes para la presencia de
enfermedades tropicales.
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La informacién recolectada indica que, aparentemente, el brote inicial de L.
(V) braziliensis en el municipio de Bermejo se esta extendiendo en direccion
noreste y actualmente abarca otros cuatro municipios (Padcaya, Carapari,
Entre Rios y Yacuiba), lo que sugiere que Ny. neivai se esta adaptando al
entorno peridoméstico.

Para mitigar el riesgo es necesario aumentar la capacidad de enfrentar
la endemia demostrada en el SEDES de Tarija: diagnéstico de laboratorio
(no sdlo basico), reserva estratégica de medicamentos, vigilancia activa de
casos, muestreos entomoldgicos regulares y, principalmente, sensibilizacion
de la poblacion (trabajadores, empresarios y autoridades), con el fin de
plantear estrategias participativas de control y prevencion (ropa protectora
y habitos), de diagndstico temprano, tratamiento oportuno de los casos,
desarrollo de modelos predictivos, sistemas de alerta temprana y control de
vectores estacionales (con estudios de evaluacion antes y después del rociado
dentro del domicilio y de la fumigacion en el peridomicilio para determinar
su efectividad), control de potenciales reservorios (roedores) y manejo de
animales domésticos y poblaciones caninas, incluida la tenencia responsable,
la capacidad de carga de la localidad y los animales ambulantes.

Las similitudes ecoepidemiolégicas y de factores desencadenantes
como el clima y la modificacién ambiental en la zona de frontera, imponen la
necesidad de hacer estudios conjuntos, y coordinar la vigilancia y el manejo
de casos entre Bolivia (Tarija-Chuquisaca) y Argentina (Salta-Jujuy). La
deteccidn de los grupos y las actividades de riesgo, incluidos los migrantes
y la exposicion laboral, asi como el seguimiento conjunto en ambos paises,
permitiran mejorar el diagndstico y el tratamiento, y generar recomendaciones
de prevencién especificas, no solamente a nivel individual, sino de
responsabilidad publica y privada relativas a la regulacion, la evaluacion del
riesgo y la mitigacion, la modificacion ambiental y el riesgo del efecto de
borde (asentamientos, deforestacion, cultivos), asi como la prevencién ante
eventos climaticos extraordinarios.
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Introducciodn. Los perros de trabajo pueden infectarse con diversas serovariedades de
Leptospira que se mantienen en sus tubulos renales e intersticios por mucho tiempo, por lo
que se convierten en portadores y fuentes de infeccién para otros huéspedes.

Obijetivo. Establecer la prevalencia de Leptospira spp. en perros de trabajo vacunados y en
poblacién humana con riesgo ocupacional de seis unidades policiales en Colombia.
Materiales y métodos. Mediante tres instrumentos estructurados, se evaluaron 92 perros
de trabajo con inmunizacion previa contra Leptospira spp. (65 machos y 27 hembras)

y 69 personas de seis unidades policiales de los municipios de Manizales, Pereira,
Armenia, Ibagué, Tulua y Cali. Se obtuvieron muestras sanguineas de las personas y de
los perros, las cuales se evaluaron mediante la prueba de microaglutinacion (Microscopic
Agglutination Test, MAT) en 24 serogrupos. Se hizo un examen clinico de los perros y se
obtuvieron muestras de orina para urocultivo.

Resultados. La seroprevalencia de leptospirosis en las personas fue de 2,9 % (n=2) y

en los perros de 57,61 % (n=53). Los serogrupos mas prevalentes en los perros fueron
Leptospira canicola y L. panama. El urocultivo fue positivo en 58,7 % (54/92) de las
muestras y se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la edad de los
perros (=10 afos; p=0,043) y la ubicacién de la unidad policial (p=0,016).

Conclusiodn. Las caracteristicas epidemiolégicas de la leptospirosis en los perros sugieren
una presentacion endémica de la infeccion. Se requieren algoritmos diagndsticos sensibles
y especificos para investigar la leptospirosis canina y diferenciar los anticuerpos vacunales
de la infeccién natural.

Palabras clave: Leptospira; estudios seroepidemioldgicos; pruebas de aglutinacion;
factores de riesgo; perros.

Prevalence of leptospirosis in vaccinated working dogs and humans with
occupational risk

Introduction: Working dogs have been identified as a risk group for developing
leptospirosis because they can be infected by Leptospira spp., which can be kept in the
renal tubules and interstices for a long time, making them carriers and sources of infection
for other hosts, including humans.

Obijective: To establish the prevalence of Leptospira spp. in vaccinated working dogs and in
the occupationally exposed population in six police units in Colombia.

Materials and methods: A total of 92 vaccinated dogs (65 males and 27 females) and 69
people from six police units in the municipalities of Manizales, Pereira, Armenia, Ibagué,
Tulud, and Cali were tested. Three structured instruments were applied and blood samples
were obtained from people and dogs, which were processed with the microagglutination
test (MAT) in 24 serogroups. A clinical examination of the dogs was performed and urine
samples were obtained for urine cultures.

Results: The seroprevalence of human leptospirosis was 2.9% (n=2) and in dogs, it was
57.61% (n=53). Among the dogs, serogroups L. canicola and L. panama were the most
prevalent. Urine cultures were positive in 58.7% (54/92) of the samples. A statistically
significant association was found between the age of the dogs (=10 years; p=0.043) and the
location of the police unit (p=0.016) with the urine culture.

Conclusion: The epidemiological characteristics of leptospirosis in dogs suggest an
endemic presentation of the infection. There is an urgent need to improve current diagnostic
methods to investigate canine leptospirosis and differentiate between vaccine and natural
infection antibodies.

Keywords: Leptospira; seroepidemiologic studies; agglutination tests; risk factors; dogs.
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Leptospirosis en perros vacunados

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial ocasionada por
una bacteria del género Leptospira; afecta al hombre y a una gran variedad
de especies animales, entre ellas, los perros (1,2). La enfermedad se
transmite por contacto directo con orina u otros fluidos corporales infectados,
o indirectamente después del contacto con agua o suelos contaminados (3).
Los perros juegan un papel importante en la transmision de la leptospirosis a
los seres humanos y a otros animales domésticos (4).

Los perros de trabajo son un grupo de animales entrenados para
desarrollar actividades de asistencia humana, por ejemplo, servicio de guardia,
ayuda terapéutica, soporte a operaciones de rescate, guias y cuidadores
de personas invidentes o discapacitadas, y guias policiales, asi como en la
deteccién de estupefacientes y explosivos, entre otras (1). Los cuidadores y
manejadores de estos animales tienen una interaccion muy estrecha con ellos,
lo que exige cuidados de salud y medidas preventivas apropiadas. Los perros
de trabajo son un grupo de riesgo para desarrollar leptospirosis (1).

Estos perros son inmunizados rutinariamente contra la leptospirosis, pero
varios autores han descrito fallas en la capacidad del producto biolégico para
generar inmunidad y problemas asociados con la proteccion incompleta que
confieren las vacunas bacterianas comerciales, aspecto que aumenta la
probabilidad de transmisién de la leptospirosis por los perros a los humanos y
otros animales propensos (3,5). Por otra parte, la prueba de microaglutinacion
(Microscopic Agglutination Test, MAT) se utiliza ampliamente en los estudios
epidemioldgicos y la confirmacion clinica de la leptospirosis canina, pero esta
no discrimina los anticuerpos aglutinantes relacionados con la infeccion de
los que se desarrollan como producto de la vacunacién, aspecto que dificulta
la interpretacion de los resultados (6).

En Colombia, las vacunas inactivadas disponibles para la inmunizacién
de perros con riesgo de exposicion a Leptospira spp. contienen las
serovariedades L. canicola y L. icterohaemorrhagiae (entre otras 20,
aproximadamente) (7). No obstante, algunos estudios seroldgicos de
leptospirosis canina en el pais, mediante la prueba MAT, detectaron titulos
en un rango que oscilé entre 1,1y 79,9 % (7), con una gran frecuencia de
serovariedades diferentes a las usadas en los productos bioldgicos, tales
como L. fainei, L. tarassovi, L. louisiana, L. grippotyphosa y L. pomona (7-9).

Aungue se asume que los perros de trabajo de la Policia Nacional
estan bien protegidos contra la leptospirosis por estar sujetos a planes
sistematicos de inmunizacién, las caracteristicas clinicas inespecificas de
la enfermedad (letargia, anorexia y vomito, entre otras) no son por si solas
suficientes para un diagnéstico adecuado de la enfermedad. Estas y la
probabilidad de exposicidn a condiciones ambientales de alto riesgo, son
factores que sugieren la importancia de efectuar estudios epidemiolégicos
que permitan conocer el estado real de la infeccion en los perros vacunados y
la distribucion espacial de la infeccion en ellos, para establecer si representan
un problema de salud publica, en especial, para sus manejadores.

El objetivo de esta investigacién fue establecer la prevalencia de
Leptospira spp. en perros de trabajo vacunados y en poblacién con riesgo
ocupacional de seis unidades policiales en Colombia. Los resultados
obtenidos pueden orientar las medidas preventivas apropiadas para el control
de la leptospirosis en los grupos de exposicidon ocupacional.
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Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio de corte transversal que conté con la
aprobacién del Comité de Etica para la Experimentacién con Animales de la
Universidad de Caldas (Acta No. 01 del 29 de agosto de 2017). Se obtuvo la
autorizacion de la Policia Nacional para realizar el trabajo y el consentimiento
informado previo a la toma de las muestras bioldgicas de humanos y perros.

Localizacion geografica

La policia cuenta con 25 unidades policiales en el territorio nacional y
en el estudio se seleccionaron seis de ellas por estar situadas en lugares
de clima calido y condiciones humedas, lo que favorece la supervivencia de
Leptospira spp., y por los antecedentes previos de serorreaccién (10).

Se evaluaron las unidades policiales de los municipios de Manizales
(altitud de 2.170 msnm, una temperatura media anual de 17 °C y precipitacion
anual de 2.358 mm), Pereira (altitud de 1.411 msnm, temperatura media anual
de 28 °C y precipitacion anual de 2.750 mm), Armenia (altitud de 1.229 msnm,
temperatura media anual de 22 °C y precipitacion anual de 2.164 mm), Ibagué
(altitud de 928 msnm, temperatura media anual de 24 °C y precipitacion anual
de 1.691 mm), Tulua (altitud de 960 msnm, temperatura media anual de 24 °C
y precipitacion anual de 1.300 mm) y Cali (altitud de 985 msnm, temperatura
media anual de 24 °C y precipitacion anual de 1.483 mm).

Poblacion de estudio y tamano de la muestra

La poblacion de estudio en las seis remontas policiales estuvo conformada
por 93 guias y 120 perros de diferentes razas (labrador retriever, golden retriever,
pastor belga, pastor aleman y cruces), con edades entre 1y 14 afos, los
cuales contaban con un plan previo de vacunacién que incluia la inmunizacion
sistematica con vacunas bivalentes (L. icterohaemorraghiae y L. canicola).

Se efectud un muestreo aleatorio estratificado proporcional para la seleccion
de las muestras con el programa Stata, version 13.0, y se consideraron como
referencia seroprevalencias nacionales de infeccion del 18 % en humanos
(n=69) (11,12) y de 36,8 % en perros (n=92) (13). En ambos casos, se
considerd un error del 5 % y un nivel de significacién del 95 %.

Los criterios de inclusion de los humanos fueron tener contacto directo
con los perros durante sus labores y haber estado vinculados a las unidades
no menos de tres meses. Utilizando el muestreo por conveniencia, se
seleccionaron dos grupos de perros, segun los antecedentes de vacunacion
confirmada en las historias clinicas y de manejo de cada unidad policial:

a) grupo 1, perros vacunados con 11 meses de antelacién al muestreo
(unidades policiales de Cali, Tulua y Armenia) y

b) grupo 2, representado por perros con inmunizacion un mes antes del
muestreo (Pereira, Manizales e Ibagué).

Examen clinico

Un médico veterinario hizo el examen clinico sistematico de los perros al
inicio del estudio para evidenciar sintomas relacionados con la leptospirosis
(4,14). Esta informacién se consigné en un instrumento validado mediante
una prueba piloto en la unidad policial de Manizales, cuya confiabilidad se
determind mediante el calculo del alfa de Cronbach (0,75).



Biomédica 2020;40(Supl.1):62-75

Factores de riesgo

Leptospirosis en perros vacunados

Se utilizaron dos cuestionarios estructurados y validados (alfa de
Cronbach de 0,75). En el primero se evaluaron las variables demogréficas,
sanitarias, de manejo de los perros y sobre la presencia de especies
silvestres, y se diligencié mediante visitas a las instalaciones, la observacion
directa y entrevistas al personal responsable. El segundo indagaba entre
los participantes del estudio, su edad y su cargo, el contacto con fluidos de
los perros, las normas de bioseguridad y las conductas de manejo de los

animales.

Muestras sanguineas y prueba de microaglutinacion

Se obtuvieron 5 ml de sangre por puncién de la vena cefdlica en humanos
y perros en tubos Eppendorf sin anticoagulante, que luego se centrifugaron
por cinco minutos a 500g; los sueros se almacenaron a 2 °C durante el
transporte al laboratorio y se congelaron a -20 °C hasta el momento del
analisis, efectuado 15 dias después del muestreo.

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Diagndstico de
Agentes Biolégicos, area de leptospirosis, de la Universidad del Valle en
Cali. EI mantenimiento de las cepas y el manejo de la técnica MAT se
ajustaron a los parametros convencionales (13), y se utilizaron cepas de
referencia suministradas por el laboratorio internacional de referencia para
el diagndstico de la leptospirosis del Royal Tropical Institute (Amsterdam,
Holanda) (cuadro 1). Se consideraron como positivos los sueros de los

humanos con titulos de 1:100 o mas.

Cuadro 1. Cepas de referencia de Leptospira spp. suministradas por el Royal Tropical Institute (KIT)
de Holanda usadas en la prueba MAT

N° Especie Serogrupo Serovariedad Cepa

1 L. interrogans Autumnalis Autumnalis™ Akiyami A

2 L. borgpetersenii Ballum Ballum Mus 127

3 L.interrogans Bataviae Bataviae Swart

4  L.interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava
5 L.interrogans Canicola Canicola* Hond Utrecht IV
6 L. weilii Celledoni Celledoni celledoni

7 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C

8 L.interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

9 L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa* Moskva V

10 L.interrogans Sejroe Hardjo* Hardjoprajitno
11 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis* Hebdomadis
12 L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT 6

13 L.interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

14 L. inadai Manhao Lichuan Li 130

15 L. noguchii Louisiana Louisiana LSU 1945

16 L. borgpetersenii Mini Mini Sari

17 L. noguchii Panama Panama CZ 214

18 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc | (Ames)
19 L.interrogans Pomona Pomona* Pomona

20 L.interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

21 L. weilii Ranarum Ranarum ICF

22 L. weilii Sarmin Sarmin Sarmin

23 L.santarosai Shermani Shermani 1342K

24 L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin

*Serovariedades que afectan y pueden mantenerse en los perros.
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En el caso de los perros, se establecieron dos puntos de corte segun
el tiempo transcurrido entre la ultima vacunacion y la toma de muestras
sanguineas para aumentar la especificidad, detectar verdaderas exposiciones
a Leptospira spp. y disminuir el riesgo de incluir titulos reactivos debido a
la inmunizacion (15): para el grupo 1, titulos de 1:400 o mas (vacunacion
con 11 meses de antelacion), y para el grupo 2, titulos de 1:1.600 o mas (un
mes de vacunados) (2). El grado de reaccion fue interpretado al estimar los
porcentajes de aglutinacion de las muestras.

Urocultivo

Las muestras de orina de los perros se obtuvieron siguiendo estrictas
normas de bioseguridad; se recolectaron 15 ml de orina por medio de una
sonda uretral; se filtré una alicuota de 1 ml con un filtro de 0,22 pm de
nitrocelulosa marca Sartorius. Se inoculd una dilucién al 10 % de la muestra
de orina en medio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris™ (EMJH)
(Becton Dickinson and Company, Difco) (16).

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en recipientes
térmicos protegidos de la luz solar. En el laboratorio, se incubaron a 30 °C
hasta el momento en que las espiroquetas se observaron al microscopio y sin
exceder en ningun caso los cuatro meses. La resiembra se hizo una vez se
visualizaron las espiroquetas en el medio de cultivo de EMJH, agregando 500
pl del cultivo primario y 1 % de 5 fluorouracilo (17,18).

Independientemente del resultado de la lectura, se hicieron siembras
para controlar la contaminacion bacteriana y favorecer el crecimiento de las
espiroquetas. Los cultivos se observaron con microscopia de campo oscuro
(Nikon BH2); se tomaron 10 pl del cultivo y se observo toda la placa buscando la
forma tipica de las espiroquetas (delgadas de diferente longitud), con movimiento
de traslacién. La prueba se considerd positiva al observar, como minimo, cuatro
espiroquetas por placa después de 16 semanas de evaluacion (19).

Andlisis estadistico

El andlisis se efectuo utilizando el programa Stata™, version 13.0 (College
Station, Texas, USA). Se hizo un estudio descriptivo de todas las variables, se
establecié la seroprevalencia de la infeccion en las dos poblaciones estudiadas
y se analiz6 la regresion logistica bivariada, que asumié como variable de
respuesta binomial los resultados de la prueba MAT, donde 0 correspondié a los
sueros con resultados negativos y 1 a los sueros positivos. Se hizo la prueba de
bondad de ajuste del modelo obtenido utilizando el test estadistico de Hosmer y
Lemeshow. Los efectos de las variables predictivas sobre el resultado positivo 0
negativo de la prueba, se expresaron mediante las razones de disparidad (odds
ratio, OR) y sus respectivos intervalos de confianza del 95 %. Los valores de p
menores de 0,05 se consideraron como significativos.

Resultados
Examen clinico

El 68,48 % (63/92) de los perros tenia una condicion corporal normal, el
11,96 % (11/92) estaba delgado, el 15,22 % (14/92) era obeso, el 2,17 % (2/92)
tenia sobrepeso y el 2,17 % (2/92) estaba caquéctico. El 11,96 % (11/92) de
los animales presentaba alteraciones en el sistema tegumentario con lesiones
como alopecia (27,27 %), dermatitis (18,18 %), descamacion (36,36 %) y
seborrea (18,18 %).
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Seroprevalencia en perros

La seroprevalencia general mediante la prueba MAT fue de 53/92 (57,61 %,
IC,,,, 0,91-2,05); se observo reaccion en todas las unidades policiales evaluadas:
Tulua (80 %), Cali (60,7 %), Manizales (60 %), Pereira (53,3 %), Ibagué (42,7 %)
y Armenia (40 %). La seroprevalencia de leptospirosis fue de 62,81 % (27/43) en
el grupo 1y de 53,06 % en el grupo 2 (p=0,02). El 93,48 % (n=86) de los sueros
fueron reactivos con titulos de 1:100 o mas y a dos 0 mas serogrupos. Los
sueros reaccionaron a todos los serogrupos evaluados con excepcion de
L. autumnalis, L. grippotyphosa y L. sejroe (cuadro 2). No se encontraron
diferencias significativas entre las seroprevalencias (p=0,146) de los
serogrupos. Los serogrupos predominantes (mas alta titulacién) fueron L.
canicola (56,60 %), L. mini (11,32 %) y L. sarmin (7,55 %) (cuadro 3).

Cuadro 2. Distribucién de los sueros caninos positivos para infeccién por leptospirosis con la prueba de
microaglutinacién (MAT), serovares reactivos y unidades policiales evaluadas

Serogrupos Grupo 1 Grupo 2 Total (%)
Cali Tulua Armenia Manizales Ibagué Pereira

L. canicola 12 4 1 7 4 5 33 25,78
L. panama 5 3 - 6 3 3 20 15,63
L. sarmin 4 1 - 6 5 4 20 15,63
L. hebdomadis 1 1 1 - 1 - 4 3,13
L. hurstbridge 3 - - - - - 3 2,34
L. shermani 1 2 1 - 1 - 5 3,91
L. semaranga 1 - - - - - 1 0,78
L. cynopteri 2 1 2 1 - 6 4,69
L. tarassovi 2 - - - 1 - 3 2,34
L. djasiman 2 3 - - - 1 6 4,69
L. australis 2 1 - - 1 - 4 3,13
L. mini 5 1 - 3 - 1 10 7,81
L. manhao 1 - - - 2 3 2,34
L. icterohaemorrhagiae - - - 1 - 1 2 1,56
L. pyrogenes - - - 1 - - 1 0,78
L. ballum - - - - - 1 0,78
L. louisiana - 1 - - - - 1 0,78
L. ranarum - 2 - - - - 2 1,56
L. celledoni 1 - - - - - 1 0,78
L. pomona - - - - 1 - 1 0,78
L. bataviae - - - - - 1 1 0,78
L. autumnalis - - - - - - 0 0,00
L. grippotyphosa - - - - - - 0 0,00
L. sejroe - - - - - - 0 0,00
Total 43 20 3 26 18 18 128 100
(%) 33,59 15,63 2,34 20,31 14,06 14,06 100

Cuadro 3. Perros seropositivos y sus respectivas titulaciones en las seis unidades policiales evaluadas

Serogrupos Grupo 1 Grupo 2 Total (%)
1:400 1:800 1:1600 1:3.200 1:1.600 1:3.200

L. canicola 10 4 1 - 7 8 30 56,60
L. panama - - - - - 2 2 3,77
L. sarmin - 1 1 - 3 _ 5 943
L. shermani 1 - - - - _ 1 1,89
L. cynopteri 1 1 - - - 2 4 755
L. djasiman 1 - - - - 1 1,89
L. mini 2 1 - - 3 - 6 11,32
L. louisiana - 1 - - R _ 1 1,89
L. ranarum 1 - - - - _ 1 1,89
L. celledoni - 1 - - R _ 1 1.89
L. bataviae - - - - . 1 1 1,89
Total 16 9 2 0 13 13 53 100
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El urocultivo fue positivo en 54 de 92 muestras (58,7 %, IC,, ., 0,94-2,15) .
Se observaron espiroquetas en todas las unidades: Tulug, 70 % (7/10); Pereira,
46,67 % (7/15); Ibagué, 50 % (7/14); Manizales, 50 % (10/20); Armenia, 20 % (1/5),
y Cali, 78,57 % (22/28), con diferencias estadisticamente significativas (p=0,016).

Seroprevalencia en humanos

La seroprevalencia de leptospirosis humana fue de 2/69 (2,89 %,
IC,.,:0,35-10,08): un caso en la unidad de Cali con titulos de 1:100 (L.
australis), y otro caso en Pereira (L. mini) con titulos de 1:200.

Factores de riesgo en humanos

El personal evaluado tenia contacto permanente con los perros y el 81,16 %
usaba barreras de proteccién personal y cumplia con las normas de bioseguridad.
Las dos personas que presentaron titulos contra Leptospira spp. tenian
contacto con fluidos de los perros; no obstante, no se encontrd ninguna
asociacion para la infeccion con las variables incluidas en el andlisis (cuadro 4).

Factores de riesgo en perros

Los perros mayores de diez afos presentaron 6,11 veces mayores
probabilidades de ser reactivos en la prueba MAT comparados con los animales
de tres afnos o menores. En cuanto a la positividad en el urocultivo, se observaron
diferencias significativas segun la unidad policial evaluada. Los perros que habian
consumido agua tratada presentaron menores probabilidades de resultados
seropositivos a leptospiras patdégenas, comparados con aquellos que habian
consumido agua de nacedero Vs. el contacto con roedores (cuadro 5)’

Cuadro 4. Frecuencia de las variables evaluadas en la
poblacién humana de las seis unidades policiales

Variable n (%) p
Sexo

Masculino 66 95,65
Femenino 3 4,35 0,70
Edad (afos)

24-28 9 13,04
29-33 24 34,78
34-38 23 33,33
39-44 13 18,85 0,59
Cargo

Guia canino 57 82,61
Enfermero veterinario 8 11,59
Servicios generales 4 580 0,34
Tiempo en la unidad donde labora (afios)

1a6 44 63,77
7a13 22 31,88

<14 3 4,35 0,81
Contacto con fluidos caninos

Si 66 95,65

No 3 435 0,24
Uso de medidas de bioseguridad

St 56 81,16

No 13 18,84 0,87
Bano reciente en piscina

Si 7 10,14

No 62 89,86 0,21
Bafo reciente en rios

Si 13 18,84

No 56 81,16 0,17
Presencia de perros en casa

Si 39 56,52

No 30 43,48 0,29
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Cuadro 5. Andlisis de regresion logistica binaria de los factores asociados con la leptospirosis
canina detectada mediante la técnica de microaglutinacién (MAT) y urocultivo

Variables Categoria MAT Urocultivo
OR P OR p
Sexo Macho - - - -
Hembra 0,89 0,80 0,83 0,70
Edad (afios) <3 - - - -
Entre 4y 6 1,79 0,31 0,86 0,79
Entre7y9 1,41 056 0,89 0,84
=10 6,11 0,04* 1,33 0,71
Localizaciéon de la  Cali - - - -
unidad policial Tulua 2,59 0,28 0,64 0,59
Armenia 0,43 0,40 0,68 0,03*
Manizales 0,97 0,96 0,27 0,04*
Ibagué 0,49 0,28 0,27 0,07
Pereira 0,74 0,64 0,24 0,04*
Acceso al agua Roedor - - - -
por parte de otros  Gatos 1,29 0,63 0,36 0,08
animales Perros 0,49 0,28 0,27 0,07
Ninguno 0,74 064 024 0,04*
Acceso al alimento Roedor - - - -
por parte de Gatos 295 0,21 1,00 0,99
animales Fauna silvestre 0,69 0,46 0,41 0,09
Ninguno 1,11 086 0,43 0,15
Consumo de agua Acueducto y nacedero - - - -
Acueducto 1,20 0,69 0,27 0,01"
Aguas superficiales No - - - -
Si 1,23 0,71 1,79 0,30
Acceso a aguas No - - - -
superficiales Si 0,69 045 1,16 0,75
Pozo séptico No - - - -
Si 1,09 0,85 2,28 0,08

Manejo de lluvias  Canalizadas - - - -
Escorrentia y empozamiento 0,88 0,81 1,57 0,37

Registro de control No - - - -

de roedores Si 0,81 0,71 0,56 0,30

Sefal de roedores Heces - - - -
Madrigueras y sendas 1,68 027 0,76 0,56
Roedor muerto 0,56 0,54 0,15 0,09

* Diferencias significativas: p<0,05
- Variable de referencia

Discusion

En el examen clinico, los perros no presentaron signos indicativos de los
cuatro sindromes descritos en animales infectados por leptospiras patégenas:
ictérico, hemorragico, urémico y reproductivo (20); no obstante, la prevalencia
general de la infeccién, segun la prueba MAT, fue alta si se compara con los
resultados de otros estudios efectuados en Colombia (7-9).

Es importante resaltar que el andlisis y la interpretacion de los resultados de
MAT en perros sanos con niveles detectables de anticuerpos, son complejos y
requieren cuidado para evitar errores en el diagndstico y en la evaluacion de la
situacion epidemioldgica de la leptospirosis en poblacidn con riesgo ocupacional
(2,5,6). Segun varios autores, la interpretacion depende en gran medida de cuan
endémica es la enfermedad en el area de estudio, la duracién de la inmunidad
que confiere la vacuna (21,22), el lapso entre la ultima vacunacion y la toma de
las muestras sanguineas (6), las limitaciones de la técnica MAT (23), el estado
clinico de los perros evaluados (1) y el efecto acumulativo de las vacunaciones
repetidas sobre los anticuerpos aglutinantes (24).
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La alta seroprevalencia de leptospirosis hallada en el estudio puede estar
relacionada con el riesgo ocupacional de los perros policiales evaluados.
Esta actividad incluye la busqueda de victimas en ambientes selvaticos o
derrumbes o a lo largo de la orilla de los rios, asi como el contacto con suelos
humedos y cadaveres, entre otros, lo cual incrementa su riesgo de exposicion
natural a diferentes serogrupos de Leptospira spp. que son eliminados
en la orina por otros reservorios domésticos o salvajes (6,7,25); ademas,
representaria un desafio para su sistema inmunolégico frente a infecciones
asintomaticas contraidas en el campo (1).

Otros factores que se deben tener en cuenta son:

a) los anticuerpos aglutinantes generados por la inmunizacion tienen una
funcién protectora si los epitopos o los factores antigénicos determinantes
que conducen a su formacidn son lo suficientemente andlogos a los de las
cepas que infectan a los perros en la naturaleza; cuando esto no sucede,
los perros pueden infectarse con otras serovariedades (12);

b) las vacunas son menos eficientes en la proteccion contra la enfermedad
cronica y los portadores renales (6);

¢) la vacunacion protege al animal contra la forma aguda de la
enfermedad, pero no puede prevenir la infeccion si los perros estan
expuestos a un alto riesgo infeccioso o0 a una cepa muy invasiva (20);

d) se puede presentar la enfermedad subaguda o crénica después de
la infeccién con una cepa menos virulenta, independientemente del
serogrupo vinculado (26), y

e) los perros que se recuperan de la infeccidn clinica se pueden convertir
en portadores renales asintomaticos (27).

Con relacion a este ultimo aspecto, a pesar de que el urocultivo fue
positivo en una gran proporcién de perros evaluados, en este estudio no
se discrimind entre los serogrupos patdgenos y los saprofitos, dada la baja
sensibilidad y especificidad de esta prueba (28).

En cuanto a la duracién de la inmunidad conferida por la vacuna bivalente,
los resultados son discordantes, ya que la mayoria de las investigaciones
se han efectuado con exposicion experimental en hamsteres y cachorros
jovenes (27), y en pocos estudios se evaluan perros con exposicion natural
a las leptospiras (2,6,25). Estas diferencias se explican porque en los
estudios experimentales se administran dosis con una gran concentracion
de espiroquetas por via parenteral (instilacion intraperitoneal mas ocular),
lo cual difiere de la exposicidn natural, en la cual unas pocas espiroquetas
infectan al huésped mediante la penetracion cutanea y mucosa (a través de
la almohadilla del pie, la mucosa de la boca o la nariz), motivo por el cual la
reaccion inmunitaria tipica cambia (5).

Los estudios experimentales han confirmado que la inmunizacién genera
proteccion clinica a corto plazo (24,26,29); otros autores han demostrado
que hay inmunidad a largo plazo (12 meses) (24,27), pero hay mucho debate
sobre la proteccion que confiere al estado de portador renal en los perros con
exposicion natural (26,27). Segun estos hallazgos, se recomienda establecer
puntos de corte apropiados para analizar los resultados de la prueba MAT en
perros vacunados (25).

En este estudio fundamentalmente epidemioldgico y no clinico, en los
umbrales de titulacion para considerar la MAT como positiva, se tuvo en
cuenta el tiempo transcurrido entre la vacunacion y la toma de las muestras
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sanguineas (30). Para el grupo de perros recién vacunados (grupo 2), se
asumioé como criterio positivo la presencia de titulos de 1:1.600 o mas y, para
los perros con 11 meses de vacunacioén (grupo 1), titulos de 1:400 o mas, para
aumentar la especificidad de la MAT y excluir la probabilidad de seleccionar
sueros con titulos vacunales (25). Para establecer estos criterios, se tomaron
como referencia los estudios efectuados por Miller, et al. (25), en perros
experimentales, y por Martin, et al. (2), y White, et al. (15), quienes evaluaron
perros infectados naturalmente. En estos casos, los perros se vigilaron
seroldgicamente durante uno y hasta nueve afos después de la vacunacion;
algunos perros desarrollaron titulos de 1:800 o mas en las semanas 7 a 15,
en tanto que en las semanas 29 a 52 ninguno de los perros tenia titulos de
1:400 o0 mas y solo una pequefia proporcion presento titulos de 1:100 o mas.
Sin embargo, los autores coinciden en indicar que la cinética de anticuerpos
fue variable y que, en el caso de los estudios con fines terapéuticos, seria
necesario considerar otros factores que se enunciaran posteriormente.

Una vez se establece el punto de corte apropiado para la interpretacion de
los resultados de la MAT en los perros vacunados, se procede a identificar los
serogrupos predominantes (31). En el presente estudio, L. canicola predominé
en los dos grupos de perros estudiados, aspecto que puede estar relacionado
con reacciones secundarias debido al esquema de vacunacion, porque los
titulos de 1:400 o mas de este serogrupo pueden persistir durante mas de
un afo o pueden indicar infeccidn si el animal presenta signos sugestivos de
leptospirosis (6), aspecto que no se observo en los perros policiales.

Los resultados evidenciaron una gran diversidad bioldgica, ya que se
identificaron 19 de los 22 serogrupos analizados (cuadro 1). Esta biodiversidad
es frecuente en las areas tropicales o ecuatoriales y se asocia con la
presencia de una amplia gama de reservorios mamiferos (5). No obstante,
los sueros de los perros reaccionan frecuentemente a multiples serogrupos
porque las leptospiras tienen varios antigenos comunes y la MAT detecta
tanto inmunoglobulinas G (IgG) como inmunoglobulinas M (IgM) (25,32). Sin
embargo, las reacciones serolégicas a otros serogrupos de Leptospira spp.
no se pueden explicar solo por la vacunacion, excepto en los casos de titulos
bajos de MAT (<320), que pueden representar una aglutinacion cruzada
entre diferentes serogrupos (6). Los titulos altos, por lo general, se observan
después de una enfermedad aguda con bacteriemia significativa, o como
consecuencia de una infeccion crénica activa (33). Asimismo, en este estudio
la alta proporcion de perros con titulos >=1:100 sugiere solo la exposicién (21).

Los animales presentaron una mayor seroprevalencia para serovariedades
que pertenecen al serogrupo icterohaemorrhagiae —bratislava,
grippotyphosa, pomona, autumnalis y hebdomadis—, cuyos huéspedes de
mantenimiento son los roedores (22). Teniendo en cuenta que los perros son
los principales depredadores de muchas especies de roedores y, debido a
su estrecha asociacién con los humanos, constituyen un vinculo Unico de
transmision de roedores a humanos (22).

Cuando los médicos veterinarios requieran hacer un diagndstico de
leptospirosis canina en animales vacunados con fines clinicos y terapéuticos, el
American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) recomienda que se
relacionen los resultados de la técnica MAT con los signos clinicos y el incremento
de los titulos de MAT en dos muestras pareadas (10 a 15 dias de intervalo),
porque los perros con antecedentes de inmunizacidn pueden ser positivos en la
prueba, con titulos vacunales persistes de 1:1.600 o mas, y con titulos de 1:800 o
mas no es posible confirmar un diagndstico certero de leptospirosis (31).
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Otros autores sugieren que, durante la primera semana de la enfermedad, el
diagndstico se efectue con sangre evaluada mediante PCR o el aislamiento de
la bacteria a partir de una muestra del paciente; después de dos semanas de
evolucion de la infeccidn, este se haria a partir de los resultados de la MAT o la
visualizacion al microscopio de campo oscuro (5). Sin embargo, distintos autores
indican que la leptospirosis aguda se puede diagnosticar con facilidad por
serologia (MAT) y un aumento de los titulos (cuadruple como minimo) en dos
muestras pareadas (21). Por el contrario, los animales asintomaticos presentan
titulos bajos y se requieren otros métodos de diagndstico para detectar
leptospiras patdgenas en la orina, como la técnica PCR TagMan modificada (34).

Es bien conocido que la leptospirosis canina aguda puede conducir a
nefritis tubulointersticial y fibrosis intersticial que, si no se trata de manera
adecuada y oportuna, puede progresar a una enfermedad renal cronica (35).
Asimismo, los perros que viven en las areas endémicas se pueden infectar
y mantener las leptospiras en los tubulos renales y en los intersticios por
periodos prolongados, lo que conduce a una infeccion asintomatica y a la
eliminacion de la bacteria en la orina (36).

Este mismo hallazgo se observé en los seres humanos, reportandose
colonizacion renal por leptospiras, lo que se considera un factor de riesgo
para la fibrosis renal (35). Por ello, se sugiere que en las zonas endémicas
de leptospirosis canina en Colombia se investigue la condicién de portador
renal mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el gen LipL32
(proteina de membrana externa) en orina (21), la cual tiene gran sensibilidad
(91,6 %) y especificidad (100 %), y permite el diagndstico precoz de la
leptospirosis clinica (34).

La deteccién temprana de portadores tiene un impacto obvio en la salud
publica, y puede contribuir de manera directa en la salud animal y en la
prevencion de la infeccion renal cronica (21). Aunque en el presente estudio
se evidencid excrecion urinaria de leptospiras mediante el urocultivo, una
de las limitaciones de esta técnica es que no permite la distincion entre
bacterias patégenas y saprofitas, y para obtener un cultivo con crecimiento es
importante la presencia y la densidad de la bacteria en la muestra biolégica, lo
cual depende del grado de colonizacion renal y de la excrecion permanente,
condiciones que no se cumplen en todos los casos de infeccion (37,38).

Los perros juegan un papel importante en la epidemiologia de la
leptospirosis humana por su estrecho contacto y su constante interaccion con
personas en espacios comunes, o que aumenta la probabilidad de infeccion
entre especies propensas (7,39). En estudios recientes, se ha encontrado
una correlacién positiva entre la leptospirosis canina y la infeccién humana
(40), y en este estudio, la seroprevalencia de leptospirosis en los guias perros
fue de 2,9 % y las serovariedades involucradas no estan asociadas con la
infeccidn en perros (cuadro 1) (22). Estos resultados sugieren que las normas
de bioseguridad usadas por el personal evaluado fueron efectivas (38), o
que se requieren estudios complementarios para entender la ecologia de
las leptospiras patégenas en los diversos huéspedes animales, con el fin de
detectar los cambios en la dinamica de transmisién (39).

En cuanto a los factores de riesgo asociados con la presencia de perros
serorreactivos en la prueba MAT, se encontrd que los de 10 afos y mas tuvieron
6,11 veces mayores probabilidades de tener titulos positivos que aquellos
de menor edad, probablemente por tener una mayor memoria inmunoldgica
producto de las vacunaciones repetidas y una mayor exposicion natural (41).
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Por otra parte, se observaron diferencias en los resultados del urocultivo
segun la localizacion de las unidades policiales y la presencia de fauna
silvestre, lo que se explicaria por el papel de los mamiferos silvestres como
huéspedes de mantenimiento de varios serogrupos de leptospiras (42).

Asimismo, se establecié como un factor protector para los perros, el
suministro de agua potable del acueducto frente al consumo de agua
directamente de nacederos sin proteccion ambiental (43), lo que favorece la
supervivencia de la bacteria (44).

Los resultados del presente estudio evidencian que, a pesar de que los
perros evaluados contaban con programas de vacunacion sistematica y
planes sanitarios estrictos, tenian un gran riesgo de infectarse con leptospiras
patégenas durante sus actividades de trabajo. La alta seroprevalencia
en los perros estudiados evidencié una presentacion endémica de la
enfermedad en las unidades evaluadas. El analisis de los resultados de las
pruebas seroldgicas en perros vacunados se debe efectuar teniendo en
cuenta el grado endémico de la enfermedad, el tiempo transcurrido entre
la ultima vacunacién y la toma de las muestras sanguineas, la definicion
de puntos de corte apropiados, el analisis de los titulos prevalentes de los
serogrupos evaluados por MAT, los anamnésicos y la presencia de signos
clinicos, entre otros aspectos. También, es urgente conocer los diferentes
algoritmos diagndsticos para diferenciar los anticuerpos IgM e IgG mediante
técnicas alternativas como la inmunofluorescencia indirecta (IFl). En el caso
de estudios con fines clinicos y terapéuticos, se sugiere tomar muestras
pareadas para el andlisis seroldgico con la MAT, y el uso de técnicas
moleculares sensibles y especificas.
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Caracterizacion molecular de las variantes del virus
de Epstein-Barr detectadas en la cavidad oral de
adolescentes de Cali, Colombia
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Introduccién. El virus de Epstein-Barr (EBV) es un virus ubicuo y oncogénico, asociado
con el desarrollo de enfermedades como la mononucleosis infecciosa, el linfoma de

Burkitt, el carcinoma nasofaringeo y otras neoplasias. Actualmente, se reconocen dos
subtipos: EBV-1 y EBV- 2, que tienen diferencias genéticas con sus antigenos nucleares
(Epstein-Barr Nuclear Antigens, EBNA). Debido a la gran heterogeneidad y variabilidad
encontradas en la proteina LMP1 del virus, se han descrito variantes asociadas con ciertas
enfermedades o con regiones geograficas especificas.

Obijetivo. Identificar y caracterizar molecularmente las variantes del EBV detectadas en la
cavidad oral de 84 adolescentes de Cali, Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo la amplificacion por reacciéon en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain Reaction, PCR) convencional, asi como la purificacion y la secuenciacion
del gen EBNASC se realizé para subtipificar el virus y del dominio C-ter de la proteina LMP1
para identificar variantes. Ademas, se llevé a cabo un analisis filogenético y de variantes
nucleotidicas de las secuencias obtenidas comparadas con variantes patogénicas y
geograficas reportadas en el GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI).
Resultados. El subtipo viral predominante fue el EBV-1 (79 %); el 72,6 % se agrup6 con la
variante patogénica Raji, derivada de linfocitos B de un paciente con linfoma de Burkitt; el
13,7 % se relaciond con una variante de origen geografico del Mediterraneo y otro 13,7 %
no se agrupé con ninguna de las variantes de referencia.

Conclusiones. Este es el primer estudio que reporta variantes del gen LMP1-EBV en Cali,
Colombia. Se requieren nuevos estudios para caracterizar la variante sin identificar y determinar
si es patogénica o si es una variante geografica presente exclusivamente en la ciudad.

Palabras clave: infecciones por virus de Epstein-Barr; boca; filogenia; adolescente; Colombia.

Molecular characterization of Epstein-Barr virus variants detected in the oral cavity of
adolescents in Cali, Colombia

Introduction: The Epstein-Barr virus (EBV) is an ubiquitous and oncogenic virus
associated with the development of diseases such as infectious mononucleosis, Burkitt's
lymphoma, nasopharyngeal carcinoma, and other neoplasms. Currently, two types are
recognized: EBV-1 and EBV-2, which have genetic differences with their EBNA nuclear
antigens. Likewise, due to the high degree of heterogeneity and variability found in the
LMP1 protein of the virus, variants associated with pathogenesis or specific geographic
regions have been described.

Objective: To identify and characterize molecularly EBV variants detected in the oral cavity
of 84 adolescents in Cali, Colombia.

Materials and methods: Conventional PCR amplification, purification, and sequencing
of the gen EBNASC were carried out to typify the virus and the C-ter domain of the LMP1
protein to identify variants. We also conducted a phylogenetic and nucleotide variant
analysis of the obtained sequences versus pathogenic or geographic variants reported in
GenBank-NCBI.

Results: The predominant viral subtype was EBV-1 (79%); 72.6% was grouped with the
pathogenic variant Raji, derived from B lymphocytes of a patient with Burkitt>s lymphoma,
13.7% was related to a variant of Mediterranean origin, and 13.7% was not grouped with
any of the reference variants.

Conclusions: This is the first time that variants of LMP1-EBV have been identified in Cali,
Colombia. Additional studies are necessary to characterize the unidentified variant and to
determine if it is pathogenic or if it is just an isolate present in the city of Cali.

Keywords: Epstein-Barr virus infections; mouth; phylogeny; adolescent; Colombia.
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El virus de Epstein-Barr fue descrito por primera vez en 1964 por Epstein,
Achong y Barr (1). Pertenece a la familia Herpesviridae, a la subfamilia de
Gammaherpesvirinae, y es el prototipo del género Lymphocryptovirus (2).

El vehiculo de trasmisién del EBV es principalmente la saliva (3), aunque se
ha detectado ADN del virus en la leche materna y en algunas secreciones
genitales, pero la informacién sobre esto ultimo es todavia poca (4).

La particula viral del EBV presenta una envoltura que contiene en su
interior una nucleocépside conformada por un genoma de ADN de doble
cadena de 172 kpb rodeada de una capside icosaédrica compuesta por 162
capsomeros (5). Se han descrito dos subtipos virales del EBV, el EBV de tipo
1 (EBV-1) y el de tipo 2 (EBV-2). Esta clasificacion se basa en la presencia de
polimorfismos en los genes que codifican los antigenos nucleares EBNA3A,
EBNA3B y EBNA3C (6). Sin embargo, dado que estos polimorfismos no son
suficientes para describir toda la variacion natural del EBV, también se han
descrito variantes con base en polimorfismos encontrados en otros antigenos
virales, como la proteina latente de membrana 1 (LMP1) (7).

Clinicamente, el EBV se caracteriza por infectar persistentemente al
90 % de la poblaciéon mundial (8); ademas, es el agente etioldgico de
la mononucleosis infecciosa en nifios (9) y adolescentes (10), y de la
enfermedad linfoproliferativa posterio a trasplante (11). Segun la International
Agency for Research on Cancer, (IARC), se clasifica como un carcinégeno
del grupo 1 (12,13) asociado con tumores como el linfoma de Burkitt, el
de Hodking y el no Hodking (14) y el carcinoma nasofaringeo (15). Aun no
esta totalmente dilucidada la etiopatogenia del EBV para el desarrollo de
neoplasias malignas; sin embargo, en algunos estudios se ha propuesto que
ciertas proteinas virales, como la proteina LMP1, estarian implicadas en
dichas condiciones (16).

La proteina LMP1, codificada por el gen BNLF1 viral, tiene un peso
molecular de 66 kDa; cuando se expresa, se localiza en la membrana
plasmatica de las células infectadas y desempeiia un papel importante en
el desarrollo de las neoplasias (17). Esta conformada por 386 aminoacidos
sectorizados en tres dominios: un dominio N-terminal corto de los
aminoacidos 1 a 23; seis segmentos hidrofébicos transmembranales de los
aminoacidos 24 a 186, y, por ultimo, un dominio carboxilo terminal (C-ter) de
los aminodacidos 187 a 386 (18). El dominio C-ter interactiia con proteinas
celulares mediante regiones de activacion denominadas CTAR1 y CTAR2, las
cuales activan varias vias de sefalizacion celular de la célula infectada (19).

Esta oncoproteina viral puede autorregularse por diferentes vias celulares
(20) y posee la capacidad de transformar in vitro fibroblastos de roedores
(21), y convertirlos en tumorogénicos in vivo (22). Ademas, puede actuar
como el receptor celular CD40 constitutivamente activado, perteneciente a
la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (23), para estimular
multiples vias de sefalizacion, de manera independiente del ligando, lo
cual promueve el crecimiento, la proliferacién celular, la supervivencia y la
inhibicién de la apoptosis (24).

Dado que las secuencias de los acidos nucleicos del BNLF1 viral que
codifican la regién del dominio C-ter de la proteina LMP1 presentan una
gran variabilidad entre los aislamientos con presencia del EBV, varios
investigadores han propuesto los andlisis filogenéticos de esta regién para
determinar subtipos o variantes moleculares segun su origen geografico y su
asociacion patoldgica (25,26).
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Entre las variantes geograficas descritas, se han identificado las Med81,
Med+ y Med- de la region del Mediterraneo; las China 1y 2 de China; la NC
de Carolina del Norte, y la Alaskan de Alaska. Entre las variantes identificadas
en lineas celulares patogénicas, se cuentan: la Raji, la AG876 y la MUTU de
pacientes africanos con linfoma de Burkitt (27-29); las cepas GD1, GD2, Cao
y AKATA de pacientes con este linfoma o con carcinoma nasofaringeo (30), y
la B95.8 de un paciente con mononucleosis infecciosa (26).

En este sentido, las herramientas filogenéticas permiten describir espacial
y temporalmente los virus con relacion a su huésped, localizar el origen de
una enfermedad en particular, determinar qué cepas y variantes poseen
mayor posibilidad de propagacion en el futuro, y determinar la vulnerabilidad
de la poblacién frente a un virus. El reconocimiento de las variantes y su
posible asociacion con regiones geograficas o diferentes enfermedades,
podria contribuir al entendimiento de la enfermedad en la poblacién.

En Colombia, los pocos estudios sobre el EBV se han centrado
Unicamente en determinar la seroprevalencia del virus y su relacion con
diversas enfermedades, por lo que hay muy poca informacién sobre sus
variantes y su efecto en las personas. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
identificar y caracterizar molecularmente las variantes del virus de Epstein-
Barr detectado en la cavidad oral de adolescentes de Cali.

Materiales y métodos
Tipo de muestra

Se analizaron 84 muestras de ADN positivas para EBV, procedentes de un
estudio previo (31) aprobado por el Comité de Etica Humana de la Universidad
del Valle (Acta N° 008-017). En el estudio citado, se tomaron 374 muestras de
enjuague bucal de la cavidad oral de jévenes adolescentes de Cali. EI ADN se
extrajo con el estuche PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent™ de Applied
Biosystems y se almacend a -20 °C en agua libre de nucleasas hasta el andlisis
para detectar el EBV. Para la deteccion del ADN viral, se usaron los cebadores
EBV-F; 5-CCT GGT CAT CCT TTG CCA-3'y EBV-R; 5-TGC TTC GTT ATA
GCC GTA GT-3'y la técnica de PCR convencional. La reaccion amplificé un
fragmento de 95 pb y se logré un porcentaje de deteccion del 26 % (96/374).

Determinacion de subtipos del EBV

Para determinar la presencia de subtipos del EBV, se amplificé el gen viral
EBNA3C con la pareja de cebadores propuesta por Kingman, et al. (32), con los
cuales el tamano del amplicén producto de la PCR varia segun el subtipo. Para el
subtipo EBV-1, se obtiene un tamafno de 153 pb y, para el EBV-2, uno de 246 bp.

Los cebadores utilizados en la reaccion de amplificacion fueron:
EBNA3Cfwd 5'- AGA AGG GGA GCG TGT GTT GT-3'y EBNA3Crev 5-GGC
TCGTTTTTG ACG TCG GC-3'.

Las siguientes fueron las condiciones de la PCR: una desnaturalizacion
de cinco minutos a 95 °C; 35 ciclos de amplificacion durante 30 segundos
a 94 °C, 30 segundos a 60 °C y un minuto a 72 °C, y una extension final
de cinco minutos a 72 °C. El volumen y concentracion de los reactivos fue:
4 pl de solucidn tampodn de amplificaciéon 5X (Tris-HCI 10 mM, pH 8,4, en
solucion tampon de KCI 50 mM), 0,8 ul de MgCl, a 50 mM, 0,6 pl de cada
cebador a 10 pM; 1,2 pl de dNTP a 5 mM y 0,2 pl de Taqg polimerasa 5U. La
concentracion final de los reactivos fue: solucion tampon 1X, MgCl, 2 mM, 0,3
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MMy 1U cada cebador, respectivamente. Se completd hasta un volumen final
de 20 pl con 11,6 pl de agua libre de DNasas y 1 pl de ADN.

Como controles positivos, se utilizaron muestras anteriormente
determinadas por PCR para cada uno de los subtipos y una positiva para
infeccion viral simultdnea; como control negativo, se empled la mezcla de
PCR sin afiadir ADN.

Los productos de la amplificacion se separaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1,5 % tefidos con bromuro de etidio y se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta.

Ampilificacion y secuenciacion del gen BNLF1 del EBV

Para determinar la presencia de las variantes del EBV, se amplifico y
secuencio un fragmento de 576 pb del dominio carboxilo terminal del gen viral
BNLF1 con la pareja de cebadores propuesta por Zuo, et al. (33), (33). Las
variantes fueron analizadas filogenéticamente y caracterizadas molecularmente.

Los cebadores utilizados en la reaccion fueron: BNLF1fwd 5'-GTG CGC CTA
GGTTTT GAG AG-3'y BNLF1rev 5-TTC CTT CTC TAACGC ACTTTCTC -3.

Las siguientes fueron las condiciones de la PCR: una desnaturalizacion
de cinco minutos a 95 °C; 40 ciclos de amplificacién de 45 segundos a 94
°C, de 45 segundos a 58 °C y de un minuto a 72 °C, y una extension final de
10 minutos a 72 °C. El volumen y concentracién de los reactivos fue: 4 pl de
solucion tampén de amplificacion 5X (Tris-HCI 10 mM, pH 8,4 en solucién
tampon de KCI 50 mM), 0,28 pl de MgCl, 50 mM, 0,8 pl de cada cebador 10
pM; 1,2 pyl de dNTPs 5 mM y 0,2 pl de Taq polimerasa 5U. La concentracién
final de los reactivos fue: solucion tampon 1X, MgCl, 0,7 mM, de cada
cebador 0,4 uM, DNTPs 0,3 mM y 1U de Taq. Se completd hasta un volumen
final de 20 ul con 11,72 pl de agua libre de DNasas y 1 pl de ADN.

Los productos de la amplificacion se secuenciaron directamente mediante
el método de Sanger de la empresa Macrogen, Inc., Corea.

Andlisis filogenético

Para la construccion del arbol filogenético, se empled el programa de
andlisis genético de evolucién molecular MEGA, versién 7 (34), para analizar
las secuencias obtenidas de nucledtidos de los fragmentos amplificados de
la region carboxilo terminal del gen BNLF1, las cuales se compararon con
secuencias de referencia de las variantes del EBV almacenadas en la base
de datos del GenBank-NCBI con los nimeros de acceso: V01555.2 (B95.8);
AY961628.3 (GD1); HQ020558.1 (GD2); KC207813.1 (Akata); X58140.1
(Cao); KF717093.1 (Raji); DQ279927.1 (AG876); AY337723.1 (China 1);
AY337724.1 (China 2); AY337722.2 (Med +); AY337721.2 (Med-); AY337726.2
(NC); AY337725.1 (Alaskan); y KF373730.1 (M81).

En el andlisis, todas las secuencias de nucledtidos se alinearon con el
algoritmo Clustal W (35). Posteriormente, utilizando el criterio de inferencia
bayesiana y con el paquete Models se selecciond el modelo evolutivo que
mejor se ajustaba a los resultados obtenidos en el alineamiento de las
secuencias. Por ultimo, se evalud el arbol filogenético con el algoritmo de
maxima verosimilitud y 100 réplicas de remuestreo.
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Los cambios de aminoacidos del dominio carboxilo terminal de la
proteina LMP1, a partir de las mutaciones no sinénimas del gen BNLF1, se
determinaron con el programa Blastn, utilizando la opcion ‘CDS feature’yy,
como referencia de comparacion, la secuencia del EBV (humero de acceso
en el GenBank-NCBI: NC_007605).

Resultados
Determinacion de los subtipos del EBV

De las 96 muestras positivas para el EBV, en 84 se logré amplificar el
tamano de los fragmentos para determinar los subtipos, y se obtuvo el
subtipo EBV-1 en el 79 % (66/84) de estas muestras y, el subtipo EBV-2 en el
19 % (16/84), en tanto que dos de las muestras presentaron ambos subtipos
(figura 1 y cuadro 1).

Determinacion de las variantes de EBV

En cuanto a la determinacion de las variantes del EBV, en 29 de las
96 muestras se logré amplificar y secuenciar un fragmento de 576 pb del
gen BNLF1, correspondiente a la region que codifica el dominio C-ter de la
proteina LMP1 viral (figura 2).

Anadlisis filogenético e identificacion de variantes

Las variantes de la proteina LMP1 se caracterizaron mediante la
reconstruccion filogenética con secuencias prototipo del GenBank. El
modelo de evolucién para la elaboracion de los tres andlisis se determiné
utilizando el programa MEGA 7, y se hall6é que el Jukes-Cantor (JC+G) era
el mas adecuado para el estudio; las tasas de sustitucién encontradas
para las secuencias fueron [AC]=[CG]=0,166; [AG]=0,083; [AT]=0,083, y
[CT]=[GT]=0,1686, y las frecuencias de bases, A=0,250; C=0,250; G=0,250;
T=0,250, y p-inv=0,5.

En la figura 3 se muestra la distribucion de las secuencias de los EBV
detectados en Cali, en relacion con las variantes de referencia del virus
ligadas a un area geogréfica o a alguna de sus manifestaciones clinicas.

Figura 1. Tipificacion del EBV mediante la amplificacion del gen EBNA3C por PCR convencional.
El subtipo 1 del EBV se caracteriza por presentar un tamafio de fragmento de 153 pb y, el subtipo
2, uno de 246 pb. En los carriles 1y 2 se observa el EBV del subtipo 1, muestras 1y 2; en el
carril 3, la exposicion simultanea a los dos subtipos, muestra 8; en el carril 4, el control negativo;
en los carriles 5y 6, los controles positivos del subtipo 2 y ambos subtipos, respectivamente; y
en el carril 7, el peso molecular (PM).
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Cuadro 1. Relacién de los aislamientos de adolescentes de Cali, Colombia, usados para
identificar variantes con sus respectivas caracteristicas

ID de la muestra Cam’bios en los aminoécido§ enla Grupo de Caracteristica
region C-terminal de la proteina LMP1* Variante de la variante
Cali EBV 1 A210N, G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 2 G212S, H213N Mediterraneo No patogénica
Cali EBV 3 G212S, N218K, G230E Cali Indeterminada
Cali EBV 4 G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 5 D210AN, G212S, V228E Mediterrdaneo No patogénica
Cali EBV 6 G212S, N218K, L226H Raji Patogénica
Cali EBV 7 G212S, H213N, S229T Mediterraneo No patogénica
Cali EBV 8 G212S, S229T Mediterraneo No patogénico
Cali EBV 9 G212S, H213N, L226H Raji Patogénica
Cali EBV 10 N218K, L226H, V228E Raji Patogénica
Cali EBV 11 G212S, L226H Raji Patogénica
Cali EBV 12 D210N, G212S, L248Q Cali Indeterminada
Cali EBV 13 L226H, G230E Raji Patogénica
Cali EBV 14 G212S, H213N, L226H Raji Patogénica
Cali EBV 15 G12S, S229T, L248Q Cali Indeterminada
Cali EBV 16 D210NA, G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 17 A210D, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 18 G212S, L226H Raji Patogénica
Cali EBV 19 G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 20 G212S, L226H Raji Patogénica
Cali EBV 21 G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 22 G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 23 G212S, H213N, N218K Raji Patogénica
Cali EBV 24 G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 25 AI10D, G212S, H213N, G212S, H213N  Raji Patogénica
Cali EBV 26 A210D, G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 27 G212S, S229T Cali Indeterminada
Cali EBV 28 D210N, G212S, H213N Raji Patogénica
Cali EBV 29 G212S, H213N, Raji Patogénica

*El cambio de aminoécido fue determinado por comparacién con la secuencia de referencia ID: NC_007605

Figura 2. Amplificacion por PCR convencional del fragmento C-terminal del gen BNLF1 del EBV.
En la figura se observa la amplificacion de un fragmento de 576 pb que codifica para el dominio
C-terminal de la proteina viral LMP1. PM: peso molecular; (-) control negativo; (+) control positivo;
muestras 1a 6

Las 29 secuencias de los EBV detectados conformaron tres
agrupaciones, una con los 21 aislamientos de Cali (72,6 %) relacionados
con la linea celular Raji (KF717093.1, identidad del 99 %) con un remuestreo
de 74 %; la otra agrupacion presentd cuatro aislamientos de Cali (13,7 %)
relacionados con el Mediterraneo (AY337722.2, identidad del 98 %) con un
remuestreo de 83 % y, por ultimo, cuatro muestras de Cali (13,7 %), con
un remuestreo de 81 %, que no se agruparon con ninguna de las lineas
celulares ni con las regiones geograficas consideradas en el andlisis, por lo
que se decidié denominarla como variante Cali (EBV Cali).
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Figura 3. Filogenia de los EBV presentes

en Cali, Colombia. Para la construccion del
arbol filogenético se amplificé y secuencié un
fragmento de 576 pb de la regién C-terminal
del gen BNLF1. En la figura se observan las
agrupaciones filogenéticas obtenidas y valores
de remuestreo mayores de 60 % obtenidos

al realizar 1.000 réplicas. La escala indica el
ndmero de sustituciones por sitio y a cada
variante se le asigné un color: Mediterraneo,
azul; Raiji, rojo; Cali, verde; Alaska y Carolina
del Norte, amarillo; Daudi y B95.8, violeta.

Al analizar las variantes encontradas en los aislamientos de Cali en
relacién con el genoma de referencia del EBV, se encontraron 20 mutaciones
no sindnimas; la mas frecuente fue la Gly212Ser, en 86,20 % de los
aislamientos, seguida de la His213Asn, con 58 %, y la Leu226His, con 27 %

(cuadro 1).
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Figura 4. Distribucion de las variantes moleculares identificadas en la regién C-terminal de la
proteina LMP1 de los EBV presentes en Cali. Se identificaron 20 mutaciones no sinénimas;

la mas frecuente fue el cambio de glicina por serina en la posicién 212 (Gly212Ser), con un
porcentaje del 86,2 %, seguido del cambio de metionina por leucina en la posicién 129 e
isoleucina por leucina en la posicién 151, con un porcentaje de 79 %. En las muestras agrupadas
con la variante patogénica Raji, se encontré un mayor nimero de cambios de aminoacidos,
seguidas de aquellas agrupadas con las variantes Mediterraneo y Cali; los cambios de
aminoacidos de alanina por acido aspartico en la posicion 210 (Ala210Asp) y de leucina por
histidina en la posicién 226 (Leu226His), se identificaron exclusivamente en los aislamientos
relacionados con la variante Raji, en tanto que el cambio de tirosina por histidina en la posicién
125 (Tyr125His) se identificé exclusivamente en los relacionados con la Mediterraneo; el grupo
exclusivo de Cali no presentd cambios de aminoacidos no reportados.

Los cambios encontrados se relacionaron segun las variantes del EBV
(figura 4) y se evidencio que aquellos asociados con Raji presentaron la
mayor cantidad de mutaciones, seguidos de los asociados con la variante
Mediterraneo y la agrupacion de Cali. Ademas, se observo que las mutaciones
Ala210Asp (13 %) y Leu226His (27 %) eran exclusivas de los aislamientos
relacionados con Raiji. No se encontrdé ningun cambio exclusivo para los
aislamientos relacionados con el Mediterraneo o con la agrupacion de Cali.

Discusion

En el presente estudio se reportan por primera vez los subtipos virales
del EBV presentes en la cavidad oral de adolescentes de Cali, Colombia. El
subtipo 1 se identificd en el 79 % las muestras positivas para EBV, en tanto
que el subtipo 2 se identificd en el 19 %. Ademas, se reportd una exposicion
simultanea de los subtipos del 2 %.

Un mayor porcentaje del subtipo 1 del EBV era lo esperado, ya que es el
subtipo predominante a nivel mundial, en tanto que el 2 es mas frecuente en
la region subsahariana de Africa.

En cuanto al porcentaje de homologia del gen EBNA3 del EBV, se ha
reportado que el subtipo 1 difiere del subtipo 2 entre 10 y 20 %, y funcionalmente,
el subtipo 1 ha demostrado gran capacidad para inmortalizar las células B en la
infeccion primaria, en comparacién con el subtipo 2 (36). La diferencia genémica
global entre estos dos subtipos no se ha establecido del todo, puesto que se han
secuenciado pocos genomas completos de subtipo 2 (28,37).

En los estudios de Chang, et al., que combinaron estudios poblacionales de
subtipos en la poblacion caucasica, se encontrd que el 74 % estaba infectado
con el EBV del subtipo 1, 19 % con el del subtipo 2y el 7 % con ambos
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subtipos (7). Asimismo, en los estudios realizados en Argentina por Chabay,

et al., se establecid que el subtipo del EBV predominante era el 1 (38). Por

su parte, Correa, et al., reportaron la presencia del subtipo 1 en 75,9 % de
pacientes argentinos adultos sanos seropositivos para el EBV, del subtipo 2 en
el 17,6 % y en 6,5 % hubo infeccién simultanea con ambos subtipos (39).

En cuanto al bajo porcentaje de exposicion simultanea en el presente
trabajo, probablemente se debid a la poca edad de los participantes en
el estudio. En los estudios realizados en China, Ai, et al., evaluaron 107
pacientes pediatricos con mononucleosis infecciosa y no se detectd la
presencia simultdnea de los dos subtipos de EBV en los nifos, a pesar
de haber padecido la enfermedad a temprana edad (40). En Argentina,
Lorenzetti, et al., evaluaron 35 pacientes pediatricos con esta enfermedad y
tampoco detectaron la presencia simultdnea de los dos subtipos (16).

En los estudios recientes de andlisis de los genomas completos del EBVY,
se ha establecido una gran variabilidad en las secuencias nucleotidicas del
gen BNLF1 que codifica para la proteina LMP1; estas variantes incluyen
polimorfismos de nucledtidos unicos (Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP), deleciones, inserciones y un numero variable de repeticiones en tandem
(30,41). En este campo, los estudios se han enfocado en la presencia de
variantes moleculares en la regién C-ter de la proteina LMP1. Segun Chang,
et al., la presencia de estas variantes podria alterar la sefalizacion intracelular
mediada por la proteina viral LMP1, por lo cual el andlisis de variantes en esta
region podria explicar el potencial patoldgico de la proteina (7).

En el presente estudio, la reconstruccion filogenética de las variantes de
la LMP1 evidencié que ninguno de los EBV detectados en Cali se agrupé con
la variante patogénica prototipo B95.8, predominante en poblacion europea
(42,43). Ademas, se observé que las variantes geograficas China 1, GD2, Cao
y Akata se encuentran estrechamente relacionadas entre si, al igual que las dos
variantes geograficas del Mediterraneo, en tanto que las variantes geograficas
China 2, NC y Alaskan conforman grupos independientes entre si y con
respecto a las otras variantes. Estos resultados concuerdan con los descritos por
Edwards, et al. (26), y mas recientemente, por Saechan, et al. (44).

En un estudio realizado en Argentina en una cohorte de pacientes con
mononucleosis infecciosa y linfomas positivos para EBV, en la secuenciacion
de la region C-ter de la proteina viral LMP1, la variante geogréfica China
1 fue la de mayor frecuencia (16). Cuando los investigadores obtuvieron la
secuencia completa del gen BNLF1, el andlisis filogenético evidenci6 que
aquellas variantes previamente clasificadas como China1 tenian una relacion
mas cercana con la variante patogénica de la linea celular Raji (45), primera
linea celular humana de origen hematopoyético obtenida en 1963 de un
paciente nigeriano de 11 afos con linfoma de Burkitt (46). En el presente
trabajo, no se encontraron variantes de China 1 en los EBV presentes en Cali,
sin embargo, se identificaron variantes patogénicas en la linea celular Raji.

Ademas, en los EBV detectados en Cali se identificaron variantes
presentes en los aislamientos del EBV de origen en el Mediterraneo. En
los estudios de Mei-Liao, et al., se determind una distribucion global de las
variantes del Mediterraneo, las cuales se identificaron en poblaciones de
paises con geografias muy diferentes como Ghana, Brasil, Estados Unidos,
Kenia, Argentina y Australia. Las variantes del Mediterraneo también se han
encontrado en los EBV presentes en pacientes aparentemente sanos sin que
se hayan relacionado directamente con enfermedades (43,47).
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Un hallazgo importante del presente estudio fue que 13,7 % de los EBV
en Cali presentaron variantes que no se identificaron ni agruparon con las
variantes patogénicas de las lineas celulares o las variantes geograficas
incluidas en el estudio. Se requeriran estudios adicionales para caracterizar
dichas variantes y establecer si se relacionan con alguna enfermedad
asociada con el EBV o si se trata de una variante geografica propia de la
ciudad de Cali.

Hasta el momento, los estudios de EBV en Colombia se han centrado en
la relacion del virus con el desarrollo de diferentes enfermedades. En Cali,
Carrascal, et al., examinaron 178 casos de carcinoma gastrico y detectaron
el EBV en el 13 % de los pacientes, lo que sugiere una relacién del virus con
neoplasias malignas (48). Quijano, et al., detectaron el virus en el 56,7 % de
personas con linfoma de Hodgkin (9). En pacientes pediatricos con trasplante
hepatico, Mesa, et al., encontraron una relacién entre el control de replicacion
del EBV y el grado de inmunosupresién de los pacientes (49).

El grado de variabilidad del gen BNLF1 respalda la presencia de variantes
moleculares observadas en los EBV aislados en Cali. Una posible explicacién
es que las proteinas de latencia del EBV, como la LMP1, podrian presentar
una tasa de mutacion en ciertas regiones de su estructura dependiente de la
presion que ejerce el sistema inmunitario del huésped (30).

En un gran porcentaje (86,6 %) de las secuencias obtenidas de la region
C-ter, se encontré el cambio de amino&cidos de glicina a serina en la
posicion 212 (Gly212Ser), cambio que se ha reportado con mucha frecuencia
en varias partes del mundo (50,51), con excepcién de Rusia, donde hasta
el momento no se ha observado esta mutacion (52) y si, en cambio, la
sustitucion de un acido glutamico a glutamina en la posicion 328 (Glu328Gin)
en pacientes y personas sanas, el cual no se ha reportado en otras regiones
del mundo (53,54). En el presente andlisis, no se encontré el cambio
Glu328Gin, por lo que se validé la presencia de variantes del gen de la LMP1
Unicas para ciertas regiones del mundo.

Una limitacién del estudio fue el poco nimero de muestras del total
disponible con EBV, pues se logré amplificar el producto de PCR de 576 pb
de la regién C-terminal de la LMP1 para la secuenciacion en 29 de 84, debido
probablemente a la fragmentacion del ADN. Cabe anotar que, para la deteccion
inicial del EBV, se amplifico un fragmento de 96 bp. Otra limitacién fue el no
encontrar estudios en que se hayan determinado subtipos y variantes del EBV
en otras ciudades de Colombia, por lo que no fue posible hacer comparaciones.

En conclusién, en Cali esta presente el subtipo 1 del EBV vy las variantes Raji
(patogénica) y Mediterraneo (geografica); ademas, se detectd una variante que
no se pudo agrupar con las variantes reportadas en la literatura especializada.
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Original article

In vitro effectivity of three approved drugs and their

synergistic interaction against Leishmania infantum

Iman Fathy Abou-EI-Naga, Rasha Fadly Mady, Nermine Mogahed Fawzy Hussien Mogahed
Medical Parasitology Department, Faculty of Medicine, Alexandria University, Alexandria, Egypt

Introduction: Leishmaniasis remains one of the neglected tropical diseases. Repurposing
existing drugs has proven to be successful for treating neglected tropical diseases while
combination therapy is a strategic alternative for the treatment of infectious diseases.
Auranofin, lopinavir/ritonavir, and sorafenib are FDA approved drugs used in the treatment
of diverse diseases by acting on different essential biological enzymes.

Objective: To evaluate the effects of monotherapy and combined therapies with the three
drugs against Leishmania infantum.

Materials and methods: We compared the leishmanicidal effects of the three drugs on
promastigotes in vitro as regards the parasite count, the drug concentration providing a
half-maximal response, and the ultrastructural changes of the parasite. We determined
the fractional inhibitory concentration index of combined drugs in two ways, as well as the
activity of the three drugs together to establish their synergetic effect.

Results: The monotherapy with the three drugs was effective with auranofin showing the
best leishmanicidal effect (EC,=1.5 pM), whereas sorafinib reduced parasite growth at
EC,,=2.5 pM. The scanning electron microscopy of promastigotes from all treated media
showed distortion in the shape with loss of flagella and bleb formation. Acidocalcinosis
was evident by transmission electron microscopy with all treatments suggesting apoptosis.
Treatment with lopinavir/ritonavir showed signs of autophagy. The two-way combination

of the drugs led to additive interactions while the combination of the three drugs showed
synergistic action.

Conclusion: Each drug when used as monotherapy against Leishmania spp. was effective,
but the combination therapy was more effective than the individual drugs due to the additive
or synergistic effects.

Keywords: Leishmania infantum; drug synergism; apoptosis; autophagy.

Efectividad in vitro de tres farmacos aprobados y su interaccién sinérgica contra
Leishmania infantum

Introduccion. La leishmaniasis sigue siendo una de las enfermedades tropicales
desatendidas. La reutilizacion de medicamentos existentes ha demostrado ser exitosa para
tratar enfermedades tropicales desatendidas y la terapia combinada es una alternativa
estratégica para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Auranofin, lopinavir/ritonavir
y sorafenib son medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) de
Estados Unidos utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades, pues actian sobre
diferentes enzimas bioldgicas esenciales.

Objetivo. Evaluar los efectos terapéuticos de la monoterapia y de los tres farmacos
combinados contra Leishmania infantum.

Materiales y métodos. Los efectos leishmanicidas de los tres farmacos sobre los
promastigotes se compararon in vitro en cuanto al recuento de parasitos, la concentracion
del farmaco que proporcionara una respuesta semimaxima y los cambios ultraestructurales
del parasito. Se calculé el indice de concentracion inhibitoria de fracciones de farmacos
combinados de dos maneras y la actividad de los tres farmacos juntos para determinar el
efecto sinérgico.

Resultados. La monoterapia con los tres medicamentos fue efectiva, pero la auranofina
tuvo el mejor efecto antileishmanicida con un CE,, de 1,5 uM, en tanto que el sorafinib
redujo el crecimiento del parasito con un CE,, de 2,5 pM. La microscopia electronica

de barrido de promastigotes de todos los medios tratados mostré una distorsién en la
forma, con pérdida de flagelos y formacién de ampollas. La acidocalcinosis fue evidente
por microscopia electrénica de transmision con todos los tratamientos, lo que sugiere
apoptosis. El tratamiento con lopinavir/ritonavir mostré signos de autofagia. La combinacién
de dos medicamentos condujo a interacciones aditivas, mientras que la combinacion de las
tres drogas produjo una accién sinérgica.

Conclusion. Los tres medicamentos usados como monoterapia contra Leishmania spp.
fueron efectivos, pero el tratamiento combinado lo fue en mayor medida debido a los
efectos aditivos o sinérgicos.

Palabras clave: Leishmania infantum; sinergismo farmacoldgico; apoptosis; autofagia.
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Leishmaniasis is one of the neglected tropical diseases. It affects as many
as 12 million people living in endemic areas in 98 countries. About 350 million
people are considered to be at risk, most of them in developing countries
(1-3). Leishmania species cause a wide clinical spectrum that includes
cutaneous, mucocutaneous, and visceral leishmaniasis. The most common
is the cutaneous form, which causes disfiguring and stigmatizing skin lesions
whereas mucocutaneous leishmaniasis is significantly less common. Visceral
leishmaniasis is fatal if not treated (4).

Currently, limited choices of drugs are used for the treatment of leishmaniasis.
There are no approved vaccines nor prophylactic drugs. Pentavalent antimonial
compounds, sodium stibogluconate, pentamidine, various amphotericin B
formulations, miltefosine, and paromomycin are the approved medications at the
moment. Imiquimod and sitamaquine are under clinical assessment (5). However,
the available drugs have limitations which include toxicity, long courses, high
costs, undesirable route of administration, teratogenicity, and drug resistance.

So far, no safe and effective anti-Leishmania drug is available in the market (6).
Recent research funded by various organizations is only directed towards clinical
trials and diagnostic studies of leishmaniasis in endemic countries. Consequently,
there is still an urgent need to develop new therapeutics for leishmaniasis.

New drug trials are presently aimed at interfering with vital biochemical
and metabolic pathways of the parasite and in this rationale, enzymes are the
most important focus. The target enzymes in the parasite should have major
structural and functional differences from those of the mammalian host to
achieve selective inhibition of the target sites (7).

Repurposing existing drugs has proven to be successful for treating
neglected tropical diseases. The new uses approved by the US Food and Drug
Administration (FDA) are a shortcut between the preclinical testing and clinical
trials. This strategy reduces the funds needed for the preclinical researches and
the study of the safety profiles and pharmacological characteristics (8,9).

For this study, we chose three FDA-approved drugs, namely auranofin,
lopinavir/ritonavir and sorafenib, which act as inhibitors of different protease
enzymes to study their effect as monotherapy and combination therapy
on Leishmania infantum. Leishmania spp. proteases are very important
virulence factors as they are involved in host tissue invasion, survival inside
macrophages, and host immune response modulation for which they are
considered good targets (10). The efficacy of the drugs was compared to that
of amphotericin B, a polyene antibiotic that acts on the membrane sterols of
Leishmania spp. promastigotes producing the loss of the permeability barrier
to small metabolites (11). Although amphotericin B is widely used in the
treatment of leishmaniasis, its toxicity is considerable (12).

Auranofin is a gold-containing drug used in the treatment of rheumatoid
arthritis. It emerged as a strong inhibitor of mammalian thioredoxin reductases
(13). Recently, the drug showed a remarkable antiparasitic activity by
inhibiting those enzymes involved in the control of the reduction/oxidation
(redox) process. These enzymes are essential for maintaining intracellular
levels of reactive oxygen species. Leishmania and other Trypanosomatids
contain trypanothione reductase, a key enzyme of redox metabolism (14).
Trypanothione reductase and mammalian glutathione reductase show notable
differences in the structure validating specific inhibitors designed against
trypanothione reductase as an ideal drug against Leishmania spp. without
changing the mammalian glutathione reductase activity (7).
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Lopinavir/ritonavir is a highly active anti-retroviral medication used against
HIV (15). The drug is an aspartyl peptidase inhibitor composed of two anti-
retroviral drugs: lopinavir and ritonavir, in a ratio of 4:1 (16). Peptidases are
essential in a wide range of biological functions (17). They are recognized as
therapeutic targets for important diseases and many micro-organisms including
Leishmania (18-20). These enzymes are classified into five distinct clans (AA,
AC, AD, AE, and AF) and 16 families according to the MEROPS database. The
classical aspartic peptidases Clan AA is further subdivided into eight families
of which family A2 includes the HIV peptidase. In Trypanosomidae, the aspartic
peptidases belong to two clans: clan AA and clan AD (21).

Recently, the co-infection of Leishmania spp. and HIV has been
increasingly reported in leishmaniasis endemic areas (4). The introduction of
the highly active antiretroviral therapy (HAART) has shown a recognizable
decrease in Leishmania/HIV co-infection as regards incidence, pathology,
and clinical presentation of the disease (22). Experimental studies on
different Leishmania species using HIV peptidase inhibitors have enforced
the epidemiological results documenting a decrease in the incidence of
Leishmania/HIV co-infection after treatment with these drugs (21-25).

Sorafenib is a multi-kinase inhibitor used for the treatment of advanced
hepatocellular and renal cell carcinoma. Recently, it was identified as an
active agent against L. donovani and different species of Leishmania causing
cutaneous leishmaniasis (26). A large number of kinases, especially cyclin-
dependent and mitogen-activated kinases, are responsible for cell-cycle
control in Leishmania. Although kinases are recognized as targets for many
diseases, they have been poorly studied as targets for Leishmania (27). The
anti-leishmanial potency of sorafenib is due to the non-specific inhibition of
many diverse protein kinases rather than that of the mammalian kinases (28).

Combination therapy is a strategic alternative for the treatment of infectious
diseases. It is currently considered as one of the most rational alternatives to
increase drug activity, reduce treatment duration and dosage, reduce toxicity,
and delay or prevent drug resistance. It has been efficiently used in the
treatment of malaria, tuberculosis, and AIDS (29). However, it is uncommon to
treat leishmaniasis with combined drugs (30-32), but the need for combination
therapy against leishmaniasis has emerged (33).

In this study, we evaluated the anti-leishmanial effect of auranofin,
lopinavir/ritonavir and sorafenib against L. infantum promastigotes compared
to the gold standard drug for leishmaniasis, amphotericin B. The synergistic,
additive or antagonistic effects of combined therapy were also investigated,
as well as the morphological changes of the parasite treated with the
aforementioned drugs at the ultrastructural level.

Materials and methods
Maintenance of the Leishmania strain

Leishmania infantum MONT1 is the visceral leishmaniasis strain used in
this study. It was kindly provided by Professor Jean Dupouy Camet, president
of the European Federation of Parasitologists. It was further maintained in
the Laboratory of Medical Parasitology Department, Faculty of Medicin at
Alexandria University. Leishmania infantum promastigotes were maintained
under standard culture conditions in Novey-MacNeal-Nicoll (NNN) media.
Parasites were sub-cultured every seven days (34).
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Tested drugs

Three commercially available FDA-approved drugs were used in this study:
auranofin, purchased from Abbott; lopinavir/ritonavir, purchased from Astellas
pharma SPA, and sorafenib, purchased from Bayer. Amphotericin B was used
as the gold standard.

Determination of the in vitro anti-leishmanial activity

Ten uM stock solutions were prepared from each drug in 1% DMSO.
The negative control was prepared from the 1% DMSO and the positive
control was 10 uM of AmB. We incubated 1 x 10° Leishmania promastigotes
suspended in 100 pL of culture media for three hours before adding the test
drugs. After 48 hours of incubation with each drug preparation at 25°C, an
aliquot of each tube was added to an equal amount of a solution containing
0.2% formalin to stop parasite movement and facilitate the counting using a
Neubauer chamber (35). Auranofin, lopinavir/ritonavir, and sorafenib were
tested in ascending concentrations ranging from 0.1 to 20 uM. Amphotericin B
was tested in a dilution range of 0.01 to 17 uM.

Determination of the fractional inhibitory concentration index, isobologram
construction, and classification of the nature of the interaction

The fractional inhibitory concentration (FIC) is the one that caused a 50%
decrease in the growth (EC, ) of promastigotes. It was calculated for each
tested drug and each concentration. All tests were performed in triplicate (9).

To test for synergy, drugs were evaluated in quadruplicate individually to
determine the EC,; each compound in a pair was required to inhibit 25 + 10%
of growth in untreated media.

Drug combinations that showed possible synergism were subjected to
formal isobologram analysis using the fixed ratio method (36).

Serial two-fold dilutions were performed in triplicate. We calculated
the EC,, for each drug ratio. The fractional inhibitory concentrations were
calculated as the following:

EC,, when in combination / EC_, of individual drug

The sum of the FIC was calculated as follows: > FIC = FIC drug A + FIC
drug B. The mean sum of the FIC ( X X FIC) was calculated as the average
of SFIC from the three different fixed ratios. The interactions were considered
synergistic for X ¥ FIC < 0.5, additive for X % FIC between 0.5 and 4, and
antagonistic for X X FIC >4 (9).

Ultrastructural study

A scanning electron microscope (SEM) (JEOL-JSM-25 SII™) and a
transmission electron microscope (TEM) (JEOL 100 CX™) were used to
examine L. infantum promastigotes after their treatment with auranofin,
lopinavir/ritonavir, and sorafenib for 48 h at 26°C in comparison to positive and
negative controls. The specimens were processed for SEM and TEM (37,38).

Statistical analysis

All parasite burden data were expressed as the mean =+ standard deviation.
Abnormally distributed data were expressed using the median (min-max) and
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compared using the Kruskal Wallis test. Significance between groups was
determined using the Mann Whitney test. A p-value of <0.05 was considered
statistically significant (39).

Results
In vitro anti-leishmanial activity

It was clear that all individual drugs, auranofin, lopinavir/ritonavir, sorafenib,
and amphotericin B, limited in vitro parasite growth after 48 hours of parasite
replication whereas DMSO had no significant effect. Lopinavir/ritonavir reduced
parasite growth at 1.7 yM. As regards to auranofin, the lower drug concentration
limiting parasite growth by 50% (EC,,) was 1.5 uM. sorafenib while AmB showed
the highest EC_; concentrations (2.5 pM and 2 uM, respectively) (tables 1 and 2).

Synergy testing and isobologram analysis

EC,, values were measured for each of the drugs in every possible
combination (table 3). Four combinations were tested in formal isobologram
analyses to quantify the interactions by this standard method.

Fractional inhibitory concentration

Sum of FIC for combination A (auranofin + lopinavir/ritonavir) = 1.53 + 0.45
= 1.98 = additive.

Sum of FIC for combination B (sorafenib + lopinavir/ritonavir) = 0.59 + 0.8
= 1.39 = additive.

Sum of FIC for combination C (auranofin + sorafenib) = 1.2 + 0.48 = 1.68 =
additive.

Table 1. Effect of different drugs on in vitro proliferation of Leishmania infantum promastigotes

Growth

Drug

percentage
Auranofin (3 mg) 4.27
Lopinavir/ritonavir (200 mg) 6.8
Sorafenib (200 mg) 9.84
Amphotericin B 1
Auranofin+ lopinavir/ritonavir (combination A) 3.75
Lopinavir/ritonavir + sorafenib (combination B) 5.1
Auranofin + sorafenib (combination C) 8.25
Auranofin + sorafenib+ lopinavir/ritonavir (combination D) 4.75

Table 2. EC50* of the different drugs

Drug EC,, (uM)
Auranofin (3 mg) 1.5
Lopinavir/ritonavir (200 mg) 17
Sorafenib (200 mg) 2.5
Amphotericin B 2

* EC,, values are means of triplicate assays.

Table 3. EC,,* of the different drugs in every combination

Lopinavir/ritonavir Auranofin Sorafenib

Auranofin + lopinavir/ritonavir (combination A) 0.77 upM 2.3 uM
Lopinavir/ritonavir + sorafenib (combination B) 1uM 2uM
Auranofin + sorafenib (combination C) 1.8 uM 1.2 uM
Auranofin + sorafenib + lopinavir/ritonavir (combination D) 0.3 uM 0.3 uM 0.3 uM

* EC,, values are means of triplicate assays.
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Sum of FIC for combination D (auranofin + lopinavir/ritonavir + sorafenib) =
0.17 + 0.12 + 0.2 = 0.49 =synergism.

When these results were statistically analyzed, lopinavir/ritonavir showed
no significant difference from other drugs either when used alone or in
combination. The growth inhibition in auranofin-treated media was significantly
greater than that treated with sorafenib and amphotericin B, but no statistically
significant difference was found between it and any combination. Despite
the reduction in parasite growth, sorafenib was the least potent drug in
comparison to auranofin and combinations B, C, and D.

Combinations B, C, and D showed a significant reduction in the growth of
promastigotes compared to amphotericin B and combination A (table 4).

Ultrastructural study

Scanning electron microscopy after 48 hours of the culture of parasites
inoculated in fresh media with no drug added showed normal morphology
(figure 1a and b). Promastigotes from all treated media showed distortion
in the parasite shape with loss of flagella and bleb formation. Auranofin-
treated promastigotes exhibited severe shape distortion while some showed
a rounded form (figure 1c). Irregularities in the cell membrane of the parasite
were highly evident in lopinavir/ritonavir-treated promastigotes (figure 1d)
while dimple-like structures on the cell surface were observed in sorafenib-
treated parasites (figure 1e).

Normal ultrastructure contents were detected using transmission electron
microscopy after 48 hours of the culture of parasites inoculated in fresh media
with no drug added (figure 2a and b). Acidocalcinosis was evident in the
parasites from all treated media, which suggested apoptosis. Auranofin-treated
promastigotes showed evident acidocalcinosis (figure 2¢). Lopinavir/ritonavir-
treated promastigotes showed very evident acidocalcinosis, degenerated
nuclear membrane, and chromatin granules suggesting apoptosis. Vacuoles
with different densities and autophagy vesicles with double membrane were
also present (figure 2d). Sorafenib-induced apoptosis with shrinkage of the
cytoplasm (figure 2e) was also evidenced.

Table 4. In vitro activity of different drugs and combinations against promastigotes

Parasite count in culture media treated with different drugs Median (min-max)

Auranofin (300 mg) 38 (27 -775)°
Lopinavir/ritonavir (200 mg) 70 (18 —100)
Sorafenib (200 mg) 101 (40 - 150)2
Amphotericin B 107.5 (88 — 137)2
Auranofin + lopinavir/ritonavir (combination A) 375 (15 - 60)°
Lopinavir/ritonavir+ sorafenib (combination B) 51 (20 -82)°
Auranofin + sorafenib (combination C) 82.5 (45 — 120)*®
Auranofin+ sorafenib + lopinavir/ritonavir (combination D) 40 (20 -90)°

Abnormally distributed data was expressed using the median (min-max) and compared using the Kruskal Wallis test.
Significance between groups was established using the Mann Whitney test.

Different superscripts are statistically significant.
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15kV

Figure 1. Ultrastructural changes observed in promastigotes from the different media under study.

a and b: Normal shape of parasite inoculated in fresh media with no drug added after 48 hours of
culture. c: Auranofin-treated parasite showing shape distortion and loss of flagella and some showing
a round form (arrow). d: Severe distortion in the shape and loss of flagella with detached membrane
in lopinavir/ritonavir-treated promastigote. e: Sorafenib-treated promastigote showing a large dimple
(arrow) on its body surface as well as loss of flagella.
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Figure 2. Ultrastructural changes in promastigotes from different media. a and b: Normal parasite
inoculated in fresh media with no drug added after 48 hours of culture. c: Auranofin-treated
promastigotes showing evident acidocalcinosis (arrows). d: Lopinavir/ritonavir-treated promastigotes
showing evident acidocalcinosis (thick arrow) and degenerated nuclear membrane (thin arrow) with
condensed chromatin granules close to the nuclear membrane suggesting apoptosis. Vacuoles with
different densities and autophagy vesicles with double membrane were also present. e: Sorafenib-
treated promastigotes showing acidocalcinosis and shrinkage of the cytoplasm (arrow).
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Discussion

Despite several trials, there are no effective vaccines against Leishmania
spp. at the moment and chemotherapy remains the mainstay for the control
of leishmaniasis. The currently used drugs are unsafe, expensive, and lead to
resistance (40) while the treatment with protease inhibitors has been tried before
in several research studies. Accordingly, in this study, we evaluated the effect of
three different commercially available enzyme inhibitors against L. infantum. We
compared the monotherapy and the combination therapy of auranofin, lopinavir/
ritonavir and sorafenib. The drugs were chosen for their well-known history of
safe clinical profile and their inhibition of essential enzymes (41).

Our results showed that auranofin had the most effective anti-leishmanial
activity. It is the only drug that when used individually led to a significant
inhibition in the parasite count compared to amphotericin B. At 10 pM,
auranofin significantly reduced the parasite count compared to sorafenib
but the results were insignificant compared to that of lopinavir/ritonavir.
Furthermore, with auranofin, the growth percentage and the LC_, of the
parasite were the lowest in comparison to lopinavir/ritonavir, sorafenib, and
amphotericin B. The effect of auranofin against L. infantum is due to the
inhibition of trypanothione reductase enzyme, one of the top targets in drug
discovery for leishmaniasis, as it protects the parasite from oxidative damage
and toxic heavy metals and allows the delivery of the reducing equivalents for
DNA synthesis (14,42). Lopinavir/ritonavir was found to have more efficacy
than amphotericin B. The proteolytic activity of the HIV protease inhibitors
has been demonstrated in other studies of different Leishmania species
(21,24,25,43). Alves, et al. (44), explained another way of their action through
the modulation of innate defense mechanisms via different cellular pathways.
They also showed that, although HIV protease inhibitors are highly efficient
to control HIV, they might also influence the course of leishmaniasis in HIV-
Leishmania-co-infected individuals.

In the present study, sorafenib showed the least leishmanicidal activity
among the drugs under study. It did not significantly reduce the promastigotes
compared to amphotericin B and had a higher LC, . The drug is a multi-
kinase inhibitor and was found to be active against L. donovani in culture
by identifying cycline-dependent and mitogen-activated kinases as targets
for anti-leishmanial treatment (26,27). Recently, it was found that sorafenib
utilizes a non-apoptotic form of cell death (ferroptosis) on tumor cells.
Ferroptosis is a regulated form of cell death resulting from iron-dependent lipid
peroxide accumulation as shown by Yu, et al. (45).

Combination therapy with commercially available drugs aims at reducing
the costs, toxicity, and duration of the treatment and represents a promising
alternative rationale (46). Therefore, we tried the drug combinations of two
and three compounds. The results showed that the interactions between
the combination of two compounds were additive. More importantly, the
combination of three compounds showed a synergetic effect. Although
neither lopinavir/ritonavir nor sorafenib used individually resulted in significant
inhibition of the parasite when combined the inhibition significant (combination
B). Butcher attributed this unexpected result to the combination of two drugs
with different biomolecular targets (47). Furthermore, the combination of
auranofin and lopinavir/ritonavir (combination A) led to a significant reduction
in the parasite count compared to amphotericin B possibly because of the
strong anti-leishmanial effect of auranofin added to the different mechanism
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of action exhibit by lopinavir/ritonavir in modulating the immune system. Our
findings are supported by Lewis, et al. results in an animal model where

a combination of auranofin and an antiretroviral drug was able to reduce
significantly post-therapy viremia (48).

The use of drugs with synergistic or additive activity in combination
therapy delays or prevents the development of resistance and may shorten
the treatment, which, in turn, decreases the undesirable effects of each drug
(49,50). Moreover, this alternative strategy leads to cost and time reductions
(41). The search for synergism by combining approved drugs can rapidly take
to preclinical and clinical phases (51).

In an attempt to explore the effect of each drug on the promastigotes,
we conducted ultrastructural studies on the treated parasites. SEM of
promastigotes treated with auranofin, lopinavir/ritonavir, and sorafenib for 48
hours showed severe shape distortion and loss of flagella with irregularities
on the cell surface. Some promastigotes treated with auranofin exhibited
a rounded appearance. Sharlow, et al., found the same morphology in L.
amazonensis promastigotes treated with auranofin (52). Rigobello, et al.
(13), and llari, et al. (14), attributed this rounded swelling to the inhibition
of trypanothione reductase and the membrane permeability transition.

This morphological distortion had not been observed with any known
leishmanicidal drugs (52).

In our study, TEM images suggested that auranofin, lopinavir/ritonavir, and
sorafenib exerted their anti-leishmanial effect on L. infantum promastigotes
by inducing apoptosis. There were some changes in the essential organelles
including the nucleus, the mitochondria, and the cell membrane in addition
to changes in the cytoplasmic contents. There were also irregularities in the
cell membrane. The most striking ultrastructure change was the presence
of a large number of acidocalcisomes in the cytoplasm, which is important
evidence of apoptosis (53). Only the promastigotes that were treated with
lopinavir/ritonavir showed autophagy in addition to apoptosis. The increased
number of vesicles with different densities in the cytoplasm, the rupture of the
nuclear envelope, and the presence of dense chromatic granules are signs of
autophagy (24,54). The two major forms of programmed cell death, apoptosis
and autophagy, were also verified in the ultrastructure study of L. amazonensis
treated by HIV protease inhibitors (24).

In conclusion, administering drug combinations is more effective than
that of individual drugs. Drug combinations of two compounds led to additive
interactions. Furthermore, those of the three compounds showed synergistic
activity. Synergism with this drug combination elicits a structure-function
approach in fighting leishmaniasis. The electron microscopic study revealed
that the three drugs exerted their anti-leishmanial action by inducing apoptosis,
as well as autophagy in the case of lopinavir/ritonavir. The effectivity of this
drug combination may be attributed to the similar mechanisms of action of its
compounds. However, further experimental studies to establish the curative
combination ratio and toxicity parameters of these compounds are needed, as
well as others to test drug effectivity on amastigotes.
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Introduction: Relapses in tuberculosis occur due to endogenous reactivations or
exogenous reinfections and represent up to 27% of tuberculosis cases. Its importance lies
in the risk of the appearance of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis strains.
According to the reports published in 2011 by the Colombian Instituto Nacional de Salud,
there were 572 relapse cases reported in the country, i.e., a rate of 4.9%. Data of the
tuberculosis control program from the Secretaria de Salud Municipal in Cali reported a
relapse rate of 6%, higher than the national one, during 2013 and 2014.

Objective: To determine the risk factors associated with relapse in patients with pulmonary
tuberculosis in Cali.

Materials and methods: We conducted an observational, analytical, and case-control
study (1:1), which comprised 81 cases of pulmonary tuberculosis relapses detected in 2013
and 2014. Additionally, we collected data on socio-demographic and clinical variables, as
well as lifestyle and health services, to identify the potential risk factors associated with
tuberculosis relapses. We used logistic regression to identify the risk factors.

Results: After adjustments for some variables, our multivariate logistic regression analysis
showed that the body mass index (BMI) (OR=0.90, 95%CI: 0.81-0.99) and population
density (OR=0.99, 95%CIl: 0.98-1.00) were inversely associated with tuberculosis relapses.
Alcohol consumption increased the likelihood of tuberculosis relapse (OR=5.56, 95%ClI:
1.18-26.26).

Conclusions: Body mass index and population density were inversely associated with
pulmonary tuberculosis relapses in Cali. On the contrary, alcohol consumption increased
the likelihood of tuberculosis relapses.

Keywords: Pulmonary tuberculosis; recurrence; body mass index; Colombia.
Factores de riesgo asociados con recaidas de tuberculosis pulmonar en Cali, Colombia

Introduccion. Las recaidas en la tuberculosis se deben a reactivaciones enddgenas o
reinfecciones exdgenas y alcanzan hasta el 27 % de los casos. Su importancia radica en

el riesgo de aparicién de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a multiples
farmacos. Segun informes del Instituto Nacional de Salud de Colombia, en el 2011 se
reportaron 572 recaidas, lo que representa un porcentaje del 4,9 %. Datos del programa de
tuberculosis de la Secretaria de Salud Municipal de Cali registraron una tasa de recaidas
del 6 % durante el 2013 y el 2014, lo que supera la tasa nacional.

Objetivo. Determinar los factores asociados con la recaida en pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional, analitico y de casos y controles
en pacientes diagnosticados con tuberculosis pulmonar detectados entre el 2013 y el 2014.
Se estudiaron las variables sociodemograficas, clinicas, de estilo de vida y las relacionadas
con el programa y los factores de riesgo; se determinaron utilizando regresion logistica.
Resultados. Después de ajustar por otras variables, la regresion logistica evidencié dos
factores inversamente asociados con las recaidas: el indice de masa corporal (OR=0,90;
IC,.,: 0,81-0,99) y la densidad poblacional en las comunas (OR=0,99; IC,.,:0,99-1,00. EI
consumo de alcohol aumento la probabilidad de recaida (OR=5,56; IC,, : 1,18 — 26,26).
Conclusiones. El indice de masa corporal y la densidad poblacional se asociaron
inversamente con las recaidas por tuberculosis pulmonar en Cali. EI consumo de alcohol

estuvo directamente relacionado.
Palabras clave: tuberculosis pulmonar; recurrencia; indice de masa corporal, Colombia.
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Relapses in pulmonary tuberculosis

Relapses in tuberculosis occur due to endogenous reactivations or
exogenous reinfections with a prevalence rate of up to 27%. Their importance
lies in the risk of the appearance of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis strains. According to the reports published in 2011 by the
Colombian Instituto Nacional de Salud, there were 572 relapse cases in the
country, i.e., a rate of 4.9% (1). The data from the tuberculosis control program
of the Secretaria de Salud Municipal in Cali reported a relapse rate of 6%,
higher than the national one, during 2013 and 2014.

There are several and well-documented risk factors associated with
pulmonary tuberculosis relapses all over the world. These factors include
failure to adhere to treatment, the persistence of pulmonary cavitation,
and multidrug resistance to medications (2). The importance of socio-
demographic, cultural, clinical, and behavioral determinants is still under
evaluation. Studies conducted in Colombia and other Latin American
countries have shown that residing in urban areas, overcrowding, and irregular
treatment are some of the factors associated with relapses in patients with
pulmonary tuberculosis as confirmed also by bacilloscopy (3). Toledano, et
al., indicated that high relapse rates were associated with high population
density (4) along with alcoholism and smoking (5). In 2015, a study found that
malnutrition, intra-home tuberculosis infection, urban marginal people, harmful
habits such as alcoholism and smoking, and presence of comorbidities
including diabetes mellitus, chronic renal failure, and silicosis were related to
tuberculosis relapses (6).

The nutritional status is another factor that needs careful consideration. Body
mass index (BMI) has been used as a proxy indicator of nutritional status for
examining its association with relapses in patients with pulmonary tuberculosis
(7). A study conducted in India, in 2014, found that malnutrition increased the
incidence of TB cases in men and women of the participant tribes (8).

Cali has a high tuberculosis burden and the relapse rate is higher than the
national one. However, to date, there are no published studies that focused on
identifying the factors associated with relapses. Consequently, there is a lack
of information for informed decisions to control relapses. This situation implies
a serious public health concern since there are treated patients who continue
to transmit the infection in their respective communities and elsewhere. It also
represents an additional cost for control programs as these patients must
undergo additional procedures such as microbiological cultures, molecular
tests, and antimicrobial sensitivity tests (9). In this context, the purpose of this
study was to determine the risk factors associated with relapse in patients with
pulmonary tuberculosis in Cali, Colombia.

Materials and methods

We conducted an observational, analytical, and case-control study (1:1) in
a sample of patients from the tuberculosis control program database between
January, 2013, and December, 2014, among whom we detected 81 cases and
selected 81 controls, a sample size with an 85% statistical power. The criteria
used to estimate the power were P =0.35, P.=0.57, OR=2.5 (10,11).

Inclusion and exclusion criteria and case and control definitions

We included patients with a confirmed diagnosis of pulmonary tuberculosis
by bacilloscopy residing in Cali with at least 80% of the variables under study
recorded in the database. We excluded the records of patients who were
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registered in the control program and those who had left the program or had
had a therapeutic failure.

The relapse cases were defined as those patients readmitted to the control
program due to relapse as defined by the World Health Organization (WHO).
A patient previously treated for tuberculosis was declared as cured based on
three successive negative smears or negative cultures in the four months after
treatment. Controls were defined as those with a first episode of tuberculosis
diagnosed in the same year as the case and with no relapse after the same
follow-up period (12). Study subjects were selected from the same database
by random sampling (13,14).

Risk factors

The independent variables collected were grouped as follows:

1) Socio-demographic factors: sex, age, self-reported ethnic group
(indigenous, mestizo or afro-descendant), socio-economic status, marital
status, level of education, job, vulnerability condition (street dweller

or displaced), commune (an administrative subdivision of the city),
overcrowding, and social security affiliation regime;

2) clinical and biological factors: BMI, chest radiological findings,
coinfection with HIV, diabetes, and kidney disease;

3) lifestyle factors: tobacco use, alcohol consumption, and use of illicit
drugs such as marijuana, heroin, and cocaine;

4) healthcare-associated factors: variables related to the intake of
antiretroviral drugs, rotation of control program officials, and duration of the
tuberculosis symptoms.

Data management and analysis

We collected data from three different sources: the tuberculosis control
program databases, the individual treatment card, and medical records. Then,
we entered them into Microsoft Excel™ tables (version 2010, Redmond, WA)
with double digitization to ensure the quality of data and, then, we exported
them to the SPSS™, version 21 package (15).

We made an exploratory analysis of each of the variables to evaluate
their distribution. Proportions were estimated with their respective 95%
confidence interval values. In the case of quantitative variables, we used
the measurements of central tendency and variability. The bivariate analysis
aimed at evaluating numerical problems such as collinearity, complete
separation, and cells with zeroes or less than five expected observations.

In this phase, we identified the variables that would be subjected to the
multivariate analysis as those having a randomness effect on the association
between the dependent or response variable and each of the independent or
predictive variables.

To compare the characteristics of cases and controls we used either the
Student or the chi-square test depending on the measurement scale used in
each variable. We evaluated each test with a level of significance of 5% and
their respective 95% confidence intervals.

A multivariate analysis was conducted using a binary logistic regression
model to evaluate the goodness of fit of the global model and to identify
the factors associated with pulmonary tuberculosis relapses. The stepwise
procedure was used to select the independent variables by using an
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alpha value equal to 0.15 to enter the model and one equal to 0.10 to stay.
Additionally, the statistically insignificant variables in the bivariate analysis
reported by other authors as important biological or public health factors related
to pulmonary tuberculosis relapses were also included in the statistical model.

Logistic regression is based on several assumptions. Given that the
dependent variable is the proportion of individuals who present a binary
attribute and such proportion follows a binomial distribution, most of the linear
regression assumptions do not apply in logistic regression. Logistic regression
assumes a linear regression between the logit of the dependent variable and
all independent variables, which, in turn, can be binary, ordinal, and interval.
The observations must be independent and there should be an absence of
multicollinearity between independent variables and the outliers responsible
for the leverage of estimates. Multicollinearity should be checked and
explained. All these problems can be prevented through good study design
and analysis.

The adequacy of the model was tested based on the analysis of deviance.
This model validation was performed by computing the maximum likelihood
of a null model and taking their ratio to the model we were interested in
developing. Based on this ratio, a measure called deviance is defined, which
is twice the difference between the likelihood of a perfectly fitted model and
the likelihood of the model we are interested in developing. This quantity is
known as the log-likelihood ratio because the difference between the two
likelihoods is equal to the logarithm of their ratio. Thus, the better the model
fits the data, the smaller the deviance and the log-likelihood ratio.

Therefore, all we must find is the difference between the minus 2 likelihood
of the null model and the model we are interested in developing. This result is
known as the log-likelihood ratio test, which follows a chi-square distribution
with the degrees equal to the number of independent variables in the model
under evaluation.

We also evaluated the effectiveness of the model to describe the outcome
variable, a procedure known as goodness of fit. These measures are based
on the difference between the observed and the fitted values. Therefore, the
smaller the difference, the better the fit of the model. We used the Hosmer-
Lemeshow test and through multiple modulations, we demonstrated that when
J equals n and the fitted logistic regression model is the correct model, the
distribution of this test is well approximated by the chi-square distribution with
(g — 2) degrees of freedom (14,16,17).

After the statistical analysis, we interpreted and contextualize the results
to respond to the research question on the risk factors associated with
tuberculosis relapse and to identify practical public health interventions. The
measurements of association were the OR and its respective 95% ClI for each
risk factor identified as associated with the relapses.

Ethical issues

The research ethics committee of Universidad Libre in Cali reviewed and
endorsed this research project. Health authorities in Cali provided written
consent for using their database. Our study used records and, therefore, it is
classified as free of risk in Article 11 of Resolution 8430 of 1993 issued by the
Ministerio de Salud from Colombia.
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Data access was coded to comply with the guidelines of the Helsinki
Declaration on confidentiality and protection of participants’ identity and
personal data.

Results
Comparison of socio-demographic factors

The mean age was close to 50 years in both groups and its distribution
was almost equal both in cases and controls which guaranteed that this
variable would not be confounding. Male and mestizo ethnic groups were
predominant in both groups with 63.0% and 80.2%, respectively in cases, and
58% and 87.7%, respectively in controls. The majority of participants belonged
to low socio-economic strata, with 66.7% for both groups, i.e., they belonged
to the subsidized healthcare regime. The predominant educational levels
were elementary and high school (39.2% and 47.2%, respectively for cases,
and 35.1% and 40.2%, respectively for controls). Unemployment was 47.5%
and 38.3% for cases and controls, respectively. Most of the participants were
single (83.3% and 38.3% for cases and controls, respectively).

The incidence rates by commune were similar in both groups (60.7% and
60.8% for cases and controls, respectively). None of these variables yielded
statistical significance except the population density in communes, which was
much higher in the control group (table 1).

Comparison of clinical and biological factors

Weight was similar in both groups with mean values of 52.6 kg and 54.5
kg for cases and controls, respectively (Student’s t=- 1.20, DF=60, p=0.23).
Height was also similar in the groups with mean values of 1.64 m and 1.63 m
for cases and controls, respectively (Student’s t=0.70, DF=156, p=0.48). As
expected, there were high percentages of positive radiological findings in both
groups: 92.6% and 91.4% for cases and controls, respectively. The majority of
participants had no coinfections with HIV, diabetes or kidney disease. There
were no statistically significant differences among these variables (table 1).

Comparison of lifestyle factors

Cases had a higher prevalence of smoking (11.1%) than controls (3.7%).
Alcohol consumption was higher in the cases (12.3%) than the controls
(2.5%). The rates of illicit drug use were 3.7% and 0.0% in cases and controls,
respectively. Nevertheless, the difference was only statistically significant
for alcohol consumption (c?=5.76, DF=1, p=0.01) and population density
(Student’s t=-2.99, DF=86.6, p=0.000); the equality of variances was not
assumed for F-Snedecor=37.2, p=0.000.

Comparison of health services-related factors

Although none of the variables turned out to be statistically significant, it is
important to point out that lapses between the first symptoms and diagnosis
were, on an average, 108.5 days and 96.8 days for cases and controls,
respectively. This result was not statistically significant (Student’s t=0.43,
DF=160, p=0.66) (table 1).

After the bivariate analysis, the following variables were included in the
logistic model: population density (p=0.03), diabetes (p=0.19), tobacco
consumption (p=0.07), alcohol use (p=0.02), drug use (p=0.08), HIV
treatment (p=0.11), and malnutrition (p=0,97) (table 2).
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Table 1. Characteristics of the study subjects

Relapses in pulmonary tuberculosis

Cases (n=81) Controls (n=81)

Variable Descriptor (%) (%) p
Socio-demographic factors
*Age Mean 514 517 0.90
Sex Male 63.0 58.0
Female 37.0 42.0 0.50
Ethnic group Afro-Colombian 17.3 111 0.40
Brown 80.2 877
Indigenous 25 12
Socioeconomic status High 25 12 1.00
Medium 30.9 32.1
Low 66.7 66.7
Civil status Single 33.3 38.3 0.20
Married 30.9 371
Free union 17.3 8.6
Divorced 4.9 8.6
Widower 13.6 74
Education level None 5.4 1.7 0.60
Elementary school 39.2 35.1
High school 473 40.3
Technical 4.1 9.1
Academic 4.0 3.8
Occupation Employee 52.0 61.7 0.10
Unemployed 470 38.3
Missing data 0.6 -
Health regime Contributory 235 38.3 0.10
Subsidized 64.2 50.6
Linked 12.3 111
TB incidence by commune Mean 60.7 60.8 1.00
Population density by commune Mean 283.8 525.9 0.03
Clinical-biological factors
Weight Mean 52.6 54.5 0.23
Height Mean 1.64 1.63 0.48
BMI Normal weight 49.0 48.0 0.53
Subnormal weight 23.0 28.0
Positive radiological findings Positives 92.6 914 0.60
Negatives 1.2 3.7
Missing data 6.2 4.9
HIV coinfection Yes 111 74 0.40
No 85.2 91.4
Missing data 3.7 1.2
Diabetes Yes 8.6 3.7 0.10
No 91.4 96.3
Renal disease Yes 1.2 0.0 0.30
No 98.8 100
Lifestyle factors
Tobacco use Yes 11.1 3.7 0.01
No 88.9 96.3
Alcohol consumption Yes 12.3 2.5 0.01
No 877 975
Drug use Yes 3.7 0.0 0.10
No 96.3 100
Health services factors
Intake of antiretroviral drugs Yes 74 74 0.20
No 0.0 3.7
Missing data 92.6 88.9
Rotation of health care personnel Yes 23.5 21.0 0.70
No 76.5 79.0
Symptomatology elapsed Mean 108.5 96.8 0.70

*Mean
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Table 2. Associated risk factors

. 95% CI
Variable OR SE Lower limit-Upper limit
Alcohol consumption 5.56 0.792 1.18 26.26
Body mass index 0.90 0.054 0.81 0.99
Population density 0.99 0.001 0.98 1.00

SE: Standard error

Table 3. Model summary

Test Resuit
-2 Log likelihood 203,5592
Cox & Snell R Square 0.093
Nagelkerke R Square 0.124

a Estimation terminated at iteration number 5 because parameter estimates changed by less than 0.001.

The logistic regression results demonstrated that alcohol consumption
(OR=5,56; 95%CI=1,18-26,26), BMI (OR=0,90; 0,81-0,99), and population
density (OR=0,99; 0,98—1,00) were the three major risk factors associated
with tuberculosis relapses in this population (table 3).

The logistic model adjusted the data well. Moreover, the Hosmer-Lemeshow
test yielded the following values: c?= 9.9, DF=8, p=0.29. The Omnibus test
for the regression coefficients in the model showed statistical significance
and yielded the following values: ¢>=15.5, DF=3, p=0.001. The findings
demonstrated that at least one of the regression coefficients significantly
contributed to tuberculosis relapse thereby increasing or decreasing the
probability of its occurrence. Table 3 provides a summary of the logistic model.

Discussion

Our findings show that BMI and population density were inversely related
to the occurrence of pulmonary tuberculosis relapses in Cali, Colombia, after
adjusting other factors. In fact, alcohol consumption was positively related to
tuberculosis relapses.

Also, Muioz, et al., pointed out that a decrease in BMI led to an increased
risk of tuberculosis. This relationship remained after controlling for socio-
economic level, high alcohol consumption, history of gastrectomy, and prior
vaccination with BCG (7). In our study, having a normal nutritional status, which
was measured via BMI, acted as a protective factor against tuberculosis relapses.

In 2014, Bhargava, et al., estimated that 60% of the incidence of
tuberculosis among women living in the central and eastern states of India was
attributable to malnutrition (8). However, we did not obtain the same results.

In 2005, Thomas, et al., conducted a prospective study to measure the
relapse rate in patients who had completed the tuberculosis treatment and
were cured in the context of the control program. They also aimed to identify
the risk factors associated with relapses. They found that irregularity in the
treatment (OR=2.5; 95%CI: 1.4-4.7), initial drug resistance profile (OR=4.8;
95%Cl: 2.0-11.6), smoking (OR=8.1; 95%CI: 1.6-6.0), and alcoholism (OR=2.3;
95%Cl: 1.3-4.1, p=0.01) (18) were all associated with tuberculosis relapses.

In 2015, San Martin, et al., reported that tuberculosis relapses were
associated with malnutrition (OR=6.57), bacillary load (OR=4.03), intra-
domiciliary tuberculosis infection (OR=24.75), urban marginal settings
(OR=2,7), and harmful habits, such as alcoholism (OR=5.26) and smoking
(OR=3.6) (6).
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In 2010, Toledo, et al., conducted a cross-sectional study and found
that the most prevalent toxic habit in patients with tuberculosis was alcohol
consumption (83.3%). Also, in their discussion section, they mentioned that
the prevalence of patients with relapses might be related to a high population
density (4), which is similar to our findings.

The factors associated with tuberculosis relapses in the abovementioned
studies were classified as behavioral factors, which correspond to unhealthy
lifestyles. This finding is consistent with the health determinants listed
by the World Health Organization (WHO), which include stress, social
exclusion, addictions such as alcohol consumption, drugs, and tobacco
use, unhealthy diet, overcrowding, and other adverse life conditions like
multidimensional poverty (measured by poor housing conditions), low income,
and unemployment (19,20). These health determinants can be directly related
to some of the socio-demographic factors found in our study; however,
they did not show any statistical significance. Unemployment (47%), low
socioeconomic status (66.7%), and low educational level (39.7%) showed a
greater prevalence among the cases, which agrees with the report published
by Millet in 2012 on factors affecting the epidemiology of tuberculosis, such
as poverty, overcrowding, and malnutrition, along with social inequalities, HIV
infection, and drugs or alcohol abuse (20).

Gadoey, et al., found that age between 35 and 55 years, a positive smear
for pulmonary tuberculosis, some comorbidities including chronic obstructive
pulmonary disease were associated with tuberculosis recurrence (21).

Kim, et al., found that relapses were associated with age, HIV infection,
being a foreigner, and consumption of psychoactive substances (22).

On the contrary, Nufiez, et al., found that failures in tuberculosis
treatment, living far away from a health center, and having a conflicting family
environment increased the risk of tuberculosis relapses (23).

Mehdi, et al., pointed out that some factors of the host that do not depend
on tuberculosis control program activities: gender, malnutrition, diabetes,
kidney failure, and HIV infections predispose to relapsing (24)while Rutledge,
et al., found that when not supervised, multidrug resistance and non-
adherence to treatment were related to tuberculosis relapse (25).

Based on a systematic review, Naidoo indicated that the distinction between
relapse and reinfection is of paramount importance in addressing the burden
of recurrent tuberculosis. High rates of relapse demand renewed interventions
to improve individual patient care whereas high rates of reinfection demand
improved infection and epidemic control measures. Urgent attention is required
to address the challenges of adherence, such as social and health care worker
support systems and step-down management facilities (26).

The major disagreement between our findings and those of other studies
may respond to the source of the data. Our data were collected for administrative
purposes rather than for the research ones and, therefore, it was not possible to
evaluate some important variables reported by other researchers.

The main strength of our study was the use of incident cases and patients’
records with a wide variety of socio-economic characteristics, biological
and clinical conditions from different health care institutions in charge of
tuberculosis control programs, and residence in different communes of the city.
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A major limitation was the deficiencies in the quality of the clinical records
and their underreporting, which is a situation that did not allow for the
collection of some variables reported as important by other studies. Another
limitation was that having a secondary information source, studies usually
have a bias of non-differential misclassification, which is preferable over a
differential misclassification bias toward the null hypothesis. Finally, the lack
of genetic tools to differentiate reinfection and reactivation as the cause of
relapse is an important limitation.

We believe that the selection bias is unlikely because all cases should be
reported to the Secretaria de Salud Municipal database; otherwise, patients
would be left without treatment. On the contrary, there are two ways of controlling
potential confounder variables during the study design and analysis which
we tried. Multivariate analysis is the strongest way to control them since the
independent variables are usually associated with one another and may have
different distributions within levels of the outcome variable. One goal of such
analysis is to statistically adjust the estimated effects of each variable in the
model for differences in the distribution and associations among independent
variables. By applying this concept to a multivariate logistic regression model, it
is surmised that each coefficient provides an estimate of the odds adjusting for
all other variables included in the model. Nevertheless, there will always be a
confounding residual due to variables not included in the model.

In conclusion, we found that BMI and population density were the major
risk factors inversely associated with pulmonary tuberculosis relapses. No
significant association was found with biological and programmatic factors.
To obtain some more evidence in this respect, it is necessary to conduct new
studies that include other factors and larger sample sizes.

Based on our findings, we recommend the following to reduce the
incidence of pulmonary tuberculosis relapses in Cali:

1) The municipal tuberculosis control program should prioritize strategies
to lower BMI;

2) comprehensive health care should be provided while considering the
social determinants of tuberculosis, and

3) the tuberculosis control program program should be articulated with
other social programs, such as mental health, food security, and nutrition
programs.

Eventually, our results could be extrapolated to other places provided
that factors such as extreme alcohol intake, BMI, and population density are
considered in different settings.

The fact that population density appeared to be a protective factor was an
unexpected result requiring further evaluation.
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Salivary markers of oxidative stress and
periodontal pathogens in patients with periodontitis
from Santander, Colombia
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Introduction: Periodontitis affects more than 20% of the Latin American population.
Oxidative markers are associated with greater progression of periodontitis; therefore, its role
in pathogenesis should be studied.

Objective: To determine the prevalence of the main oral bacteria and viruses associated
with periodontitis and estimate the total antioxidant capacity and lipid peroxidation in saliva
from patients with periodontitis.

Materials and methods: We conducted systemically a cross-sectional study in 101

healthy subjects, 87 of whom had been diagnosed with periodontitis (P), according to the
criteria of the Centers of Disease Control and Prevention and the American Academy of
Periodontology, and 14 without periodontal pockets as controls (C). In subgingival samples,
major viruses and dental pathogenic bacteria were identified using PCR techniques. The
levels of total antioxidant capacity and malon-di-aldehyde (MDA) were determined by
spectrophotometry in samples of unstimulated saliva.

Results: The mean of periodontal depth pocket and clinical attachment loss in patients

with periodontitis was 5.6 + 1.7 and 6.1 + 3.1 mm, respectively. The most prevalent
microorganisms were Aggregatibacter actinomycetemcomitans (32.5%) and Porphyromonas
gingivalis (18.6%). The patients from rural areas showed a higher percentage of A.
actinomycetemcomitans (urban: 17.9% vs. rural: 48.9%, p=0.0018). In patients with
periodontitis, the frequency of EBY, HSV1 & 2, and HCMV genes was 2.3%. Periodontitis
patients had higher levels of MDA (P: 2.1 + 1.5; C: 0.46 + 0.3 ymol/g protein; p=0.0001) and
total antioxidant capacity (P: 0.32 + 0.2; C: 0.15 = 0.1 mM; p< 0.0036). Oxidative markers
showed no modifications due to the presence of periodontopathic bacteria.

Conclusions: Aggregatibacter actinomycetemcomitans was the most prevalent bacteria; its
presence did not modify the levels of oxidative markers in the saliva of patients with periodontitis.

Keywords: Periodontitis; oxidative stress; saliva; virus; Aggregatibacter
actinomycetemcomitans; Porphyromonas gingivalis.

Marcadores salivales de estrés oxidativo y agentes patégenos periodontales en
pacientes con periodontitis en Santander, Colombia

Introduccion. La periodontitis afecta a mas del 20 % de la poblacién latinoamericana.

La presencia de marcadores de estrés oxidativo se asocia con una mayor progresion de
periodontitis, por lo que su rol en la patogenia debe estudiarse.

Objetivo. Determinar la prevalencia de las principales bacterias y virus asociados con la
periodontitis y estimar la capacidad antioxidante total y la peroxidacién de lipidos en la
saliva de los pacientes con periodontitis.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio transversal en 87 sujetos sanos diagnosticados
con periodontitis (P) segun los criterios de los Centers of Disease Control and Prevention y la
American Academy of Periodontology y 14 sujetos sin enfermedad periodontal como grupo
control (C). En las muestras subgingivales se identificaron los principales virus y bacterias
mediante técnicas de PCR. Los niveles de capacidad antioxidante total y malon-di-aldehido
(MDA) se establecieron mediante espectrofotometria en muestras de saliva no estimulada.
Resultados. Las medias de profundidad del sondaje y del nivel de insercién

clinico periodontal en pacientes con periodontitis fueron 5,6 + 1,7 y 6,1 + 3,1 mm,
respectivamente. Los microorganismos mas prevalentes fueron Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (32,5 %) y Porphyromonas gingivalis (18,6 %). Los pacientes de
areas rurales registraron un mayor porcentaje de A. actinomycetemcomitans (urbano: 17,9
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% Vs. rural: 48,9 %; p=0,0018). La frecuencia de los genes EBV, HSV1 y 2,y HCMV fue
de 2,3 %. En pacientes con periodontitis se evidenciaron mayores niveles de MDA (P: 2,1
+1,5; C: 0,46 = 0,3 pmol/g proteina; p=0,0001) y capacidad antioxidante total (P: 0,32 +
0,2; C: 0,15 + 0,1 mM; p<0,0036). La presencia de bacterias periodontales patégenas no
modificé los marcadores oxidativos.

Conclusiones. Aggregatibacter actinomycetemcomitans fue el agente patégeno mas
prevalente. Su presencia no modificé los niveles de marcadores oxidativos en la saliva de
los pacientes con periodontitis.

Palabras clave: periodontitis; estrés oxidativo; saliva; virus; Aggregatibacter
actinomycetemcomitans; Porphyromonas gingivalis.

The periodontal disease is, in fact, a group of infectious and inflammatory
progressive conditions that cause the destruction of teeth-supporting tissues
such as the periodontal ligament, connective tissue, and alveolar bone (1).
Periodontitis is the most serious form of periodontal disease affecting 10.8%
of the global population (2). The highest prevalence (20.4%) and incidence
(1,427 cases/100,000 per year) of severe periodontitis are found in Latin
America (3). The last national survey in oral health in Colombia (ENSAB
IV) showed that, in terms of magnitude and impact on general health,
periodontitis constitutes the second condition of interest in oral health among
the Colombian adult population with a prevalence of 61.8% (4).

Periodontitis has a multifactor etiology where infectious and host-related
factors such as habits and behaviors, genetics, systemic health, and
inflammatory-immune response are involved (5). The persistence of microbial
pathogens, prolonged inflammatory reaction, and systemic conditions
generate oxidative stress (6,7), which is characterized by the increased
production of reactive oxygen species (8) and the impairment of antioxidant
defenses. Several studies have demonstrated the involvement of oxidative
stress in the development and progression of periodontitis (9,10). The
presence of viruses or virus-bacteria interaction in periodontitis is another
possible factor of greater destruction of periodontal tissue (11).

In this context, the objective of our study was to determine the biomarkers
of oxidative stress in the saliva of periodontitis patients and to estimate the
prevalence of the main bacterial and viral dental pathogens. Understanding
the local effects on markers of oxidative stress in periodontal disease could
be useful for the prevention, diagnosis, and future development of therapeutic
adjuvants for this pathology.

Materials and methods
Study population

A total of 101 patients between 18 and 65 years of age were recruited
consecutively; 87 patients were diagnosed with periodontitis, and 14 with
varying degrees of gingival inflammation but no periodontal pockets were
selected as controls. Clinical assessments were performed between
November, 2017, and November, 2018, in the dental clinic at Universidad
Antonio Narifio (Bucaramanga) and during an external health campaign in the
town of Puerto Wilches in Santander. The patients were invited to participate
in the study and recruited if they fulfilled the inclusion criteria and manifested
their will to participate by signing an informed consent previously approved by
the institutional ethics committee at Universidad Antonio Narifio.

The inclusion criteria were: systemically healthy patients over 18 and under
65 years of age, with bleeding upon probing, and periodontal disease. The
exclusion criteria were: patients having systemic disorders such as asthma,
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diabetes mellitus types 1 and 2, HIV, hypo- or hyperthyroidism who had
received periodontal therapy in the previous year, had had flu or viral active
infection two weeks before or at the moment of collecting the samples or
had taken any anti-inflammatory or antibiotic medication in the six months
previous to sample collection, and had used antibiotic therapy for routine
dental procedures six months prior to the study.

Periodontitis case definition

We adopted the parameters to define periodontitis of the American
Academy of Periodontology and the Centers for Disease Control and
Prevention (12):

¢ Gingivitis: without evidence of slight, moderate or advanced periodontitis.

e Slight periodontitis: =2 interproximal sites with clinical attachment
levels =3 mm and =2 interproximal sites with probing depth (PD), >4
mm (not in the same tooth) or one site with PD=5 mm.

* Moderate periodontitis: = 2 interproximal sites with clinical attachment
levels =4 mm (not in the same tooth) or =2 interproximal sites with
PD=5 mm (not in the same tooth).

e Advanced periodontitis: >2 interproximal sites with clinical attachment
levels =6 mm (not in the same tooth) and >1 interproximal site with
PD=5 mm.

Patients were submitted to a full periodontal examination excluding third
molars. Millimetric periodontal probes (PCPUNC156 Hu-Friedy) were used in
six different sites considering:

i. PD in millimeters from the margin to the bottom of the groove in a
range of PD=4 mm.

ii. Bleeding upon probing in the percentage of sites with positive bleeding
upon probing.

ii. Clinical attachment levels in millimeters as a result of the distance from
the cementoenamel junction to the tip of a periodontal probe during
usual periodontal probing.

Clinical examiners alignment

To validate the periodontal probing examinations performed by two
periodontology specialists, we made a calibration to determine both intra- and
inter-examiner reliability assessments. The intra-rater reliability was better than
inter-rater reliability. Upper intra-rater agreement (exact and within 1 mm) was
0.79 = 0.14 and lower intra-rater agreement was 0.47 + 0.17 in 28 tests for all
raters. Fleiss’ kappa among three raters was 0.40 with p<0.05.

Clinical measurements

All patients were examined by a single trained periodontist and probing
depth measurements were performed by using a universal North Carolina - 15
periodontal probe (PCPUNC156; Hu - Friedy).

Saliva samples

Unstimulated whole saliva samples were collected in the morning after a 12-h
fasting period or in the afternoon at least 4 h after eating or drinking any food
and at least 1 h after dental brushing. In all cases, saliva samples were collected
before gingival crevicular fluid samples and after rinsing the mouth with water.
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For saliva collection, the subjects were seated comfortably during a 10-
min period with restricted conversation and were instructed to allow saliva
to accumulate at the bottom of the mouth. Maintaining head tilted slightly
forward, saliva samples were collected into a 4-ml polypropylene sterile saliva-
collecting vial kept at 4 °C, then transferred to the laboratory and stored at -80
°C until the analyses were performed.

Selection of sampling sites

The subgingival samples were obtained at the same time of day but after
saliva collection. Two or three teeth in different quadrants with the deepest
periodontal pocket sites were selected. Before sampling, the individual tooth
sites were isolated with cotton rolls and were gently air-dried. The supragingival
plaque was carefully removed. Sterilized paper strips #30 and #35 were
inserted into the gingival sulcus or periodontal pocket for 20-30s. In cases of
visible contamination with blood, the strips were discarded and a new sample
was obtained. Strips from each subject were pooled and placed into labeled
tubes containing 300 ml of phosphate buffer solution with a pH of 7.2.

After shaking for 15min, the strips were removed and the eluates
centrifuged for 5min at 5,800g to remove plaque and cellular elements. The
samples were then frozen at -80 °C until further biochemical analysis.

Determination of oxidative stress markers in saliva

Antioxidant assay analysis. Before their analysis, all saliva samples were
centrifuged (800g) for 10 min to separate all cell debris. Total antioxidant
capacity of saliva samples was determined by using a total antioxidant assay
kit (Ref. CS0790, Sigma-Aldrich Co) based on the conversion of Cu?* ion
to Cu* by both small molecules and protein antioxidants for its colorimetric
detection at ~570 nm.

Determination of salivary malondialdehyde. As a measure of lipid
peroxidation, levels of salivary MDA were determined by spectrophotometry
using a lipid peroxidation assay kit (Ref. MAK085, Sigma-Aldrich).

Detection and identification of bacterial and viral pathogens. For DNA
isolation, frozen samples from patients were left in 2-ml collection tubes with
0.5 ml sterile distilled water at room temperature for 20 min.

After adjusting the temperature of the samples to room temperature, the
sample specimens were pre-clarified by centrifugation to remove debris before
DNA extraction using PureLink viral RNA/DNA mini kit™ by Invitrogen and
following the protocol recommended by the kit manufacturer for DNA extraction
from the tissue samples. DNA concentration, purity, and integrity were verified
by using a NanoDrop 2000c™ spectrophotometer (Thermo Scientific).

For bacterial DNA, we performed conventional PCR in a thermocycler
ProFlex™ 3 x 32-well PCR System in a final 25-pl volume using OneTaq 2x
MasterMix™ (New England Biolabs). For PCR we used specific primers: A.
actinomycetemcomitans, forward: 5 AAA CCC ATC TCT GAGTTCTTCTTC
3’ and reverse: 5’ ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT 3’; P. gingivalis, forward: 5’
AGG CAG CTT GCC ATA CTG CGG 3 and reverse: 5 ACT GTT AGC AAC
TAC CGA TGT 3’ (13); Prevotella intermedia, forward: 5 TTT GTT GGG GAG
TAA AGC GGG 3’ and reverse: 5 TCA ACATCT CTG TAT CCT GCG T 37
and Tannerella forsythia, forward: 5 GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 3’ and
reverse: 5TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T 3’ (14).
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Amplification was performed under the following conditions: Initial
denaturation at 95 °C for 30 s, denaturation at 95 °C for 2 min, and
reannealing 60 °C for 1 min; extension temperature at 72 °C for 1 min and
36 cycles. A small fraction (4 pl) of PCR products was mixed properly with
2 pl 6X DNA loading dye (Thermo Scientific), resolved at 90 V/cm on 1.5%
agarose gel in 1X TAE buffer for 60 min using a 100 bp DNA ladder and
visualized with SYBR Safe DNA Stain Gel™ (Invitrogen) under a UV light in a
Spectroline Transilluminator™. Aggregatibacter actinomycetemcomitans was
identified by the presence of an amplified product in the 505 base pair (pb)
band; P, gingivalis by an amplified product in the 404 pb band, P, intermedia
by an amplified product in the 575 pb band, and T. forsythia by an amplified
product in the 641 pb band.

For the viral genetic detection, a real-time PCR was carried out by using a
Bio-Rad CFX96 Touch System™. The amplification was performed by using
commercial kits: for Herpes simplex virus (HSV 1 & 2), the herpes simplex
virus 1 and 2 DNA polymerase (UL30) gene - genesig standard kit; for
Cytomegalovirus (HCMV), the human betaherpes virus 5 — cytomegalovirus,
glycoprotein B (gB) gene - genesig standard kit, and for Epstein Barr virus
(EBV), the Epstein Barr virus (human herpes virus 4) nonglycosylated
membrane protein (BNRF1) - gene genesig advanced kit, which included a
positive control template. We used Oasig lyophilised 2X gPCR MasterMix™.
The PCR cycling was performed at 95 °C for 2 min followed by 50 cycles of
95 °C for 10 s and at 60 °C for 60 s. The R? indices were higher than 0.900 in
all measurements.

Statistical analysis

The frequency of periodontopathic microorganisms was recorded as a
percentage. The results of oxidative stress markers were presented as means
+ standard deviation (SD). Comparisons among groups were evaluated by
using the Fischer exact test and the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U
tests. Differences were considered statistically significant at p<0.05. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism software.

Results

Table 1 shows the general socio-demographic and clinical characteristics
of the study population according to their periodontal status. The average
age in patients with chronic periodontitis was higher while the proportion of
males and females was similar; 87 patients were screened and diagnosed
with chronic periodontitis with 5.6 + 1.7 mm as the mean of periodontal depth
pocket and 6.1 = 3.1 mm as a mean of clinical attachment loss.

Table 2 shows the frequency of bacterial and viral periodontopathic
microorganisms under evaluation. In all, 56.3% (n=49) of the patients
with periodontitis were positive for any of the dental pathogens analyzed;
A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis were the most prevalent
periodontal pathogens in patients with periodontitis. Codetection of A.
actinomycetemcomitans and P, gingivalis was observed in three patients, but
it was not related to the deepest pockets.

Regarding viruses, the frequency of EBV, HSV 1 and 2, and HCMV in
patients with periodontitis was 2.3%; EBV was detected in two patients with
chronic periodontitis and EBV and HSV 1 and 2 were identified in two control
subjects. The detection of viruses in periodontal pockets was low when there
was no co-infection of herpesviruses and bacteria.
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Table 1. Socio-demographic and clinical characteristics of the study subjects by periodontal status

Variables Control  Periodontitis
N 14 87
Age (years) 31+10 45+12
Sex [n (male), %] 6 (42.8) 45 (51.7)
Residence area [n (male), %]
Urban 9 (64.2) 42 (48.4)
Rural 5(35.8) 45 (51.6)
Education level [n (male), %]
Primary school 0 9(10.3)
Secondary school 4 (28.5) 30 (34.4)
Higher education 10 (71.5) 47 (54.0)
No response 0 1 (1.3)
Marital status [n (male), %]
Single 8 (57.1) 26 (29.8)
Married/Common law 5(35.7) 51 (58.6)
Separated/divorced 1 (72) 9(10.3)
No response 0 1 (1.3)
Socioeconomic status [n (male), %]
Low 6 (42.8) 67 (77.0)
Middle 8 (57.1) 20 (33.0)
Occupation [n (male), %]
Unemployed 0 13 (14.9)
Working 5(35.7) 52 (59.7)
Student 9 (64.3) 2(2.3)
Housewife 0 19 (21.8)
No response 0 1 (1.3)

PPD sampled sites
(median, media, mm = S.D.) 2.1,2.2+0.7 5.0,5.6+1.7

CAL (median, mm = S.D.) 1.0, 1.0+0.8 5.0, 6.1+3.1
PPD: Periodontal probing depth; CAL: Clinical atachment level

Table 2. Prevalence of periodontal pathogens according to the periodontal status

Control Periodontitis

Periodontal pathogen n (%) n (%) p value*
P, gingivalis 0 16 (18.6) 0.117
A. actinomycetemcomitans 3(21.4) 30 (32.5) 0.539
T forsythia 0 3 (3.5) 1.000
P intermedia 0 1 (1.2) 1.000
Epstein-Barr virus 2 (14.2) 2 (2.3) 0.091
Human cytomegalovirus 0 0 -
Herpes virux simplex 1 & 2 1 (71) 0 0.138

* Fischer exact test

The most prevalent microorganisms were A. actinomycetemcomitans
(82.5%) and P, gingivalis (18.6%). When we analyzed the distribution
of periodontal pathogenic bacteria by residence area, we observed a
significantly higher frequency of bacterial pathogens in patients living in rural
areas compared with patients living in urban areas (figure 1).

Among patients with periodontitis, 30 (34.5%) showed periodontal pockets
with a depth of 4-5 mm and 57 (65.5%) with =6 mm. Porphyromonas gingivalis
had a higher prevalence in patients with periodontal probing depth =6 mm;
however, no statistically significant differences were observed (table 3).

Table 4 shows the mean salivary levels of MDA and total antioxidant
capacity. The results showed that patients with chronic periodontitis had
significantly higher levels of MDA and total antioxidant capacity compared
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with control subjects. No increase in markers of oxidative stress was
observed in the presence of A. actinomycetemcomitans, the most prevalent
periodontopathic bacteria in this sample of patients (figure 2).

100 Urban M Rural
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50
40
30
20
10

Percentage

*Fisher exact test=0.0027

Figure 1. Distribution of periodontal pathogens in patients with periodontitis
according to their place of residence

Table 3. Relationship between periodontal probing depth and periodontal pathogens

4-5 mm =6 mm

n (%) n (%) p value
n 30 57
P, gingivalis 3(10.3) 13(22.8) 0.245
A. actinomycetemcomitans 10 (33.3) 20 (35.1) 0.99

* Fischer exact test

Table 4. Analysis of oxidative stress markers according to periodontal status

Control Periodontitis

Marker Mean + SD Mean = SD p value
TAC mM 0.15+0.1 0.32+0.21 0.0036*
MDA pmol/g prot 04603 210154 0.0001*

TAC: Total antioxidant capacity; MDA: Salivary malondialdehyde
Comparison of periodontitis vs. control groups by t-test and U Mann-Whitney test
* Statistically significant differences (p<0.05)
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Figure 2. Salivary levels of the total antioxidant capacity (TAC) and salivary malondialdehyde (MDA) in
subjects with presence or absence of A. actinomycetemcomitans
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Discussion

Porphyromonas gingivalis, P.intermedia, A. actinomycetemcomitans,
T forsythia, and T. denticola are the most common bacteria associated
with the etiology and progression of periodontitis worldwide (15,16). The
microbiological profile of the periodontitis they cause and their frequency of
distribution differ among geographic regions (17,18) and vary depending on
clinical factors such as the depth of the periodontal pockets (19).

In Colombia, previous studies have evaluated the microbial profile of the
periodontal disease in various regions and in samples collected between
2003 and 2008 and concluded that the most prevalent periodontal pathogens
were P, gingivalis, P.intermedia, and T. forsythia (8,17,20,21). This study
provides further and updated data about the periodontal bacteria and the
human viruses associated with periodontitis in Colombian populations.

Our results showed that A. actinomycetemcomitans and P, gingivalis were
the bacteria most often detected in this population versus P, gingivalis, C.
rectus, and T. forsythia, previously reported in patients in Bucaramanga (8).
Although these periodontal pathogens showed a heterogeneous distribution
in this population, P, gingivalis remains as one of the main bacteria associated
with periodontitis and a reported marker for its progression (22). In our study,
A. actinomycetemcomitans had the highest prevalence and was detected
more in the rural population.

This microorganism is one of the bacterial pathogens related to periodontal
disease and strongly associated with juvenile periodontitis (23), which is
considered as the aggressive form of the disease; however, it has also been
frequently isolated in chronic periodontitis patients (24) with stages 3 and 4,
grade B, of the current classification, in those with juvenile gingivitis and even
in healthy subjects (25). The presence of A. actinomycetemcomitans does not
always determine a rapid rate of destruction (26) and it does not discriminate
among periodontitis types or stages (27). The pocket depth, a healthy
systemic condition in patients or the absence of other disease progression-
determining factors may have conditioned our results.

Periodontopathic bacteria and viruses were detected in 48.5% of all
subgingival samples, which could be considered low given previous findings
in Colombian populations (8,17,20,28), and shows the importance of
investigating other periodontal pathogens that might be present in the deepest
periodontal pockets, as well as the difficulty to obtain adequate subgingival
samples. Although many years ago it was demonstrated that “PCR is more
accurate than conventional culture methods to identify these periodontal
pathogens in subgingival plaque samples” (29), the PCR technique, like any
other laboratory or diagnostic method, is influenced by internal and external
factors such as the integrity of the samples and the DNA concentrations
or DNA extraction methods and sample collection techniques. For this
reason, we consider that in terms of isolation and detection of periodontal
pathogens it is necessary to perform microbiological culture concomitantly
with PCR. Culture allows for the detection of unknown pathogens in samples
or increases the low concentration of fastidious bacteria DNA obtained due
to variations in the amount of subgingival plaque or gingival crevicular fluid
recovered from patients.

Other studies in Colombia have shown a higher frequency of viruses in
periodontal pockets (28,30) using nested PCR was for virus detection while in
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our study, we used real-time PCR. PCR methods may have accounted for the
differences observed. HCMV was not detected in our samples and the viruses
detected showed no coinfection with bacteria. Several studies evaluating
associations between periodontopathic bacteria and herpesviruses in
patients with juvenile periodontitis have demonstrated that P, gingivalis and A.
actinomycetemcomitans tend to be more frequent in samples showing active
infection by herpes viruses, especially HCMV (31,32).

Age is a recognized nonmodifiable risk factor associated with
periodontitis (33). In our study, patients with periodontitis were older than
in the comparison group, which agrees with general descriptions in other
populations of patients with periodontal disease in developed and developing
countries (34). In a previous study in Colombia, differences in terms of the
frequency of P, gingivalis and T forsythia and the socioeconomic status
were found (20). Given that most of the population studied here belongs to
a low socioeconomic status, our conclusions may be extended to this subset
of the general population in Santander, where the distribution patterns of
periodontal microorganisms may contribute to establishing focused treatment
protocols. However, to reinforce such a conclusion a representative sample
should be analyzed.

Regarding salivary markers of oxidative stress, this is the first report in
Colombian patients with periodontitis. Whole saliva is an important physiologic
fluid useful for the diagnosis and monitoring of many oral and systemic
pathological conditions (35). Oxidative stress markers in saliva have shown to
be a local indicator of the inflammation process, the progression of periodontitis
(36), and the amount of periodontopathic bacteria in periodontal pockets (37).

Our aim was to determine the level of malondialdehyde as a marker of
oxidative damage and total antioxidant activity in saliva according to the
periodontal status. Our results are similar to those from previous studies
(10,38-40) in the sense that oxidative stress in saliva increased in the
periodontitis group as compared with the healthy control group.

The association between salivary oxidative stress markers and the
presence of periodontal bacteria had shown a positive correlation before (41).
We explored this relationship, but we did not observe a positive correlation
between total antioxidant capacity and MDA levels in the presence of the
most prevalent bacteria: A. actinomycetemcomitans. Similarly, and given the
low frequency of P, gingivalis, it was not possible to correlate its presence with
oxidative stress marker levels.

Oxidative stress is caused by the imbalance between the production of
reactive oxygen species and the activity of local endogenous antioxidants.
Several studies have evaluated the total antioxidant capacity as an indicator of
tissue response in periodontitis and have reported its decrease in the saliva of
subjects with periodontitis (42) while in our study, we observed a higher salivary
total antioxidant capacity . Su, et al. (43) found similar results, which would
indicate that higher levels of total antioxidant capacity may be an adaptive
response to oxidative stress in some groups of patients. However, unlike other
studies, here the saliva samples were taken at two different moments of the day.
Several factors can contribute to the variations in the salivary markers, such
as the methods of saliva collection, the time of day, the intake of antioxidants,
and tooth brushing, which can increase the total antioxidant capacity (6,44).
Therefore, additional studies in this population controlling the bacterial load and
time of the day for sampling should be conducted.
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We can conclude that the patients with periodontitis under study showed
differences in the prevalence of A. actinomycetemcomitans depending on the
place of residence. We also confirmed the increasing levels of oxidative stress
and antioxidant protection measured by MDA and total antioxidant capacity
in the saliva of patients with periodontitis, regardless of the presence of A.
actinomycetemcomitans.

Despite the above, further studies are needed in a larger number of
patients to evaluate the presence of other pathogenic oral bacteria and to
clarify the effect of bacterial presence on salivary oxidative stress, as well as
the role of herpesvirusestypes in the region of Santander, Colombia.
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Introduccioén: Staphylococcus aureus es una de las principales causas de bacteriemia,
adquirida en la comunidad o asociada con la atencion en salud, la cual presenta un gran
porcentaje de complicaciones y elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Los criterios
SRIS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) se han usado tradicionalmente con el
fin de establecer la presencia de sepsis; sin embargo, recientemente se ha cuestionado su
valor predictivo dada su baja sensibilidad y especificidad. En el 2016, aparecio la escala
gSOFA (quick Sequential Organ Failure Assessment), como una nueva herramienta para la
evaluacion rapida de las infecciones en los servicios de urgencias.

Objetivo. Comparar las herramientas gSOFA y SRIS para la prediccion de la bacteriemia
por S. aureus.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional sobre el comportamiento clinico
de pacientes con bacteriemia por S. aureus para evaluar el perfil de resistencia fenotipica,
algunas caracteristicas sociodemograficas, clinicas y de laboratorio, las complicaciones y la
mortalidad, asi como los resultados de las evaluaciones con la escala gSOFA vy los criterios
SRIS, para establecer cual podria predecir mejor la presencia de bacteriemia por S. aureus.
Resultados. Se seleccionaron 26 pacientes con bacteriemia, en cuyas muestras S. aureus
habia sido el segundo germen mas frecuentemente aislado. Se encontré una mortalidad
del 50 % (13 casos) y una prevalencia del 30 % de S. aureus resistente a meticilina
(SARM). Segun los puntajes clinicos obtenidos, la escala gSOFA fue positiva en 30,8 % de
los pacientes y los criterios SRIS lo fueron en el 92,3 %.

Discusidn. Se encontré una elevada mortalidad en la poblacién analizada. La escala
gSOFA fue menos efectiva para el diagnéstico que los criterios clasicos de reacciéon
inflamatoria sistémica.

Palabras clave: Staphylococcus aureus; Staphylococcus aureus resistente a meticilina;
bacteriemia; infeccion hospitalaria; puntuaciones en la disfuncion de 6rganos; sindrome de
reaccion inflamatoria sistémica.

Comparison of quick SOFA and SIRS scales at the bedside of patients with
Staphylococcus aureus bacteremia

Introduction: One of the primary causes of community-acquired bacteremia also
associated with nosocomial infections is Staphylococcus aureus, which is responsible for a
high percentage of complications leading to high morbidity and mortality rates. The systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) criteria have been traditionally used to evaluate
the presence of sepsis; however, recent evidence questions its predictive value due to its
low sensitivity and specificity. In 2016, new criteria for sepsis were published and a new tool
emerged, quick SOFA (qSOFA), for the rapid evaluation of infection in emergency services.
Obijective: To compare the gSOFA and SRIS tools for the prediction of bacteremia caused
by S. aureus.

Materials and methods: We conducted an observational study in patients with S. aureus
bacteremia to evaluate their phenotypic resistance patterns, some special features
(sociodemographic characteristics, clinical and paraclinical values), complications, and
mortality. The results of the gSOFA and SIRS scales were analyzed to identify which of
them could better predict the presence of S. aureus bacteremia.

Results: Twenty-six bacteremic patients were identified. Staphylococcus aureus was the
second most frequently isolated bacteria. The results evidenced a mortality rate of 50% (13
cases) and a prevalence of 30% of MRSA. For the clinical scores evaluated, the gSOFA
scale was positive in 30.8% of the patients, and the SIRS scale, in 92.3%.

Discussion: The mortality rate for the population under study was high and the gSOFA tool
had a lower diagnostic yield compared to the classic criteria for SIRS.

Keywords: Staphylococcus aureus; methicillin-resistant Staphylococcus aureus; bacteremia;
cross infection; organ dysfunction scores; systemic inflammatory response syndrome.
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Los criterios diagndsticos para la tamizacion de los pacientes con
sepsis fueron modificados ante la publicacion de un estudio de seguimiento
epidemioldgico a partir de bases de datos de Australia y Nueva Zelanda, en
el cual se demostraba que, cuando se cumplian dos de los cuatro criterios
clasicos del sindrome de reaccion inflamatoria sistémica (SRIS) (1), se
excluia a uno de cada ocho pacientes con infeccion, falla organica y riesgo
sustancial de muerte (2).

Dicha comunicacion obligd a modificar la actitud hacia este sindrome,
que constituye un problema de salud publica a nivel mundial (3). El inicio del
tratamiento antibidtico afecta la morbimortalidad del paciente infectado (4), lo
que exige optimizar la oportunidad del diagnédstico. Esta premisa fue la base
para que, en un estudio posterior en el que se utilizaron modelos de regresién
logistica con informacion bayesiana, se plantearan nuevos criterios para
detectar a los pacientes con cuadros infecciosos. Dicho modelo dio origen
a la herramienta conocida como escala qSOFA (quick Sequential Organ
Failure Assessment) (5), una herramienta clinica sencilla, especialmente
util en los servicios de urgencias pues, al comparar el area bajo la curva
con otros puntajes de tamizacién, fue el que estuvo mas cercano a 1 (0,81:
0,80-0,82), resultado que no se obtuvo en pacientes infectados en el servicio
de cuidados intensivos, en donde el area bajo la curva fue de apenas 0,66
(0,64-0,68).

Staphylococcus aureus es un importante germen patdgeno en hospitales
y en la comunidad (6), y una de las principales fuentes de bacteriemia (7),
la cual se cuenta entre las condiciones patoldgicas mas graves debido a su
morbimortalidad. La tasa de mortalidad asociada con la bacteriemia por S.
aureus puede alcanzar el 50 % (8).

Para la tamizacion no existe una prueba de referencia que compruebe la
presencia de infeccién, pues son multiples las enfermedades que simulan la
sepsis (9). En este contexto, se evaluaron dos herramientas para detectarla a
la cabecera de los pacientes.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio observacional de corte transversal. Cada dos
dias se recolecto informacion sobre todos los hemocultivos procedentes de
los servicios de medicina interna, urgencias y cuidados intensivos, entre el
1° de junio de 2017 y el 1° de diciembre de 2017, en una institucion de salud
publica de tercer nivel en Pereira.

Se seleccionaron los hemocultivos positivos para S. aureus y se hizo el
seguimiento clinico a la cabecera de los pacientes, recolectando los datos
sobre las variables clinicas en un formato que incluia la escala qSOFA y los
criterios SRIS. Se evaluaron, asimismo, las caracteristicas sociodemograficas,
los factores de riesgo, las complicaciones y los resultados finales.

El andlisis estadistico se hizo con el programa Stata™, la deteccion
microbioldgica, con el sistema VITEK 2™ (bioMérieux), y el andlisis
microbiolégico, con WHONET 5.6.

El estudio obtuvo el aval ético del Comité de Etica de la Universidad
Tecnolégica de Pereira (Acta No. 31, punto 03, numeral 3.2.1, del 17 de abril
de 2017) y del Comité de Etica del Hospital Universitario San Jorge (radicado
N° 2017003015 del 18 de mayo de 2017).
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Resultados

De los 164 pacientes con hemocultivos positivos en el periodo estudiado,
26 (15,8 %) lo fueron para S. aureus y, de este porcentaje, el 96 % tuvo mas
de un hemocultivo positivo para dicho microorganismo. Las caracteristicas
demograficas y clinicas de los pacientes se presentan en el cuadro 1. El
tratamiento empirico mas frecuentemente utilizado fue la combinacién de
vancomicina y oxacilina (23 %). Otros antibiéticos menos usados (7,7 %
cada uno) fueron piperacilina-tazobactam, cefepime, cefepime-vancomicina
y meropenem-vancomicina. El esquema de tratamiento se ajusto segun el
antibiograma, en todos los pacientes. En cuanto a las puntuaciones clinicas,
el 30,8 % de los pacientes tuvieron un puntaje positivo en la qSOFA, y el 92,3
% cumplieron con dos 0 mas de los criterios SRIS.

La prevalencia de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) fue del
30,7 % (8 casos). No se encontro relacién significativa entre haber recibido
antibiéticos previamente o presentar una infeccién asociada con la atencion
en salud, y la presencia de resistencia a la meticilina (p=0,648 y p=0,683,
respectivamente). En este grupo de pacientes, no se incrementd la mortalidad
ni se prolongé la hospitalizacion frente a aquellos con S. aureus sensible a la
meticilina (SASM).

El 50 % de los pacientes tenia enfermedad renal crénica en estadio 3 o
mayor y la hemodidlisis fue la terapia de reemplazo renal mas frecuente. El 42
% de los pacientes (11 casos) tenia catéter central en el momento de la toma
del hemocultivo y en tres de ellos se aislé6 SARM, aunque no se encontré una
relacion significativa (p=1,0).

ro 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con infeccién por Staphylococcus
s (N=26)

Caracteristica

Sexo, n (%)

Edad

Hombres: 11 (42,3)
(afos) 58,1

Hombres: media: 56,2
Mujeres: media: 59,5

Muijeres: 15 (57,7)
Rango: (20-85)
Rango: (30-76)
Rango: (20-85)

Procedencia, n (%)

Régimen de afiliacién al SGSSS, n (%)

Estancia hospitalaria (dias)
Uso previo de antibidticos, n (%)
Presencia de catéter central, n (%)

Estancia en sitios de cuidado de la salud,

n (o/o)
Historia de diabetes mellitus, n (%)

Historia de enfermedad renal crénica =3,

n (o/o)

Infeccién asociada con el cuidado de la

salud, n (%)

Puntuacién en la gSOFA, n (%)
Puntuacién en los SRIS, n (%)
Tratamiento antibiotico (dias)
Complicaciones al egreso

Tipo de Staphylococcus aureus

Urbana: 18 (69,2)

Hombres: 9

Mujeres: 9

Subsidiado o vinculado: 23 (88,4)

Promedio: 34,3
Si: 10 (38,5)
Si: 11 (42,3)
Si: 16 (61,5)

Si: 11 (42,3)
Si: 13 (50)

Si: 14 (53,8)

Positivo: 8 (30,8)
Positivo: 24 (92,3)
Promedio: 17,2
Presentes: 11 (42,3)
SARM: 8 (30)

Rural: 8 (30,8)
Hombres: 2
Mujeres: 6
Otros: 3 (11,6)
Rango: (5-70)
No: 16 (61,5)
No: 15 (57,7)
No: 10 (38,5)

No: 15 (57,7)
No: 13 (50)

No: 12 (42,2)

Negativo: 18 (69,2)

Negativo: 2 (7,7)

DE: 15,7

Ausentes: 15 (57,7)

SASM: 18 (70)

SGSSS: Sistema General de Seguridad Social en Salud; DE: desviacion estandar; SARM: Staphylococcus aureus
resistente a meticilina; SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina
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Cuadro 2. Resultados del andlisis bivariado

Variable Si No p
Mortalidad con aislamiento de SARM 4 4 0,78
Uso previo de antibidticos y aislamiento de SARM 3 5 0,648
Infeccién asociada con la atencién en salud y 5 9 0,683
aislamiento de SARM

Uso de catéter central y presencia de SARM 3 8 1,0
Mortalidad y procedencia urbana 7 1 0,015
Mortalidad e infeccion comunitaria 6 2 0,047

La mortalidad general fue del 50 %. En el grupo de pacientes con SARM, la
mortalidad fue del 50 % y el 75 % habia adquirido la infeccién en la comunidad.
En el caso de SASM, la mortalidad fue también del 50 % y el 66 % lo habia
adquirido en la comunidad.

Se encontrd una relacion significativa entre la mortalidad y la infeccién
asociada con la atencion en salud (75 % de los casos mortales, p=0,047). No
hubo diferencias significativas en cuanto a la mortalidad asociada con el sexo
o el régimen de seguridad social; sin embargo, si se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre la procedencia urbana (92 % de los
pacientes fallecidos) y la rural (p= 0,015).

El 73 % de la poblacion estudiada tuvo tres hemocultivos positivos v,
de este porcentaje, el 57,9 % murid, aunque la relacidn no fue significativa
(p=0,378). Los resultados del andlisis bivariado se presentan en el cuadro 2.

Discusion

Los pacientes con bacteriemia por S. aureus pueden desarrollar una
amplia variedad de complicaciones dificiles de reconocer, y que tienen
impacto en la morbilidad y la mortalidad. Se han resgistrado tasas de
mortalidad del 20 al 40 %, aparentemente mayores cuando se trata de
infeccion con SARM comparada con la de SASM. En este estudio, se
encontrd una prevalencia de bacteriemia del 15 % y S. aureus fue el segundo
germen mas frecuentemente aislado.

Predomind el sexo femenino (57 %) al igual que en otras series publicadas
(10), con excepcion de otra serie (11) de mas de 3.000 pacientes en cinco
paises y 20 centros, cuyo porcentaje de hombres fue del 64 %; no obstante,
esta diferencia entre sexos no tuvo significacion estadistica en el analisis
bivariado. El promedio de edad fue de 58 afos, similar al de otras series (60
afios) (10). En cuanto a la procedencia, el 69,2 % de los pacientes procedia
del area urbana, hallazgo cuya significacion se ve limitada por la distribucion
de la poblacion en el departamento de Risaralda, ya que la mayoria reside
en las ciudades. Ademas, el Hospital Universitario San Jorge es centro de
referencia para todos los municipios de Risaralda, y para pacientes afiliados
y vinculados al régimen subsidiado. La estancia hospitalaria fue mayor en los
pacientes procedentes de los municipios de Risaralda (34 dias en promedio),
en comparacion con lo registrado por otros autores (16 dias en promedio) (11).

En cuanto a los factores de riesgo, se encontraron antecedentes de
diabetes mellitus en 42 % de los casos y de enfermedad renal crénica en 50 %,
prevalencias mas altas que las de estudios con poblaciones mas grandes
(24,7 y 22 %, respectivamente) (12). Se resaltan estas diferencias porque son
condiciones que comprometen la reacciéon inmunoldgica.
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En cuanto a la efectividad de las escalas de puntuacion para la tamizacion
de los pacientes con sepsis, la gSOFA tuvo un bajo desempefio (resultado
positivo en el 30,8 % de los pacientes), en contraste con el puntaje de los
criterios SRIS, los cuales presentaron una gran sensibilidad (positivo en
92,3 % de los pacientes). En un metaanalisis de 10 estudios con 229.480
pacientes, se encontraron resultados similares, con una sensibilidad del 84,4 %
para los criterios SRIS (13).

El presente estudio tiene la fortaleza adicional de que todos los pacientes
tenian infeccién comprobada por hemocultivo mientras que, en el estudio
poblacional mencionado, se incluyeron cultivos de multiples muestras y se
adoptd una definicién propia de infeccion.

En un estudio retrospectivo reciente en 402 pacientes con bacteriemia
por S. aureus, se encontrd que el 98 % de ellos, con 2 0 mas puntos en la
gSOFA, cumplia los criterios SRIS, en tanto que el 74 %, con 2 0 menos
puntos en esta escala, cumplian con dichos criterios, con una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,0001), lo cual constituye un hallazgo
similar al del presenre estudio (14).

Ademas, en un estudio en el que se evalué el rendimiento de las mismas
escalas de puntuacién aqui analizadas, aunque orientadas a la prediccién de
mortalidad y no de infeccidn, el area bajo la curva fue de 0,56 para los criterios
SIRS, de 0,67 para la escala qSOFA y de 0,73 para la gSOFA sumada a la
prueba de procalcitonina, resultados que no reflejan un apropiado rendimiento
de la escala para dicho fin. Cabe mencionar que, en este estudio, el 13 %
de los pacientes cursaba con bacteriemia, que de ellos solo el 6 % tenia
bacteriemia por bacterias Gram positivas y que no habia informacién sobre
este subgrupo en cuanto a la prediccién de infeccion en el momento del
ingreso (15). En otro estudio de prediccion de la mortalidad con la gSOFA en
pacientes geriatricos con influenza, el area bajo la curva fue de 0,81 (16).

En cuanto al uso de tratamiento antibiético empirico, la combinacién mas
frecuente (23 %) fue la de vancomicina y oxacilina, pero no se pudo establecer
si fue apropiada. En el caso del tratamiento antibiético dirigido, todos los
pacientes fueron manejados de forma apropiada segun el patron fenotipico
identificado en el antibiograma. En otro estudio en una cohorte de pacientes
en 10 hospitales (562 casos), se encontrd que solo el 51,8 % de los individuos
recibio el tratamiento empirico de forma apropiada (17); en el analisis
multivariado se encontraron algunas variables predictivas del tratamiento
antibiético adecuado, entre ellas, estar en hemodidlisis (odds ratio, OR=1,36)
y tener un catéter venoso central en el momento del ingreso (OR=1,72).

En cuanto a la presencia de complicaciones, se encontré una prevalencia
de 42 %, que es un valor esperado dentro del rango reportado en la
literatura especializada (7). En algunas series se reportan prevalencias
bajas de complicaciones (9,4 %) (12), lo que debe ajustarse por otras
caracteristicas de la poblacién. En otros estudios, menos de la mitad de
los pacientes con complicaciones presentaba diabetes o enfermedad
renal crénica. En el presente estudio, la mortalidad fue del 50 %, lo cual
debe interpretarse teniendo en cuenta que la poblacién evaluada vivia en
condiciones socioecondmicas desfavorables, lo que usualmente implica que
las comorbilidades no han sido tratadas adecuadamente.

En la presente serie, el 30 % de las cepas de S. aureus fueron resistentes a
la meticilina, porcentaje menor al de algunas otras series (56,8 %) (18). A pesar
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de esto, en el analisis bivariado no se incrementé la mortalidad comparada
con la de los pacientes con bacteriemia por SASM. Se establecié que el 53 %
de los pacientes cursaba con una infeccidon asociada con la atencion en salud,
pero sin que ello se asociara con la presencia de SARM (p=0,683). En otras
series, se ha reportado una tasa de mortalidad por SARM mayor que la de
aquella por SASM, con un RR de 1,7 (IC,,., 1,3-2,4; p<,01) (19).

95%

Una fortaleza del presente estudio fue la rigurosidad del seguimiento a los
pacientes, a quienes, una vez detectados, se les hacia una evaluacién clinica
hospitalaria y se les seguia hasta el egreso o el fallecimiento sin limitarse a la
evaluacion exclusiva de las historias clinicas.

Como limitacidon debe mencionarse el registro de la mortalidad, ya que,
debido a las elevadas tasas, no pudo establecerse con precision si la muerte
se debia a la bacteriemia, para lo cual se hubiera requerido un ajuste de
variables. El tamafio de la muestra no permitié hacer un analisis estadistico
mas extenso. No obstante, este es el primer estudio en la ciudad que
caracteriza a los pacientes con esta condicion, lo que constituye un punto de
referencia para futuras investigaciones en otras instituciones de salud de la
ciudad y de la region del Eje Cafetero.
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Articulo original

Grado de satisfaccion y conocimiento de pacientes
positivos para HIV ante el cambio de tenofovir

a tenofovir-alafenamida en tratamientos con
emtricitabina y rilpivirina

Manuel Vélez-Diaz-Pallarés, Teresa Gramage-Caro, Miguel Angel Rodriguez-Sagrado,
Beatriz Montero-Llorente, Teresa Bermejo-Vicedo
Servicio de Farmacia, Hospital Universitario Ramén y Cajal, Madrid, Espana

Introduccion. La satisfaccion y el conocimiento del cambio de tenofovir por tenofovir-
alafenamida en pacientes con HIV no se han estudiado aun. Estos dos parametros se
relacionan con mejores resultados en salud y, por lo tanto, es importante medirlos durante
la practica clinica habitual.

Objetivo. Evaluar el grado de conocimiento y satisfaccion de los pacientes positivos para
HIV ante el cambio de tratamiento antirretroviral con rilpivirina, emtricitabina y tenofovir
(RPV-FTC-TDF) por rilpivirina, emtricitabina y tenofovir-alafenamida (RPV-FTC-TAF).
Materiales y métodos. Se llevé a cabo un estudio prospectivo en un hospital de tercer
nivel entre los meses de septiembre y noviembre de 2018. Se incluyeron pacientes
previamente tratados con RPV-FTC-TDF que acudian por segunda vez a consulta para
recibir el tratamiento con RPV-FTC-TAF. La satisfaccién y el grado de conocimiento se
analizaron mediante nueve preguntas, usando una escala de tipo Likert de 5 puntos para
evaluar el grado de acuerdo.

Resultados. Se incluyeron 116 pacientes en el estudio. El 75 % de ellos se mostré satisfecho
con el cambio y se considerd que el 64 % conocia lo que implicaba. Los pacientes jovenes se
mostraron menos satisfechos con el modo en que se les explicé el cambio (p=0,0487). Los
pacientes estaban mejor informados sobre las ventajas renales (85 % de conocimiento) y éseas
(82 %) de la nueva medicacion, que sobre sus inconvenientes para el perfil lipidico (40 %).
Conclusiones. En general, los pacientes se mostraron satisfechos con el cambio de
medicacion y conocian la posologia del medicamento y las ventajas de la tenofovir-
alafenamida frente al tenofovir, pero no sus posibles efectos adversos.

Palabras clave: VIH; tenofovir; rilpivirina; farmacéuticos; satisfaccién del paciente;
conocimiento de la medicacioén por el paciente.

Satisfaction and knowledge among patients with HIV after switching from tenofovir to
tenofovir alafenamide in regimens containing emtricitabine and rilpivirine

Introduction: Satisfaction and knowledge among patients with HIV after switching from
tenofovir to tenofovir/alafenamide remain unexplored. Given that both parameters are
associated with better health outcomes it is relevant to measure them in patients during
routine clinical practice.

Obijective: To evaluate the degree of knowledge and satisfaction in patients who had their
antiretroviral regimen switched from rilpivirine (RPV)/emtricitabine (FTC)/TDF to RPV/FTC/TAF.
Materials and methods: We conducted a prospective study in a third-level hospital
between September, 2018, and November, 2018. We included patients who had previously
been treated with RPV/FTC/TDF and collected their RPV/FTC/TAF treatment in the second
visit. A 5-point Likert-type agreement/disagreement scale was used to assess satisfaction
and knowledge regarding the medication switch.

Results: We included 116 patients in the study of whom 75% were satisfied and 64% had

a high-level of knowledge. Young patients were less satisfied with the way in which the
change was explained (p=0.0487). Concerning the new medication, the patients were better
informed about its renal (85% of them) and bone benefits (82%) than about its adverse
effects on the lipid profile (40%).

Conclusions: The patients were generally satisfied with the change in medication and well
informed about the dosage and advantages of TAF over TDF, but less well informed about
the possible adverse effects of TAF.

Keywords: HIV; tenofovir; rilpivirine; pharmacists; patient satisfaction; patient medication
knowledge.
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El tratamiento antirretroviral actual logra suprimir la replicacion viral en la
gran mayoria de los pacientes positivos para HIV, por lo que su esperanza de
vida es similar a la de la poblacién no infectada (1). En general, los esquemas
actuales de medicamentos antirretrovirales presentan una tasa minima de
efectos adversos y una buena tolerancia.

Hoy dia, en nuestro medio, se comercializan seis combinaciones de
antirretrovirales de toma Unica diaria 0 esquema de pastilla Unica. Dos de
ellos contienen rilpivirina (RPV), un inhibidor no nucledsido de la transcriptasa
inversa de segunda generacion, de excelente tolerancia y comoda posologia
que, ademas, ha superado los problemas de resistencia de sus antecesores.
Sin embargo, para que su efectividad sea la adecuada, los pacientes han
de estar informados de que debe tomarse con los alimentos y evitar la
combinacidn con inhibidores de la bomba de protones, como el omeprazol,
para maximizar su absorcion. Estas dos combinaciones incluyen emtricitabina
(FTC) y tenofovir (TDF) o tenofovir-alafenamida (TAF) y son comercializadas
como Eviplera® y Odefsey®, respectivamente.

El tenofovir es una molécula que ha formado parte de los esquemas
terapéuticos de primera linea de todas las guias de tratamiento del HIV a
nivel mundial, con excelentes niveles de eficacia. Sin embargo, es conocida
su toxicidad renal y 6sea, ya que incrementa la proteinuria y determinados
marcadores renales, y disminuye la densidad mineral ésea (2).

Por otra parte, la tenofovir-alafenamida es un profarmaco del anterior
introducido recientemente en el mercado. Su metabolismo permite que los
niveles en sangre del tenofovir sean mucho menores y, por lo tanto, que
la toxicidad renal y la ésea disminuyan (3). Esta mejora en la molécula no
disminuye la eficacia del tenofovir, pero dadas sus menores concentraciones
plasmaticas, no ejerce tanta proteccion frente a un posible aumento del
colesterol y los triglicéridos, tal y como se ha evidenciado en los ensayos
clinicos (4-6). Los efectos de dicho incremento en los niveles de lipidos
plasmaticos y en los resultados de salud se desconocen.

La eficacia similar de las combinaciones de RPV-FTC-TDF y RPV-
FTCTAF, asi como las potenciales ventajas de la tenofovir-alafenamida
sobre el tenofovir en cuanto a efectos adversos, han resultado en que, en
la actualidad, la tenofovir-alafenamida haya pasado a sustituir al tenofovir
en muchas guias de tratamiento del HIV y, aunque a numerosos pacientes
se les ha cambiado el tratamiento con tenofovir al esquema con tenofovir-
alafenamida, son pocos los estudios que miden su grado de informacién y
satisfaccion frente a dicho cambio (7). En pacientes con una enfermedad
cronica como el HIV en tratamiento a largo plazo de elevada eficacia, uno de
los principales retos es conocer cuan satisfechos e informados estan, pues
ello se relaciona de forma directa con diversos resultados en salud (8).

En Espanfa, los medicamentos antirretrovirales se dispensan solamente
en hospitales para garantizar su estricta prescripcion y dispensacion. Los
servicios de farmacia de los hospitales son los responsables de la adquisicion
de los farmacos y de dispensarlos a los pacientes. Existen varios modelos de
dispensacion: desde la entrega de la medicacioén a través de una ventanilla
por parte de un técnico o un auxiliar de farmacia, hasta aquellos que incluyen
una consulta de atencién farmacéutica monografica de pacientes externos con
HIV en la que farmacéuticos especialistas les hacen seguimiento farmaco-
terapéutico. Estos profesionales se especializan tras cuatro afos de residencia
en un hospital y la aprobacion de una prueba de oposicién a nivel nacional.
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En este contexto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el grado de
conocimiento y satisfaccion ante el cambio del tratamiento antirretroviral con
RPV-FTC-TDF por RPV-FTC-TAF.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio prospectivo en una consulta de atencion
farmacéutica monografica de pacientes externos con HIV, de un hospital de
tercer nivel entre los meses de septiembre y noviembre de 2018. En dicha
consulta, los pacientes son atendidos por un farmacéutico especialista, quien
les proporciona atencién farmacéutica (informacién sobre el medicamento
prescito y su posologia, sus interacciones potenciales con otros medicamentos,
la alimentacién y los habitos de vida saludables, el cumplimiento del
tratamiento, los efectos adversos y consejos para prevenirlos, etc.).

Segun el Servicio de Enfermedades Infecciosas, y tras la aprobacion de
la Comision de Farmacia y Terapéutica del hospital, todos los tratamientos
con RPV-FTC-TDF se cambiaron automaticamente por RPV-FTC-TAF. Los
pacientes fueron informados de dicho cambio por su médico o farmacéutico. En
el estudio se incluyeron a todos aquellos que previamente habian sido tratados
con RPV-FTC-TDF y que en su segunda visita recogieron el RPV-FTC-TAF. El
tamario de la muestra de candidatos para participar en el estudio fue de 120.

En la segunda visita, el farmacéutico entrevisto al paciente mediante un
cuestionario de preguntas cerradas para averiguar su grado de satisfaccion
y conocimiento con respecto al cambio de medicacion. Ademas, se obtuvo
la informacidn sobre las siguientes variables sociodemograficas: sexo, edad,
nacionalidad de origen, nivel educativo y situacién laboral.

El cuestionario incluia nueve preguntas y se usé una escala de tipo
Likert de 5 puntos para evaluar el grado de acuerdo. Se considero “paciente
satisfecho” a quien contesté “muy de acuerdo” o “de acuerdo” a las dos
preguntas de satisfaccion y “no satisfecho” al resto. Como “paciente
conocedor” se considerd a quien contesto, por lo menos, seis de las siete
preguntas referidas al conocimiento con “muy de acuerdo” o “de acuerdo; y
como “no conocedor” al resto.

Los resultados se expresaron en forma de frecuencias y porcentajes,
y se recogieron en Excel 2016 de forma anonimizada. Las frecuencias se
compararon mediante la prueba de ji al cuadrado o el test exacto de Fishery,
las medias, mediante la t de Student para muestras independientes. Se hizo un
analisis univariado empleando la razén de probabilidades (odds ratio, OR) para
cuantificar la asociacién del conocimiento y la satisfaccion con las variables del
estudio (sexo, edad, nacionalidad de origen, nivel de educacién, tipo de profesion
y situacién laboral). Los resultados se consideraron significativos si el valor
de p era inferior a 0,05. El andlisis se hizo con el programa Stata™, versién 13.

El estudio cumplié con la normativa ética vigente actualmente, asi como
con los procedimientos establecidos por el hospital en lo que respecta al
acceso y revision de historias clinicas. La revisidon de la practica clinica
habitual se ajusto a los principios generales de la ética de la investigacion en
humanos establecidos en la Declaracion de Helsinki.

Resultados

Se incluyeron 116 pacientes en el estudio. Sesenta y cinco de ellos (56 %)
fue informado del cambio de tratamiento por su farmacéutico, 49 (42 %) por
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su médico y el 2 (2 %) por ambos profesionales. Ochenta y siete se mostraron
satisfechos (75 %) de los pacientes y 75 (67 %) se consideraron conocedores.

La unica variable que se asoci6 de manera estadisticamente significativa
con la satisfaccion fue la edad, ya que los pacientes jdvenes se mostraron
menos satisfechos con la forma en que se explico el cambio (p=0,0487). No
hubo asociacién significativa entre el conocimiento y las variables.

En el cuadro 1 se muestran las caracteristicas sociodemograficas de los
pacientes y, en la figura 1, los resultados de la entrevista realizada.

Cuadro 1. Caracteristicas de la muestra

Caracteristicas Valor Satisfecho Conocedor
Sexo, n (%)
Varén 94 (81) 70 (74) 60 (64)
Mujer 22 (19) 17 (77) 15 (68)

Edad, media + desviacion estandar (afios) 43,3 = 10,4 - -
Nacionalidad de origen, n (%)

Espanola 88 (76) 66 (75) 55 (63)

Ameérica 17 (15) 14 (82) 14 (82)

Resto de Europa 8(7) 5 (63) 5 (63)

Otros 3(3) 2 (67) 1(33)
Educacion, n (%)

Estudios universitarios 45 (39) 33 (73) 28 (62)

Formacidn profesional - bachillerato 40 (34) 29 (73) 30 (75)

Educacion basica 31 (27) 25 (81) 17 (55)
Tipo de profesién, n (%)

No sanitaria 104 (90) 76 (73) 65 (63)

Sanitaria 12 (10) 11 (92) 10 (83)
Situacion laboral actual, n (%)

Trabajador activo 91 (78) 69 (76) 61 (67)

En paro o jubilado 25 (22) 18 (72) 14 (56)

l l l l l l l
SATISFACCION: Estoy contento ante el cambio de Eviplera a Odefsey® 79
SATISFACCION: Estoy contento con el modo en que se me explicé el cambio 87

CONOCIMIENTO: Entiendo por qué se me ha cambiado la medicacion _ 73

CONOCIMIENTO: La medicacién se me ha cambiad porque Odefsey®es mejor para mis rifiones _ 85
CONOCIMIENTO: La medicacién se me ha cambiad porque Odefsey®es mejor para mis huesos _ 82

CONOCIMIENTO: La medicacion puede subirme los niveles de colesterol _ 40

CONOCIMIENTO: Ambos medicamentos son igual de eficaces para el tratamiento del VIH _97

CONOCIMIENTO: Se que Odefsey®hay que tomarlo junto con alimentos 96

CONOCIMIENTO: Se que Odefsey®no se puede tomar junto con omeprazol 91

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Odefsey®: marca comercial espafiola de rilpivirina-emticitabina-tenofovir

Figura 1. Satisfaccién y conocimiento de los pacientes
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Discusion

Los resultados evidenciaron que tres de cada cuatro pacientes estaban
satisfechos con la informacién recibida sobre el cambio de tratamiento.
Ademas de informarles del cambio en sus tratamientos, la intervencion
del farmacéutico en la atencién de los pacientes positivos para HIV
también ayuda a reducir los errores de medicacién y prescripcion de los
medicamentos (9). En la actualidad, las funciones de estos profesionales de
la salud comienzan a definirse y estandarizarse en guias (10).

Al igual que en otros estudios, en este llamd la atencion que los pacientes
jovenes mostrasen niveles de satisfaccion mas bajos (11), lo que seguramente
se debe a que tienen mayores expectativas en cuanto al sistema de salud
e indicaria la necesidad de individualizar la atencién farmacéutica y de
estratificar los pacientes en funcién de distintos parametros (12).

Otras variables que se han relacionado con una mayor satisfaccién son
la atencién en hospitales publicos comparada con la de los privados, el nivel
de educacion (relacion no significativa en el presente estudio), el lugar de
residencia (13) y, por supuesto, la posologia (14), aunque en el caso del
presente estudio, la posologia de las dos combinaciones era igual.

En este sentido, debe destacarse la importancia que estan adquiriendo
en la actualidad los resultados informados por los propios pacientes, con los
cuales se consigue evaluar su nivel de satisfaccion con sus tratamientos. La
mejoria de los parametros objetivos y la de los subjetivos de la enfermedad,
estos ultimos percibidos solo por los pacientes, no siempre coinciden,
por lo que su opinidn y la percepcion de su propia salud, asi como sobre
sobre sus sintomas, estado vital y calidad de vida, deben considerarse en
la toma de decisiones terapéuticas conjuntamente con la evaluacion de su
funcionamiento fisico, social y psicolégico. En la actualidad, los estudios
clinicos (15,16) y otros de corte transversal (17) incluyen este tipo de variables.

En cuanto al grado de conocimiento, cabe destacar que las actividades
educativas en los pacientes crénicos se han relacionado con mejoras en el
cumplimiento del tratamiento (18) y, en el caso concreto del HIV, el mejor
conocimiento de la enfermedad se ha relacionado con incremento en el
numero de CD4 y la disminucion de la carga viral (19).

En el presente estudio, el grado de conocimiento global resulté muy
elevado en lo referente a la posologia del medicamento (el 96 % conocia
la necesidad de tomarlo junto con alimentos vy, el 91 %, de no tomarlo
con inhibidores de la bomba de protones). En lo referente a la tenofovir-
alafenamida, los pacientes estaban mejor informados sobre las ventajas
renales (85 % de conocimiento) y dseas (82 %) que sobre los inconvenientes
para el perfil lipidico (40 %), seguramente por un sesgo en la informacion
suministrada por los clinicos, que tendria que corregirse, ya que una de las
mayores demandas de los pacientes es recibir mas informacién sobre los
efectos adversos de los medicamentos que se les prescriben (20).

Es frecuente que se oculten parcialmente estos efectos secundarios para evitar
el efecto “nocebo; sin embargo, la cantidad y el tipo de informacién que debe
darse al paciente sigue siendo un campo aun por explorar; como lo observaron
Dekkers, et al. en una cohorte de pacientes positivos para HIV con dislipidemia
tratados con estatinas, la mayoria de los efectos adversos adjudicados a los
farmacos para el colesterol se debid al mencionado efecto “nocebo” (21).
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Las conclusiones derivadas de una revision sistematica evidenciaron
discordancias entre los 17 estudios aleatorizados incluidos en cuanto al
potencial de inducir efectos adversos en pacientes debido al exceso de
informacion que se les habia suministrado, pues en algunos se estimé que,
cuanto mayor era la informacion, mayor el nimero de reacciones adversas,
en tanto que en otros no ocurri6 asi (22).

Las principales limitaciones del presente estudio son haberlo llevado
a cabo en un unico centro y con un reducido numero de pacientes, por
lo que la potencia fue baja a la hora de analizar las variables. Ademas,
no se estudiaron muchas otras variables que podrian influir en el grado
de satisfaccién y conocimiento de los pacientes, como la duracién del
tratamiento con el esquema anterior, asi como el tiempo transcurrido desde
el diagnéstico. No obstante, los resultados obtenidos evidencian la necesidad
de estratificar la atencién de los pacientes positivos para HIV, con el fin de
mejorar su satisfaccién y conocimiento.

En general, los pacientes se mostraron satisfechos con el cambio de
medicacion y demostraron un buen nivel de conocimiento sobre la posologia
y las ventajas de la tenofovir-alafenamida sobre el tenofovir, pero no sobre
sus posibles efectos adversos, por lo que los profesionales de la salud
deberemos seguir trabajando en este aspecto.

El estudio evidencia que la medicién de la satisfaccion y el conocimiento
puede contribuir a tener mayor informacion de los pacientes para, asi,
detectar aspectos que puedan mejorar la atencién farmacéutica que reciben.
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Comunicacion breve
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Introduccion. La aparicién de enterobacterias multirresistentes y productoras de
betalactamasas de espectro extendido en pacientes ambulatorios con infecciones urinarias
representa un problema de salud publica en Perd.

Obijetivo. Comparar los perfiles de resistencia de Escherichia coli uropatégenas e
identificar los fenotipos de cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido en
tres establecimientos privados de salud localizados en las regiones de la costa, la sierra 'y
la selva de Peru.

Materiales y métodos. Se llevé a cabo durante el 2016 un estudio descriptivo de 98
muestras de orina de pacientes con infeccion urinaria, 35 procedentes de Lima (costa),

38 de Juliaca (sierra) y 25 de Iquitos (selva), en el que se determind la sensibilidad
antimicrobiana utilizando ocho discos antibidticos.

Asimismo, se evaluo la produccién de betalactamasas de espectro extendido con discos de
cefotaxima, de ceftazidima o de su combinacion, con acido clavulénico en agar Mueller-Hinton.
Resultados. Se identificaron 18 perfiles de resistencia que incluian desde los sensibles

a todos los antibidticos hasta los resistentes simultdaneamente a siete antibidticos, con el
18,4 % de aislamientos resistentes a un antibiético y el 54,0 % de multirresistentes. Se
detecté produccion de betalactamasas en el 28,6 % de las cepas procedentes de la region
de Puno. También, se observd un mayor nimero de casos en el rango de edad de 31 a 45
afios con resistencia a ceftazidima, ceftriaxona, gentamicina y trimetoprim-sulfametoxazol
en el establecimiento de salud de Puno.

Conclusion. Los perfiles de resistencia variaron segun la localizacién geografica del
establecimiento de salud, observandose mayor resistencia a los antibiéticos en la regién de la
sierra de Perd, con el 28,6 % de cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido.

Palabras clave: Enterobacteriaceae; pruebas antimicrobianas de difusién por disco;
infecciones urinarias; beta-lactamasas; resistencia a medicamentos; Perd.

Comparison of Escherichia coli antibiotic-resistance profiles and incidence of beta-
lactamase phenotypes in three private health facilities in Peru

Introduction: The appearance of multidrug-resistant and beta-lactamase producing
enterobacteria in outpatient care facilities represent a public health problem in Peru.
Obijective: To compare the resistance profiles of uropathogenic Escherichia coli and to
identify extended-spectrum beta-lactamase-producing phenotypes in three private health
facilities located in the Peruvian coast, Andean and jungle regions.

Materials and methods: We conducted a descriptive study on 98 urine samples from Lima
(coast), Juliaca (Andean region) and Iquitos (jungle region) during 2016. We determined the
antimicrobial susceptibility in 35 samples from Lima, 38 from Juliaca and 25 from Iquitos
using eight antibiotic disks in samples from patients diagnosed with urinary infection. We
also evaluated the production of extended-spectrum beta-lactamases with cefotaxime and
ceftazidime disks and a combination of both with clavulanic acid on Mueller-Hinton agar.
Results: We identified 18 resistance profiles ranging from those sensitive to others
simultaneously resistant to seven antibiotics: 18.4% resistant to one and 54.0% to multiple
antibiotics. We detected beta-lactamase production in 28.6% of the strains from the Puno
region. Likewise, we observed a greater number of cases with resistance to ceftazidime,
ceftriaxone, gentamicin, and trimethoprim-sulfamethoxazole in Puno’s health facility in
patients within the 31 to 45 year age range.
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Conclusion: Resistance profiles varied according to the geographical location of the health
facilities under study. Resistance to antibiotics was higher in the Andean region with 28.6%
of strains producing extended-spectrum beta-lactamases.

Keywords: Enterobacteriaceae; disk diffusion antimicrobial tests; urinary tract infections;
beta-lactamases; drug resistance; Peru.

La incidencia de infecciones urinarias es una de las principales razones
por las que los médicos prescriben tratamientos con antibioticos. Estas
infecciones son causadas por enterobacterias, principalmente Escherichia
coli y las del género Klebsiella (1).

A nivel mundial, se registra una alta tasa de resistencia de las
enterobacterias a los antibiéticos en las infecciones urinarias. El interés clinico
se concentra en un grupo de estas bacterias con actividad enzimatica de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) resistentes a las cefalosporinas
de tercera generacion (2). Dichas betalactamasas son muy eficientes en la
regulacién de los genes que confieren resistencia a los antibidticos.

La prevalencia de las cepas con BLEE varia segun la ubicacion geografica
y, en Latinoamérica, la prevalencia es mayor que en los Estados Unidos y en
Europa (3). Se han reportado mas de 200 variantes de BLEE en casi todas las
especies de enterobacterias asociadas con los genes CTX-M, SHV, TEM, PER
y OXA 4. Algunas de estas enzimas son especificas para hidrolizar penicilinas
o cefalosporinas, en tanto que otras tienen un espectro amplio de actividad,
incluida la inactivacién de la mayoria de los antibiéticos betalactamicos (4).

La familia de las enzimas CTX-M se subdivide en 124 variantes y
constituye el grupo de BLEE mas predominante. Esta familia de enzimas de
E. coli es la que se ha diseminado mas rapidamente a nivel mundial y esta
asociada con brotes hospitalarios e infecciones adquiridas en la comunidad
(5). La mayoria de los microorganismos productores de BLEE constituye un
problema cotidiano en las instituciones hospitalarias; sin embargo, en diversos
estudios también se las ha encontrado en la comunidad, en sedimentos de
rios urbanos y en letrinas privadas y de uso comun en algunas zonas (6,7).
Factores de riesgo como el uso de catéter urinario, la hospitalizacion, las
comorbilidades, una edad de mas de 65 afos y la presencia de enfermedades
serias, también juegan un papel muy importante en la aparicion de bacterias
uropatégenas con capacidad hidrolitica por BLEE (8).

En estas condiciones de gran resistencia bacteriana, es necesario
impulsar el uso racional y apropiado de los antibiéticos, es decir, disminuir la
automedicacién y cumplir los tratamientos de manera responsable (9). En Peru,
hay subestimacién de la prevalencia de las bacterias productoras de BLEE
debido a su dificil deteccion en el laboratorio y a la escasa implementacion
de metodologias moleculares para la identificacion de los genes relacionados
con la actividad hidrolitica de algunos antibiéticos. Hasta ahora, los estudios
se han enfocado en los departamentos de la costa, por lo que es necesario
analizar los perfiles de resistencia de estos agentes patdgenos en otros
establecimientos de salud de las zonas andina y de selva (10).

En este contexto, el objetivo del estudio fue comparar los perfiles de
resistencia antibiotica y la incidencia del fenotipo de las BLEE en cepas de
E. coli aisladas de muestras de orina de pacientes ambulatorios procedentes
de tres establecimientos privados de salud localizados en diferentes
departamentos de Perd.
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Perfil de resistencia de E. coli e incidencia de BLEE en Peru

Materiales y métodos
Pacientes y material biologico

Durante el 2016, se llevd a cabo un estudio descriptivo en pacientes de 1
a 91 anos de edad con infeccidén urinaria, atendidos de manera ambulatoria
en tres establecimie