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Editorial
Biomédica en PubMed Central®

La publicacion de articulos en revistas cientificas es el principal método para
la comunicacién del conocimiento cientifico validado por pares y es uno de los
criterios fundamentales para evaluar la produccién de investigadores, grupos de
investigacion e instituciones. Los editores de las revistas de salud y biomedicina
deben privilegiar la calidad cientifica de los contenidos que se publican con la
expectativa de su eventual impacto en la investigacion, la educacion, la practica
de las diferentes especialidades médicas y la adopcion de decisiones.

En la era de la digitalizacion y el acceso abierto, una de las mejores
herramientas para mejorar la visibilidad y el impacto de las publicaciones es
la indexacion y el registro de las revistas cientificas en los mas prestigiosos
indices y repositorios internacionales que, ademas de velar por la calidad
cientifica y editorial, son confiables y facilitan el acceso a los contenidos
completos. En este contexto, nos complace informarles que el 10 de junio
pasado, en medio de la pandemia causada por el SARS-CoV-2, recibimos la
excelente noticia de la aceptacion formal de Biomédica en PubMed Central®,
lo que constituye un nuevo hito en su trayectoria.

Queremos en esta ocasién compartir con nuestros lectores esta buena
nueva y explicar brevemente lo que significa que Biomédica hoy haga parte
de tan prestigioso repositorio. ; Qué es PubMed Central®? ; Qué representa
para la comunidad cientifica el hecho de que nuestra revista haya sido alli
indexada? ¢ Cuales son algunos de los factores de éxito y qué podemos
esperar en adelante?

PubMed Central® es el repositorio digital mas prestigioso de articulos
de revistas biomédicas y de ciencias de la vida. Fue creado por iniciativa
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), hace parte
de la National Library of Medicine de los National Institutes of Health de
los Estados Unidos de América, y permite el acceso gratuito a los textos
completos que reposan en sus bases de datos.

PubMed Central® se inicié en el afio 2000 con los articulos de dos
revistas: Proceedings of the National Academy of Science of the United
States of America y Molecular Biology of the Cell. Actualmente, contiene mas
de 6,5 millones de registros de textos completos de miles de revistas, que
abarcan varios siglos de investigacién biomédica y de las ciencias de la vida,
desde finales de 1700 hasta la actualidad.

En el repositorio se almacenan y se cruzan las referencias de diversas
fuentes en un formato comun que les permite a los usuarios buscar y ubicar
rapidamente todo el material relevante que se encuentre en la coleccién de
articulos. La estructura del archivo de PubMed Central® también posibilita la
integracion de la literatura con otros recursos, por ejemplo, PubMed Central®



internacional, el GenBank, las secuencias de referencia, el dmnibus de
expresion genética, el visor de datos de genomas, el genoma humano y el del
ratdn, y diversos genomas virales, entre otras herramientas desarrolladas por
sus creadores.

A partir de junio del 2020, PubMed Central® también incluye la publicacién
previa de los resultados de las investigaciones financiadas por los National
Institutes of Health. Actualmente, después de las evaluaciones cientificas
y técnicas de rigor, mas de 2.420 revistas han sido seleccionadas para su
inclusiéon en PubMed Central® (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/) (1).

La incorporacién de una publicacion en este repositorio significa que se la
reconoce como parte de la literatura biomédica y de ciencias de la vida de la
mas alta calidad, y que su aporte contribuye al conocimiento cientifico como
un patrimonio de la humanidad. El acceso abierto a la informacidn cientifica
en medios digitales es una de las herramientas que facilitan la rapida difusion
de la informacion, el cual ha sido apoyado por Biomédica, y también,
proporciona un espacio para que los cientificos compartan las publicaciones
y los datos asi conservados, lo cual puede estimular la cooperacion cientifica.

Biomédica esta indexada en Medline desde el 2002 (2) y, a partir de
junio de este afo, los articulos depositados en PubMed Central® se pueden
recuperar junto con los indexados en Medline mediante la plataforma
PubMed, que es, posiblemente, el principal punto de busqueda de la mayoria
de los investigadores, profesionales y autores en el campo de la biomedicina.
La funcionalidad de la plataforma PubMed y el acceso abierto a los textos
completos en PubMed Central® permiten recomendarlo para las busquedas
sistematicas de la literatura cientifica en este campo (3).

Este logro de la revista constituye un reconocimiento al trabajo en equipo, a
las contribuciones de los autores, a la participacidn activa y comprometida de
innumerables evaluadores, a la rigurosa revision editorial y de critica cientifica
de los manuscritos, a la visidon de sus editores, al apoyo continuo del Instituto
Nacional de Salud de Colombia y, por supuesto, a una incansable labor
logistica y de asistencia editorial a cargo de un excelente grupo de apoyo.

La inclusion en PubMed Central® es sefal de reconocimiento académico,
un logro que exige esfuerzos para seguir cumpliendo con las obligaciones
aceptadas, es decir, los estandares cientificos, éticos y editoriales exigidos
por la National Library of Medicine y los National Institutes of Health. En este
sentido, se deben revisar y actualizar periédicamente las instrucciones para
los autores, las consideraciones éticas de la publicacion, la revisién por pares,
los conflictos de intereses, los derechos de autor, la licencia de distribucion y
la asignacioén de los identificadores de objetos digitales (digital object identifier,
doi); en pocas palabras, cumplir y hacer cumplir las recomendaciones
editoriales que periddicamente emiten el International Committee of Medical
Journal Editors y el Council of Science Editors para mantener un buen
estandar cientifico y editorial. Ademas, también ayudan el uso del formato
Journal Article Tag Suite (JATS) y del eXtensible Markup Language (XML), asi
como otros ajustes esenciales para garantizar el ptimo acceso abierto (4,5).

Otros requisitos incluyen la publicacidn de articulos en inglés bien
editados, la validacion de las referencias de los articulos y el uso de
referencias cruzadas, también Utiles para la navegacion en la plataforma de
PubMed Central®y la consulta de los articulos indexados en Medline. La
incorporacion en PubMed Central® amplia las posibilidades de visibilidad
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de un articulo y de su eventual citacion, porque las plataformas de PubMed
y PubMed Central® estan equipadas con complementos para la promocion
posterior de la publicacién por medio de las redes sociales.

Esperamos que la inclusidon de Biomédica en PubMed Central® nos
ayude a seguir aumentando la visibilidad de la revista y, en consecuencia,
la posibilidad de generar un mayor impacto en la comunidad cientifica
nacional e internacional y en la sociedad en general, especialmente entre
las comunidades de habla hispana. Aspiramos, asimismo, a mantenernos
sintonizados con las tendencias editoriales globales a la par con los
numerosos medios de publicacién en Medicina Tropical y Salud Publica,
para servir mejor a las comunidades cientificas y ampliar nuestra influencia
social y la promocién posterior de los contenidos publicados, lo que, muy
seguramente, se vera facilitado por nuestra inclusién en PubMed Central®.

Una vez mas, queremos reiterar nuestros agradecimientos a PubMed
Central® por haber evaluado nuestra revista y por haberla aceptado en tan
importante repositorio cientifico. Asimismo, debo resaltar nuevamente que este
logro es el resultado del trabajo de los muchos editores que han formado parte
del Comité Editorial, asi como del creciente nimero de revisores expertos,
nacionales e internacionales, y necesariamente del nimero creciente de autores
colombianos y latinoamericanos que han confiado en la calidad cientifica
y editorial de la revista. A todos ellos les agradecemos sus esfuerzos y por
habernos seleccionado como la tribuna para la publicacién de sus manuscritos.

Por ultimo, queremos manifestar publicamente nuestro especial
agradecimiento a todo el equipo editorial de Biomédica —Comité Editorial
y Comité Cientifico—y, especialmente al grupo de apoyo editorial y
administrativo de la revista —asistente editorial, correctores de estilo, disefio
y diagramacion, y mercadeo digital-y a las directivas del Instituto Nacional
de Salud por su irrestricto apoyo al sostenimiento y desarrollo de la revista.
Esperamos que toda la comunidad cientifica nacional e internacional continte
brindando el apoyo necesario para poder mantener la calidad y el rigor
cientifico y editorial que han caracterizado a la revista Biomédica durante los
Ultimos cuarenta afnos.

Luis Alberto Gémez-Grosso

Editor, revista Biomédica; investigador, Grupo de Fisiologia Molecular, Instituto Nacional de
Salud; profesor catedratico, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia; miembro correspondiente, Academia Colombiana de Ciencias
Exactas Fisicas y Naturales
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Atypical herpetic keratitis presenting as multifocal
epithelial lesions
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Fundacion Oftalmoldgica de Santander FOSCAL, Floridablanca, Colombia

Departmento de Oftalmologia, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma de
Bucaramanga, Bucaramanga, Colombia

Humans are the only natural reservoir for herpes simplex virus 1, which
can invade its host after contacting mucosal surfaces or through abraded
skin. Primary infection, either ocular or extraocular, manifests clinically only
in a percentage of people yet to be determined, considered to be less than
20%. Therefore, since approximately 80% of patients are asymptomatic, the
infection can spread without being recognized most of the time.

Following primary infection, the virus establishes in sensory neurons
where it remains for the lifetime of the host. Upon reactivation, the virus
reappears, usually at the mucocutaneous junction of the lips, causing herpes
labialis, commonly known as cold sores or fever blisters. However, following
reactivation, the virus rarely involves the ophthalmic branch of the trigeminal
nerve and causes ocular disease, including keratitis (1-6).

A 60-year-old woman presented with red eye, a foreign body sensation,
and moderate photophobia in the right eye for one week. She was receiving a
combination of antibiotics and topical steroids prescribed by a general practitioner.

Upon examination in the slit lamp, four separate dendritic-shaped epithelial
lesions highly suggestive of epithelial herpetic keratitis were found. However,
the lesions presented with a multifocal compromise, which is a very uncommon
presentation since these corneal epithelial ulcers are usually single lesions of
variable size (figure 1). One factor that could have led to this atypical presentation
was the use of topical dexamethasone. Since the 1960s, it has been considered
that steroids are contraindicated when there is corneal epithelial compromise
caused by herpes simplex virus (7-11) and that the use of steroids in epithelial
herpetic keratitis increases the risk of the ulcer progressing from a dendritic ulcer
to a geographical ulcer and the possibility of multifocality (10,11).

Figure 1. Multiple dendritic epithelial ulcers stained with fluorescein in a 60-year-old woman
who received topical steroids prescribed by a general practitioner. Clinical photographs in a
slit lamp illuminated with white light (left) and using a cobalt blue filter (right)
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This case reaffirms the probability that the use of these substances can
worsen the clinical picture when the virus is compromising the epithelium.
Therefore, since this condition can be confused with infectious conjunctivitis,
general practitioners should be cautious and look for symptoms such as
photophobia, which would suggest corneal involvement. The use of topical
steroids should be avoided, since these drugs can aggravate the ocular
affectation caused by the herpes virus, as in this case.

Keywords: Keratitis; herpetic eye disease; herpes simplex; cornea;
corticosteroids.

Palabras clave: queratitis, enfermedad ocular herpética, herpes simplex,
cdrnea, corticosteroides.
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Presentacién de caso

Complicaciones tromboembdlicas asociadas con
tuberculosis: reporte de un caso pediatrico

Natalia Osorio, Martha Ménica Reyes
Facultad de Medicina, Universidad CES, Medellin, Colombia

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas comunes en el mundo.
Aunque la mortalidad en nifios es practicamente nula cuando el diagndstico y el tratamiento
son oportunos, puede asociarse con complicaciones como la trombosis venosa profunda
y la superficial a partir de la respuesta inflamatoria sistémica frente a la infeccion, lo que
propicia la coagulacién y ocasiona una significativa morbimortalidad.

Se reporta el caso de una adolescente de 14 afios con tuberculosis pulmonar en
tratamiento combinado quien, de forma atipica, presentd dos episodios de tromboembolia
venosa: el primero en el rifidn y el segundo en los pulmones. Tras descartar el sindrome
nefrético y el antifosfolipidico, los estudios de tomografia de térax y abdomen fueron una
herramienta fundamental para su diagndstico. Se inicio tratamiento con heparina de bajo
peso molecular con mejoria de los sintomas. Teniendo en cuenta las necesidades de
anticoagulacién no fue posible realizar estudios adicionales de ampliacion.

Las complicaciones tromboembdlicas en pacientes con tuberculosis y sin otros factores
de riesgo obligan a considerar el efecto coagulante que resulta de la reaccidn inflamatoria
sistémica, la cual podria, por si sola, ser la causa de una complicacion significativa pero
prevenible, aunque frecuentemente escapa al diagndstico. En este sentido, se recomienda
considerar la posibilidad de la tromboembolia venosa en estos pacientes y hacer un
seguimiento estricto que permita aplicar el tratamiento anticoagulante tempranamente y
prevenir, asi, resultados adversos.

Palabras clave: tuberculosis; embolia pulmonar; trombosis de la vena; antituberculosos;
anticoagulantes; adolescente.

Thromboembolic complications associated with tuberculosis: A pediatric case report

Tuberculosis is one of the most common infectious diseases around the world. With timely
diagnosis and treatment, mortality in children is practically zero. It is usually associated

with a diverse number of complications that can cause significant morbidity and mortality,
such as deep and superficial vein thrombosis. This event has been associated with a
procoagulant state caused by the systemic inflammatory response to infection.

We report the case of a 14-year-old adolescent with pulmonary tuberculosis under the
initial four-drug regimen. She presented two episodes of venous thromboembolism, the

first in the kidneys and the second in the lungs. After ruling out diseases such as nephrotic
and antiphospholipid antibody syndrome, chest and abdomen tomographies were
performed as a fundamental tool for the diagnosis. Thereafter, treatment with low molecular
weight heparin was initiated and the symptoms improved. Given the requirement for
anticoagulation, further image studies could not be done.

Thromboembolic complications in patients with no other risk factors, associated only with

a previous pulmonary tuberculosis diagnosis, offer evidence to consider the procoagulant
effect resulting from the systemic inflammatory response that, by itself, could be the cause
of a serious complication, often underdiagnosed but also preventable. Therefore, it is
recommended to consider the predisposition for venous thromboembolism in these patients
and to establish strict surveillance so early anticoagulant therapy can be provided to prevent
adverse outcomes.

Keywords: Tuberculosis; pulmonary embolism; venous thrombosis; antituberculosis drugs;
anticoagulants; adolescent.

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas comunes
y una de las principales causas de mortalidad globalmente. Afecta a un
tercio de la poblacion mundial, de la cual el 11 % corresponde a nifios, entre
quienes se registra hasta un millén de casos nuevos cada afo (1,2). Ademas,
la tuberculosis predomina en poblaciones con barreras de acceso a los
servicios de salud y constituye un reto diagnéstico en el caso de los nifios ya
que, muchas veces, solo tras la busqueda activa de la fuente de contacto en
los adultos, se logra esclarecer el diagndstico en ellos (1).
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Asimismo, la tuberculosis se asocia con diversas complicaciones que
implican una morbimortalidad significativa. Entre dichas complicaciones se
han descrito la trombosis venosa profunda y la superficial hasta en el 24
% de los diagnésticos post mortem (3); se estima que la incidencia fluctua
entre el 3y el 4 % de los casos de tuberculosis, principalmente en los de la
forma miliar, lo que evidencia que el riesgo aumenta segun la gravedad de la
enfermedad (4-6).

Este tipo de complicacion se asocia con estados propiciadores de la
inflamacion y la coagulacién ocasionados por la respuesta inflamatoria
sistémica frente a la infeccion y la presencia de anticuerpos antifosfolipidos,
especialmente los anticuerpos antimicroglobulina beta-2 y, mas
recientemente, los anticuerpos antifosfatidiletanolamina, asi como de otras
condiciones concomitantes como la compresion extrinseca por adenopatias
propia del proceso de tuberculosis, o el reposo prolongado durante la
hospitalizacion (6-8).

Presentacion de caso

Se presenta el caso de una paciente de 14 afnos con diagndstico de
tuberculosis de origen pulmonar y sin antecedentes patolégicos previos.
El diagndstico se confirmd en baciloscopias seriadas positivas y recibié el
tratamiento compuesto con isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol.
Un mes después de iniciar la medicacion, consulté por dolor localizado en la
fosa renal izquierda, hematuria macroscopica y disuria. En una tomografia
de abdomen con contraste se observaron cambios inflamatorios en el rifidn
izquierdo, y un trombo en la vena renal izquierda con extension dentro del
rifidn y la vena cava inferior. Se describieron, asimismo, edema y captacion
del contraste en el urotelio del costado izquierdo, principalmente el tercio
proximal, secundario a ureteritis de probable origen tuberculoso.

Ante los hallazgos descritos, se inicié el tratamiento con heparina de bajo
peso molecular y se hicieron los estudios en busqueda de trombofilia; se
encontro prolongacion del tiempo parcial de tromboplastina y aumento. Sin
embargo, dado que la paciente estaba recibiendo anticoagulante y existia el
riesgo de falsos negativos, no fue posible hacer otros examenes paraclinicos.
En este punto se decidié darle de alta y continuar con el seguimiento
ambulatorio.

Cuatro meses después, la paciente consulté de nuevo con disnea, tos no
productiva, dolor toracico y aumento de la necesidad de oxigeno. Durante
la anamnesis, refirié haber suspendido por decisién propia el tratamiento
con heparina de bajo peso molecular. En el examen fisico se encontré
taquicardia, taquipnea e hipoxemia, por lo que se la hospitalizé.

Durante la hospitalizacion, se practicaron baciloscopias seriadas de
control, las cuales fueron negativas; ademas, se descartaron enfermedades
comunmente asociadas con la trombosis, como el sindrome nefrético, pues
la concentraciéon de albumina era normal; el sindrome antifosfolipidico, pues
no se demostraron anticuerpos anticardiolipina ni antiglucoproteina beta 2
(cuadro 1), y el lupus eritematoso sistémico, pues los anticuerpos anti-ADN y
anti-Smith fueron negativos. No obstante, en otros exdmenes de laboratorio
se encontraron niveles de dimero D anormalmente elevados, lo cual era
indicativo de tromboembolia pulmonar.
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Cuadro 1. Exdmenes paraclinicos practicados a la paciente
Laboratorio Resultado Valores de referencia
Cardiolipina, anticuerpos IGG (GPL) 2,63 <10 negativo
Cardiolipina, anticuerpos IGM (MPL) 5,13 <7 negativo
Tiempo de tromboplastina (s) 43,3 23,9-34,9
Anticoagulante Iupico (s) 47,0 30,4-45,3
Proteina S de coagulacion (%) 64,8 55-123
Proteina S, antigeno total (%) 122 70-140
Proteina C de coagulacion (%) 105,5 70-140
Dimero D (ug FEU/ml) 6,75 0-0,49
Glucoproteina beta 2, anticuerpos IGG (SGU) 1,45 0-20
Anticuerpos antinucleares Positivo 1:80 patréon moteado Negativo
Anticuerpos anti-Ro 0,1 0-0,9
Anticuerpos anti-La 0,17 0-0,9
Anticuerpos anti-Smith 0,12 0-0,9
Anticuerpos anti-Sm/RNP 0,10 0-0,9
Anticuerpos anti-ADN Negativo Negativo
Albumina (g/dl) 3,5 3,4-5,4
Los estudios se complementaron con tomografias de térax y de abdomen
con contraste, las cuales evidenciaron tromboembolia pulmonar grave
(figuras 1y 2) con multiples trombos bilaterales, areas pequefias de infartos
pulmonares, nédulos pulmonares multiples, y embolia venosa renal bilateral
con trombo que comprometia la vena cava superior. Se decidio reiniciar el
tratamiento anticoagulante con heparina de bajo peso molecular, con lo cual
los sintomas respiratorios mejoraron, lo que permitié dar de alta a la paciente
y retomar el seguimiento por consulta externa.
Consideraciones éticas
Segun el Articulo 11 de la Resolucion numero 008430 del 4 de octubre
de 1993, esta investigacion cumple con las condiciones establecidas por el
Ministerio de Salud de la Republica de Colombia para ser clasificada como
una investigacion sin riesgo, ya que solo implicé la revision de la historia
clinica para el reporte de caso. El estudio fue aprobado por el comité de
ética de la institucion donde fue atendida la paciente y el guardian legal de la
paciente autorizé la publicacion mediante un consentimiento informado.
Figura 1. Tomografia computarizada de térax. La flecha blanca sefala Figura 2. Tomografia computarizada de térax La flecha indica trombosis
un gran trombo en la vena pulmonar izquierda. extensa de las venas pulmonares (derecha e izquierda).
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El estado propicio para la coagulacion secundaria a la tuberculosis
se produce principalmente en las fases tempranas de la enfermedad,
sin embargo, también se han descrito casos tardios (9). Es un proceso
multifactorial, es decir, la respuesta inflamatoria inherente al proceso
infeccioso subyacente compromete los niveles de antitrombina Il y proteina
C, y produce un importante aumento del fibrindgeno sérico y del dimero
D, asi como dafio directo del endotelio con trombocitosis reactiva, lo que
favorece el proceso de agregacion plaquetaria y la trombosis (8), y se refleja
en la prolongacién de los tiempos de coagulacién.

Por otro lado, se ha establecido que el tratamiento compuesto de cuatro
medicamentos antituberculosos es un factor de riesgo de trombosis,
especialmente por la rifampicina. Este farmaco se ha asociado con
proliferacién del reticulo endoplasmico liso en las células hepaticas; ademas,
al ser de metabolismo hepatico, causa la induccién de la enzima citocromo
P450, lo que compromete la produccion de las enzimas anticoagulantes y
favorece su rapida depuracion, lo cual altera la homeostasis a favor de un
estado propicio a la coagulacion (10-12).

Otro hallazgo frecuente es la presencia de anticuerpos antifosfolipidos como
el anticoagulante Iupico y los anticuerpos antifosfatidiletanolamina. El primero se
ha relacionado con la deficiencia parcial de proteina S, un factor anticoagulante
conocido que, al disminuir, promueve la tendencia coagulante, en tanto que los
segundos aumentan como reaccion al proceso infeccioso de la tuberculosis
(4,13,14). En el lupus eritematoso sistémico y el sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos, se ha establecido su papel como factor protrombético dado que
la fosfatidiletanolamina desempefia una funcién anticoagulante (7).

Otros factores que propician la coagulacion son las adenomegalias que,
por accién local, pueden ocluir vasos e interrumpir el flujo laminar (15), y
aquellos que producen estasis vascular, como el reposo prolongado en
pacientes hospitalizados durante periodos extensos, lo cual limita la movilidad
y propicia la aparicion de la triada de Virchow (4).

Entre las principales complicaciones tromboembdlicas, se ha descrito el
compromiso de las venas de miembros inferiores, las hepaticas y los senos
venosos cerebrales (13,16). En el presente caso, hubo dafo en la vena renal
con extension significativa hasta la vena cava inferior y la superior.

El tratamiento para las complicaciones trombdéticas son los
anticoagulantes. En pediatria se utilizan tradicionalmente tres tipos:
la heparina no fraccionada, la heparina de bajo peso molecular y los
antagonistas de la vitamina K. El primero es un medicamento que, al unirse
a la antitrombina lll, potencia la actividad inhibitoria de la coagulacién, posee
una vida media corta, su accion es de inicio rapido y se dispone de antidoto.
Se usa sobre todo para la profilaxis en procedimientos y la permeabilidad
de accesos vasculares en bolos de 75 a 100 unidades/kg, con dosis de
mantenimiento que dependen de la edad: en menores de dos meses,
aproximadamente de 28 unidades/kg por hora, y en nifios mayores de esta
edad, de 18 a 20 unidades/kg por hora (17,18).

Por otra parte, la heparina de bajo peso molecular actua inhibiendo
el factor Xa mediante la activacion de la antitrombina lll. Entre sus
ventajas, resalta la vida media prolongada y el bajo riesgo de interaccion
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farmacoldégica. El rango terapéutico se infiere de los resultados en poblacién
adulta y se basa en el seguimiento de los niveles del antifactor Xa en suero.
En neonatos, la dosis media para alcanzar el rango terapéutico varia entre
1,6 y 2 mg/kg dos veces al dia y, en nifios mayores, entre 1,12y 1,9 mg/kg
dos veces al dia (17,18).

Por ultimo, la accion de los antagonistas de la vitamina K, que inhiben
factores dependientes de la vitamina como el X, IX, VII, Il y las proteinas C
y S, varia segun la dieta y los medicamentos que ingiera el paciente. Por
ejemplo, los nifios alimentados con formulas infantiles pueden ser resistentes
al medicamento porque dichas férmulas vienen enriquecidas con esta
vitamina, por lo que la supervisién es dificil y requiere vigilancia estrecha.
La dosis de inicio es de 0,1 a 0,2 mg/kg con rangos terapéuticos del indice
internacional normalizado (International Normalized Ratio, INR) entre 2 'y
3. En la poblacion pediatrica, especialmente en preescolares y lactantes, la
presentacion es una limitacion, puesto que esta disponible unicamente en
tabletas y su recomposicion en formulacion liquida no es segura (17,18).

Cabe aclarar que, ademas de los ya mencionados, los anticoagulantes
de nueva generacion se han probado en la poblacion pediatrica y estan
indicados en la trombocitopenia inducida por heparina. Actualmente,
se encuentran disponibles los inhibidores de trombina (bivalirudina y
argatroban), cuya adecuada seguridad ya ha sido documentada, asi como
pocos episodios de sangrado y la resolucion rapida de los coagulos. El
fondaparinux, por su parte, actda inhibiendo el factor Xa y tiene un perfil de
seguridad aceptable, requiere una dosis unica al dia y se supervisa midiendo
los niveles del factor anti-Xa; se recomienda una dosis de 0,1 mg/kg por dia y
su rango terapéutico es de 0,5 a 1 mg/L (17,18).

En el presente caso, se llegd a considerar el empleo de warfarina, pero
se sabe que los efectos de los cumarinicos se ven atenuados por el uso
concomitante de rifampicina y el metabolismo hepatico ya descrito (4,10,11),
lo que supone una mayor dificultad para mantener el INR aceptado (19). Por
ello, la alternativa recomendada fue la heparina de bajo peso molecular, la
cual se utilizo tras el diagndstico de trombosis.

En algunos estudios se ha propuesto el manejo con heparina de bajo
peso molecular como profilaxis (4,10,20), sin embargo, no hay un consenso
establecido sobre su inicio. Se plantea que, en casos graves de tuberculosis
pulmonar o miliar, se deberia iniciar la anticoagulacion simultdneamente con
el tratamiento compuesto, ya que las alteraciones hematoldgicas secundarias
de la enfermedad usualmente se resuelven tras un mes de tratamiento
antituberculoso (4,20).

No se ha establecido el tiempo minimo de tratamiento con anticoagulacion.
En la revision bibliografica se encontraron reportes de casos de pacientes
tratados durante tres meses que posteriormente hubo que extender hasta seis
meses (20). Monagle, et al., publicaron en el 2012 una guia para el tratamiento
antitrombotico en neonatos y nifios, recomendando el uso de heparina
no fraccionada o heparina de bajo peso molecular en quienes presenten
trombosis unilateral de la vena renal con extensidén a la vena cava superior
de una duracién aproximada de tres semanas hasta seis meses, como en el
presente caso (21). También, se encontraron publicaciones sobre el uso de
antagonistas de la vitamina K. Sangani, et al., por ejemplo, reportaron el caso
de una paciente de 11 afios con tuberculosis y trombosis en la vena cava
inferior y en la femoral, tratada con warfarina durante seis meses (22).
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Es claro que se debe instaurar de forma temprana el tratamiento
compuesto con los cuatro farmacos antituberculosos y mantenerse atento a
los signos que sugieran complicaciones secundarias al proceso propiciador
de la coagulacion para iniciar oportunamente el tratamiento anticoagulante,
incluso en aquellos pacientes sin factores de riesgo adicionales.

Conclusiones

La tuberculosis sigue siendo una causa importante de morbimortalidad
en Colombia y es importante documentar las complicaciones secundarias
y su frecuencia en la poblacién pediatrica, con el fin de recopilar los
datos en cohortes mas grandes e informar el comportamiento de las
variables hematoldgicas en este grupo etario. El tratamiento dptimo de las
complicaciones tromboembodlicas se basa en la vigilancia médica y en la
sospecha diagndstica ante hallazgos clinicos o paraclinicos sugestivos, por lo
cual se recomienda un seguimiento estricto de estos pacientes.
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La intoxicaciéon escombroide es ocasionada por el consumo de ciertos tipos de pescado (de
la familia Scombridae), comunmente el atun, los cuales acumulan grandes concentraciones
de histamina cuando los procedimientos de refrigeraciéon son inadecuados, ocasionando

en quienes los consumen sintomas muy similares a los de una alergia alimentaria, por

lo que es frecuente que no se diagnostique correctamente. Generalmente, los sintomas
desaparecen en pocas horas y no suelen ser graves, excepto algunos casos descritos en la
literatura especializada, de hipotensién, broncoespasmo, dificultad respiratoria, taquicardia
supraventricular e, incluso, infarto agudo de miocardio.

Este fue, precisamente, el caso de una mujer que ingresé al servicio de urgencias de un
hospital de tercer nivel de Medellin a los pocos minutos de haber ingerido atin con una
sintomatologia tipica de la intoxicacidn, pero con taquicardia supraventricular, una de sus
manifestaciones graves y atipicas.

Palabras clave: enfermedades transmitidas por los alimentos; atin; histamina; arritmias
cardiacas.

Scombroid poisoning secondary to tuna ingestion: a case report

Scombroid poisoning is caused by the consumption of certain types of fish (from the
Scombridae family), especially tuna. Due to inadequate refrigeration procedures, these fish
have high levels of histamine which generate symptoms similar to those of a food allergy

in their consumers, so it is frequently underdiagnosed. It is self-limited in a few hours and
the symptoms are usually not serious, except for specific cases reported in the literature

of hypotension, bronchospasm, respiratory distress, tachyarrhythmias, and even acute
myocardial infarction.

We report here the case of a woman admitted to the emergency department of a third

level hospital in Medellin a few minutes after eating tuna with the typical symptoms of
intoxication, as well as tachyarrhythmias, a serious and atypical manifestation.

Keywords: Foodborne diseases; tuna; histamine; arrhythmias, cardiac.

La intoxicacion escombroide es ocasionada por el consumo de ciertos
tipos de pescado refrigerados de forma inadecuada (1). Los sintomas son
similares a los de las alergias a la comida de mar, por lo que frecuentemente
el diagndstico es equivocado (2,3). Su nombre se debe a que se presenta
en mayor medida con el consumo de pescados de la familia Scombridae
(atun, bonito, caballa, entre otros) (2,4), que tienen mayores concentraciones
de histidina, la cual se convierte en histamina por la accion de la enzima
histidina descarboxilasa presente en las bacterias que residen en las
branquias y el tubo digestivo de este tipo de peces y cuyo crecimiento es
mayor a temperaturas entre los 20 y los 30 °C (5), por lo que el pescado debe
conservarse a 0 °C o menos para evitar su proliferacion.

Entre el 2009 y el 2012, se reportaron 40 brotes de la enfermedad en
Estados Unidos, los cuales afectaron a 136 personas. También se reporta
frecuentemente en Gran Bretafa y Japén; en este Ultimo pais, ocurrié el brote
con mayor numero de afectados, 2.656, en 1973.
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Los sintomas aparecen generalmente a los 20 o 30 minutos del consumo
e incluyen rubor facial, dolor abdominal, diarrea, cefalea, palpitaciones,
nauseas, vomito, boca seca, malestar general y mareo, los cuales
desaparecen entre seis y ocho horas después (6,7). Se pueden presentar
reacciones graves, como hipotension arterial, broncoespasmo, dificultad
respiratoria, arritmias (fibrilacion auricular, taquicardia supraventricular y
bloqueo auriculoventricular (8) e, incluso, infarto agudo de miocardio (6,9).

Caso clinico

Se presenta el caso de una mujer de 33 afos con hipertension arterial
crénica no tratada farmacoldgicamente y sin antecedentes alérgicos
conocidos. Ingreso al servicio de urgencias de una clinica de tercer nivel de
Medellin 30 minutos después de ingerir un filete de atun, con los siguientes
sintomas: odinofagia, disnea, edema en labios, dolor abdominal, y calor y
enrojecimiento facial.

En el examen fisico, la paciente presentaba taquicardia con una frecuencia
cardiaca de 160 latidos por minuto, la tensién arterial era normal y la
saturacién de oxigeno adecuada para el aire ambiente, estaba afebril y tenia
rubicundez en cara y térax anterior, pero sin evidencia de ruidos respiratorios
anormales en la auscultacién pulmonar.

Se obtuvo un electrocardiograma que reveld una taquicardia
supraventricular (figura 1), la cual se revirti6 utilizando la maniobra de
Valsalva: se sentd a la paciente y se le pidio que intentara sacar el émbolo
de una jeringa de 10 ml soplando durante 15 segundos, luego se la acostod
rapidamente y se elevaron sus piernas a 45° (10). La maniobra fue exitosa,
y el ritmo sinusal y la frecuencia cardiaca se normalizaron en 90 latidos
por minuto, verificados mediante monitoreo electrocardiografico. Se inicio
la administracién de esteroides orales, antihistaminicos e hidratacion, y se
solicitaron examenes de laboratorio.

A las dos horas, consultaron en el mismo servicio de urgencias dos
compaheras de trabajo de esta paciente que también habian consumido atun
y presentaban una sintomatologia similar, pero con manifestaciones menos
graves, pues presentaban estabilidad hemodinamica y no habia alteracion del
ritmo en el electrocardiograma. Los tres casos fueron reportados al sistema
de vigilancia en salud publica de Medellin.

Después del tratamiento inicial, la paciente tuvo una adecuada evolucion
clinica; en los exdamenes de laboratorio se evidencio la conservacion de
la funcion renal, no se registraron alteraciones de la funcion hepética, los
gases arteriales indicaban una leve alcalosis respiratoria, no habia alteracion
electrolitica y los rangos de creatina-fosfocinasa eran normales; en los
electrocardiogramas de control cada 12 horas, persistia el ritmo sinusal
(figuras 2 y 3), la paciente estaba asintomatica y fue dada de alta al dia
siguiente.

Consideraciones éticas

Se obtuvo la aprobacién y el consentimiento de la paciente para publicar
su caso.
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Figura 1. Taquicardia de complejos estrechos, regular, frecuencia cardiaca de
150 latidos por minuto, eje normal, sin alteraciones en repolarizacion ni signos de
isquemia miocardica

Figura 2. Ritmo sinusal, frecuencia cardiaca de 78 latidos por minuto, eje normal,
electrocardiograma sin hallazgos patolégicos

Figura 3. Bradicardia sinusal de 45 latidos por minuto, eje normal, sin signos de
blogueo auriculo-ventricular ni trastorno de repolarizacién
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Discusidn

Se considerd que la paciente presentaba una intoxicacion escombroide
con base en el cuadro clinico (11), pues la sintomatologia correspondia a la
que comunmente se encuentra en estos casos. Ademas, habia consumido
el tipo de pescado que la produce y hubo otros dos casos de personas que
también lo consumieron y tuvieron sintomas similares. Otros factores que
favorecieron el diagndéstico fue la rapidez (menos de 30 minutos) con que
aparecieron los sintomas después del consumo (12) y su rapida resolucién
con el tratamiento antihistaminico (3).

En general, la paciente present6 sintomas de una intoxicacion leve, pero
algunos poco comunes que solo se dan en intoxicaciones graves, como
la taquicardia supraventricular. La etiologia de las arritmias en este tipo de
intoxicacion puede explicarse por el efecto de la histamina en los receptores
H, y H, de las fibras automaticas de las auriculas izquierda y derecha,
respectivamente. La estimulacion del automatismo ectdpico y del nédulo sinusal
depende de los receptores H, y las alteraciones en la conduccion son mediadas
por los receptores H, (enlentecimiento de la conduccion auriculoventricular).
Ademas, la histamina favorece la aparicion de despolarizaciones tardias, las
cuales, a su vez, propician la actividad desencadenada (8,13) y tienen un efecto
cronotrdpico positivo (13-15).

La histamina no esta presente en los peces de forma natural, se produce
después de su muerte cuando se inhiben sus mecanismos de defensa contra
la proliferacion bacteriana. La conversion de histidina en histamina se da en
etapas tempranas de la descomposicién cuando, aparentemente, el pescado
todavia es comestible y no presenta cambios en su olor o coloracion. La
coccion del pescado a altas temperaturas solo evita la conversién de histidina
a histamina, pero no elimina la histamina que se ha producido con anterioridad
(16), por lo que el riesgo de intoxicacion sigue latente y la persona puede
presentar los mismos sintomas que provoca el pescado contaminado.

La Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos considera
que concentraciones de histamina de 50 mg por 100 g de pescado
son toxicos. La mayoria de los individuos presenta cuadros clinicos de
intoxicacidn cuando las concentraciones de histamina alcanzan los 100
mg/100 g de pescado; sin embargo, se han notificado casos graves con
concentraciones de 20 mg/100 g de pescado en personas propensas (16).

El almacenamiento del pescado a temperaturas por encima de los 10 °C
facilita la actividad de la enzima histidina carboxilasa producida por ciertas
bacterias de los géneros Proteus sp., Klebsiella sp., Aerobacter sp.y por
Escherichia coli (15), y favorece la liberacion de histamina hasta alcanzar
rapidamente niveles téxicos y producir efectos deletéreos en la salud de
quienes consumen estos pescados.

La variabilidad del espectro clinico de los pacientes intoxicados se puede
explicar por la propensién del individuo a la infeccion, el estado de su sistema
inmunitario y la forma en que este responde a un alérgeno determinado.
Pueden aparecer cuadros clinicos leves, con sintomas de intolerancia
gastrointestinal y manifestaciones cutaneas, o graves y potencialmente fatales,
con toxicidad cardiovascular como el choque anafilactico, las arritmias y el
sindrome coronario agudo debido al depdsito de histamina en el miocardio
(15). El tratamiento de la intoxicacién se basa en el uso de antihistaminicos
anti-H, y anti-H,, esteroides intravenosos, liquidos endovenosos y epinefrina
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en caso de choque o manifestaciones graves, asi como el tratamiento
sintomatico y especifico de cada arritmia en caso de presentarse.

En conclusioén, la intoxicacién escombroide debe sospecharse en pacientes
con manifestaciones sistémicas que se inicien después de ingerir pescado.
Debe averiguarse como se almacenaron los alimentos antes de su consumo y
si hubo cambios en su olor o sabor. El diagnéstico de esta condicion es clinico
dadas las limitaciones de tiempo y las dificultades para obtener muestras
adecuadas para detectar los niveles de histamina, por lo que debe hacerse un
interrogatorio cuidadoso para determinar la posible causa de la intoxicacion y
ofrecer un tratamiento temprano que evite resultados potencialmente mortales.
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Presentacion de caso

Miasis intestinal humana por Eristalis tenax en un
nino de la zona urbana del municipio de Policarpa,
Narino, Colombia

Alvaro Francisco Dulce-Villarreal, Angélica Maria Rojas-Barcenas?,

José Danilo Jojoa-Rios®, José Fernando Gomez-Urrego?®

' Salud Ambiental, Instituto Departamental de Salud de Narifio, Pasto, Colombia

2Direccion de Vigilancia y Analisis del Riesgo, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia
8 Grupo de Investigacion en Pediatria (GRINPED), Universidad Libre, Cali, Colombia

La miasis se produce por la infestacién con larvas de especies de moscas que afectan

los tejidos u 6rganos de los vertebrados, incluido el ser humano. Puede clasificarse por
caracterizacion entomoldgica o segun el tropismo de las larvas en los tejidos. La miasis
intestinal es poco frecuente y de dificil diagndstico dada su sintomatologia inespecifica, por lo
que la unica forma de confirmar el caso es mediante la identificacién de las larvas expulsadas.
Se presenta el primer caso reportado en el departamento de Narifio (Colombia) de miasis
intestinal en un nifio de seis anos residente en la zona urbana del municipio de Policarpa,
proveniente de una familia de nivel socioeconémico bajo, sin acceso a un adecuado
tratamiento y sin disposicién de aguas residuales y con insuficientes condiciones de
saneamiento basico. El caso clinico se asocié con diarrea cronica, dolor abdominal y
prurito anal, con la posterior expulsién de una larva cuyas caracteristicas morfoldgicas
correspondian a las de la mosca Eristalis tenax.

Palabras clave: miasis; parasitos; enfermedades parasitarias; diarrea infantil;
enfermedades gastrointestinales; larva.

Human intestinal myiasis by Eristalis tenax in a child from the urban area of the
municipality of Policarpa, Narino, Colombia

Myiasis is a pathology caused by the infestation of fly larvae species which affects vertebrates’
tissues or organs including humans. It can be classified entomologically or according to tissue
tropism. Intestinal myiasis is rare and difficult to diagnose given its non-specific symptoms; the
only way to confirm a case is by identifying the expelled larvae. This is the first case of intestinal
myiasis reported in the department of Narifio (Colombia) in a 6-year-old child from a low-income
family in the urban area of the municipality of Policarpa where there is no adequate treatment
and no disposition of wastewater and basic sanitation conditions are insufficient. The clinical
case was related to chronic diarrhea, abdominal pain, and anal pruritus with the subsequent
expulsion of a larva identified by its morphological characteristics as Eristalis tenax fly larva.

Keywords: Myiasis; parasites; parasitic diseases; diarrea, infantile; gastrointestinal
diseases; larva.

La miasis es la infestacién de tejidos u érganos (principalmente de ojos, piel,
nariz, senos paranasales, garganta e intestino), vivos o muertos, por larvas de
moscas (1). En los humanos se presenta principalmente en personas enfermas,
de paises en desarrollo y condiciones de saneamiento basico insuficientes
(2,3). La miasis humana puede tener un curso benigno y asintomatico o, por el
contrario, producir graves problemas de salud e, incluso, la muerte (4).

Entomoldgicamente, la miasis puede originarse por parasitos obligados
cuyas larvas requieren tejidos vivos para desarrollarse; por parasitos
facultativos que se encuentran en tejidos en descomposicion, vegetales vy,
a veces, en tejidos vivos, y por parasitos accidentales que se adquieren al
ingerir alimentos contaminados y que ocasionan infestacion (5,6).

Eristalis tenax es una especie de diptero que se encuentra en todas las
regiones biogeograficas y es especialmente prevalente en las proximidades
de los centros de actividad humana (7). En cuanto a su ciclo de vida, los
huevos eclosionan y producen larvas que se alimentan de materia organica y
se desarrollan durante dos a tres semanas. Las larvas poseen una formacién
respiratoria posterior a modo de tubo delgado retractil similar a una cola, rasgo
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que facilita su identificacion y explica que se las conozca como “larvas cola de
ratén’ Al llegar a los dos o tres centimetros, las larvas forman pupas que se
depositan en la tierra durante ocho a 20 dias hasta que eclosionan y aparecen
las moscas adultas con aspecto de abeja melifera. Estas moscas son atraidas
por el olor a putrefaccién y desovan en lugares con materia organica en
descomposicién, por lo que sus huevos o larvas suelen encontrarse en sitios
insalubres, sobre heridas infectadas o en vegetales en descomposicion (8).

Se presenta el primer caso reportado en Narifio de miasis intestinal por E.
tenax en un nifo de seis afos.

Caso clinico

Se trata de un nifio de seis afios de edad, habitante de la zona urbana
del municipio de Policarpa, Narifio, sur de Colombia, en un sector de estrato
socioecondmico bajo con deficientes condiciones de saneamiento bésico y sin
canalizacion de aguas residuales, por lo que estas fluyen hacia el fondo de una
cafada situada a pocos metros del barrio de residencia del menor (figura 1).

Desde los 18 meses de edad, el paciente venia presentando un cuadro
clinico recurrente e intermitente de dolor abdominal de tipo cdlico de intensidad
moderada que remitia sin tratamiento, y se asociaba con enfermedad diarreica
crénica no disentérica y prurito anal. En multiples ocasiones fue llevado al
puesto de salud local en donde se le traté con antiparasitarios convencionales
y se le dieron recomendaciones de modificacién de la dieta, a pesar de lo cual
continud con la misma sintomatologia.

En una ocasién, mientras el paciente defecaba, la madre observo la
expulsién por el recto de una larva de aproximadamente tres cm de longitud,
cilindrica, de color amarillo pardo, y rematada por una prolongacién a modo de
tubo delgado retractil similar a una cola, que le servia de ayuda para moverse
(figura 2). La madre recogio al animal en un recipiente y acudié de inmediato
al puesto de salud local con el paciente. Alli nuevamente se le formuld un
antiparasitario y se lo remitié para ser valorado en un establecimiento de salud
con un nivel de atencién superior, donde hicieron el examen coproscépico
mediante el cual se detectd y se caracterizo el parasito como una larva de
la mosca E. tenax (larva cola de rata). El paciente recibié tratamiento con
nitazoxanida y albendazol y su familia se instruy6 sobre las medidas de
prevencioén de las infecciones gastrointestinales: lavado de manos, adecuada
manipulacién de alimentos y potabilizaciéon del agua para el consumo.

Figura 1. A. Barrio de residencia del paciente en el municipio de Policarpa, Narifio, Colombia.
Noétese la cercania de las casas a la cafiada por donde fluyen las aguas residuales. B. Aspecto
de la quebrada que recibe las aguas residuales
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Figura 2. Larva de la mosca Eristalis tenax (larvas cola de rata) identificada
en las heces del paciente. N6tese el cuerpo cilindrico de color amarillo pardo
y, en la parte posterior, una prolongacién en forma de tubo delgado retractil y
movil. Estas caracteristicas ayudan a su identificacion.

Consideraciones éticas

Se siguieron las normas éticas para la investigacion en seres humanos
contenidas en la Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia y se mantuvo la confidencialidad de la informacion del paciente.

Discusion

La miasis humana es una enfermedad prevalente en los paises tropicales
que comunmente afecta a habitantes de las areas rurales y se asocia con
condiciones insalubres de vida, sin agua potable ni adecuado tratamiento o
canalizacién de aguas residuales, con las consecuentes deficiencias en la
higiene de las personas. La materia organica en descomposicion y el olor a
putrefaccion atraen a las moscas, las cuales depositan alli sus huevos (2,9,10).
Estas condiciones de insalubridad en el entorno del paciente explican que se
haya infectado con larvas de E. tenax y haya desarrollado miasis intestinal. El
foco de infestacion reconocido fueron las aguas residuales contaminadas de
una quebrada en las inmediaciones de su domicilio.

Las miasis viscerales son causadas por la contaminacién de los alimentos
o el agua con huevos de moscas que son ingeridos de manera accidental. Se
han descrito casos de miasis en el sistema digestivo (1,8,11,12), pero también
en otras localizaciones poco usuales, como la traquea y los pulmones (13-
15), la nasofaringe (15,16), las vias urinarias (17) y los genitales (18,19).

La larva de E. tenax tiene forma alargada, sus movimientos son giratorios,
su abdomen es cilindrico, su longitud es de 3 cm y su diametro de 0,5 cm,
y termina en una larga cola retractil de 4 a 5 cm (10,12), caracteristicas que
permitieron identificar esta especie como la causante de la miasis intestinal
en el presente caso.

La miasis intestinal se puede manifestar con sintomas inespecificos
de dolor abdominal de tipo cdlico intermitente y cronico, diarrea crénica,
nauseas, y emesis; si se presenta en el recto o cerca al ano, puede haber
sensacién de masa y prurito; puede, ademas, cursar con sangrados
gastrointestinales (4,8,11,12,20). El diagnostico final se logra mediante la
identificacién morfoldgica de las larvas expulsadas.
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El tratamiento de la miasis intestinal incluye las soluciones isotdnicas

conjuntamente con laxantes para eliminar las larvas, asi como medicamentos

antiparasitarios (8,12,21). Ademas, son importantes las recomendaciones
generales para la prevencion de infecciones gastrointestinales, como un

Biomédica 2020;40:599-603

adecuado lavado de manos, la apropiada manipulacion de los alimentos y la
potabilizacién del agua de consumo.

Conclusion

Las larvas de E. tenax pueden causar miasis intestinal, condicidn cuya

sintomatologia es inespecifica (dolor abdominal y diarrea crénicos, nduseas,
emesis, prurito anal), por lo que es necesario identificar las larvas expulsadas
para diagnosticarla. Los lugares propensos a la presencia de miasis intestinal
por E. tenax se caracterizan por ser insalubres, no contar con agua potable y
tener un inadecuado tratamiento de las aguas residuales.
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Case report

Twins from different fathers: A heteropaternal
superfecundation case report in Colombia

Fernanda Mogollén, Andrea Casas-Vargas, Fredy Rodriguez, William Usaquén

Grupo de Genética de Poblaciones e Identificacion, Instituto de Genética, Universidad Nacional
de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

Heteropaternal superfecundation is an extremely rare phenomenon that occurs when a
second ova released during the same menstrual cycle is additionally fertilized by the sperm
cells of a different man in separate sexual intercourse.

In August, 2018, the Grupo de Genética de Poblaciones e Identificacidn at Universidad
Nacional de Colombia received a request to establish the paternity of a pair of male twins
with genetic markers. The following analyses were performed: amelogenin gene, autosomal
short tandem repeat (STR), and Y-STR analyses by means of human identification
commercial kits, paternity index, and the probability of paternity calculation and
interpretation. A paternity index of 2.5134E+7 and a probability of paternity of 99.9999% for
twin 2 were obtained while 14 out of 17 Y-chromosome markers and 14 out of 21 autosomal
short tandem repeats were excluded for twin 1. The results indicated that the twins have
different biological fathers.

Although heteropaternal superfecundation is rarely observed among humans given its low
frequency, in paternity disputes for dizygotic twins it is mandatory to demand the presence
of the two twins in the testing to avoid wrong conclusions.

Keywords: DNA fingerprinting; paternity; twins, dizygotic; fertilization; microsatellite repeats.

Gemelos de diferentes padres: un caso de superfecundacion heteropaternal en
Colombia

La superfecundacién heteropaternal es un fenémeno extremadamente raro que se produce
cuando un segundo 6vulo, liberado durante el mismo ciclo menstrual, es fertilizado por un
espermatozoide de un hombre diferente en relaciones sexuales separadas.

En agosto de 2018, el Grupo de Genética de Poblaciones e Identificacion de la Universidad
Nacional de Colombia recibié una solicitud para establecer la paternidad mediante
marcadores genéticos de un par de mellizos varones, en quienes se hizo el andlisis del
gen de amelogenina, el andlisis de repeticiones cortas en tandem (Short Tandem Repeats,
STR) autosémicas y del cromosomaY (Y-STR) mediante kits comerciales de identificacion
humana y célculos e interpretacion del indice de paternidad y probabilidad de paternidad.
Se obtuvo un indice de paternidad de 2,5134E+7 y una probabilidad de paternidad de
99,9999 % para el gemelo 2, en tanto que en el gemelo 1 se excluyeron 14 de los 17
marcadores del cromosomaY y 14 de los 21 sistemas STR autosémicos evaluados. Los
resultados indicaron que los gemelos tienen diferentes padres bioldgicos.

A pesar de que la superfecundacién heteropaternal rara vez se observa en humanos
debido a su baja frecuencia, en las disputas de paternidad para los gemelos dicigéticos,

es obligatorio exigir en la prueba la presencia de los dos gemelos para evitar conclusiones
incorrectas.

Palabras clave: dermatoglifia del ADN; paternidad; gemelos dicigéticos; fertilizacion;
repeticiones de microsatélite.

Heteropaternal superfecundation is an extremely rare phenomenon that
occurs when a second ova released during the same menstrual cycle is
additionally fertilized by the sperm cells of a different man in separate sexual
intercourse taking place within a short period of time from the first one (1-4).
Wenk, et al., found three cases in 39,000 records of a paternity-test database
and showed a frequency of 2.4% heteropaternal superfecundation among
dizygotic twins whose parents were involved in paternity disputes (5,6).
Nevertheless, the frequency of these cases may vary depending on the
population’s coital rates and double ovulation rates (3).

This phenomenon was initially presented by Archer in 1810 (7); he showed
the phenotypic differences between a white female twin and the other mulatto
female twin and his study was later followed by Terasaki, et al., in 1978 by typing
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histocompatibility antigens (8). Today, about 19 heteropaternal superfecundation
cases worldwide have been reported (2,4,7-23). It has been suggested that

this will cease to be a rare event, as cases are being and will be described
more frequently thanks to the current availability of molecular methods and the
popularity and increasing number of paternity tests (2-4,14,22).

In Colombia, Bravo-Aguilar presented a case of heteropaternal
superfecundation as an example in the book “The genetic truth of the
paternity” where two cases detected in the laboratory are mentioned, but no
further information is given (24).

Here we present a case of dizygotic twins from different fathers detected in
Colombia as evidenced by autosomal short tandem repeat (STR) DNA markers.

Case presentation

In August, 2018, the Grupo de Genética de Poblaciones e Identificacion
at Universidad Nacional de Colombia received a request to establish the
paternity of a pair of male twins with genetic markers from the alleged father,
who suspected the children’s kinship and requested paternity testing. Both
twins were males, born after 35 weeks of gestation; the first male was 1,700 g
and the second one, 2,380 g. The mother denied receiving blood transfusions
during pregnancy, but she mentioned oral contraceptive intake before
conception and antecedents of twins on her mother’s side. The study was
conducted with written consent from both the twins’ mother and the alleged
father. They also gave their consent for the publication of this work.

Genetic profiles

Blood samples were collected from the twins, their mother, and the alleged
father on FTA cards. We obtained two independent samples for each person
taken at different times and each sample was investigated in duplicate.

DNA was extracted using two punches per sample and it was washed
using FTA Reagent Purification buffer. To define the genetic profiles, the
samples were typed for 15 autosomal STRs (D8S1179, D21S11, D7S820,
CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA,
TPOX, D18S51, D5S818, FGA) and amelogenin as the sex marker in the
AmpFISTR Identifiler Amplification Kit™ (Applied Biosystems).

To confirm and extend this analysis, we used 16 autosomal STRs
(D10S1248, vWA, D16S539, D251338, D8S1179, D21S11, D18S51,
D22S1045, D19S433, THO1, FGA, D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391,
SE33) and amelogenin as the sex marker of the AmpFISTR NGM SElect Kit™
(Applied Biosystems).

In another reaction, 17 Y-chromosome STR markers (DYS456, DYS389lI,
DYS390, DYS389ll, DYS458, DYS19, DYS385a/b, DYS393, DYS391, DYS439,
DYS635, DYS392, GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448) were amplified
simultaneously with the AmpFISTR Yfiler PCR Amplification Kit™ (Applied
Biosystems).

These amplifications were done in an Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler™. Capillary electrophoresis running and detection of amplified products
were conducted with the ABI PRISM 310™ genetic analyzer. Samples were
analyzed with GeneMapper ID™ software, version 3.2 (Applied Biosystem).
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Table 1. Genotypes of the mother, the alleged father, and the twins for 21 autosomal loci and genotypes of the

alleged father and twins in 17 Y-chromosome loci

Biomédica 2020;40:604-8

Autosomal STR Y-STR
System Alleged father Mother Twin 1 Twin2 |Y-STR Loci Alleged father Twin1 Twin 2
D8S1179 14 /15 11/13 11/12 13/15 |DYS456 17 16 17
D21S11 32.2/32.2 30/30.2 27/30.2 30.2/32.2|DYS389I 13 12 13
D7S820 11/12 8/10 8/8 8/12 DYS390 24 21 24
CSF1PO 10 12 12/12 10/12 |DYS389ll 29 28 29
D3S1358 15/18 17 15/17 17/18 |DYS458 16 15 16
THO1 6/7 6/9.3 7/9.3 7/9.3 |DYS19 14 13 14
D13S317 12/13 10/ 11 10/M1 10/13 |DYS385a/b 1/14 13/16 11/14
D16S539 10/12 12 9/12 12 DYS393 13 14 13
D2S1338 17/23 17/22 22/22 22 /23 |DYS391 1 10 1
D19S433 13/14 13.2/13.2 12.2/13.2 13.2/14 |DYS439 12 11 12
VWA 16/18 16/18 16/18 18 DYS635 23 22 23
TPOX 8 8/12 1/12 8/12 |DYS392 13 15 13
D18S51 14/18 12/16 14 /16 12/14 |GATA H4 11 1 11
D5S818 1 1 11 1 DYS437 14 13 14
FGA 22/24 22 21/22 22 /24 |DYS438 12 12 12
D10S1248 15/16 14/15 13/15 14/16 |DYS448 19 19 19
D2251045 15/16 15/16 16 15/16
D2S441 1/14 10/ 11 10/ 1 1
D1S1656 11/12 17/17.3 173/173 12/17
D12S391 16 17 /26 17 /18 16/17
SE33 19/22.2 16/28.2 28.2/282 16/222
Amelogenin XY XX XY XY

Alleged father — twin 1

Discrepancies in 14 autosomal STR markers and in 14 STR loci for Y
chromosome (table 1) between the alleged father and twin 1 were observed.

Alleged father — twin 2

Results favored the paternity of the alleged father for only one of the
twins whom we labeled as ‘twin 2’ All 21 autosomal and 17 Y-chromosomal
markers were in concordance with paternity (table 1). The paternity index was
2.5134E+7.

As the genetic profile of the undoubted biological mother was available,
the autosomal genotyping results indicated that the two twins had different
fathers, which was confirmed with Y STR markers.

Discussion

Few cases of heteropaternal superfecundation have been reported
worldwide possibly because not all the cases have been involved in paternity
disputes, which decreases the probability of their reporting (3,5,22). However,
the frequency of cases will probably rise with time due to the availability of
molecular techniques that serve as a tool for the correct resolution of such
cases, as well as the recent increase in twin births (2).

In this case, the two brothers participated in the paternity study in
response to a preview communication from the laboratory support service
explaining that the test required the presence of both twins to study each
of them separately, as well as the importance of including the mother. We
observed 14 alleged father-twin 1 incompatibilities for Y-STRs loci (table 1)
while no discrepancies between the alleged father and twin 2 were found
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allowing us to link twin 2 to the same paternal linage of the alleged father

and to exclude twin 1 relationship to him. On the other hand, the analysis of
the autosomal markers enabled us to establish the biological paternity of the
alleged father in regard to twin 2 while excluding him as the father of twin 1.
We also confirmed the biological maternity thus excluding any possibility of an
interchange of the twins.

The difference between the birth weight of twin 1 and twin 2 was
remarkable (680 g). This has also been mentioned by other authors
(4,10,12,22) and is explained by the different gestational age of the children as
a consequence of the time elapsed between one fertilization and the second
one (21). Some authors assume that the time between the first and the
second fertilization is about three or four days, although this time can be even
longer (up to 14 days) (1,5,6).

Finally, this outcome allowed us to detect a case of dizygotic twins with
different fathers, which is a rare and infrequent event reported in the literature.
This case reiterates the need for the participation of both twins in paternity
testing as these events happen although their frequency is not high.

Conclusions

The results of the present study confirmed that these twins have different
biological fathers.
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Presentacién de caso

Hemorragia cerebral fatal después de una
mordedura de serpiente Bothrops asper en la
region del Catatumbo, Colombia
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"Departamento de Medicina Interna, Hospital Universitario Erasmo Meoz, Universidad de
Pamplona, Cucuta, Colombia
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Cucuta, Colombia

Las mordeduras de serpientes son un problema de salud publica en regiones tropicales

y subtropicales del mundo. Ocurren, especialmente, en trabajadores rurales, y son una
importante fuente de discapacidad y mortalidad.

Se presenta el caso de un hombre de 59 afos, agricultor de la regién del Catatumbo
(Colombia), quien sufrié la mordedura de una serpiente Bothrops asper, la cual le produjo
una hemorragia cerebral fatal.

Se llama la atencidn sobre el grave trastorno hemorragico en contraste con los leves
cambios en el sitio de la mordedura, asi como sobre la necesidad del tratamiento temprano
de la intoxicacion con el suero antiofidico, incluso, en ausencia de manifestaciones
cutaneas significativas.

Palabras clave: Bothrops; venenos de viboras; mordeduras de serpientes; hemorragia
cerebral; Colombia.

Fatal brain hemorrhage after Bothrops asper bite in the Catatumbo region of
Colombia

Snake bites are a public health problem in tropical and subtropical regions of the world.
They occur especially in rural workers and are an important source of disability and
mortality.

We present the case of a 59-year-old farmer from the Catatumbo region of Colombia who
was bitten by a B. asper snake and suffered a fatal brain hemorrhage after the event.

We draw attention to the severe bleeding disorder in contrast with the slight changes at
the site of the bite, as well as on the importance of the early treatment of poisoning with
antivenom even in the absence of significant skin manifestations.

Keywords: Bothrops; viper venoms; snake bites; intracranial hemorrhage; Colombia.

Las mordeduras de serpientes son un problema de salud publica
desatendido en muchos paises tropicales y subtropicales. Se calcula que cada
afo cerca de 2,7 millones de personas sufren envenenamiento debido a estas
mordeduras, y que, aproximadamente, 100.000 mueren y 400.000 quedan
discapacitadas de forma permanente (1). En Latinoamérica, la incidencia total
de envenenamiento por mordedura de serpiente oscila entre 5 y 62 casos
por 100.000 personas al aio (2). En Colombia, se notificaron 5.286 casos de
accidente ofidico en el 2018, de los cuales 385 (7,3 %) ocurrieron en Norte de
Santander (3). La mayoria de estos accidentes son causados por serpientes
del género Bothrops, con una letalidad del 0,7 % (4).

Los signos clinicos mas comunes de la mordedura de serpientes del
género Bothrops son eritema, dolor y edema en el sitio de mordedura. Sin
embargo, en los casos graves pueden presentarse hemorragias en distintos
drganos, entre ellos el cerebro (5). Se presenta un caso de hemorragia
cerebral fatal en un adulto luego de la mordedura por Bothrops asper.

Presentacion del caso

Se trata de un agricultor de 59 afios procedente del area rural del
corregimiento de La Gabarra, municipio de Tibd, en la region del Catatumbo
colombiano, quien consultd por un cuadro clinico de 12 horas de evolucion
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caracterizado por cefalea global intensa, sangrado en las encias y hematuria.
Tres dias antes habia sido mordido en el pulgar derecho por una serpiente

B. asper identificada con base en la descripcion dada por el paciente y un
familiar. En el Centro de Salud de La Gabarra fue valorado y le aplicaron tres
viales de suero antiofidico polivalente del Instituto Nacional de Salud.

Fue remitido al Hospital Regional del Norte de Tibu, en donde ingresé
somnoliento, pero orientado y con signos vitales normales. Se determinaron
los tiempos de coagulacion como prolongados (tiempo de protrombina: 50
segundos, tiempo de tromboplastina: 54 segundos), por lo cual se decidié
aplicar otros tres viales de suero antiofidico. En las siguientes horas, el
paciente presentd deterioro del estado de conciencia hasta entrar en coma,
con dilatacion y falta de reaccién de la pupila derecha, y sangre no coagulable.

Se le aplicaron otros cuatro viales de suero antiofidico y fue remitido al
Hospital Universitario Erasmo Meoz de Cucuta, donde ingresoé el 11 de marzo
de 2019, en coma y con los siguientes signos vitales: tension arterial, 126/75
mm Hg; frecuencia cardiaca, 82 latidos por minuto; frecuencia respiratoria de
18 por minuto; temperatura de 36 °C; puntaje de 6/15 en la escala de coma
de Glasgow, y anisocoria por midriasis paralitica derecha (pupila derecha, 5
mm y pupila izquierda, 3 mm) con reaccién de decorticacion.

Se observaron dos lesiones por mordedura de serpiente en la falange distal
del pulgar derecho, con signos de sangrado y leve edema de la mano derecha
(figura 1). En la tomografia computarizada simple de craneo, se observé una
gran hemorragia cerebral témporo-parietal y de los nucleos basales derechos
que ejercia efecto de masa al comprimir el atrio ventricular y desviar la linea
media, y cuyo volumen se calculé en 97 ml; habia pequenas hemorragias
subaracnoideas corticales parietales izquierdas y en la cisterna ambiens
izquierda. Ademas, se observd edema cerebral y del tallo cerebral (figura 2).

Inmediatamente, se hizo la intubacion orotraquial y se dio asistencia
respiratoria mecanica. Las nuevas pruebas de coagulacion fueron normales,
pero se observo una leve hipofibrinogenemia. Los resultados de los exdmenes
paraclinicos estan consignados en el cuadro 1. Ese mismo dia, el paciente fue
sometido a craneotomia y drenaje del hematoma cerebral y, posteriormente,
se le trasladé a la unidad de cuidados intensivos. Su evolucion no fue
satisfactoria y presentd una falla multiorgadnica que desembocd en su muerte
el 16 de marzo de 2019, nueve dias después del accidente ofidico.

Figura 1. Dos equimosis por la mordedura de la serpiente en la falange distal del pulgar derecho
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Figura 2. Tomografia axial simple de craneo: a, b, c. Hemorragia cerebral parietal derecha
extensa y hemorragia de nucleos basales derechos con desvio de la linea media; d. Hemorragia
subaracnoidea cortical parietal izquierda

Cuadro 1. Resultados de los exdmenes paraclinicos del ingreso

Cuadro hematico

Hemoglobina (g/dl) 12,4

Leucocitos (por pl) 13.270

Polimorfonucleares (por pl) 11.450
231.000

Plaquetas (por pl)
Pruebas de coagulacion

Tiempo de protrombina (s), (control: 11,9 s) 12,60
INR 1,06
Tiempo parcial de tromboplastina (s), (control: 29 s) 22,90
Fibrinégeno (mg/dl), (normal: 200-400 mg/dl) 139,90
Quimica sanguinea

Nitrégeno ureico (mg/dl) 20
Creatinina (mg/dl) 0,64
Electrolitos séricos

Sodio (mmol/L) 140
Potasio (mmol/L) 3,50
Parcial de orina Normal
Electrocardiograma Bradicardia sinusal
Radiografia del torax Normal

Consideraciones éticas

La publicacion de este caso fue autorizada por el Comité de Etica de
Investigacion del Hospital Universitario Erasmo Meoz de Cucuta.

Discusion

Los accidentes ofidicos han sido motivo de estudio en Colombia y son
numerosas las publicaciones sobre el tema (6-13). También se han descrito
las complicaciones hemorragicas (9,10) e isquémicas (14,15) del sistema
nervioso central, especialmente las asociadas con la mordedura de B. asper.

Bothrops asper es responsable de la mayoria (50-80 %) de las
mordeduras de serpientes en Centroamérica y en las regiones del norte de
Suramérica (2). Las mordeduras afectan principalmente a hombres del area
rural atacados durante sus actividades laborales (16).

Este paciente provenia del Catatumbo, una regién con una extension de
10.089 km?, ubicada en el departamento de Norte de Santander, al nororiente
de Colombia, en la frontera con la Republica Bolivariana de Venezuela. Es un
territorio formado por zonas montafiosas y planas, con gran biodiversidad y
riqueza hidrica. Esta conformada por 11 municipios y tiene una poblacién de
250.000 habitantes, la mitad de ellos residentes en las areas rurales, entre las
cuales se cuentan los resguardos de la comunidad indigena bari. Es una region
marginada, con poca presencia estatal y necesidades basicas insatisfechas para
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la mayoria de la poblacion. Ademas, ha sido escenario de conflictos armados y
del accionar del narcotrafico dado el desarrollo de una economia cocalera (17).

Las manifestaciones clinicas producidas por el veneno de B. asper pueden
ser locales o sistémicas y afectan tres sistemas: el musculoesquelético, el
hematoldgico y el renal. Las principales manifestaciones son: edema local,
equimosis, ampollas, dermonecrosis y mionecrosis, disfibrinogenemia,
trombocitopenia, sangrado sistémico, hipotension y alteraciones renales.
Ademas, se puede observar infeccion de tejidos blandos, falla renal aguda,
sindrome compartimental, hemorragia del sistema nervioso central y, en
mujeres embarazadas, aborto, pérdidas fetales y desprendimiento de la
placenta (2). En el presente caso, las manifestaciones locales fueron leves:
solo edema y equimosis.

La hemorragia del sistema nervioso central ocurre en 2 a 3 % de las victimas
de la mordedura de B. asper y es una de las complicaciones mas graves. Las
hemorragias pueden ser cerebrales, principalmente lobares, ventriculares,
medulares, subaracnoideas, cerebelosas, subdurales o epidurales. Los sintomas
dependen de la localizacién del sangrado y, cuando este es masivo, predomina
la hipertensién intracraneal (2,18). En el presente caso, una hemorragia cerebral
masiva produjo hipertension intracraneal y herniacion del I6bulo temporal con
compresion del mesencéfalo, asi como hemorragia subaracnoidea, situacion
que empeoro el prondstico neurologico (figura 2).

En pacientes mordidos por serpientes del género Bothrops, se han descrito
con menor frecuencia los infartos encefalicos, la gran mayoria cerebrales
corticales; ocasionalmente, afectan varios territorios arteriales, pero pocas
veces hay transformacién hemorragica. La causa del infarto isquémico es
controvertida. Se han propuesto algunas teorias sobre su etiopatogenia, entre
ellas, la presencia de toxinas del veneno como causantes de hipercoagulabilidad
y de dafio endotelial, vasculitis inmunolégica e hipotension sistémica (18).

El veneno de B. asper contiene proteinas que pertenecen, por los menos,
a ocho familias: metaloproteinasas, proteasas de serina, proteina similar a la
lectina de tipo C, L-amino&cido oxidasa, desintegrina, fragmento DC, proteina
secretora rica en cisteina y fosfolipasa A2 (PLA2). En este veneno se han
aislado y caracterizado unas 25 proteinas pertenecientes a estas familias (19).

La hemorragia sistémica y la coagulopatia constituyen los dos efectos
sistémicos mas reconocidos del envenenamiento por mordedura de B. asper,
tanto clinica como experimentalmente. Las metaloproteinasas del veneno de
serpiente P-1lI (especialmente la batroxrhagina), las proteinasas de serina 'y
la proteina similar a la lectina de tipo C, son responsables de la hemorragia
sistémica, la disfibrinogenemia, la trombocitopenia y la disminucion de la
agregacion plaquetaria (20,21).

Las alteraciones cardiovasculares que llevan al choque son el resultado de
los efectos combinados de las toxinas hemorragicas, de otros componentes
del veneno, como la PLA2 y las aminas biégenas, que aumentan la
permeabilidad vascular responsable de la hipotension, asi como del efecto
cardiotoxico de la miotoxina PLA2. Las alteraciones renales probablemente se
deben a la accién citotdxica directa de las nefrotoxinas, y a la isquemia renal
debida a la hipovolemia y la hipoperfusion tisular. Sin embargo, la patogenia
de las alteraciones cardiovasculares y de la falla renal no se ha dilucidado
del todo, a pesar de los conocimientos adquiridos sobre otros venenos de
serpientes del género Bothrops (20,21).
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Las alteraciones mas frecuentes de los examenes de laboratorio son la
disminucion del fibrinégeno, la cual ocurre en el 60 al 70 % de los casos de
forma precoz, usualmente de los 30 a los 60 minutos del envenenamiento,

y la trombocitopenia, que ocurre del 15 al 30 % de los casos. En los
envenenamientos moderados y graves, se observa alteracion de las pruebas
de coagulacion (tiempo de protrombina, tiempo parcial de tromboplastina,
dimero D y productos de degradacion del fibrindgeno o la fibrina). En el
seguimiento, estas pruebas se deben practicar frecuentemente (2).

Una manera rapida, sencilla y eficaz para detectar el consumo de fibrinégeno
es hacer la prueba de coagulacion de sangre total a los 20 minutos (se puede
complementar con la medicion a los 30 minutos), la cual indica coagulopatia
por consumo cuando no se forma codgulo en el tiempo estipulado (22,23). Esta
prueba es Util en la valoracion inicial del paciente con mordedura de serpiente
en sitios en donde no se dispone de un laboratorio; se hace a la cabecera del
paciente y su sensibilidad y especificidad son aceptables (23). Una prueba
positiva significa que se han inoculado unos 300 mg de veneno. La presencia
de sangre no coagulable y la de trombocitopenia en el momento del ingreso
hospitalario, son dos factores que se asocian con el sangrado sistémico (21).

En Colombia, la guia oficial recomienda que, en casos de envenenamiento
grave, se apliquen 10 a 12 ampollas del suero polivalente manufacturado por
el Instituto Nacional de Salud, el cual tiene la potencia de neutralizar 70 mg
de veneno de B. asper por cada ampolla de 10 ml (2).

La mortalidad asociada con los eventos cerebrovasculares causados
por el envenenamiento de serpientes del género Bothrops es del 62 % y los
supervivientes usualmente quedan con secuelas (24). En un estudio brasilefio
reciente (16), se encontré que una demora de mas de seis horas en la
administracion del antiveneno y la edad de 65 o mas afios, se asocian en forma
independiente con la mortalidad en los pacientes que sufren intoxicacién por
veneno de serpiente. En el mismo sentido, una tardanza de seis o mas horas
para dar inicio al tratamiento especifico se ha asociado significativamente con
la gravedad de la intoxicacion (8,24). Se ha comprobado que la hemorragia del
sistema nervioso central también esta relacionada con la demora en iniciar el
tratamiento especifico, lo que sucedié en este paciente (10,25).

Este caso llama la atencidn por los leves signos locales de
envenenamiento que contrastan con el grave sangrado del sistema nervioso
central. Probablemente, los pocos cambios locales influyeron para que el
paciente tardara en consultar. Hay que tener en cuenta que las afectaciones
locales leves no excluyen el consumo masivo de fibrindgeno y la presencia
de hemorragia sistémica. Este es un hecho conocido y se ha postulado
que ocurre cuando la mordedura es por una serpiente joven. Se han
demostrado diferencias en la composicion de los venenos segun la edad de
las serpientes B. asper. Gutiérrez, et al. (26), demostraron, mediante estudios
electroforéticos y de inmunoelectroforesis, que el veneno de las serpientes
recién nacidas es mas hemorragico y el de las serpientes adultas tiende a
producir mas mionecrosis.

Desde el punto de vista ontogenético, en los estudios de protedmica se ha
determinado el predominio de las metaloproteinasas de clase PIII (las toxinas
hemorragicas mas potentes) en las serpientes jévenes, en tanto que, en las
adultas, predominan las metaloproteinasas de clase Pl (inducen hemorragia
local); ademas, las serpientes adultas tienen un conjunto diferente de
fosfolipasas A2 (inductoras mas de dermonecrosis y mionecrosis) (27,28).
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Los accidentes ofidicos graves, como el que se presenta aqui, revelan
que este problema de salud esta desatendido e invitan a coordinar esfuerzos
globales para disminuir su impacto en la mortalidad y la discapacidad (1).
Asimismo, obligan al personal sanitario a cargo de estos pacientes en zonas
remotas (como la region del Catatumbo nortesantandereano), a mejorar el
conocimiento de esta condicion y el cumplimiento de las guias de manejo, y a
garantizar el adecuado abastecimiento del suero antiofidico.
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Adverse treatment outcomes in multidrug resistant
tuberculosis go beyond the microbe-drug interaction:
Results of a multiple correspondence analysis.
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Introduction: Multidrug-resistant tuberculosis treatment is effective in 50% of patients due
to several factors including antibiotic susceptibility of the microorganism, adverse treatment
reactions, social factors, and associated comorbidities.

Objectives: In this study, we describe the demographics, clinical characteristics, and
factors associated with treatment outcomes in multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB)
patients in Medellin, Colombia.

Materials and methods: We conducted a retrospective analysis using data from patients
diagnosed with MDR-TB attending Hospital La Maria in Medellin, Colombia, for treatment
between 2010 and 2015. Patients were categorized as having successful (cured) or poor
(failure, lost to follow-up, and death) treatment outcomes. Associations between demographic,
clinical factors, laboratory results, treatment outcomes, and follow-up information were
evaluated by univariate, multivariate, and multiple correspondence analyses.

Results: Of the 128 patients with MDR-TB, 77 (60%) had successful outcomes. Of those
with poor outcomes, 26 were lost to follow-up, 15 died, and 10 were treatment failures.
Irregular treatment, the presence of comorbidities, and positive cultures after more than two
months of treatment were associated with poor outcomes compared to successful ones
(p<0.05 for all). The multiple correspondence analyses grouped patients who were lost to
follow-up, had HIV, and drug addiction, as well as patients with treatment failure, irregular
treatment, and chronic obstructive pulmonary disease.

Conclusion: The recognition of factors affecting treatment is essential and was associated
with treatment outcomes in this series of patients. Early identification of these factors should
increase the rates of treatment success and contribute to MDR-TB control.

Keywords: Tuberculosis, multidrug-resistant; extensively drug-resistant tuberculosis;
treatment outcome.

Los resultados adversos en el tratamiento de la tuberculosis resistente a multiples
farmacos sobrepasan la relacion farmaco-microorganismo: resultados de un analisis
de correspondencia multiple

Introduccion. El tratamiento de la tuberculosis multirresistente tiene una efectividad del
50 %, afectado por multiples factores como la sensibilidad del microorganismo, las
reacciones secundarias, los factores sociales y las comorbilidades existentes.

Objetivos. Describir la demografia, las caracteristicas clinicas y los factores prondsticos
asociados con los resultados del tratamiento en pacientes multirresistentes (TB-MDR) de
Medellin, Colombia.

Métodos. Se hizo un andlisis retrospectivo de los datos de los pacientes con TB-MDR
atendidos en el Hospital La Maria de Medellin, Colombia, que fueron tratados entre el
2010 y el 2015. Los pacientes se categorizaron con tratamiento exitoso (curados) o con
tratamiento fallido (falla en el tratamiento, pérdida durante el seguimiento y muerte). Se
determind la asociacién entre las caracteristicas demograficas y clinicas, los resultados
de los exdmenes de laboratorio, los desenlaces del tratamiento y la informacién del
seguimiento, utilizando analisis univariado, multivariado y de correspondencia multiple.
Resultados. De 128 pacientes con TB-MDR, 77 (60 %) tuvieron un tratamiento exitoso.
De los que tuvieron un tratamiento fallido, 26 pacientes se perdieron en el seguimiento, 15
murieron y 10 tuvieron falla en el tratamiento. El tratamiento irregular, las comorbilidades y
los cultivos positivos mas alla de 2 meses de tratamiento se asociaron significativamente
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con los tratamientos fallidos (p<0,05). El andlisis de correspondencia multiple agrupé los
pacientes con pérdida en el seguimiento, con HIV y tratamientos irregulares, y los pacientes
con tratamientos irregulares y enfermedad pulmonar obstructiva crénica con falla en el
tratamiento y muerte.

Conclusion. El reconocimiento temprano de los factores que afectan el desenlace del
tratamiento de los pacientes con TB-MDR es esencial; la identificacion de dichos factores
deberia incrementar el éxito del tratamiento y contribuir al adecuado control de la TB-MDR.

Palabras clave: tuberculosis farmacorresistente, falla del tratamiento, tuberculosis
resistente a medicamentos, tuberculosis extensamente resistente a farmacos.

Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) continues to be an obstacle for
disease control. It has been estimated that globally, 4.1% of new tuberculosis
cases and 19% of previously treated cases have MDR-TB. In other words,
there are 490,000 new MDR-TB cases worldwide annually. Additionally, 6.2%
of MDR-TB cases are extensively drug-resistant (XDR) (1,2).

Colombia, with a population of 45.5 million, reported 13,870 tuberculosis
cases in 2017; 420 cases were reported as drug-resistant and 108 as MDR-
TB, out of which 2.4% were new cases and 14% had been previously treated
(2). According to the national tuberculosis program, 32 XDR-TB cases have
been diagnosed in the country to date (3). The department of Antioquia
reported a fifth of the national MDR-TB cases, half of them in Medellin, the
capital city (4).

MDR-TB cases pose problems for tuberculosis control programs: Increase
in treatment costs, longer duration of treatment, and less efficacy. Likewise,
this treatment is associated with more adverse effects than that required for
a regular tuberculosis patient. Adverse effects, in turn, are accompanied by
drug availability constraints, lack of treatment compliance, and administrative
barriers for delivering, as well as for treatment follow-up (5). In this context,
the global treatment cure rate for MDR-TB is 54%, mostly due to mortality and
lack of follow up. Only 30% of XDR-TB patients in the 2014 cohort reported
from 138 countries completed their treatment successfully (1). From 2000
onwards, the World Health Organization (WHO) and the Stop TB Partnership
provided support to countries for MDR-TB management through the Green
Light Committee. This initiative was created to evaluate, lend guidance, and
facilitate access for tuberculosis control programs to second-line drugs at a
reduced price with an assured quality (5).

In Colombia, an MDR-TB treatment program was initiated in 2010 in
Medellin to improve the management of these patients with second-line
antituberculosis drugs. It was supported by the Green Light Committee and
the national tuberculosis program [a public-private alliance formed by the
Direccidn Seccional de Salud, Secretaria de Salud de Medellin, Hospital La
Maria, Corporacion para Investigaciones Bioldgicas, Liga Antituberculosa de
Antioquia, and Fundacion Red de Apoyo Social (RASA)].

In this study, we describe the demographics, clinical characteristics, and
prognostic factors associated with treatment outcomes in these MDR-TB
patients. Given the lack of published studies on the treatment results of these
patients in the country, we described a cohort of patients treated for MDR-TB
and analyzed the socio-demographic factors associated with their outcomes.

Materials and methods

We conducted a descriptive retrospective study based on the data
regarding the diagnosis, treatment, and outcomes of MDR-TB patients
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enrolled in a national program for improving MDR-TB treatment and
management. It included 146 patients diagnosed with MDR-TB at Hospital La
Maria in Medellin who started and received treatment from November, 2010,
to June, 2015. We included the data from 128 patients in the analysis and we
defined their final treatment outcome as follows: Patients with a successful
treatment were those declared cured according to microbiological and clinical
parameters while patients with a poor treatment outcome included those
whose treatment failed, those who died (associated with their tuberculosis
condition), and those lost to follow-up (6).

Patients included in the program were previously diagnosed with MDR-
TB using a GenoType MTBDRplus™ (Hain Life Science GmbH, Nehren,
Germany) molecular test at the Regional Public Health Laboratory. After
diagnosis and before starting treatment, a new sputum sample was processed
using a decontamination procedure standard method (7). From the digested
sputum a direct smear was stained with auramine-rhodamine and 0.1 ml were
inoculated in Léwenstein-Jensen medium (L-J) and 0.5 ml in a mycobacterial
growth indicator tube (MGIT) (Becton, Dickinson, and Company, Sparks, MD,
USA). In cultures identified as positive, a smear stained by Kinyoun was carried
out and subcultured on thin layer agar. Final identification of Mycobacterium
tuberculosis was based on the inhibition of M. tuberculosis complex growth by
p-nitrobenzoic acid in thin layer agar and a standard phenotypic test; resistance
to isoniazid and rifampin was also confirmed using thin layer agar (8).

Seventy-nine MDR-TB isolates were tested for susceptibility to second-line
drugs using the BD BACTEC MGIT 960™ system (9). Drug stock concentrations
were prepared following standard recommendations (10,11). Patients were
given the standard treatment (12) with kanamycin, levofloxacin, cycloserine,
pyrazinamide, and ethionamide for 18 to 24 months. Clinical and laboratory
follow-up was done monthly, as well as an audiometry test at three months
and at the end of the administration of the injectable medication while thorax
PA and lateral X-rays were done every six months. Changes in the treatment
were introduced due to drug intolerance, drug resistance, or the presence of
serious adverse effects. The alternative drugs used were p-aminosalicylic acid,
ethambutol, moxifloxacin, amoxicillin-clavulanate, and linezolid.

The demographic characteristics, clinical results, laboratory results,
treatment outcomes, and follow-up information were collected from each
patient’s clinical record using a data collection form. All data were entered into
a Microsoft Excel database.

To identify differences in means, Student’s t test or Mann-Whitney U
test was used. Odds Ratio (OR) and their 95% confidence intervals (Cl)
were calculated. A p-value of less than 0.05 defined significant differences.
Variables with a p<0.05 were used in a logistic regression model to adjust
independent factors associated with treatment outcome.

We performed a multiple correspondence analysis to evaluate the
relationships among treatment outcomes and patients’ baseline conditions:
human immunodeficiency virus (HIV) infection, drug addiction, irregular
treatment (as evidenced by failing to finish treatment or intermittent treatment
without completion of the full treatment scheme), chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), diabetes mellitus, and undernourishment. The
analysis considered the level of significance (weight) of each factor to explain
the total sample variability (inertia). All analyses were performed using Epidat
3.1 and STATA 11.0™.
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The study was conducted in accordance with the national public health
regulations as part of a pilot program for MDR-TB treatment supported by
the Green Light Committee and the national tuberculosis program. As such,
no additional ethical approval was necessary. Individual participants gave
written informed consent before starting treatment according to the country
regulations and the institutional consent was obtained for records review. All
patient information was anonymized before analysis.

Results

We analyzed the data from 128 patients treated for MDR-TB reporting
treatment outcomes. The patients had a mean age of 40 years and 69%
(n=88) of them were male.

Out of the 128 patients, 51 (40%) had an irregular treatment (41 with poor
adherence, seven due to problems in drug supply, and three for both reasons),
and 112 (88%) had risk factors for MDR before being treated for MDR-TB. Out
of these patients, 49 (44%) had previously received irregular anti-tuberculosis
treatment, 46 (41%) had previously received regular anti-tuberculosis treatment,
and 17 (15%) had had contact with a tuberculosis patient. A variety of adverse
effects were found in these patients, mostly diarrhea (three patients), vomit (four
patients), hypoacusis (13 patients), and gastritis (15 patients).

Thoracic surgery was performed in eight patients (6%), six of them with a
successful outcome. The type of surgery practiced was upper lobectomy in
four patients, upper bilobectomy in one, and pneumonectomy in three.

Forty-eight percent of patients had an associated comorbidity: drug addiction
(n=18; 14%), diabetes mellitus (n=16; 13%), HIV co-infection (n=14; 11%), COPD
or undernourishment (n=10; 8% each), and other comorbidities (n=16; 13%).

A total of 77 (60%) MDR-TB patients had successful treatment outcomes,
26 (20%) were lost to follow-up, 15 (12%) died, and 10 (8%) had a failure
during treatment (table 1 and figure 1).

In the univariate analysis, an irregular treatment and the presence of
comorbidities had a significant association with poor outcomes (OR=5.14;
p<0.001 and 4.05; p<0.001, respectively), as well as drug addiction and
HIV infection (OR=4.92; p=0.005 and 4.45; p=0.017, respectively). Patients
with poor outcomes took more than two months to achieve microbiological
sterilization (OR=1.26; p<0.026) (table 2). Sixty-five patients (85%) with a
successful outcome had negative cultures after two months while only 30
patients (60%) with poor outcomes had them (p=0.0015).

The subgroup of patients with diabetes mellitus needed more than two
months for negative culture conversion compared to those without diabetes
mellitus (p=0.028). Nine patients with diabetes mellitus had a successful
outcome and seven had poor outcomes; four of these seven patients died,
two had treatment failure, and one was lost to follow-up.

Using a forward selection stepwise logistic regression model, we identified
two factors associated with poor outcomes: Previous irregular treatment
(OR=9.38, 95% CI: 2.30-38.2, p=0.002) and time (months) of positive culture
after treatment initiation (OR=1.85, 95% ClI: 1.29-2,64, p=0.001). The duration
of tuberculosis treatment for 18 months was associated with a successful
outcome (OR=0.79, 95% CI: 0.73-0.85, p=0.001) (table 2).
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Table 1. Demographics, clinical characteristics, and treatment
outcomes of 128 patients with multidrug-resistant tuberculosis

. Patients
Characteristics n (%)
Total 128
Male 88 (69)
Age, years, median (range) 40 (16-80)
Time of treatment in months, median (range) 18 (1-28)

Time of positive culture in months, median (range) 1 (1-10)
Irregular treatment

Yes 51 (40)

No 77 (60)
Risk factors for MDR-TB

Yest 112 (88)

No 16 (12)
Thoracic surgery

Yes 8 (6)

No 120 (94)
Co-morbidities

HIV 14 (11)

Diabetes 16 (13)

Drug addiction 18 (14)

COPD 10 (8)

Undernourishment 10 (8)

Other 16 (13)
Patient outcome

Successful outcome 77 (60)

Lost to follow up 26 (20)

Failure * 10 (8)

Death 15 (12)

MDR-TB: Multidrug-resistant tuberculosis; HIV: Human immunodeficiency
virus; COPD: Chronic obstructive pulmonary disease
* Five patients died while receiving treatment.

146 patients with multidrug-resistant
TB (MDR TB)

18 patients excluded

(in treatment)

128 patients
evaluated®

77 patients with

successful outcome (60%)

51 patients with
poor outcome (40%)

Loss to follow up:
n=26 (20%)

Failure: n=9 (7%)*

Relapse: n=1 (1%)

Dead: n=20 (16%)

patients
re-enrolled: n=7

L On treatment:
n=4

Successful
outcome: n=1

- Dead: n=1

| | Lost to follow-up:

n=1

(¥) 79 patients with second line susceptibility test, (*) 5 patients with treatment failure died

Figure 1. Flow chart of analyzed patients with MDR-TB
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Table 2. Characteristics of 128 patients with multidrug-resistant tuberculosis and their association with treatment outcomes

Poor  Successful Univariate Multivariate
Variable °E‘::‘5’:‘;e °z‘nt$f,‘;e OR (CI 95%) p OR (CI 95%) p
Age (years)* 41 (15) 40 (14)  1.00 (0.98-1.02) 0.737
Sex (male)t 33 (65) 55(71)  0.73(0.34-1.56) 0.422 -
Irregular treatment® 32 (63) 19 (25) 5.14(2.38-11.1)  >0.001*  9.38 (2.30-38.2) 0.002*
Time of treatment (months)* 5(12) 18 (2) 0.79(0.73-0.85) >0.001* 0.66 (0.57-0.77) >0.001*
Risk factor of MDRT 46 (90) 66 (86) 1.53(0.49-4.70) 0.455 -
Co-morbidities’ 35 (69) 27 (35) 4.05(1.90-8.61) >0.001* 2.33(0.88-5.65) 0.089
HIvt 10 (20) 4 (5) 4.45(1.31-15.1) 0.017*  3.26 (0.77-13.78) 0.108
Diabetes' 7 (14) 9(12) 120(0.41-346)  0.733 -
Drug addiction® 13 (25) 5 (6) 4.92(1.63-14.8) 0.005*  1.56 (0.42-5.73) 0.089
COPD' 2 4 8(10) 0.35(0.07-1.73) 0.199 -
Undernourishmentt 6 (12) 4 (5) 2.43(0.65-9.09) 0.186
Thoracic surgery® 2 4 6 (8) 0.48(0.09-2.49) 0.385 -
Time of positive culture (months)* 2 (3 1 (1) 1.26(1.02-1.56) 0.026*  1.85 (1.29-2.64) 0.001*

OR: Odds Ratio: (Cl) 95% confi
* Median (interquartile range)
T Number (%)

dence interval

** Statistically significant differences (p<0.05).

Out of 128 patients, 79 (62%) had a susceptibility test for second-line
drugs. Of these, nine (11%) showed resistance exclusively to isoniazid and
rifampicin, 70 (89%) had additional resistance to one or more second-line
drugs, 54 (68%) were resistant to ethionamide, 49 (62%) to pyrazinamide,
and 12 (15%) to both drugs. We found a pre-XDR-TB condition in 12 (15%)
patients, and five patients had developed XDR-TB; four of them died,
including one diabetic patient who had XDR-TB from his admission. All XDR-
TB patients had a positive culture at the time of death or loss to follow-up.
Seventy-seven patients completed successful treatment, 68 of them received
cycloserine, 60 levofloxacin, and 53 kanamycin. Due to the resistance to
ethionamide or pyrazinamide, or to cycloserine adverse effects, scheme
changes were necessary: 13 patients received linezolid, 41 amoxicillin/
clavulanate, and 2 XDR-TB patients received imipenem.

Four groups were identified using the MCA analysis (figure 2). The first
group (a) comprised those patients lost to follow up whose associated baseline
conditions were HIV infection and drug addiction. The second group (b)
included patients who died or presented a treatment failure and showed an
association with irregular previous treatment and COPD. The third group (c)
comprised patients with diabetes and undernourishment and were not directly
associated with any of the outcome categories defined in this study. Finally,
the fourth group (d) included patients with a successful outcome and was not
associated with any of the baseline conditions analyzed in this study (figure 2).

Discussion

In this study, 60% of 128 MDR-TB patients had a successful outcome.
Overall, treatment outcomes for this population were consistent with previously
reported outcomes. In a systematic review of 26 trials with a total of 4,959
MDR-TB patients, 62% of them met the definition of successful treatment (13).
This 60% treatment success rate for our population was higher than the rate
of 54% reported worldwide by WHO (1) but less than the 86% achieved by
individualized MDR-TB treatment in the study by Bolhuis, et al. (14).
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Figure 2. Multiple correspondence analyses between treatment outcomes and patient’s base
line conditions. Based on the patient’s baseline conditions, the multiple correspondence analysis
showed several patterns: (a) Lost of follow-up was associated with HIV infection and drug
addiction. (b) Death and treatment failure were associated with patients with irregular treatment
and COPD. (c) Diabetes and undernourishment were not directly associated with any of the
outcome categories defined in this study. (d) A successful outcome was not associated with

any of the patients’ baseline conditions described in this study. The horizontal and vertical axes
represent the first and second principal components.

In our study, 26 (20%) patients were lost to follow-up and seven of these
re-initiated their treatment until completion. WHO has reported a global rate
for lost to follow-up of 15% (1). The multiple correspondence analyses analysis
in the present study showed that the loss to follow-up is a poor treatment
outcome associated with HIV infection and drug addiction. One study in
Africa reported that 56% of HIV patients were lost to follow-up during MDR-
TB treatment suggesting that better patient-tracking activities, an improved
understanding of the reasons that generate loss to follow-up outcomes, and
an earlier initiation of antiretroviral therapy are needed to improve treatment
completion (15). In Georgia, drug addiction was reported to be significantly
associated with a higher risk of loss to follow-up (16). In our study, the non-
inclusion of patients lost to follow-up in the analysis would increase the
success of the treatment rate from 60% (77/128) to 75% (77/102). Multiple
correspondence analyses analysis also identified poor treatment outcomes
associated with COPD and previous irregular treatment. Several studies have
associated COPD (17) and previous treatment as independent predictors of
death in MDR-TB patients (18) or poor treatment outcomes (19).

Surgery has been recommended for the treatment of patients with MDR-
TB who do not respond to drug treatment and have a persistent cavitary
well-localized lesion but adequate respiratory function, as well as when not
enough active drugs are available for a curative scheme (20). In our study,
eight patients underwent lung resection surgery with successful outcomes
in six of them. A systematic review and meta-analysis with data from 24
studies revealed a significant association between surgical intervention and
successful treatment compared to non-surgical interventions (OR=2.24,
95%Cl 1.68-2.97) (21).
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Sputum smears and cultures are direct indicators of bacteriological load,
the patient’s infectious status, and, ultimately, the success of treatment.
Conversion of initial sputum culture in the first three months is essential to
label the patient as non-infectious, which, in turn, is an important indicator to
determine whether or not it is necessary to extend the time of treatment (22).
In this study, most patients with a successful outcome (85%) had a sputum
culture negative conversion at two months while 60% of those with a poorer
outcome had negative cultures in the same period of time. This is consistent
with studies in which sputum culture conversion within two months was
considered as a marker of a successful outcome in HIV negative patients (23).

In this paper, patients with diabetes mellitus needed more than two
months for negative culture conversion compared with those who did not have
diabetes mellitus (p=0,028). This finding suggests that besides optimal control
of diabetes mellitus, it would be necessary to extend the recommended
duration of treatment in order to avoid treatment failure, relapses, and deaths.
This situation should be addressed when considering the use of a new
standardized shorter treatment regimen for patients with MDR-TB (24).

Despite effective anti-tuberculosis chemotherapy, case-fatality rates of up
to 25% have been described in patients with MDR-TB in both industrialized
and resource-poor settings (25). In the present study, 16% of MDR-TB
patients died, four of whom had XDR-TB. The cause of the increased death
risk in patients with MDR-TB is diverse but commonly associated with HIV
infection, diabetes mellitus, and lifestyles such as alcohol abuse, smoking,
and illicit drug use (25). Among the 20 patients in our study who died while
on anti-tuberculosis treatment, 17 had comorbidities, mainly HIV, diabetes
mellitus, and illicit drug use.

A common characteristic of isolates from patients was the increased
resistance to pyrazinamide (62%) and ethionamide (68%). A systematic review
and meta-analysis found that 61% of patients with confirmed MDR-TB had
pyrazinamide resistance (26). Ethionamide resistance was found in 13 to 87%
of MDR-TB patients depending on the world region (27,28). Other studies in
Medellin have reported that 33% of MDR isolates showed cross-resistance
between isoniazid and ethionamide suggesting the need to confirm the
susceptibility to ETH and PZA before considering their use in the treatment of
MDR-TB patients (29). Our results showed that 8% of MDR-TB isolates became
XDR during treatment or were XDR-TB from the beginning. Among them
mortality was high (66%), similar to that reported in other studies, and they were
associated with diabetes mellitus, malnutrition, and drug addiction (30).

We could not assess a clear relationship between the MDR-TB treatment
scheme and its outcome due to the variability of schemes prompted by drug
availability, adverse reactions, and initial drug resistance, which is a limitation
of this study. Despite a moderate treatment success obtained in this cohort,
there was a flaw in the integration of the medical, nutritionist, psychologist,
and social work care needed for the comprehensive management of patients.
Nevertheless, this program served the purpose of increasing the availability of
second-line drugs required for the proper management of MDR-TB patients.

In conclusion, the early recognition of factors that can influence treatment
outcomes is essential for the successful treatment of patients with MDR-
TB. Knowing these factors would help to focus on their care and should
become a high priority for any tuberculosis program. The interdisciplinary
care of patients, besides expert medical management and the support of an
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experienced laboratory, should respond to the nutritional needs of patients,
their comorbidities, and the social and psychological factors that affect the

final success of the treatment. In the quest for better drugs and treatment
schemes for MDR-TB, it is also essential to pay attention to factors beyond the
interaction microbe-drug to improve the beneficial impact of new developments
in the treatment of these patients and the future of MDR-TB control.
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Articulo original

Cobertura y fidelidad de la prueba Xpert MTB/RIF™
en un area de alta carga de tuberculosis pulmonar
en Colombia

Freddy Agredo'?, Lyda Osorio??

' Secretaria de Salud Municipal de Santiago de Cali, Cali, Colombia

2Doctorado en Salud, Universidad del Valle, Cali, Colombia

3Grupo de Epidemiologia y Salud Poblacional, Escuela de Salud Publica, Universidad del Valle,
Cali, Colombia

Introducciodn. La prueba Xpert MTB/RIF™ es una prueba molecular rapida para el
diagndstico de la tuberculosis y la resistencia a la rifampicina. Desde el 2010 es la
recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y, aunque fue introducida en
Colombia en el 2012, se desconocen los resultados de su uso.

Objetivo. Describir la cobertura y la fidelidad en el uso de la prueba Xpert MTB/RIF™ en
pacientes con tuberculosis pulmonar en una ciudad con alta carga de la enfermedad en
Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo descriptivo de casos del programa
de tuberculosis en Cali entre el 2013 y el 2019. La cobertura se estimé como el total de
pruebas empleadas en los casos registrados en el programa. La fidelidad se midi6 con
base en los protocolos internacionales de uso de la Xpert MTB/RIF™. Ademas, se hizo un
andlisis de correspondencias multiples entre la prueba y las variables sociodemograficas.
Resultados. Se incluyeron 6.328 pacientes con tuberculosis pulmonar, de los cuales

181 eran resistentes a los farmacos. La cobertura total de la Xpert MTB/RIF™ durante el
periodo de estudio fue de 10,3 % (n=655), con una variacion anual entre 0,2 y 23 %. La
fidelidad fue de 46,8 % para los grupos de mayor riesgo de tuberculosis multirresistente
(TB-MDR). El uso de la prueba se relacioné con la condicién de ser hombre,
afrocolombiano, y tener entre 41 y 60 afios de edad.

Conclusiones. La cobertura de la prueba Xpert MTB/RIF™ en Cali es baja y su uso no
responde a la priorizacién recomendada para su implementacion. Se requieren estrategias
para promover su uso adecuado, de manera que contribuya a la meta de poner fin a la
tuberculosis.

Palabras clave: tuberculosis pulmonar; técnicas de diagndstico molecular; rifampicina;
resistencia a medicamentos.

Coverage and fidelity of the Xpert MTB/RIF™ implementation in a high-burden area
for pulmonary tuberculosis in Colombia

Introduction: The Xpert MTB/RIF™ is a rapid molecular test that diagnoses tuberculosis
and rifampin resistance. Since 2010, it is recommended by the World Health Organization
(WHO) and although it was introduced in Colombia since 2012, the results of its
implementation are unknown.

Objective: To describe the coverage and fidelity in the implementation of the Xpert MTB/
RIF™ in patients with pulmonary tuberculosis in a city with a high burden for the disease in
Colombia.

Materials and methods: We conducted a retrospective, descriptive study of cases from

a tuberculosis program in Cali between 2013 and 2019. We estimated the coverage

as the total number of tests used compared to the cases registered in the program

and the fidelity based on international Xpert MTB/RIF™ implementation protocols. We
performed a multivariate analysis of multiple correspondences between the test and the
sociodemographic variables.

Results: We included 6,328 patients with pulmonary tuberculosis of whom 181 were drug-
resistant. The Xpert MTB/RIF™ coverage was 10,3% (n=655) with an annual variation
between 0.2% and 23%. Loyalty among the highest risk groups of MDR-TB was 46.8%. The
use of the test was related to being an Afro-Colombian man between 41 and 60 years of age.
Conclusions: The coverage of the Xpert MTB/RIF in Cali is low and its use does not
follow the recommended prioritization for its implementation. Implementation strategies are
required for its proper use to contribute to the goal of ending tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, pulmonary; molecular diagnostic techniques, rifampin; drug
resistance.
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Cobertura y fidelidad de la prueba Xpert® MTB/RIF

La tuberculosis es una de las diez principales causas de muerte a nivel
mundial y la principal causa de mortalidad en personas positivas para el HIV
(1). La estrategia “Alto a la TB” de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
adoptada por la Asamblea Mundial de la Salud en mayo del 2014, ofrece a los
paises un modelo para poner fin a la epidemia de la enfermedad reduciendo su
mortalidad e incidencia y eliminando los costos catastréficos que conlleva (2).

La meta de poner fin a la epidemia en el 2030 es parte de los Objetivos
de Desarrollo Sostenible en el area de la salud adoptados en el 2015.
La OMS dio otro paso mas y establecio la meta de reducir las tasas de
mortalidad e incidencia en el 95 y el 90 % para el 2035, respectivamente,
y situarlas en niveles similares a los actuales en los paises con baja
incidencia de la enfermedad (3). Se ha estimado que en el 2018 10 millones
de personas enfermaron de tuberculosis y 1,5 millones murieron a causa de
la enfermedad; mas del 95 % de estas muertes se produjeron en paises de
ingresos bajos y medios (4).

Segun la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), en el 2017 se
notificaron 228.943 casos entre nuevos y recaidas de la enfermedad en el
continente americano, lo que corresponde al 82 % de los casos estimados.
La heterogeneidad de Latinoamérica y el Caribe dificulta la adaptacion e
implementacion de las acciones para la eliminacion y en ellos persiste la
brecha entre los casos estimados y los notificados (no detectados o no
notificados). Ademas, la poca accesibilidad al diagndstico bacteriolégico y
especialmente al molecular, asi como a las pruebas de sensibilidad a los
farmacos que la combaten, sigue siendo un obstaculo para alcanzar las
metas en ciertos paises y territorios, lo que dificulta el diagnéstico oportuno y
el tratamiento apropiado de la tuberculosis como tal y, especificamente, de la
multirresistente (TB-MDR) y la extremadamente resistente (TB-XDR), asi como
la asociada con el HIV y la diabetes mellitus. Todo ello, aunado a la brecha en
el diagndstico de los casos, llevo a su aumento durante el 2016 y el 2017 (5).

En el 2018, en Colombia, se notificaron 14.338 casos de tuberculosis
sensible (tasa de 26,0 por 100.000 habitantes) y 409 casos de tuberculosis
resistente (tasa de 0,8 por casa 100.000 habitantes), de los cuales 11.647
eran nuevos (6). En Cali anualmente se presenta un promedio de 1.000
casos y muere una persona cada 4,5 dias, con un promedio de pacientes
multirresistentes de 13 por afio (7).

La tuberculosis multirresistente constituye una crisis de salud publica y
una amenaza para la seguridad sanitaria (2,4,8). En el 2018, la OMS estimé
484.000 casos nuevos de tuberculosis resistente a la rifampicina (TB-RR),
de los cuales el 78 % era multirresistente (4). En el 2017 se registraron en las
Américas 11.000 casos resistentes a la rifampicina (TB-RR) o a la rifampicina
y la isoniazida (TB-MDR), de los cuales solo el 37 % fue notificado, lo que
deja 6.900 casos de tuberculosis resistente y multirresistente (TB-RR/MDR)
no diagnosticados ni tratados. Cinco paises de las Américas concentran el 70
% de los casos estimados de TB-RR y MDR (Peru, Brasil, México, Ecuador y
Haiti). Por su parte, Colombia registré 570 casos, es decir, el 4 % del total de
casos de la enfermedad en el pais y 76,7 % acumulado frente al total de casos
de las Américas (5). En diversos estudios sobre resistencia a medicamentos
antituberculosos en Colombia entre 1995 y el 2007 se evidencioé una tasa de
resistencia inicial a los medicamentos de primera linea de 2,4 % (9).

En un estudio realizado en el 2004 con pacientes del Valle del Cauca,
Moreira, et al., reportaron una prevalencia de 6 % de tuberculosis resistente
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y una tendencia de resistencia primaria a los medicamentos de primera
linea, principalmente en el municipio de Buenaventura (10), lo que queda
corroborado con la elevada prevalencia de la resistencia a los antibiéticos de
primera linea como la isoniacida (94,2 %), el etambutol (25 %), la rifampicina
(78,8 %) y la pirazinamida (21,2 %).

Segun la OMS, en la region de las Américas hay una poblacién de “alto
riesgo” (9) expuesta a la circulacién de cepas multirresistentes a farmacos de
primera linea, siendo de 36,5 % los casos de resistencia a la isoniacida y a la
rifampicina (11). Sin embargo, se estima que apenas el 54 % de los enfermos
con TB-MDR recibe actualmente un tratamiento eficaz (8), siendo el acceso
universal a las pruebas de sensibilidad a las drogas un aspecto clave en la
meta de mejorar la deteccion de casos de TB-RR y MDR; por ejemplo, en el
2017 solo el 33 % de los pacientes recibié dichas pruebas (5).

Aunque recientemente la guia de tratamiento de la TB-MDR de la OMS aval6
el tratamiento acortado (9 a 12 meses), su aplicacién se ve limitada por la baja
cobertura de las pruebas de deteccion de la resistencia a los antimicrobianos
(2). Asimismo, el diagndstico de los casos se hace por confirmacién de
laboratorio (73,9 % en el 2015). El tiempo entre el inicio de los sintomas y del
tratamiento es variable. En un estudio del 2016 en ocho ciudades colombianas
se encontrd que dicho periodo fue de 51 dias en promedio (27 a 101 dias), con
tiempos mayores a 30 dias en el 72 % de los casos. El éxito del tratamiento
(casos curados y tratamientos terminados) en los casos nuevos y en recaidas
en el 2014 fue de 71 % y entre los casos con baciloscopia positiva, de 78,2 %,
distante de la meta de 85 % propuesta por la OMS (12).

Historicamente, la dificultad del diagnéstico ha sido un obstaculo para dar
una respuesta eficaz al control de la tuberculosis, a la infeccion simultanea
con el HIV y ala TB-MDR (13). La baciloscopia es el método tradicional por
su relativa facilidad, bajo costo y accesibilidad; sin embargo, es poco sensible
(40-60 %) y no detecta la TB-MDR (14). El cultivo en medio sélido aumenta
la sensibilidad y especificidad de la baciloscopia, pero tiene un mayor costo
y los resultados demoran de seis a ocho semanas (13). El cultivo en medio
liquido es mas rapido y los resultados se demoran entre 11 y 14 dias (15).

La prueba Xpert MTB/RIF™ recurre a la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real y fue recomendada por la OMS desde el afio
2010. Es capaz de detectar simultdneamente la presencia de la tuberculosis
y la resistencia a la rifampicina (TB-RR) en un plazo de dos horas (16). En
adultos, su sensibilidad se ha estimado en 98 % en individuos positivos por
baciloscopia y cultivo, en 89 % como prueba inicial, en 67 % de los negativos
por baciloscopia, y en 79 % de los positivos para HIV, con especificidades
superiores al 98 % (17). Aunque es menor que en los adultos, la sensibilidad
de la prueba en nifos es superior a la de la baciloscopia para el diagndstico
de tuberculosis pulmonar (18). El despliegue mundial de la Xpert MTB/RIF™
ha cambiado el panorama del diagnéstico de la tuberculosis (19).

En Colombia, esta prueba se introdujo a finales del 2012 y en Cali en el
2013 como iniciativa de instituciones de salud del sector privado, y alcanzé
a contar con cuatro equipos en el 2017. Con el fin de difundir algunos de
los resultados de la implementacion de esta prueba en esta ciudad, en el
presente estudio se describen la cobertura y la fidelidad en el uso de la
prueba Xpert MTB/RIF™ en pacientes con diagnéstico de tuberculosis
pulmonar entre el 2013 y el 2017.
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En este sentido, cabe sefalar que la investigacion clinica y la “investigacion
de la implementacion” (implementation research) son diferentes (20), y que por
los desafios que enfrenta la comunidad mundial de la salud para pasar de las
evidencias a la practica, es imperativo incorporar nuevos marcos conceptuales
y metodoldgicos. En ese sentido, la investigacion de la implementacion es el
proceso de indagacion cientifica de cuestiones relativas a la implementacion
de intervenciones, politicas, programas, practicas, servicios e iniciativas de
eficacia demostrada, orientadas a mejorar la salud de las poblaciones (20-22).

Se definid la cobertura como el numero de personas con acceso a la prueba
diagndstica Xpert MTB/RIF™, es decir, el alcance que tiene la intervencion,
en tanto que la fidelidad se plante6 como el grado de cumplimiento de la
formulacion inicial de la intervencién en su ejecucion, lo que refleja la calidad de
la ejecucién del programa y su capacidad de cumplir con el objetivo de desplegar
en la practica las acciones que tienen respaldo en la evidencia (20-22).

Materiales y métodos
Disenfo y poblacion de estudio

Se hizo un estudio descriptivo retrospectivo de los registros de las bases
de datos del programa de tuberculosis de la Secretaria de Salud de Cali y del
sistema de vigilancia (Sivigila) entre el 2013 y 2019 (23). Se incluyeron todos
los registros de hombres y mujeres de cualquier edad con diagndstico de
tuberculosis pulmonar residentes en el municipio de Cali y se excluyeron los
casos extrapulmonares y los remitidos de otras ciudades.

Procedimientos

A partir de los registros del programa se seleccionaron las variables
correspondientes a la informacién del paciente, el diagndstico y el
seguimiento bacterioldgico. La informacion se completé y se verificd
comparandola con la base de datos del Sivigila.

La calidad de la informacidn se valido con los datos del libro de
sintomaticos respiratorios, el libro de registro diario de baciloscopia y
cultivo, la tarjeta individual de tratamiento, el informe de casos y actividades,
el informe de cohortes y el consolidado trimestral de actividades de
bacteriologia disponibles en el programa de tuberculosis. Estos libros y la
tarjeta son de diligenciamiento obligatorio para las instituciones de salud
que atienden a los pacientes con tuberculosis no confirmada y deben
ser reportados al ente territorial, el cual es responsable de consolidar la
informacion del municipio de Cali.

Analisis estadistico

Se hizo el analisis descriptivo de la frecuencia de casos por afo,
los grupos de edad, el sexo, el régimen de afiliacion al sistema de
seguridad social, la condicion de vulnerabilidad (farmacodependencia
y drogodependencia, privacién de la libertad y habitante de calle), las
comorbilidades (infeccion simultanea con el virus del HIV, diabetes mellitus y
estado nutricional), los resultados de las pruebas diagndsticas de ingreso y
seguimiento y de las de sensibilidad a los antimicrobianos.

Se definio la cobertura de la Xpert MTB/RIF™ como el nimero de
personas a quienes se les hizo la prueba comparado con el nimero de
pacientes inscritos en el programa durante el mismo periodo de tiempo.
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La fidelidad se definié como el grado en que la Xpert MTB/RIF™ se
implemento segun el protocolo de la OMS del 2014. Con base en estos criterios
y la realidad propia del pais se consideraron los siguientes cuatro grupos.

1.

Grupo A: individuos sospechosos de tener tuberculosis con
baciloscopia negativa y cultivo positivo. En este grupo se incluyeron
las personas cuya condicion en el momento del ingreso se
caracterizaba por abandono, fracaso, recaida (si el resultado de su
baciloscopia era positivo a los dos meses) o paciente nuevo (si la
baciloscopia era negativa a los dos meses, pero daba positivo a los
cuatro, seis 0 12 meses.

Grupo B: personas sospechosas de tener tuberculosis asociada con el
HIV, es decir, pacientes positivos para el virus, privados de la libertad
o habitantes de calle.

Grupo C: personas sospechosas de tener tuberculosis con
antecedentes epidemioldgicos de alta probabilidad de resistencia

a la rifampicina, entre quienes se incluian personas extranjeras y
migrantes venezolanos. En el presente estudio se decidié considerar
dentro de este grupo a los migrantes, los consumidores de sustancias
psicoactivas y los habitantes de calle.

Si bien la OMS clasifica un cuarto grupo, el D, también llamado grupo
especial, que incluye a todas las personas sospechosas de tener tuberculosis
(adultos y nifos), en las que la prueba Xpert MTB/RIF™ puede usarse
como una prueba de diagndstico inicial de la enfermedad, y a pacientes con
sospecha de meningitis tuberculosa, que en este estudio se excluyeron por
tratarse de pacientes con tuberculosis extrapulmonar (figura 1) (24).

Tuberculosis, todas las formas, 2013-2019
(N=7.594)

Se excluyeron: pacientes con tuberculosis
extrapulmonar, n=974

Remitidos, n=92

Duplicados, n=200

v

Tuberculosis pulmonar

(n=6.328)
Con baciloscopia Sin baciloscopia
(n=6.222) (n=106)

v
o] () @ =
L

Cultivo: n=1.815

Xpert™ + cultivo: n=303
Genotype™ + cultivo: n=696
Cultivo + otra prueba: n=693
Sin cultivo: n=984

Cultivo: n=866

Xpert™ + cultivo: n=201
Genotype™ + cultivo: n=187
Cultivo + otra prueba: n=160
Sin cultivo: n=317

Cultivo: n=9

Xpert™ + cultivo: n=4
Genotype™ + cultivo: n=4
Sin cultivo: n=89

Figura 1. Flujograma de seleccién y diagnéstico microbiolégico de pacientes con
tuberculosis pulmonar, Cali, 2013-2019
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Las diferencias en la frecuencia de las variables categodricas entre los
grupos se determinaron con la prueba de ji al cuadrado. Los valores de p
menores de 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. La relacion
entre las variables de uso de la Xpert MTB/RIF™, régimen de afiliacion (forma
de afiliacion al Sistema General de Seguridad Social en Salud en Colombia:
el subsidiado que cubre a la poblacién pobre sin capacidad de pago que
accede a los servicios de salud mediante un subsidio estatal; el contributivo,
que cubre a las personas con capacidad de pago y con vinculacion laboral, y
el de excepciodn o especial, que cubre al personal de las fuerzas militares y de
policia y de la justicia penal militar, asi como a los profesores pertenecientes al
magisterio, los servidores publicos de Ecopetrol y sus beneficiarios) (25).

Ademas del andlisis descriptivo, se hizo un analisis de correspondencias
multiples, método descriptivo o exploratorio cuyo objetivo es resumir una gran
cantidad de datos en un numero reducido de dimensiones con la menor pérdida
de informacion posible, en lo cual se asemeja a los métodos factoriales, salvo que
el primero se aplica a variables categdricas u ordinales e implica el tratamiento de
la proximidad o distancia entre los elementos a partir de un punto en el espacio,
de forma que las relaciones de cercania o lejania entre los puntos calculados
reflejen las relaciones de dependencia y semejanza existentes entre las variables.

La existencia o no de algun tipo de relacion entre las variables X y Y se
analiza mediante contrastes de las hipétesis frente a su independencia. En
este estudio se agruparon en dos dimensiones: en la primera se agruparon
las variables que describian las condiciones de atencion (régimen de
afiliacion y tipo de prueba) y en la segunda, las variables sociodemograficas.
Los datos se manejaron en MS Excel 2007 antes de ser exportados a Epi
Info, version 7.2, y SPSS™, version 22, para su analisis.

Resultados
Caracteristicas de los pacientes

Durante el periodo de estudio se registraron 7.594 pacientes con
diagnostico de tuberculosis en todas sus formas de presentacion; de ellos se
excluyeron 200 repetidos, 92 remitidos y 974 con tuberculosis extrapulmonar, y
se incluyeron 6.328 registros (83,3 %) de pacientes con tuberculosis pulmonar.
Los 974 pacientes excluidos tenian tuberculosis extrapulmonar de tipo pleural
(n=455), ganglionar (n=173), meningea (n=114), peritoneal (n=44), miliar
(n=20), intestinal (n=18), laringea (n=2) y en otros sitios (N=148).

La baciloscopia se habia hecho en el 98,3 % (6.222) de los pacientes con
tuberculosis pulmonar: 4.491 (72,2 %) fueron positivos y 1.731 (27,8 %), negativos.
Se hizo cultivo en 4.154 (65 %) de los 6.328 pacientes, de los cuales fueron
positivos 1.875 (54,5 %), negativos 1.858 (40,2 %), en tanto que las muestras
estaban contaminadas en 27 (0,7 %) y no hubo reporte en 289 (4,6 %) (figura 1).

En los siete afos de estudio (2013-2019) ingresaron en promedio 904
casos por afo, con una tendencia creciente, ddndose el mayor nimero de
registros en el 2017 (1.017 casos, 23,3 %). El total de casos nuevos fue de
5.303 (83,8 %) y las recaidas fueron 362 (5,7 %).

La mayoria de los pacientes correspondia al sexo masculino (63,8 %), tenia
entre 25 y 34 afnos de edad (26,7 %), 3.020 (47,7%) pertenecian al régimen
subsidiado, 583 (9,2 %) pacientes tenian HIV, en 585 (9,29 %) casos habia
desnutricion, 814 (12,9 %) estaban privados de la libertad, 550 (8,7 %) eran
consumidores de sustancias psicoactivas y 339 (5,4 %) eran habitantes de la calle.
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En cuanto a los casos de tuberculosis resistente, entre el 2013 y el 2019 se
detectaron 181, 13 (7.2 %) de ellos en el 2013, 26 (14,4 %) en el 2014 y otros
tantos en el 2015, 32 (35,4 %) en el 2016 y los mismos en el 2017, 35 (19,3 %)
en el 2018, afo con la mayor deteccidn de casos resistentes, y 17 (9,4 %) en el
2019. La mayoria de estos pacientes eran hombres (n=120, 66,7 %) (cuadro 1).
Asimismo, se encontrd que de los 181 casos, 128 (70,7 %) eran monorresistentes,
52 (28,7 %) tenian tuberculosis multirresistente y uno (0,6 %) era polirresistente.

Cuadro 1. Caracteristicas de pacientes con tuberculosis pulmonar y tuberculosis resistente, Cali,

2013-2019
Tuberculosis resistente
Tuberculosis pulmonar Farmacoresistente
Caracteristicas (n=6.328) FfFarmacorresistente*
n (%) (n=181)
n (%)

Afo de registro

2013 795 (12,6) 13 (72)
2014 818 (12,9) 26 (14,4)
2015 808 (12,8) 26 (14,4)
2016 919 (14,5) 32 (17,7)
2017 1.017 (16,1) 32 (17,7)
2018 1.012 (16) 35 (19,3)
2019 959 (15,2) 17 (9,4)
Condicion de ingreso

Nuevo 5.303 (83,8) 139 (76,8)
Recaida 362 (5,7) 23 (12,7)
Fracaso 327 (5,6) 11 (6,1)
Abandono 132 (2,1) 7 (3,9
Remitido de otra ciudad 174 (2,7) 1 (0,6)
Sexo

Femenino 2.168 (36,2) 61 (33,3)
Masculino 4.160 (63,8) 120 (66,7)
Edad (ahos

0-14 220 (3,5) 1 (0,6)
15-19 266 (4,2) 6 (3,3
20-24 866 (13,7) 28 (15,5)
25-29 823 (13) 16 (8,8)
30-34 655 (10,4) 25 (13,8)
35-39 488 (7,7) 23 (12,7)
40-44 385 (6,1) 1 (6,1)
45-49 406 (6,4) 7 (3,9
50-54 475 (75) 14 (77)
55-59 433 (6,8) 12 (6,6)
60-64 399 (6,3 10 (5,5)
Mas de 64 912 (14,4) 28 (15,5)
Régimen*

Contributivo 2.083 (32,9) 54 (30)
Subsidiado 3.020 (47,7) 96 (53)
No asegurado 639 (10,1) 21 (11,6)
Especial 503 (7,9) 8 (4,4)
Excepcion 83 (1,3) 2 (1,1
Condicién de vulnerabilidad

Consumidor de sustancias psicoactivas 550 (8,7) 18 (9,9)
Privado de la libertad 814 (12,9) 15 (8,3)
Otra vulnerabilidad 1.013 (16) 23 (12,7)
Habitante de calle 339 (5,4) 1 (6,1)
Ninguna 3.612 (57,1) 114 (63)
Comorbilidad

Diabetes 487 (7,7) 19 (11,6)
HIV 583 (9,2) ,2)
Desnutricion 585 (9,2) 21 (15,5)

Los tipos de resistencia a los medicamentos antituberculosos son, monorresistencia: resistencia a solo

un antituberculoso de primera linea; polirresistencia: resistencia a mas de un antituberculoso de primera

linea distinto de la isoniazida y la rifampicina; multirresistencia: resistencia por lo menos a la isoniazida y la
rifampicina.

* Formas de afiliacion al Sistema General de Seguridad Social en Colombia (régimen subsidiado, contributivo y
de excepcion o especial y no asegurado)
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Cobertura y fidelidad de la prueba Xpert MTB/RIF™

De los 6.328 casos de pacientes con tuberculosis pulmonar detectados
entre el 2013 y el 2019, la prueba Xpert MTB/RIF™ se le hizo a 655
pacientes, es decir, hubo una cobertura promedio de 10,35 %, la cual varié
anualmente: en el 2013 se le practico a 11 (1 %) de 784 pacientes; en el 2014
no se le hizo la prueba a ninguno de los 816 pacientes porque las muestras
se enviaron al Hospital Universitario de la ciudad para la prueba Genotype
MTBDRplus™; en el 2015 se le hizo a 123 (18 %) de los 685 pacientes; en el
2016 a 56 (6 %) pacientes de 866; en el 2017 a 130 (15 %) de 887 pacientes;
en el 2018, afo de la mayor cobertura, a 191 (23 %) de 821 pacientes, y en el
2019 a 145 (19 %) de 782 pacientes (figura 2).

Otras pruebas como la Genotype™ y el cultivo en medio liquido
MGIT tuvieron una cobertura de 1.156 casos (18,36 %) y 480 (7,6 %),
respectivamente. Sin embargo, la realizacion de las pruebas se asocio con el
régimen de afiliacién a salud (p<0,001) y al sexo (p<0,001) en la prueba de
ji al cuadrado, observandose una mayor frecuencia de uso de la Xpert MTB/
RIF™ en el régimen contributivo (63,4 %) y en mujeres (42 %), en tanto que
la Genotype™ y el cultivo en MGIT fueron mas frecuentes en el régimen
subsidiado (56,6 y 62,7 %, respectivamente) y en hombres (66,3 y 68,1 %,
respectivamente) (cuadro 2).

En el andlisis de correspondencias multiples se evidencié una relacion
similar entre el régimen contributivo y el subsidiado en cuanto al uso de la
Xpert MTB/RIF™, pero mas estrecha con el ser afrocolombiano, hombre
y tener entre 41 y 60 afios de edad. Las asociaciones mas fuertes se
encontraron entre el régimen de excepcion y otros tipos de pruebas diferentes
a la Xpert MTB/RIF™, entre la Genotype™ vy el cultivo en MGIT y el ser

Sin Xpert MTB/RIF Con Xpert MTB/RIF —e—Cobertura
100%
1050
90%
@ 900 20%
t
B 750 70%
8 z
60%
2 60
g 50%
2 450 0%
g
0,
S 300 30%
7 20%
150
10%
0 * 0%
2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
*Afo
Ao 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Sin Xpert MTB/RIF™ 784 816 685 866 887 821 782
Con Xpert MTB/RIF™ 1 2 123 53 130 191 145
Cobertura (%) 1 0o 18 6 15 23 19

* Eje de las X: afios
** Eje de las Y: numero de pacientes
*** Cobertura: expresada en porcentaje

Figura 2. Cobertura de Xpert MTB/RIF™ en pacientes con tuberculosis pulmonar, Cali, 2013-2019
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mayor de 60 afos, entre la Genotype™ y la poblacién indigena y ser menor
de 40 anos (figura 3).

En cuanto a la fidelidad en la implementacion de la Xpert MTB/RIF™, se
observaron frecuencias de uso casi similares en los grupos Ay B y, en menor
proporcion, en el grupo C. En los ultimos siete afos, en el grupo B se registro
un mayor uso, excepto en el 2013 (cuadro 3).

Cuadro 2. Relacion del uso de pruebas de sensibilidad con el régimen de salud y el sexo en
pacientes con tuberculosis pulmonar, Cali, 2013-2019

Xpert MTB/RIF™ Genotype™ Cultivo en MGIT Otra prueba*

Caracteristica (n=655) (n=1.156) (n=480) (n=303) pz
n (%) n (%) n (%) n (%) X

Régimen*

Subsidiado 197 (30) 654 (56,5) 301 (63) 127 (42)  <0,001

Contributivo 415 (63) 303 (26) 64 (13) 26 (8,5)

Especial 7 (1) 39 (4,0 42 (9) 132 (43)

No asegurado 29 (6) 157 (13,5) 73 (15) 11 (6,5)

Sexo**

Masculino 380 (58) 767 (66) 327 (68) 259 (85) <0,001

Femenino 275 (42) 389 (34) 153 (32) 44 (15)

* Otra prueba: se refiere a criterio epidemiolégico, rayos X de térax, IGRA

+ Régimen de salud, valor de p<0,001; prueba de ji al cuadrado de Pearson=1038
Razén de verosimilitud=840; asociacion lineal=5,873; gradiente de libertad=16

++ Sexo, valor de p<0,001; prueba de ji al cuadrado de Pearson=72

Razén de verosimilitud=79,6; asociacion lineal=1,245; gradiente de libertad=4

Diagrama conjunto de puntos de categorias

3 Raizal @ Edad en rangos
Etnia
Régimen
® Sexo
Tipo de prueba
2 -

o 1 Excepcion Mé.s de 60

‘g OTRA PRUEBA Femenino

E Contributivo, @ Mestizo

[ GENE XPERT B

E Subsidiado Indigena

[= IV Afrocolombiano GENOTYPE (LIPA)

Otra ® ®Hasta 20 afios
°o® ~ 21a40afos
41 a 60 afosMasculino
No asegurado
1 BACTEC MGIT 960
Especial
-2 T T T T
-3 -2 -1 0 1 2
Dimensién 1

* Dimension 1: variables que describen condiciones de atencién (régimen de afiliacion y tipo de prueba)
** Dimension 2: variables sociodemograficas

*** La prueba de hipétesis utilizada fue la de ji al cuadrado de Pearson.

(Ho: ambas variables son independientes; Ha: existe una relacion de dependencia)

Figura 3. Analisis de correspondencias multiples de variables de atencion y sociodemograficas
en pacientes con tuberculosis pulmonar, Cali, 2013-2017
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Cuadro 3. Frecuencia de Xpert MTB/RIF™ por grupo de implementacién propuesto por la
Organizaciéon Mundial de la Salud en pacientes con tuberculosis pulmonar, Cali, 2013-2019

Total
Ano 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 (n=6.328)

n_ (%)
A* 174 183 183 168 194 183 141 1.220 (19,4)
B** 143 187 204 219 296 339 261 1.649 (26,1)
C*** 15 26 26 32 32 37 17 181 (2,9)
D> 5 13 29 22 23 20 10 122 (1,9)

+ Grupos segun la clasificaciéon de la OMS, 2014

* Pacientes con sospecha de tener tuberculosis con baciloscopia negativa y cultivo positivo

** Pacientes con sospecha de tener tuberculosis asociada con HIV

*** Pacientes con sospecha de tuberculosis y antecedentes de alta probabilidad de resistencia a la rifampicina
**** Pacientes con diagnéstico de tuberculosis meningea. Este grupo fue excluido del andlisis porque

en este estudio solo se tuvieron en cuenta a los pacientes con tuberculosis pulmonar.

Discusion

En los ultimos afos varios estudios han evaluado la Xpert MTB/RIF™,
particularmente su desempefo diagnostico y costo-efectividad en los casos
de tuberculosis y tuberculosis multirresistente, y, en menor medida, los
resultados y el impacto de su implementacién (26-31). El presente estudio
evalué dos resultados de implementacion, la cobertura y la fidelidad, desde
su introduccién en Cali en el 2013. Los resultados evidenciaron una baja
cobertura y fidelidad teniendo como referentes los grupos priorizados por la
OMS en su manual de implementacién del 2014 (24).

En una evaluacion de la implementacién de la Xpert MTB/RIF™ entre el
2012 y el 2014 en 18 centros clinicos de Uganda se demostrd que el volumen
de pruebas fue bajo: solo el 8 % de la capacidad de utilizacién de la prueba
y el 21 % de las personas con sintomas de tuberculosis, y Unicamente
en una muestra de esputo negativa se hizo la prueba. En ese estudio, el
desabastecimiento de cartuchos, el mal funcionamiento del médulo y las tasas
de error consistentemente altas fueron los problemas mas comunes (29). Se
desconoce si estos factores afectan la baja cobertura de la prueba en Cali.

En Mozambique y Suazilandia, la Xpert MTB/RIF™ se utilizé en menos
de dos tercios de la capacidad instalada, a pesar de tener una mayor carga
de tuberculosis y haber desplegado una red de transporte de muestras, haber
coordinado las redes de suministro, haber capacitado al personal de laboratorio
y supervisado el proceso (30,31). Estos hallazgos reflejan especialmente la
implementacion real en la mayoria de los entornos de bajos ingresos, lo que
subraya el hecho de que el uso de una prueba novedosa no necesariamente
mejora los resultados del paciente. Ademas de la infraestructura de soporte,
los programas deben considerar la posibilidad de probar algoritmos que
aprovechen la capacidad existente y el volumen de pruebas previstas, asi como
de evaluar diferentes estrategias de implementacion (29).

La cobertura de la Xpert MTB/RIF™ ha cambiado en los ultimos cinco
anos en Cali, en parte por el efecto que han tenido las intervenciones
financiadas con fondos adicionales a los del programa, como los del Fondo
Financiero de Proyectos de Desarrollo (FONADE) y el Fondo Mundial (32).
Por otra parte, la cobertura de la prueba molecular Genotype™ es mayor
que la de la Xpert MTB/RIF™ por ser la primera la que esta disponible en el
principal hospital de tercer nivel de la ciudad. Se desconocen las razones por
las cuales esa institucion adoptoé la Genotype™ y no la Xpert MTB/RIF™, a
pesar de que existe evidencia local de que esta tiene un mejor desempeno
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que la baciloscopia de esputo en casos sospechosos de tuberculosis en la
comunidad y podria aumentar la confirmacion de la tuberculosis pulmonar
con un beneficio adicional en términos de costo-efectividad (Rosso F,
Pacheco R. Comparacion de costo y efectividad del uso de Xpert MTB-RIF
en el diagndstico de TB en tres instituciones del Valle del Cauca. Cuarto
Congreso de la Asociacién Colombiana de Economia en Salud: estudios en
TB. Cali; 2013. p. 22).

La baja cobertura también se podria explicar, en parte, por la falta de
directrices del nivel nacional o regional para la implementacion de las
pruebas moleculares en los programas de tuberculosis; en Colombia, solo
hay dos directrices emanadas del Ministerio de Salud y Proteccion Social
(circulares externas 0007 de 2015 y 055 de 2016) sobre el uso de pruebas
moleculares (33,34). Dichas circulares sefialan que cuando esté disponible en
la entidad territorial y se ajuste a la contratacion de las entidades promotoras
de salud (EPS) y de las empresas del sistema de salud prestadoras de
servicios médicos (25) responsables de la atencién de la personas con
tuberculosis e infeccion simultanea con HIV, se deberan ofrecer las pruebas
moleculares para el diagndstico oportuno dada su mayor sensibilidad
en este grupo de pacientes, sin detrimento de las pruebas diagndsticas
convencionales. A pesar de esta directriz, la utilizacion de la Xpert MTB/RIF™
en el grupo B, el cual incluye a aquellos con HIV, fue relativamente baja.

El manual de implementacion de la Xpert MTB/RIF™ de la OMS del 2014
es una guia adaptable a diferentes contextos, y varios paises en Europa
y Latinoamérica, como Brasil, Salvador, Peru ,Chile y México, ya la han
implementado (19)Sunnyvale, CA, USA.

Los resultados en Western Cape, Sudafrica, demuestran que, si bien la
implementacion de la Xpert MTB/RIF™ permitié mas confirmaciones de
casos de tuberculosis que la microscopia de esputo, los niveles de pérdida
en el seguimiento y la mortalidad no se redujeron en quienes la recibieron.
Sin embargo, la prueba no se utiliz6 como un verdadero servicio en el punto
de atencion (35). Los resultados de la Xpert MTB/RIF™, que se entregan a
los pacientes en el momento y en el lugar de la recoleccién de la muestra,
pueden ser diferentes a los que se entregan en el tiempo usual (36). En cuanto
a los resultados de la investigacion de la implementacion, se consideraron la
cobertura y fidelidad porque permiten analizar si la intervencién esté logrando
los resultados operativos previstos en la poblacion objetivo (37).

La adaptacion de este manual de implementacién de la Xpert MTB/RIF™
en Colombia, y especificamente en Cali, requiere una evaluacion previa de
las estrategias de implementacion a la luz de los recursos disponibles para la
compra de equipos e insumos, asi como las formas de pago de la prueba en el
marco de contratacion vigente entre las EPS y las empresas administradoras
de planes de beneficios en salud (EAPB), es decir, las entidades promotoras
de salud de los regimenes contributivo y subsidiado, asi como las empresas
solidarias de salud, las asociaciones mutuales en sus actividades de salud, las
entidades promotoras de salud indigenas, las cajas de compensacién familiar
en sus actividades de salud, las entidades que administren planes adicionales
de salud, las entidades obligadas a compensar, las entidades adaptadas de
salud, las entidades pertenecientes al régimen de excepcion en salud y las
universidades en sus actividades de salud (25,38).

La cobertura es la proporcién de la poblacion que recibe efectivamente la
intervencion e involucra el acceso a los servicios. Por su parte, la fidelidad es el
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grado en que la implementacion de una intervencion se ajusta a su formulacion
inicial (39) y refleja la ejecucion del programa y su capacidad para mantener

el objetivo de desplegar en la practica real las acciones que tienen respaldo

en la evidencia. Estas dos caracteristicas se integran para brindar un servicio

de calidad a los pacientes. No hay estudios que evaluen a la vez cobertura

y fidelidad de la implementacion de la Xpert MTB/RIF™, pero en el futuro
deberan evaluarse algunos de los desafios establecidos para la implementacion
de la prueba en paises de ingresos bajos y medios: la falta de orientacion y
capacitacion estandarizada del personal médico y de bacteridlogos, el control de
la calidad en el laboratorio clinico, los procesos de planificacion y mantenimiento
de la maquina de procesamiento de la Xpert MTB/RIF™ vy la adquisicion de

los cartuchos, los problemas de suministro de energia y las dificultades para
registrar la informacién de los resultados (19).

Las recomendaciones de la OPS para el diagndstico de la enfermedad
prefieren el acceso universal a la investigacion rapida de la tuberculosis y la
tuberculosis resistente a la isoniazida (MDR y RR; algoritmo 1), seguido de la
investigacion rapida de los dos tipos de la enfermedad en grupos priorizados
hasta alcanzar la cobertura universal (algoritmo 2), algoritmos que son los de
referencia de la OPS (40). A pesar de estas recomendaciones, los resultados
demuestran que en Cali se estan realizando varias pruebas diagndsticas
simultaneamente en el mismo paciente sin seguir un protocolo o algoritmo
estandarizado. La Xpert MTB/RIF™ en Cali se destina principalmente a
pacientes con riesgo de tuberculosis multirresistente e infeccién concomitante
de tuberculosis y HIV y muy poco en quienes dan negativo en la baciloscopia.

Los datos obtenidos reflejan que la aplicacion de la prueba depende mas
del régimen de salud y el sexo de los pacientes que de la priorizacion por
grupos de riesgo. Esto se evidencio por la mayor cobertura de la prueba
Genotype™ en la poblacidn con tuberculosis pulmonar que acude al hospital
de mayor nivel de complejidad, asi como de otras pruebas en sujetos
afiliados al régimen especial (fuerzas militares, policia nacional, Ecopetrol,
magisterio y universidades publicas).

Las caracteristicas de los pacientes con tuberculosis pulmonar y de
quienes presentaban el tipo resistente coincidieron con las reportadas
por el Instituto Nacional de Salud de Colombia: ser del sexo masculino y
tener entre 25 y 34 afos de edad (6). Llama la atencién que el 78 % de
los casos de tuberculosis resistente correspondié a casos nuevos, lo que
sugiere que el nexo epidemiolégico de estos pacientes podria ser otro
paciente con resistencia, por lo que la magnitud de la tuberculosis resistente
estaria subestimada. Los casos de recaidas, fracasos y abandono indican
la necesidad de fortalecer el control y el seguimiento durante el primer
tratamiento. Ademas, en los pacientes positivos para el HIV con baciloscopia
positiva, el resultado negativo en la Xpert MTB/RIF™ confirma que se trata
de otra micobacteria, lo que es util para orientar el tratamiento (41). En los
ultimos cinco afios se han aislado en Cali 101 cultivos de micobacterias no
tuberculosas, siendo las mas frecuentes las del complejo Mycobacterium
avium, M. gordonae, M. xenopi, M. kansasii y M. fortuitum.

En conclusion, la implementacion de técnicas moleculares como la Xpert
MTB/RIF™ para el diagndstico de la tuberculosis resistente y multirresistente
es relativamente reciente en el pais. La cobertura y la fidelidad en su
implementacion en Cali es baja y su uso no sigue necesariamente
la priorizacion recomendada. Deben evaluarse las estrategias de
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implementacion para contribuir a su uso adecuado y al cumplimiento de

las metas nacionales e internacionales para poner fin a la tuberculosis.

Este estudio proporciona informacion de base para proponer mejoras en la
implementacidn de alternativas de diagndstico con pruebas moleculares ya
disponibles en el pais que contribuyan al plan estratégico “Colombia libre de
tuberculosis, 2015-2035” (32).
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Introduccion. Las limitaciones funcionales asociadas con el proceso de envejecimiento
pueden conducir al desarrollo de sintomas depresivos e incrementar la vulnerabilidad de
los adultos mayores.

Obijetivo. Estimar la asociacion entre la discapacidad fisica y la incidencia de sintomas
depresivos clinicamente significativos en adultos mayores mexicanos.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo de cohorte con datos provenientes
de la Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM). La muestra
analitica (n=6.780) incluy6 a adultos mayores de 50 afios que contaran con mediciones
de las variables principales y que no presentaran sintomas depresivos clinicamente
significativos en la ronda cero. Estos sintomas se evaluaron con la escala CESD-9 y,

la discapacidad, mediante el reporte de limitaciones para la realizacién de actividades
basicas o instrumentales de la vida diaria. Se hicieron analisis descriptivos, bivariados

y multivariados, utilizando el modelo de regresion logistica y ajustando segun las
variables sociodemograficas, las condiciones de salud, las adversidades de la infancia, la
participacion social y los eventos vitales estresantes.

Resultados. La incidencia de sintomas depresivos clinicamente significativos fue de
25,75 % (IC,,, 24,70-26,80). Comparados con aquellas personas sin limitaciones para
las actividades instrumentales, se encontré un incremento del 68 % en el riesgo para el
desarrollo de dichos sintomas (IC,,,, 1,10-2,57; p=0,015). En el modelo de actividades
basicas de la vida diaria, la razén de probabilidad (odds ratio, OR) para su desarrollo fue
de 1,36 (1,01-1,81; p=0,039), ambos ajustados por variables de confusion.

Conclusién. Las limitaciones en la vida diaria son un factor de riesgo importante para el
desarrollo de sintomas depresivos clinicamente significativos en personas con seguimiento
de dos afos.

Palabras clave: anciano; personas con discapacidad; depresion; evaluacion de la
discapacidad; incidencia; envejecimiento; estudios longitudinales; México.

Association between physical disability and incidence of depressive symptoms in
older Mexican adults

Introduction: Functional limitations associated with the aging process can lead to the
development of depressive symptoms and increase the vulnerability of older adults.
Obijective: To estimate the association between physical disability and the incidence of
clinically significant depressive symptoms in older Mexican adults.

Materials and methods: We conducted a retrospective cohort study with data from the
Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM). The analytical
sample (n=6,780) included adults over 50 years old with measurements for the main
variables and no clinically significant depressive symptoms reported in the first round. These
symptoms were evaluated with the CESD-9 scale and disability by means of the report of
activities of daily living (ADL) or instrumental activities of daily living (IADL). Descriptive,
bivariate, and multivariate analyses were performed using logistic regression models
adjusted by sociodemographic variables, health conditions, childhood adversities, social
participation, and stressful life events.

Results: The incidence of clinically significant depressive symptoms was 25.75% (95% ClI:
24,70 - 26,80). Compared to those without IADL limitations, an increased risk of 68% for the
development of clinically significant depressive symptoms was found (95% ClI: 1.10-2.57; p=
0,015). With the ADL model, the OR for the development of clinically significant depressive
symptoms was 1.36 (1.01 -1.81; p= 0.039). Both models were adjusted by confounding variables.
Conclusion: Presenting limitations in daily life is an important risk factor for the
development of clinically significant depressive symptoms at two years of follow-up.

Keywords: Aged; disabled persons; depression; disability evaluation; incidence; aging,
longitudinal studies; México.
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El proceso de envejecimiento es una tendencia demografica global;
actualmente, la mayoria de las personas en buena parte del mundo puede
aspirar a vivir mas de 60 afos (1). Sin embargo, como contrapeso de los
beneficios del envejecimiento esta el impacto de la evolucion degenerativa
del individuo en su entorno familiar y social y en los sistemas sanitarios, por
lo que el fendmeno se ha convertido en un campo de interés para la salud
publica. Entre los dominios mas afectados se encuentran los relacionados
con la pérdida de la funcionalidad y la independencia por discapacidad, asi
como las alteraciones en la esfera mental, especificamente los trastornos
del espectro depresivo, que van desde la presencia de sintomas depresivos
hasta episodios de franca depresion.

Si bien es cierto que el binomio discapacidad-depresién y su trayectoria
han sido estudiados por diversos autores, es poca la informacién en el
contexto latinoamericano. Ademas, aun existe controversia en cuanto a la
direccionalidad de la asociacién, toda vez que el comportamiento de estos
fenémenos es diferente en los adultos mayores. En estos, aun cuando la
depresion es menos frecuente, su evolucion tiende a ser mas térpida, los
sintomas tienden a hacerse crénicos y el nimero de recaidas es mayor en
comparacion con los adultos jovenes (2).

El concepto de discapacidad se ha dinamizado con los afios y hoy se la
considera el resultado de la relacion entre las condiciones del medioambiente
y las alteraciones fisicas, sensoriales o neurocognitivas, lo que en los adultos
mayores se traduce generalmente en su dependencia funcional de otros
(3,4). Sin embargo, bajo esta definicidon, un amplio espectro de condiciones
podria considerarse como discapacidad, de alli las grandes diferencias en
la manera de evaluar y clasificar dicho estado. En este contexto, tratando de
superar esta barrera y dada la practicidad técnica para la medicion, se ha
extendido la valoracién de la discapacidad en el adulto mayor con base en su
independencia para la realizacién de las actividades basicas e instrumentales
de la vida diaria.

Segun el andlisis de los datos obtenidos en la Encuesta sobre Salud,
Bienestar y Envejecimiento en América Latina y el Caribe (SABE) del 2006,
el porcentaje de adultos mayores con discapacidad varié considerablemente
entre las regiones estudiadas, desde el 12 % en Montevideo hasta el 40,3 %
en Sao Paulo, siendo la prevalencia promedio del 19 % (5). En el caso puntual
de México, segun The study on global ageing and adult health (SAGE) (6), la
prevalencia de discapacidad entre el 2007 y el 2010 con base en la limitacién
para la realizacién de las actividades basicas de la vida diaria fue del 38,8
% entre adultos de 50 afios o mas. De hecho, se considerd que, por cada
afno mas de vida, el 10 % de los adultos mayores que en el momento de la
encuesta se encontraban libres de discapacidad requeriria ayuda para alguna
de las actividades bésicas de la vida diaria y se estim6 que la incidencia
podia ser mayor al evaluar la necesidad de asistencia para las actividades
instrumentales (7). Como ya se menciond, la discapacidad también esta
asociada con otras condiciones secundarias que afectan el estado de salud y
la calidad de vida, como la depresion (8), que generalmente se subestima en
el adulto mayor (9), por lo que el seguimiento de este grupo poblacional cobra
importancia, ya que este factor incrementa su vulnerabilidad.

Histéricamente se han descrito cuatro vias de aproximacion a la relacion
entre las condiciones fisicas de discapacidad y el desarrollo de la depresion.
Desde la perspectiva biolégica se plantea que, directa o indirectamente,
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ciertas afecciones fisicas desencadenan cambios filoldgicos, especialmente
neurohormonales, como sucede con la disminucion de la concentracion

de monoaminas en los enfermos de Parkinson, ya que estas influyen en el
desarrollo de la depresion por su efecto regulador del estado del animo. Por
otro lado, las fluctuaciones animicas se han relacionado indirectamente con
los efectos adversos de medicamentos (10,11).

En cuanto a la perspectiva del comportamiento, esta considera las
modificaciones de los comportamientos rutinarios de la vida diaria, por
ejemplo, el abandono de habitos, las restricciones laborales, las visitas
frecuentes a centros asistenciales y el horario de la toma de medicamentos.
Estos cambios en las conductas podrian llevar a percibir la enfermedad como
un factor estresante, causa de angustia y depresion (10).

La perspectiva cognitiva plantea que la discapacidad se traduce en
una situacion coyuntural de choque emocional que hace necesaria una
serie de ajustes, incluida la forma de relacionarse con el medio externo, de
manera que aquellas personas con menor capacidad de adaptacion y mayor
tendencia a percibirse como inutiles y con poca esperanza en el futuro,
tendrian mayor probabilidad de desarrollar depresion (12). La percepcion
de vulnerabilidad frente a la enfermedad contribuye a la construccién de
patrones de pensamiento irracionales y da paso a una cascada de reacciones
psicolégicas negativas (10).

Por ultimo, desde la perspectiva social se plantea que la discapacidad
fisica y las enfermedades crénicas pueden deteriorar la relacion entre el
individuo y su medio externo, lo cual afecta sus redes de apoyo y hace cada
vez mas compleja la participacion en actos sociales. Dado que las relaciones
interpersonales son necesarias para la regulacién de los estados afectivos y
contribuyen a mantener formas positivas de pensamiento, la disrupcion de las
redes sociales aumenta el riesgo de depresién (10).

Partiendo de esta informacién, se reconocen diferentes orientaciones y tipos
de asociaciones entre la discapacidad fisica y la depresion, y puede plantearse
que la discapacidad funciona como un factor de estrés capaz de afectar el
estado psicolégico de los adultos mayores y desencadenar la depresion.

Hasta donde se sabe, no se ha estimado su efecto en estudios
longitudinales en adultos mayores mexicanos, por lo que en este estudio se
planted estimar la asociacién entre la discapacidad fisica y la incidencia a dos
afos de los sintomas depresivos clinicamente significativos en este grupo de
poblacion.

Materiales y métodos
Disenfio de estudio

Se hizo un estudio retrospectivo de cohortes a partir de laronda O y la
ronda 1 de la Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México
(ENASEM), como se explica a continuacién.

Poblacion de estudio

La Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM)
es un estudio prospectivo de salud representativo de 13 millones de
mexicanos nacidos antes de 1951. La muestra se obtuvo en los 32 estados
del pais en zonas urbanas y rurales.
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A la fecha se han realizado cuatro rondas: 2001, 2003, 2012 y 2015. Para
la primera y segunda rondas, la muestra se selecciond a partir de los datos
obtenidos mediante la Encuesta Nacional de Empleo correspondiente al
cuarto trimestre del afio 2000 (13). La ronda 0 incluyd una muestra de los
mexicanos mayores de 50 afios 0 mas y sus parejas, independientemente
de la edad de estas. En el 2003, se hizo un seguimiento en el cual se
entrevistaron todos los participantes vivos y en condiciones de contestar las
preguntas, un sustituto (familiar) de los participantes fallecidos, y un sustituto
de aquellos que no pudieron completar su propia entrevista por enfermedad o
ausencia temporal; ademas, se hizo una entrevista de base a la nueva pareja
en caso de haberla. A pesar de contar con cuatro rondas y debido al numero
de pérdidas para el seguimiento entre el 2003 y el 2012, se utilizaron los
datos de las rondas O y 1.

En el presente estudio se incluyeron aquellos sujetos de 50 afos 0 mas
de la ronda cero que, ademas, contaran con mediciones de las variables
principales en ambas rondas y hubieran contestado de forma directa y
no mediante un sustituto. Se excluyeron los participantes con sintomas
depresivos clinicamente significativos en la ronda 0. Al articular los datos de
seguimiento entre las rondas 0 y 1 del grupo de 13.693 sujetos inicialmente
encuestados, se encontrd que 5.539 no cumplian con los criterios de
inclusion. Entre los 8.154 restantes, hubo 1.374 pérdidas de seguimiento,
quedando asi una cohorte de 6.780 sujetos. Por ultimo, la muestra analitica
fue de 1.736 personas en el modelo de evaluacion de la discapacidad
mediante la valoracion de la independencia para la realizacién de las
actividades basicas de la vida diaria y de 3.995 personas en el modelo de
medicion de la discapacidad mediante el reporte de la independencia para la
realizacion de las actividades instrumentales de la vida diaria. En la figura 1
se describe la conformacién de la cohorte de estudio.

Medidas

Sintomas depresivos clinicamente significativos. Se los definié como
aquellos por encima de un umbral especifico, aunque sin reunir los criterios
necesarios para el diagndstico de depresién mayor o de trastorno depresivo
persistente (14); en este caso, la variable se evalud6 en las dos rondas
utilizando la escala Center for Epidemiologic Studies Depression Scale
(CESD), modificada, de nueve items, que indaga sobre la presencia o
ausencia de sintomas depresivos durante la semana anterior.

RONDA 0 (2001)

RONDA 1 (2003)

n=13.693 sujetos

4.357 excluidos por tener SDCS.

n=6.780 sujetos

> /\ﬁ

n=1.374 sin datos de
seguimiento entre rondas

n=5.044 datos incompletos
en la medicién de variables

n=2.785 datos incompletos
en la medicién de variables

\

\4

> n=8.154

Excluidos en total: 5.539 sujetos por
no cumplir criterios de inclusion.

Muestra analitica (ADL)
n=1.736

Muestra analitica (IADL)
n=3.995

Figura 1. Diagrama de flujo de la conformacién de la cohorte para las rondas 0 y 1 de la ENASEM
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La escala se validd en el 2007 y se encontrd una correlacion estadisticamente
significativa entre el cuestionario y el diagnéstico clinico de depresion. El punto
de corte establecido en cinco o mas tuvo una sensibilidad del 80,7 % y una
especificidad del 68,7 % para el diagnostico de depresion en el adulto mayor
(15). Los individuos con sintomas depresivos clinicamente significativos en la
ronda O fueron excluidos para garantizar la conformacion de la cohorte con
personas que no presentaban el resultado sobre el que se inquiria.

Discapacidad. La discapacidad fisica se evalué mediante el reporte de
limitaciones para la realizacion de las actividades bésicas e instrumentales de
la vida diaria. Las escalas utilizadas fueron la de Katz y la escala de Lawton y
Brody (16). Con la escala de Katz (para las actividades basicas) se valoraron
las limitaciones para banarse, ir al bafo, trasladarse fuera de la cama o silla
sin ayuda, vestirse y comer, asi como el control de esfinteres. Por otro lado,
con la de Lawton y Brody (para las actividades instrumentales) se analiz6 la
necesidad de asistencia para preparar alimentos, tomar medicamentos, ir de
compras y administrar el dinero. La presencia de discapacidad se planteé en
los casos en los que se reporté limitacidn para la ejecucion, por lo menos, de
una de estas actividades.

Covariables. Los modelos se ajustaron segun las variables relacionadas
con la presencia de discapacidad y de sintomas depresivos clinicamente
significativos, incluidos los datos sociodemogréficos, el estado de salud, las
redes de apoyo, las adversidades de la infancia y los eventos vitales estresantes.

Las variables sociodemograficas incluyeron el estado civil (soltero, casado,
viudo, union libre, separado), el grupo de edad (50-59, 60-69, 70-79, 80 0 mas
afos), la escolaridad (ninguna, primaria, secundaria, estudios superiores), el sexo
y el propio reporte sobre la situacion econémica (muy buena, buena, regular,
mala). La presencia de adversidades en la infancia se evalué con base en la
valoracion de las instalaciones sanitarias en el interior del hogar antes de los 10
afios, concebida esta como simil de la pobreza infantil segun se plantea en los
documentos de la UNICEF en los que se la ha utilizado para analizar la dimension
socioeconodmica, conjuntamente con otras como nutricion, salud y educacion (17).

En la valoracion de las variables relacionadas con el estado se salud, se
utilizo el propio reporte de los entrevistados sobre diabetes mellitus, obesidad,
hipertension arterial sistémica, enfermedad pulmonar (asma o EPOC), cancer,
cardiopatia isquémica, artritis, enfermedad cerebrovascular, déficit cognitivo,
percepcion del propio estado de salud y el antecedente de fracturas.

La obesidad se determiné segun el indice de masa corporal (IMC)
con base en el peso y la talla reportadas por los propios participantes y
se clasificé como normal (IMC: 18,5 a 24,9 kg/m?), sobrepeso (IMC: 25
a 29,9 kg/m?) u obesidad (IMC: =30 kg/m?). Para la categorizacion del
deterioro cognitivo, se utilizd la version reducida del Cross-Cultural Cognitive
Examination, cuyos resultados se dividieron con base en un punto de corte de
39 o0 menos (presencia de deterioro) y 40 o mas (ausencia de deterioro) (18).
En cuanto a la presencia de “multimorbilidad; se considerd que esta existia
cuando la persona reportaba padecer dos o0 mas enfermedades cronicas (19).

La participacion social se midié con base en el reporte de la participacion
en actividades de voluntariado, considerando que la intervencién en eventos
que promueven la integracién social puede contribuir a mejorar la salud
mental de este grupo de personas al brindarles oportunidades para mantener
y desarrollar relaciones interpersonales que les permiten ser parte activa de
su nucleo social y familiar (20,21).
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Por ultimo, la evaluacion de los eventos vitales estresantes se basé en
tres de los aspectos de la escala de reajuste social adaptada para adultos
mayores de Holmes y Rahe (22): separacion marital, muerte del cényuge y
muerte de un familiar cercano, en este caso, los hijos.

Analisis estadistico

Inicialmente, se hizo un analisis descriptivo de todas las variables utilizando
la mediana como medida de tendencia central y el rango intercuartil como
medida de dispersidn para las variables cuantitativas, y las proporciones y un
intervalo de confianza (IC) del 95 % para las variables cualitativas.

Para el analisis bivariado de las asociaciones entre la variable dependiente
y cada una de las variables independientes, se estimé la razén de momios
(odds ratio, OR) con su respectivo IC de 95 % vy el valor de p. En cuanto al
analisis multivariado, se usaron modelos de regresion logistica. Los resultados
se presentan como OR, con sus respectivos IC del 95 % vy el valor de p.

En el modelo 1 se evalué la asociacion entre la discapacidad para realizar
las actividades instrumentales de la vida diaria como variable explicativa
principal y la incidencia de los sintomas depresivos clinicamente significativos
como variable dependiente, ajustada por las variables sociodemogréficas,
la historia de eventos vitales estresantes, las adversidades en la infancia,
la participacion social y las variables relacionadas con el estado se salud:
hipertensién arterial sistémica, diabetes mellitus, asma o EPOC, enfermedad
cerebrovascular, infarto agudo de miocardio, artritis, fractura, obesidad, cancer,
“multimorbilidad; percepcidn del propio estado de salud y déficit cognitivo.

En el modelo 2 se utiliz6 la presencia de limitaciones para la realizacion
de actividades basicas de la vida diaria como variable independiente principal
ajustada por las mismas variables del modelo 1. La inclusién de las covariables
descritas y la especificacion de los modelos se ajustaron a las relaciones
reportadas en la literatura especializada, y el potencial papel de las principales
variables de confusion de la relacidon, mediante la construccion de un diagrama
aciclico dirigido utilizando el paquete DAGitty (figura 2). Todos los analisis
estadisticos se hicieron con el paquete SPSS™, version 22.0 (figura 2).

Figura 2. Diagrama aciclico dirigido utilizado
para establecer potenciales variables de
confusion de la relacion entre discapacidad y
depresion

A1: Discapacidad 1;Y: Sintomas depresivos; A2*:
Discapacidad 2

M: multimorbilidad (como constructo); C: morbilidad
asociada (ver la lista completa en la seccion de
materiales y métodos); N: nivel de ingresos; E:
eventos vitales; W: pérdidas en el seguimiento; K:
adversidades en la infancia; S: percepcién de la
propia salud; D: dolor (sin datos de medicién); O:
aislamiento social (sin datos de medicion); J: red
deficiente de apoyo familiar (sin datos de medicion);
U: predisposicién genética, estilo de vida (sin datos
de medicion)
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Resultados
Andlisis exploratorio

Con respecto a las caracteristicas basales de la cohorte, la mediana para la
edad fue de 59 anos (Q,-Q,: 54-67), el 74,1 % estaba casado o vivia en union
libre; el 20,7 % no tenia ningun grado de escolaridad; el 48,68 % correspondia
a mujeres y el 64,7 % manifestd una situacion econdmica regular.

En cuanto al estado de salud, el 15,3 % del total de sujetos que contaba
con la medicién de las limitaciones para la realizacién de las actividades
basicas de la vida diaria se consideré con discapacidad y, al evaluar la misma
variable con base en las actividades instrumentales, el 3,4 %.

En lo que respecta a las enfermedades cardiometabdlicas consideradas en
el estudio, el 33,2 % report6 antecedentes de hipertension arterial sistémica;
el 13,5 % manifesté ser diabético; el 24,2 % tenia obesidad segun su IMC; el
2,5 % habia sufrido un infarto agudo de miocardio, y el 2,0 %, una enfermedad
cerebrovascular. Ademas, el 5,0 % tenia morbilidades respiratorias como
EPOC o asma; el 1,6 %, cancer; el 16,6 %, artritis; el 11,4 % se habia
fracturado, y el 51,8 % tenia déficit cognitivo.

En relacion con los eventos vitales estresantes, el 14,5 % habia sufrido la
pérdida de su cényuge; el 7,4 % estaba separado, y el 35,5 % habia perdido a
uno de sus hijos.

Por otra parte, el 64,5 % de la cohorte habia tenido adversidades en su
infancia y el 14,4 % participaba activamente en actividades de voluntariado.

En el cuadro 1 se detallan las caracteristicas sociodemograficas, asi como
las relacionadas con el estado de salud y otras covariables discriminadas
por sexo. En cuanto a la incidencia de sintomas depresivos clinicamente
significativos, a los dos afios de seguimiento esta fue del 25,75 % (IC,,,,
24,70-26,80).

En el analisis bivariado se encontré una asociacion significativa entre
la presencia de discapacidad, medida mediante la evaluacion de las
limitaciones para las actividades basicas de la vida diaria (p<0,001) y las
actividades instrumentales (p<0,001), y la presencia de “multimorbilidad”
(p<0,001), hipertension arterial sistémica (p<0,001), artritis (p<0,001),
enfermedad cerebrovascular (p<0,001), déficit cognitivo (p<0,001), EPOC o
asma (p=0,017) y antecedentes de fractura (p=0,013).

Asimismo, se demostrd una asociacion significativa y un incremento de la
fuerza de asociacion cuando la percepcion de la propia situacion econdmica y
el estado de salud era desfavorable. El sexo femenino, la edad mayor o igual
a 60 anos, no haber tenido educacion o solo la primaria, las adversidades
en la infancia, la pérdida del cényuge y la no participacion en actividades de
voluntariado, también se asociaron significativamente con la variable principal
(cuadro 2).

Analisis multivariado

En el modelo 1, la incidencia de sintomas depresivos clinicamente
significativos y la discapacidad se asociaron con un incremento de la
probabilidad para el desarrollo de este evento del 68 % (OR=1,68; IC,,,
1,10-2,57; p=0,015) comparado con los sujetos sin discapacidad. También,
hubo asociacion significativa con el sexo (OR=1,77; IC,,, 1,50-2,11; p<0,001),
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una edad superior a los 80 afios (OR=1,91; IC,,,, 1,15-3,19; p=0,012), una
buena percepcion de la propia salud (OR=2,02; IC,_, 1,03-3,94; p=0,039),
una percepcion regular (OR=2,95; IC,,, 1,50-5,76; p=0,002) y una mala
percepcion (OR=5,18; IC,, 2,54-10,56; p<0,001), asi como con la ausencia
de escolaridad (OR=1,47; IC,,,, 1,07-2,01; p=0,015) y con tener solo primaria
(OR=1,29;IC,,, 1,01-1,63; p=0,036), siendo el comparador en esta covariable
la categoria de estudios superiores.

Cuadro 1. Caracteristicas basales de la cohorte de mexicanos de 50 afios o mas (ENASEM, ronda 0%)

Mujeres Hombres

Variables n=3.301 (%) n=3.479 (%)

Sociodemograficas

648

Edad (afhos) 50-59 1707 (51,7) 1.725 (49,6)
60-69 1.007 (30,5) 1.076 (30,9)
70-79 461 (14,0) 548 (15,8)
>80 126 (3,8) 130 (3,7)
Estado civil Soltero 180 (5,5) 85 (2,4)
Casado 1.904 (57.7) 2.729 (78,4)
Unién libre 126 (3,8) 268 (77)
Separado 338 (10,2) 166 (4,8)
Viudo 753 (22,8) 231 (6,6)
Escolaridad Ninguna 742 (22,5) 663 (19,1)
Primaria 1.757 (63,2) 1.926 (55,4)
Secundaria 198 (6,0) 267 (77)
Estudios superiores 604 (18,3) 619 (17,8)
Reporte de los propios Muy buena 6 (2,4) 82 (2,3)
participantes sobre su situacién Buena 786 (23,9) 695 (20,1)
econdmica Regular 2.112 (64,2) 2.258 (65,2)
Mala 316 (9,6) 427 (12,3)
Relacionadas con el estado de salud
Actividades instrumentales de  Sin discapacidad 3.083 (95,4) 2.970 (97,8)
la vida diaria Con discapacidad 149 (4,6) 67 (2,3)
Actividades basicas de la vida Sin discapacidad 1.401 (86,2) 1.002 (82,7)
diaria Con discapacidad 224 (13,8) 210 (17,3)
Multimorbilidad Si 1.098 (53,6) 1.054 (41,6)
Hipertension Si 1.289 (39,9) 891 (26,6)
Diabetes mellitus** Si 477 (14,8) 412 (12,3)
Cancer** Si 78 (2,4) 26 (0,8)
EPOC y asma** Si 164 (5,1) 163 (4,9)
Infarto agudo de miocardio**  Si 58 (1,8) 106 (3,2)
Enfermedad cerebrovascular*™* Si 59 (1,8) 72 (2,2)
Artritis** Si 657 (20,4) 435 (13,0)
Fractura™* Si 394 (12,2) 364 (10,7)
Obesidad IMC=30 kg/m? 673 (28,9) 609 (20,5)
Déficit cognitivo Positivo<40 puntos 1.591 (53,9) 1.534 (49,8)
Percepcién de la propia salud  Excelente 72 (2,2) 105 (3,0)
Muy buena 144 (4,4) 241 (6,9)
Buena 1.217 (36,9) 1.419 (40,8)
Regular 1597 (48,4) 1.434 (41,2)
Mala 271 (8,2) 279 (8,0)
Eventos vitales estresantes Fallecimiento de un hijo 1.164 (375) 1.114 (33,7)
Separacién marital 338 (10,2) 166 (4,8)
Viudez 753 (22,8) 231 (6,6)
Adversidades de la infancia Si 2.007 (61,2) 2.334 (676)
Participacion social Participacion en actividades 2.777 (84,2) 3.009 (87,0)

de voluntariado (-)

* Se discrimind el porcentaje de cada variable con respecto al nimero efectivo de participantes por
variable. Se presentan las caracteristicas basales (ronda 0) de la muestra analitica de estudio descrita

en materiales y métodos.

** Segun informe de los propios participantes
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Cuadro 2. Andlisis bivariado de la incidencia de los sintomas depresivos clinicamente significativos
y las caracteristicas clinicas y sociodemograficas de la muestra (ENASEM, rondas 0 y 1)

Presencia de SDCS

Variables n=1.746 (%) OR(IC,,) p
Sociodemogréficas
Edad (afos) 50-59 796 (23,2) Referencia
60-69 554 (26,6) 1,2(1,0-1,3) 0,004
70-79 306 (30,3) 1,4 (1,2-1,6) <0,001
>80 90 (35,2) 1,7 (1,3-2,3) <0,001
Sexo Hombre 724 (20,8) Referencia  <0,001
Mujer 1.022 (31,0) 1,70 (1,52-1,90)
Estado civil Soltero 68 (25,7) 1,0 (0-8-1,4) 0,589
Casado 1.121 (24,2) Referencia
Unién libre 106 (26,9) 1,1(0,9-1,4) 0,230
Escolaridad Ninguna 478 (34,0) 3,0 (2,4-3,6) <0,001
Primaria 1.013 (27,5) 2,2(1,8-2,6) <0,001
Secundaria 75 (16,1) 1,1 (0,8-1,5) 0,418
Estudios superiores 178 (14,6) Referencia
Situacién econémica** Muy buena 16 (10,1) Referencia
Buena 276 (18,6) 2,0(1,1-3,4) 0,009
Regular 1.181 (27,0) 3,2 (1,9-5,5) <0,001
Mala 263 (35,4) 4,8 (2,8-8,3) <0,001
Estado de salud
Actividades instrumentales de la Sin discapacidad 1.514 (21,0) Referencia
vida diaria Con discapacidad 95 (32,4) 2,3 (1,7-3,0) <0,001
Actividades basicas de la vida diaria Sin discapacidad 726 (25,3) Referencia
Con discapacidad 172 (31,5) 1,5(1,2-1,8) <0,001
Presencia de multimorbilidad No 438 (15,0) Referencia <0,001
Si 596 (23,6) 1,7 (1,5-2,0)
Hipertensién arterial*** No 1.032 (19,5) Referencia <0,001
Si 664 (25,6) 1,4 (1,2-1,5)
Cancer*** No 1.676 (21,6) Referencia 0,671
Si 25 (20,5) 0,9 (0,5-1,4)
Diabetes mellitus*** No 1.445 (21,3) Referencia 0,056
Si 253 (23,2) 1,1 (0,9-1,3)
EPOC y asma*** No 1.597 (21,3) Referencia 0,017
Si 103 (26,5) 1,3 (1,0-1,7)
Artritis*** No 1.307 (19,8) Referencia 0,013
Si 391 (30,5) 1,7 (1,5-2,0)
Fractura*** No 1.474 (20,9) Referencia 0,013
Si 222 (24,6) 1,2 (1,0-1,4)
Enfermedad cerebrovascular*** No 1.643 (21,3) Referencia  <0,001
Si 54 (34,6) 2,0 (1,4-2,9)
Infarto agudo de miocardio*** No 1.654 (21,5) Referencia 0,512
Si 46 (22,3) 1,1 (0,7-1,5)
Obesidad No 928 (19,1) Referencia 0,136
Si 322 (21,3) 1,1 (0,9-1,2)
Déficit cognitivo No 593 (17,1) Referencia
Si 906 (24,6) 1,5 (1,4-1,7) <0,001
Percepcion de la propia salud Excelente 14 (6,7) Referencia
Muy buena 56 (11,7) 1,9 (1,0-3,6) 0,029
Buena 518 (16,2) 2,8 (1,6-4,9) <0,001
Regular 924 (22,2) 51 (2,9-8,8) <0,001
Mala 234 (34,9) 8,6 (4,8-15,2) <0,001
Adversidades de la infancia No 472 (19,8) Referencia
Si 1.260 (29,0) 1,6 (1,4-1,8) <0,001
Eventos vitales estresantes
Separacién marital No 1.602 (25,5) Referencia 0,133
Si 144 (28,6) 1,1 (0,9-1,4)
Viudez No 1.439 (24,8) Referencia
Si 307 (31,2) 1,3 (1,1-1,5) <0,001
Fallecimiento de un hijo No 955 (23,1) Referencia
Si 692 (30,4) 1,4 (1,2-1,6) <0,001
Participacion social No 1.523 (26,3) 1,2 (1,0-1,4) 0,007
Si 216 (22,2) Referencia

SDCS: sintomas depresivos clinicamente significativos
* Se discrimind el porcentaje de cada variable con respecto al nimero efectivo de participantes por variable.

** Estimador crudo

*** Segun informe de los propios participantes
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En el modelo 2, a pesar de la reduccion importante del tamafo de la
muestra (n=1.736), se encontrdé coherencia en la asociacion significativa
entre la discapacidad y la incidencia de sintomas depresivos clinicamente
significativos (OR=1,36; IC,,, 1,01-1,81; p=0,039). Ademas, se mantuvo
la asociacion con covariables como el sexo (OR=1,51;IC,,,, 1,18-1,93;
p<0,001), la ausencia de escolaridad (OR=1,91; IC,,,, 1,23-2,97; p<0,004),
la percepcion regular (OR=9,25; IC,,,, 1,23-69,15; p=0,030) y una mala
percepcion (OR=15,45; IC,,,, 2,03-117,54; p=0,008) del propio estado de
salud, sin embargo, en estos estratos de la variable la estimacion de la
relacién fue sustancialmente imprecisa. En el cuadro 3 se presentan estos
resultados con mayor detalle.

Cuadro 3. Regresion logistica binaria para los sintomas depresivos clinicamente significativos en mexicanos
de 50 afios o mas (ENASEM, rondas Oy 1)

. Modelo 1 (n=3.995) Modelo 2 (n=1.736)
Variables
OR(IC,,,) OR(IC,,,)
Discapacidad *1,68 (1,10-2,57) 0,015 *1,36 (1,01-1,81) 0,039
Estado civil Casado Referencia Referencia
Soltero 1,27 (0,68-2,36) 0,445 1,32 (0,53-3,27) 0,550
Unién libre 1,19 (0,83-1,69) 0,333 1,08 (0,65-1,80) 0,754
Edad (afos) 50-59 Referencia Referencia
60-69 1,00 (0,84-1,21) 0,927 0,97 (0,75-1,25) 0,817
70-79 1,12 (0,87-1,44) 0,372 0,88 (0,62-1,24) 0,468
80 o mas *1,91 (1,15-3,19) 0,012 1,67 (0,91-3,07) 0,096
Escolaridad Ninguna *1,47 (1,07-2,01) 0,015 *1,91 (1,23-2,97) 0,004
Primaria *1,29 (1,01-1,63) 0,036 1,34 (0,95-1,90) 0,088
Secundaria 0,75 (0,52-1,08) 0,132 0,87 (0,51-1,50) 0,637
Superior Referencia Referencia
Sexo femenino *1,77 (1,50-2,11) <0,001 *1,51 (1,18-1,93) 0,001
Multimorbilidad 1,09 (0,83-1,43) 0,508 1,14 (0,79-1,65) 0,475
Hipertension 1,13 (0,93-1,38) 0,197 1,05 (0,81-1,37) 0,699
Cancer 0,59 (0,30-1,14) 0,120 0,49 (0,20-1,18) 0,114
Diabetes mellitus 0,86 (0,68-1,09) 0,233 0,80 (0,59-1,09) 0,165
EPOC y asma 0,98 (0,70-1,38) 0,932 1,11 (0,74-1,66) 0,600
Artritis 1,21 (0,97-1,51) 0,085 1,11 (0,85-1,45) 0,432
Fractura 0,86 (0,66-1,12) 0,275 0,90 (0,65-1,24) 0,547
Enfermedad cerebrovascular 1,48 (0,87-2,52) 0,147 1,56 (0,86-2,83) 0,140
Infarto agudo de miocardio 0,88 (0,54-1,43) 0,621 0,67 (0,38-1,18) 0,169
Obesidad 0,99 (0,81-1,21) 0,995 0,92 (0,70-1,20) 0,533
Déficit cognitivo 1,04 (0,85-1,26) 0,672 0,95 (0,72-1,25) 0,749
Percepcion de la propia salud Excelente Referencia Referencia
Muy buena 1,68 (0,78-3,59) 0,178 3,13 (0,36-27,22) 0,299
Buena *2,02 (1,03-3,94) 0,039 6,74 (0,89-50,63) 0,064
Regular *2,95 (1,50-5,76) 0,002 *9,25 (1,23-69,15) 0,030
Mala *5,18 (2,54-10,56) <0,001 *15,45 (2,03-117,54) 0,008
Eventos vitales estresantes Separacion marital 1,30 (0,99-1,71) 0,063 1,27 (0,85-1,91) 0,232
Viudez 1,16 (0,92-1,47) 0,206 1,20 (0,87-1,65) 0,258
Fallecimiento de un hijo 1,06 (0,89-1,26) 0,471 1,07 (0,84 -1,36) 0,548
Adversidades de la infancia 1,17 (0,98-1,40) 0,077 1,07 (0,83-1,38) 0,572
Participacién social 1,16 (0,93-1,45) 0,169 1,25 (0,92-1,68) 0,147
Percepcion de la propia Muy buena Referencia Referencia
situacion econémica Buena 1,08 (0,58-2,02) 0,797 1,53 (0,55-4,21) 0,409
Regular 1,40 (0,76-2,59) 0,279 1,52 (0,56-4,12) 0,407
Mala 1,70 (0,88-3,25) 0,110 1,76 (0,62-4,97) 0,283

Referencias para las categorias dicotémicas: sexo masculino; no tener discapacidad, hipertension arterial sistémica,
diabetes mellitus, enfermedad cerebrovascular, infarto agudo de miocardio, artritis, historia de fracturas, déficit
cognitivo, enfermedades respiratorias (EPOC o asma) u obesidad; no ser separado ni viudo; no haber padecido el
fallecimiento de un hijo ni adversidades en la infancia y no participar en actividades de voluntariado. * p<0,05

Modelo 1, variable explicativa principal: limitaciones para la realizacion de actividades instrumentales de la vida diaria
Modelo 2, variable explicativa principal: limitaciones para la realizacion de las actividades basicas de la vida diaria
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Discapacidad y depresion en adultos mayores
Discusion

Los resultados del presente estudio sustentan la asociacién entre la
presencia de discapacidad fisica y el desarrollo de sintomas depresivos
clinicamente significativos, aunque ajustados por potenciales factores de
confusidon como la coexistencia de otras morbilidades, la percepcion del
propio estado de salud, el padecimiento de adversidades en la infancia
y otras variables como las sociodemogréficas, las relacionadas con la
participacion social y la historia de eventos vitales estresantes.

Cabe destacar el hallazgo de una incidencia de sintomas depresivos
clinicamente significativos del 25,75 %, asi como la asociacion significativa
entre el sexo femenino, la percepcion del propio estado de salud y la ausencia
de escolaridad con el desarrollo de sintomas depresivos clinicamente
significativos en los dos modelos multivariados. En la practica, se considera
que el efecto de la discapacidad sobre la incidencia de la depresién se debe
al conjunto de los factores bioldgicos, del comportamiento, conductuales y
sociales, y no a uno de estos en particular.

Estos hallazgos estan en concordancia con los de otros estudios
longitudinales como el de Chao, et al. (2014), en el cual se encontré que la
discapacidad fisica considerada desde la perspectiva de la reduccion de la
capacidad para realizar las actividades sociales habituales, asi como el poco
apoyo social y el incremento en el estrés percibido, contribuye al desarrollo
de sintomas depresivos en los adultos mayores (23). Desde el punto de vista
metodolégico, se encontraron similitudes con el estudio citado en cuanto a la
evaluacion de la discapacidad mediante las limitaciones para las actividades
bésicas de la vida diaria, la presencia de sintomas depresivos con la
escala CES-D en su version de 10 items, y las diferencias en las variables
consideradas como de confusién, toda vez que solo se incluyeron la edad, el
sexo, el grado de escolaridad y el estado cognitivo.

La asociacion entre discapacidad y sintomas depresivos también
fue analizada por Chang, et al. (2009), quienes encontraron que el
empeoramiento del nivel de discapacidad en mujeres de 65 afos o mas se
asocio con un incremento de 2,2 veces mas en la probabilidad de desarrollar
sintomas depresivos en el corto plazo (OR=2,2; IC,,, 1,1-4,3), en este caso,
un tiempo inferior a seis meses. En este estudio, las limitaciones para la
realizacion de las actividades basicas de la vida diaria se utilizaron como
indicador de la discapacidad y la presencia de sintomas depresivos se valoré
con la Geriatric Depression Scale (GDS). Una diferencia metodolégica entre
el presente estudio y el de Chang, et al., fue la exclusion de las personas con
déficit cognitivo en esta ultima (24).

Por otra parte, Zeiss, et al. (1996), analizaron la asociacion entre la
discapacidad y los sintomas depresivos estratificando la muestra segun el
grado de discapacidad en personas que no la tenian (grupo 1), otras con
discapacidad leve (grupo 2) y un tercer grupo (grupo 3) con discapacidad
grave, y encontraron que 11, 13 y 21 %, respectivamente, desarrollaron
dichos sintomas. Las comparaciones post hoc indicaron diferencias
significativas entre los grupos 1y 3 (p<0,001) y entre los grupos 2 'y 3 (p<
0,05) (25).

Prince, et al. (1998), por su parte, en su estudio prospectivo de base
poblacional, documentaron que la discapacidad es uno de los predictores
mas relevantes para el desarrollo de depresién: la presencia de limitaciones
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para la realizacion de una a cuatro actividades basicas de la vida diaria se
asocio con un incremento de 3,9 veces en el riesgo de depresion (IC,,,, 1,7-
9,4) y de 4,3 veces (IC,,,, 1,5 -12,3) entre aquellos con limitaciones para la
realizacion de cinco o mas de dichas actividades en un modelo ajustado por

edad, sexo, estado civil y redes de apoyo social (26).

Por otra parte, recientemente He, et al. (2019), registraron el porcentaje de
quienes desarrollaron sintomas depresivos entre personas de mediana edad
y adultos mayores de una poblacién en China. En la encuesta de seguimiento
de aquellos con puntuaciones iniciales de limitacion para la realizacion de las
actividades basicas de la vida diaria de 0,1 y =2, la incidencia de sintomas
depresivos fue de 172 % (IC,,, 15,7-18,8 %), 22,3 % (IC,,,, 18,1-26,6 %)y
34,8 % (IC,,,, 27,5-42,1 %), respectivamente. Los sujetos con puntuaciones
iniciales de 1y =2 tuvieron un 38 % (OR=1,38; IC,, 1,07-1,78) y 2,56 veces
(OR=2,56; IC,,, 1,85-3,55) mayor riesgo de presentar sintomas depresivos.
Después del ajuste por otras covariables sociodemograficas, de apoyo social
y de estado de salud, la proporcion de probabilidades disminuyd, pero la
relacién mantuvo significacion estadistica en el grupo con una puntuacion
inicial de =2 (OR=1,63; IC,,, 1,03-2,57) para la realizacion de las actividades
basicas, a diferencia del grupo con una puntuacion inicial de 1 (OR=0,99;

IC,.., 0,73-1,35) (27).

95%

Por otro lado, los resultados del presente estudio contrastan con los
hallazgos del estudio longitudinal de Schieman, et al. (2007), en el cual la
asociacion entre discapacidad y sintomas depresivos variaba de acuerdo
con el estrato socioecondmico, el sexo y la raza. En ese estudio, se
observé que el incremento en el grado de limitaciones fisicas se asociaba
significativamente con la modificacion hacia el incremento de la depresién
entre adultos mayores de raza blanca con bajo nivel socioeconémico;
por otra parte, entre aquellos con alto nivel socioeconémico, dicha
asociacion se mantuvo solamente en mujeres de raza negra y en hombres,
independientemente de su raza (28).

No obstante, debe sefalarse que existen diferencias metodolégicas
importantes con el presente estudio: la evaluacién de los sintomas depresivos
con una escala modificada de la Hopkins Symptom Checkilist for Depression
y la de discapacidad con un instrumento compuesto por elementos tomados
de diversas escalas, incluida la de Katz. Ademas, en la seleccion de los
participantes estos autores optaron por maximizar la diversidad social y
econdmica, es decir, una poblacién de estudio mas heterogénea que la del
presente estudio.

En un estudio de cohorte llevado a cabo en alemanes de 75 afos o mas,
en el que se realizaron evaluaciones cada 1,5 anos durante nueve anos
con base en el modelo de discapacidad de Verbrugge y Jette (1994), el cual
considera que los eventos morbidos agudos o crénicos que comprometen
el estado fisico de una persona se acompafan de cambios en la esfera
psicolégica que se traducen en sintomas depresivos, se encontré una
asociacion entre la modificacion del nivel de discapacidad y dichos sintomas
en el andlisis bivariado (p<0,05), lo que no se mantuvo en el analisis
multivariado (29). En este estudio, la discapacidad se midi6é con base en las
limitaciones para la realizacién de las actividades basicas de la vida diaria
y la depresion, con la Geriatric Depression Scale, y se consideraron como
variables de confusidn las sociodemograficas y otras relacionadas con la
condicion de salud que incluyeron 28 enfermedades.
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Discapacidad y depresion en adultos mayores

En suma, tal y como lo describe Bruce, si bien es cierto que la conexién
entre depresion y discapacidad podria ser intuitivamente obvia, los datos
existentes sobre la naturaleza de esta relacion sugieren que los vinculos
entre los dos eventos son sorprendentemente complejos (12), lo que hace
necesario mantener el incentivo para llevar a cabo investigaciones como
la presente, con el propdsito de contribuir a esclarecer la red causal e
idear estrategias de prevencion que mitiguen la carga que supone para los
diferentes sistemas sanitarios y para la sociedad en general la atencién de los
adultos mayores con discapacidad y depresion.

Asimismo, es importante resaltar la importancia de este estudio en
contextos como el mexicano, cuyo sistema de salud carece de directrices
efectivas que garanticen la atencion integral de una poblacién, como la de los
adultos mayores, doblemente vulnerable por la presencia de la discapacidad
y la depresién, y en la cual frecuentemente se subestima la presencia de
depresion e, incluso, se la llega a considerar como normal.

Por otro lado, segun lo reportado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el 80 % de las personas con discapacidad viven en paises de
ingresos bajos o medios, como los de Latinoamérica (5). Alli, a diferencia de
los paises con altos ingresos, son escasos los datos sobre la prevalencia e
incidencia de la depresion en las etapas tardias de la vida y sobre los factores
de riesgo potencialmente modificables relacionados con este evento. Esta
situacién podria deberse a distintas razones como la diversidad cultural, la
notificacién o conceptualizacion de los sintomas depresivos, los factores
psicométricos, los diferentes perfiles de factores de riesgo o las diferencias en
las caracteristicas socioecondmicas (30).

Por ultimo, cabe mencionar como fortalezas del estudio, su enfoque
longitudinal, el hecho de contar con una muestra representativa a nivel
nacional, el control en el analisis multivariado de multiples factores de
confusion y la evaluacién de la relacién entre la discapacidad y los sintomas
depresivos clinicamente significativos y diferentes indicadores de limitacion
de actividades, lo que permitié establecer que el efecto se mantiene
independientemente del indicador de discapacidad que se analice. Uno de
los factores que mejor podria explicar los resultados disimiles de los diversos
estudios sobre la relacidon entre discapacidad y sintomas depresivos, es el
uso de diferentes métodos para medir dichas variables.

Entre las limitaciones, se encuentran las pérdidas en el seguimiento,
la evaluacion de las principales variables de interés con base en el propio
reporte de los participantes, la presencia de potenciales variables de
confusidon no medidas, y el hecho de que, dadas las caracteristicas de la
escala CES-D, solo se tuvieron en cuenta aquellas personas con sintomas
depresivos recientes, especificamente en la semana inmediatamente anterior,
lo que podria haber llevado a pasar por alto casos incidentes por fuera de
este periodo.

En cuanto a las pérdidas en el seguimiento, debe tenerse en cuenta
que este estudio se circunscribe a los datos disponibles en la encuesta
ENASEM. Entre las rondas de estudio se registraron 239 muertes y solo una
de las pérdidas en el seguimiento se registré en ese grupo. Ciertamente,
es complejo conocer todas las causas que motivaron dichas pérdidas, sin
embargo, el analisis incluyd varias variables independientes reconocidas
en la literatura como causas comunes de muchos resultados de salud que
podrian estar relacionadas con las pérdidas. Por otro lado, la proporcién
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de personas expuestas a la discapacidad fue mayor entre los sujetos que
no pudieron ser seguidos, por lo que habria que considerar que tanto la
incidencia de sintomas depresivos clinicamente significativos como la
fuerza de asociacion entre la discapacidad y este evento, podrian haberse
subestimado.

Es preciso reconocer el aumento del riesgo de sintomas depresivos
clinicamente significativos entre los adultos mayores con discapacidad. Dada
su alta incidencia y el incremento esperado de este grupo de poblacion, es
necesario implementar y adaptar las politicas preventivas de los diversos
sistemas de salud, maxime en contextos como el latinoamericano debido a
los altos costos financieros derivados de la atencién de adultos mayores con
sintomas depresivos clinicamente significativos.
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Original article

Normal pressure hydrocephalus: Diagnostic delay

Alejandra Saldarriaga-Cantillo', Viviana Yepes-Gaviria?, Juan Carlos Rivas?3
"Escuela de Medicina, Universidad del Valle, Cali, Colombia

2Departamento de Psiquiatria, Hospital Universitario Psiquiatrico del Valle, Cali, Colombia
3Departamento de Psiquiatria, Universidad del Valle, Cali, Colombia

Introduction: Normotensive hydrocephalus is a differential diagnosis in the evaluation of
the dementia syndrome. The diagnostic protocols would allow detecting this pathology that
has more effective treatment than other dementias.

Objective: To describe a population with clinical suspicion of normal pressure
hydrocephalus evaluated in a Colombian psychiatric hospital and discuss the possible
reasons for its diagnostic and therapeutic delay.

Materials and methods: We conducted a retrospective study of medical records to identify
patients with suspected normal pressure hydrocephalus during a 5-year period.

Results: Thirty-five patients with suspected normal pressure hydrocephalus underwent
diagnostic lumbar puncture and five of them were considered candidates for a peritoneal-
venous shunt, but none underwent this surgical procedure. After three to six months of the
lumbar puncture, the gait pattern improved in 22.8% of the patients, cognition in 22.8%, and
sphincter control in 11.4%. Improvement was not sustained in the long term (1 year) in any
of them.

Conclusion: This study suggests the poor implementation of the protocols for

evaluating patients with cognitive deficits and delays in the diagnosis of normal pressure
hydrocephalus. A small number of patients were identified as candidates for treatment.
Normal pressure hydrocephalus is a potentially reversible clinical entity with the placement
of a peritoneal ventricular shunt, but delays in diagnosis and treatment have deleterious
consequences for patients and their families.

Keywords: Hydrocephalus/diagnosis; hydrocephalus, normal pressure; spinal puncture;
ageism; dementia; primary health care.

Hidrocefalia de presion normal: demora en el diagnéstico

Introduccion. La hidrocefalia normotensiva es un diagnéstico diferencial en la evaluacién
del sindrome demencial. Los protocolos diagndsticos permitirian detectar esta condicion,
cuyo tratamiento es mas efectivo que el de otras demencias.

Objetivo. Describir una poblacién con sospecha clinica de hidrocefalia normotensiva
evaluada en un hospital psiquiatrico colombiano y discutir las posibles razones de la
demora en el diagnéstico y en la terapia de esta condicion clinica.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo de los registros médicos para detectar
pacientes con sospecha de hidrocefalia normotensiva durante un periodo de cinco afos.
Resultados. A 35 pacientes con sospecha de hidrocefalia hormotensiva se les hizo una
puncién lumbar diagnéstica. Cinco de ellos se consideraron candidatos para una derivacion
ventriculo-peritoneal, pero ninguno se sometié a este procedimiento quirurgico. A los 3-6
meses de la puncion lumbar, se observé una mejoria del patrén de la marcha en el 22,8 % de
los pacientes, de la cognicién en el 22,8 % y del control del esfinter en el 11,4 %. La mejoria
no se mantuvo a largo plazo (un afio) en ningun paciente.

Conclusion. Se encontré una implementacién deficiente de los protocolos de evaluacién

de los pacientes con déficit cognitivos y demoras en el diagndstico de la hidrocefalia
normotensiva, asi como un numero reducido de pacientes clasificados como candidatos para
el tratamiento. La hidrocefalia normotensiva es una condicion clinica potencialmente reversible
con la colocacién de una derivacién ventriculo-peritoneal. Los retrasos en el diagndstico y en
el tratamiento tienen consecuencias perjudiciales para los pacientes y sus familias.

Palabras clave: hidrocefalia/diagndstico; hidrocéfalo normotenso; puncién lumbar; viejismo
(sic); demencia; atencion primaria de salud.
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Normal pressure hydrocephalus is a clinical syndrome with the triad of
dementia, disordered gait, and urinary incontinence (1,2). Commonly, the
disease is accompanied by frontal and subcortical cognitive deficits, which
can be confused with other neurological syndromes (3,4). Ventriculomegaly
with normal opening pressure on lumbar puncture is an normal pressure
hydrocephalus hallmark (4). However, the symptoms and radiological findings
of this disease may also be present in other common medical entities such
as Parkinson’s disease, Biswanger’s disease, vascular dementia, and even
normal aging (5-7).

Normal pressure hydrocephalus incidence varies between 1.36 and 1.58
per 100,000 persons per year (8,9), with an increased incidence in the ninth
decade of life (10). The discrepancies likely reflect inconsistent definitions
of normal pressure hydrocephalus and differences between the study
populations (11).

Normal pressure hydrocephalus diagnosis is a probability when there are
two symptoms of the classic triad associated with ventriculomegaly on cranial
computed tomography (CT) or magnetic resonance imaging (MR) suggesting
an increase in ventricular size with signs of cerebrospinal fluid (CSF) flow
(12). The reference standard to determine if a patient with normal pressure
hydrocephalus is a candidate for surgery is a lumbar puncture. The clinical
improvement of the symptoms following the procedure predicts the benefit
derived from the placement of a peritoneal-venous shunt (13,14).

Given that normal pressure hydrocephalus is a dementia syndrome
potentially reversible with the placement of a peritoneal-venous shunt, it is
important to characterize, recognize, and diagnose it accurately. Current
data indicate that peritoneal-venous shunt placement is effective and early
treatment can increase survival (15). However, there is little consensus on
the diagnostic criteria of this disease and the selection of patients who would
potentially benefit from a it (16).

This study describes a population of patients with suspected normal
pressure hydrocephalus evaluated in a psychiatric referral center and the
possible reasons for the diagnostic and therapeutic delay.

Materials and methods
Population studied

We included a population of patients with clinical suspicion of normal
pressure hydrocephalus diagnosed between January 1, 2009, and December
31, 2014, at Hospital Psiquidtrico Universitario del Valle in Cali, Colombia.
We collected the medical records and conducted a retrospective review. The
study was approved by the Institutional Ethical Review Board of the Hospital
Psiquiatrico Universitario del Valle (Act 005-014).

This hospital specializes in the intervention of all aspects of mental
health and is the center with the greatest complexity in psychiatric care in
southwestern Colombia. The cases were defined as patients who had at
least two symptoms of the classic normal pressure hydrocephalus triad, brain
imaging evidence of dilation of the ventricular system (Evans index over 0.30),
and who had undergone an invasive diagnostic procedure such as lumbar
puncture (17).
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Lumbar puncture

A high-volume lumbar puncture was performed in the cases included to remove
a large volume of CSF (typically 40-50 ml) after one to four hours of gait testing;
the test was also performed 24 hours after the procedure. Transient recovery in
gait after the lumbar puncture has been considered a positive prognostic indicator
for surgery. One to two lumbar puncture attempts were performed and the mean
opening pressure of the cerebrospinal fluid was evident in ranges of normal
variation (<180 mm H,O or 13 mm Hg with the patient in the lateral position).

Clinical scales

We assessed normal pressure hydrocephalus triad clinical symptoms
using the normal pressure hydrocephalus scale (table 1) (19). This ordinal
scale determines the severity of the patient’s clinical picture using scores that
independently assess the degree of impairment of gait, sphincter control,
and cognition. The scores on the normal pressure hydrocephalus scale range
from 3 to 15. The minimum score of 3 corresponds to a patient who does not
walk and always stays in bed or in a sitting position with incontinence of the
bladder, loss of anal sphincter tone, and minimal awareness. The maximum
score of 15 indicates that the patient exhibits normal gait, does not report
subjective cognitive alterations, and shows normal control of sphincters.

The following data were recorded: sex, age at the time of diagnosis,
duration of symptoms, symptoms and severity at the time of diagnosis,
response to lumbar puncture, short- and long-term disease course,
neuroimaging records, and associated comorbidities. Simple descriptive
statistics were calculated using univariate analysis.

Results

We detected 326 records from the Hospital Psiquiatrico Universitario del
Valle database under the diagnosis of hydrocephalus. Thirty-five cases (66%
female) met the inclusion criteria for normal pressure hydrocephalus, and the
average age at the time of evaluation was 77.3 years (range: 47-96 years). The
average follow-up time was 33.8 months (range: 3-84 months).

Table 1. Clinical scale for idiopathic normal pressure hydrocephalus (18)

Symptoms Score
Gait evaluation
Patient in bedridden or not able to ambulate
Ambulation is possible with help
Independent walking is possible but unstable or the patient falls
Abnormal but stable gait
Normal gait
Cognitive function
Patient is vegetative
Severe dementia
Important memory problems with more or less severe behavior disturbance
Memory problems reported by patient or family
Cognitive disturbances are only found by specific tests
Sphincter disturbances
Urinary and faecal incontinence
Continous urinary incontinence
Sporadic urinary incontinence
Urinary urgency
No objetive or subjetive sphincter disfuntion 5

a b NN = a b O =

A ON =

Total normal pressure hydrocephalus score: gait evaluation + cognitive function score + sphincter
disturbance score
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Table 2. Characterization of patients with clinical suspicion of idiopathic normal pressure hydrocephalus

Age Symptoms Baseline symptoms Gait outcomes Cognitive decline Urinary incontinence
Case Sex (years) duration Gait Cognitive Urinary Short term Longterm Shortterm Longterm Shortterm Longterm
(months) disturbance decline incontinence (3-6 months) (3 years) (3-6 months) (3 years) (3-6 months) (3 years)

1 M 70 48 1 3 2 1 1 3 1 2 1
2 F 75 24 3 3 1 4 2 4 2 4 1
3 F 73 36 3 3 4 3 3 3 3 4 4
4 M 66 24 4 2 2 2 1 2 1 2 1
5 F 78 108 4 2 1 4 3 2 2 1 1
6 F 62 96 2 3 1 3 2 3 3 3 1
7 F 79 216 3 2 4 4 3 3 1 4 1
8 F 84 1 3 3 4 4 2 4 2 4 4
9 M 74 72 3 3 1 3 2 2 2 1 1
10 M 78 60 1 3 1 2 1 3 3 2 1
1 M 78 72 1 2 1 1 1 2 2 1 1
12 F 83 240 1 2 1 1 1 2 2 1 1
13 F 81 36 1 2 1 1 1 3 2 1 1
14 F 89 72 1 2 1 3 1 3 2 3 1
15 F 76 72 3 2 2 1 1 1 1 2 2
16 M 74 72 3 3 1 2 2 2 2 1 1
17 M 47 240 3 3 3 3 3 3 3 3 1
18 F 82 24 4 2 2 4 4 2 1 2 1
19 M 85 48 4 3 4 4 4 2 2 4 3
20 F 65 84 4 2 3 4 3 2 2 3 3
21 F 87 60 2 2 3 2 1 4 2 3 3
22 F 96 180 2 2 1 2 2 2 2 1 1
23 F 63 36 4 2 1 4 (-) 2 (-) 1 (-)
24 F 84 144 3 2 1 2 2 1 1 1 1
25 F 79 12 3 2 1 3 3 2 2 1 1
26 M 73 24 3 2 2 3 3 2 1 2 2
27 F 81 24 3 2 3 3 0 2 (-) 3 (-)
28 F 82 0,6 4 4 4 4 0 3 (-) 4 (-)
29 M 76 180 3 3 3 4 3 3 3 4 3
30 M 79 12 3 2 1 3 3 2 2 1 1
31 F 79 6 2 2 1 3 (-) 2 (-) 1 (-)
32 F 93 1,44 3 2 3 3 3 2 2 3 3
33 M 80 24 1 2 1 1 (-) 3 (-) 1 (-)
34 F 77 18 3 3 3 3 3 3 3 3 3
35 F 79 1 3 2 3 3 3 3 3 3 3

Patients with suspected normal pressure hydrocephalus on admission had
a generic diagnosis including senile dementia and Alzheimer’s disease. The
average duration of symptoms before establishing a diagnostic suspicion of
normal pressure hydrocephalus was 66.7 months (range: 0.6-240 months).
Thirty to 60% of cases presented with severe symptoms that generated a high
burden of dependency on third parties (table 2).

All the patients had impaired gait, cognitive dysfunction, and loss of
sphincter control. Of these, 11 (31%) were immobile, 22 (63%) had severe
cognitive impairment, and 22 (63%) sphincter dysfunction that required
permanent assistance. All 35 patients underwent CT on admission, four of
them also underwent MR, and one, positron emission tomography. In all
cases, ventriculomegaly was documented with an Evans index over 0.30. At
the hospital admission examination, the Folstein Mini-Mental Scale (MMSE)
was recorded in the clinical history of 12 patients with an average score of
19/30 (range). No patients were evaluated with neurocognitive tests.
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All 35 patients underwent lumbar puncture. In the short term (3-6 months),
8 (22.8%) of them showed gait improvement, 8 cognitive improvement
reported by their caregivers, and 4 (11%) improved sphincter control. Five
patients were considered candidates for peritoneal-venous shunt placement
due to the overall outcomes after lumbar puncture. However, none of them
underwent this procedure: Two were not considered candidates for peritoneal-
venous shunt during presurgical evaluation; in another two cases, the patients’
guardians did not give consent for the procedure, and in one case, health
services did not authorize it.

Discussion

Our results suggest a poor implementation of protocols for evaluating
patients with cognitive deficits, delays in the diagnosis of normal pressure
hydrocephalus while a small number of patients were identified as candidates
for treatment.

Normal pressure hydrocephalus is a reversible and potentially curable
cause of dementia with effective, specific treatment. Early diagnosis can
change the patient’s overall prognosis and decrease the burden of the
disease. The longer normal pressure hydrocephalus goes untreated the worse
is its prognosis (15).

Normal pressure hydrocephalus represents a diagnostic challenge
because it shares symptoms with other neurological syndromes and even
with aging itself. Thus, a patient can present with the classic triad of normal
pressure hydrocephalus without having the disease. Ventriculomegaly is part
of the suspected diagnosis but not when it is the only sign (20).

It is striking that the majority of cases evaluated did not have neuroimaging
at the time of the first assessment in the Hospital Psiquidtrico Universitario
del Valle nor was there a diagnostic study using a cognitive deficit protocol
to evaluate other differential diagnoses including other reversible dementia
syndromes of normal pressure hydrocephalus (B,, hypovitaminosis,
hypothyroidism, infectious causes, metabolic and toxic causes, etc.) (1).

It is possible that a delayed normal pressure hydrocephalus diagnosis
(which implies a lower possibility of reversing its symptoms) and the presence
of comorbidities are related to the low rates of referral for peritoneal-venous
shunt placement (15).

Our findings suggest a weak adherence to the diagnostic protocols of
patients with cognitive deficits in primary care leading to diagnostic and
therapeutic delays in normal pressure hydrocephalus. As the incidence of
dementia increases substantially in the aging population, we anticipate that
the consequences of late and erroneous diagnosis in dementia will represent
a greater burden on public health over time (21).

Studies should be conducted to explore whether the lack of compliance
with the evaluation protocols of patients with dementia syndromes responds
to patients’ old age and the perception of these neurological entities as
irreversible (22) or to the lack of knowledge among primary care physicians
of the best diagnostic approach (18). Given that patients with early dementia
are more likely to benefit from the intervention, future efforts to improve the
timeliness of diagnosis should focus specifically on the detection of more
subtle and early manifestations of the disease (23).
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It is estimated that approximately half of the cases of dementia remain
undiagnosed (24). An important barrier among healthcare providers is the
perception that providing an early diagnosis of dementia is more harmful than
useful. This attitude responds to the idea that precise diagnosis should be
sought only when an inevitable problem has occurred (18,24). Such fear is likely
exaggerated, as studies suggest that most patients prefer the full disclosure
of dementia diagnosis (25). Early diagnosis allows for the optimal use of
therapeutic resources and enables due information for individuals and families
together with appropriate coping tools and a support network that can alleviate
the disabling psychological distress that caregivers may experience (13).

A systematic review has shown that the delayed diagnosis of dementia
syndromes also responds to the limited resources of the healthcare system
(particularly the limited time available for medical consultation, which hampers
the detection and management of dementia symptoms). Other barriers include
communication problems and poor knowledge of symptoms among patients,
healthcare providers, and caregivers (26). In the light of the current evidence,
it is not acceptable to insist on the diagnosis of senile dementia because this
implies denying the patients the possibility of receiving adequate treatment
according to the etiology of their ailment.

The positive side of this situation is that it can be improved and, if
addressed, early detection of normal pressure hydrocephalus is possible.
Educational measures in primary geriatric care regarding normal aging and
adherence to the clinical practice guidelines for dementia syndromes may
improve timely diagnosis and reduce stigma regarding the perception of
irreversibility and therapeutic limitations (27,28).

Among the limitations of our study we should mention the confusion bias
implicit in the observational design, but, on the other hand, it was useful to
generate hypotheses and plan public health interventions.

Ideally, neuropsychological tests should be done before and after the
lumbar puncture; however, health plans in Colombia do not assume this cost,
as was evident in all the study cases.
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Validacién del puntaje de valoracion de la gravedad
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3 Grupo de Investigacion en Gerencia del Cuidado, Universidad Libre de Pereira, Pereira, Colombia

Introduccion. La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es un importante
problema de salud mundial con una alta morbimortalidad. Se requiere la medicion de la
gravedad de la enfermedad mediante una herramienta de facil aplicacion, bajo costo y facil
disponibilidad en areas rurales.

Objetivo. Evaluar la validez y confiabilidad del puntaje de valoracién de la gravedad de

la EPOC (Chronic Obstructive Pulmonary Disease Severity Score, COPDSS) en una
poblacion de atencién primaria en Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de corte transversal en una muestra de 100
pacientes con diagndéstico de EPOC segun las guias GOLD. La validez concurrente se
evaluo correlacionando los resultados del COPDSS con otras variables de importancia
como las del cuestionario sobre la enfermedad respiratoria crénica (Chronic Respiratory
Disease Questionnaire, CRQ) y el volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(Forced Expiratory Volume in one second, FEV.).

Resultados. EI COPDSS presentd una correlacion significativa con el FEV, (r=-0,33), con
el CRQ (r=-0,57) y sus dimensiones: disnea (r=0,51), fatiga (r=0,53), funcién emocional
(r=0,43) y control de la enfermedad (r=0,50). En el andlisis factorial se determiné un solo
factor con una varianza acumulada de 59,1 %. El andlisis de coherencia interna mostr6 un
alfa de Cronbach de 0,76, valor este considerado adecuado.

Conclusiones. Se observé que el uso del COPDSS como cuestionario de valoracion de la
gravedad de pacientes con EPOC en Colombia tenia validez y confiabilidad adecuadas y
que es de facil aplicacion en la atencién primaria.

Palabras clave: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; indice de gravedad de la
enfermedad; atencion primaria de salud; espirometria; encuestas y cuestionarios; Colombia.

Validation of chronic obstructive pulmonary disease severity score (COPDSS) for
primary care in a Colombian population

Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major global health
problem causing high morbidity and mortality. Easy to apply, cost-effective, and available
COPD severity measures are required in rural areas.

Objective: To assess the validity and reliability of the COPD Severity Score (COPDSS) in
Colombian patients attended in primary care.

Materials and methods: A cross-sectional study was conducted in a sample of 100
patients diagnosed with COPD according to GOLD guidelines. Convergent validity was
assessed by correlating the COPDSS results with other important variables such as those
assessed through the Chronic Respiratory Disease Questionnaire (CRQ) and the forced
expiratory volume in one second (FEV,).

Results: The COPDSS showed a significant correlation with the FEV, (r=-0.33), with the
CRQ (r=-0.57) and its dimensions: Dyspnea (r=0.51), fatigue (r=0.53), emotional function
(r=0.43), and disease control (r=0.50). The factor analysis identified a single factor with

a cumulative variance of 59.1%. The internal consistency analysis showed an adequate
Cronbach’s alpha of 0.76.

Conclusions: The use of the COPDSS as an assessment test for COPD patients in
Colombia showed adequate validity, reliability, and easy application in primary care.

Keywords: Pulmonary disease; chronic obstructive; severity of illness index; primary health
care; spirometry; surveys and questionnaires; Colombia.
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La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es un importante
problema de salud mundial con una alta morbimortalidad (1). Actualmente, la
EPOC es la tercera causa de muerte en el mundo, ocupa el quinto lugar en
términos de carga de la enfermedad, tiene un riesgo acumulado de por vida
estimado del 25 %, y afecta a hombres y mujeres por igual (2). En Colombia,
se estimo una prevalencia del 8,9 % en cinco ciudades para el 2007 (3)

y una importante carga de la enfermedad, con 208.166 afos perdidos de
vida ajustados por discapacidad para el 2015, ocupando el tercer lugar en
Latinoamérica después de México y Argentina (1).

En general, las tasas de mortalidad por EPOC especificas para la edad
estan disminuyendo, y el aumento global en el nimero de muertes se relaciona
con el crecimiento y el envejecimiento de la poblacién, ya que la enfermedad
afecta predominantemente a los ancianos (1). En los paises de altos ingresos,
el tabaquismo es el principal factor de riesgo para el desarrollo de la EPOC,
pero también se reconocen otros factores entre los que se destacan la
exposicion al humo de la biomasa, las infecciones en la nifiez, los factores
genéticos y el asma alérgica, especialmente en los paises de ingresos bajos
y medios como Colombia, Argentina, China y Brasil, entre otros (4). Aunque
se han logrado avances en el tratamiento de la EPOC, es necesario encontrar
terapias que reduzcan la progresién de la enfermedad y la mortalidad (5).

Actualmente, hay diversos métodos para clasificar la gravedad de los
pacientes con EPOC con fines de prondstico y tratamiento, recurriendo, entre
otros aspectos, a la valoracion de la funcién pulmonar alterada, la disnea
grave, el tabaquismo activo y el puntaje de gravedad de la EPOC (Chronic
Obstructive Pulmonary Disease Severity Score, COPDSS) (6).

ElI COPDSS es un cuestionario corto y de facil aplicacion desarrollado
por Eisner, et al. (6), ya traducido y validado en espafol (7). El COPDSS
ha demostrado tener una buena validez y capacidad predictiva para
exacerbaciones por la EPOC, con mejores resultados predictivos que otras
variables (8). La clasificacion de la gravedad y del riesgo de los pacientes con
un método facil y practico es de relevancia para la practica clinica, ya que la
disponibilidad de la espirometria puede ser limitada en areas de dificil acceso
0 en zonas rurales. Asimismo, la implementaciéon de un método de bajo costo y
mayor accesibilidad permitiria un mejor manejo de la EPOC, con intervenciones
mas tempranas y pertinentes, reduciendo la morbilidad, la mortalidad y los
costos asociados con la atencion en salud de estos pacientes a largo plazo.

En Colombia, las guias de practica clinica no incluyen métodos de
clasificacion de la gravedad de facil y rapida implementacion, y el COPDSS
no ha sido validado en el pais. Asimismo, en los paises de bajos y medianos
ingresos, la gravedad y los factores de riesgo asociados con la EPOC pueden
ser diferentes a los de los paises de mayores ingresos.

Dada la necesidad de un método de clasificacion de la gravedad de la
EPOC de facil aplicacién y acceso, el objetivo de este estudio fue validar
el COPDSS en una poblacién de Colombia con diagnéstico de EPOC
confirmado por espirometria.

Materiales y métodos
Pacientes y muestra

Se desarrollé un estudio de corte transversal con enfoque de validacion
de instrumentos basado en lo sugerido por diferentes autores (9-11). Se
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seleccionaron 100 pacientes pertenecientes a un programa de EPOC, todos con
confirmacion del diagndstico mediante espirometria segun las guias GOLD (12).

Los criterios de inclusién fueron: una edad igual o mayor de 40 anos;
diagndstico de EPOC segun los criterios de la guia GOLD; indice FEV./
FVC<0,7 en la espirometria posterior a la broncodilatacion, y presencia de
alguno de los siguientes factores de riesgo: exposicion a humo de tabaco, de
lefia, o exposicidon ocupacional respiratoria a particulas, ademas de sintomas
respiratorios crénicos (disnea, tos o expectoracion).

Se excluyeron aquellos pacientes con algun déficit cognitivo que impidiera
la respuesta adecuada del cuestionario y aquellos con una espirometria que
no cumplia con los criterios de buena calidad.

El tamafio de la muestra se definié siguiendo la recomendacién de
Streiner, et al. (11), es decir, elegir entre 5 y 7 individuos por item del
cuestionario y garantizar una muestra no menor de 100 individuos.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital de Santa
Ménica (Dosquebradas, Risaralda) como un estudio “sin riesgo” segun la
Resolucién 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de Salud de Colombia
y acorde con la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado aceptando participar en la investigacion.

Recoleccion de informacion

Siguiendo los procedimientos de validacién propuestos para este tipo de
cuestionarios, se hizo la traduccion al espanol. Aunque ya se habia validado
este cuestionario en Espafa (7), debido a las diferencias lingUisticas con el
espanfol de Colombia y a las de algunos medicamentos empleados en el pais,
fue necesaria una traduccién ajustada al contexto nacional (11). En primer
lugar, la version original del cuestionario fue traducida por un profesional
bilingle experto en el area especifica, versioén que fue revisada después por
otro profesional bilingiie para reducir el riesgo de errores de traduccién.

El cuestionario consta de cinco aspectos generales por evaluar: sintomas
respiratorios, con un maximo de 7 puntos; uso de corticoides, con un maximo
de 5 puntos; uso de otros medicamentos, con un maximo de 10 puntos, y
hospitalizacién o uso de oxigeno domiciliario, con un maximo de 13 puntos,
para un puntaje total en un rango entre 0 y 35 puntos en el que los puntajes
mas altos se asocian con una mayor gravedad de la EPOC. Cada item
tiene un peso a priori basado en aspectos clinicos de la enfermedad y su
contribucion esperada en la gravedad general de la EPOC (6).

Cada paciente fue citado a una consulta clinica para valoracion que
incluyé una entrevista cara a cara utilizando el cuestionario y preguntas
sobre los datos sociodemograficos y aspectos clinicos de la enfermedad.

La informacion fue recolectada por profesionales en terapia respiratoria
entrenadas previamente en la aplicacién de los cuestionarios y en la toma de
espirometrias. La espirometria se ajustd a las guias de la American Thoracic
Society (ATS) y la European Respiratory Society (ERS) (13).

Validacion

Como parte del proceso de validaciéon concurrente, se plantearon diferentes
hipétesis de relacidon que permitieran dar cuenta de la variable latente de
gravedad de la enfermedad, para lo cual se consideraron como parametros
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clinicos la espirometria y la calidad de vida relacionada con la salud. Esta
ultima se midié mediante el Chronic Respiratory Questionnaire (CRQ)
desarrollado por Guyatt, et al. (14), y validado en Colombia previamente (15).
Este cuestionario también fue administrado por profesionales en terapia
respiratoria previamente entrenadas en su diligenciamiento.

El CRQ se compone de 20 preguntas o items y se divide en cuatro
dimensiones de la calidad de vida relacionada con la salud: disnea, fatiga,
funcién emocional y control de la enfermedad. El paciente selecciona una
respuesta para cada item a partir de una escala de siete posibles respuestas
equidistantes. Se puntudan por separado cada una de las dimensiones y
también se obtiene una puntuacion total. En el CRQ las puntuaciones mas
altas indican una mejor calidad de vida.

Analisis estadistico

Se hizo un analisis estadistico descriptivo con medidas de tendencia
central expresadas como medias y medianas, y las medidas de dispersion,
como varianza, desviacién estandar y percentiles. Para la evaluacion de la
validez del constructo, se hizo un analisis factorial exploratorio con extraccion
por el método de componentes principales usando como criterio la seleccion
de factores con valores propios mayores de 1; la rotacién de los factores
extraidos se hizo mediante el método varimax con normalizacion de Kaiser.

En todos los analisis se cumplieron previamente los supuestos para
la aplicacion del método, es decir, una prueba de esfericidad de Barttlet
significativa y la medida de adecuacion de Kaiser-Meyer-Olkin.

La correlacion bivariada entre el puntaje del cuestionario de gravedad y
las otras medidas clinicas, se hizo mediante los coeficientes de correlacién
de Spearman y de correlacion parcial. La coherencia interna (confiabilidad)
se estimo con el alfa de Cronbach. En todos los analisis se utilizd un nivel
de significacion de 0,05. Se utilizé el programa Stata 14.0™ para los analisis
estadisticos.

Resultados
Caracteristicas clinicas de los pacientes

Se incluyeron 106 pacientes para la validacion del COPDSS, de los cuales
se excluyeron seis debido a espirometrias que no cumplian con los criterios
de calidad, es decir, el andlisis se hizo en 100 pacientes.

La edad promedio fue de 73,4 + 9,2 afios y el 52 % pertenecia al sexo
femenino. La distribucidn por estado civil fue la siguiente: solteros, 32 %,
casados, 23 % y viudos, 24 %.

Los parametros espirométricos mostraron un promedio de porcentaje
predicho en el VEF, (volumen espiratorio forzado al primer segundo) de 59,3 %
y de 68,4 % en la capacidad vital forzada.

En cuanto al CRQ, los valores cercanos a siete evidenciaban la mejor
calidad de vida y, aquellos cercanos a uno, la peor. En todas las dimensiones
se obtuvo un puntaje promedio por encima de cinco, lo que indicaba una
buena calidad de vida entre los evaluados. Otras caracteristicas clinicas de
los pacientes se pueden ver en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Principales caracteristicas clinicas de los pacientes
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (n=100)

Edad (afios) (media + DE) 73,4 9,2
Sexo (%)
Masculino 48
Femenino 52
Terapia por inhalacion (%)
Agonistas beta-2 de accion corta 42
Agonistas beta-2 de accién prolongada 4
Anticolinérgico 15
Corticoesteroides 12
Oxigeno domiciliario (%) 12
Horas/dia oxigeno, media + (DE) 107
Tabaquismo (paquete/afio), media + (DE) 40 + 125
VEF,, media + (DE) 59,3 + 271
CRQ, media * (DE)
Disnea 6+1
Fatiga 5x1
Funcién emocional 5+2
Control de la enfermedad 5+2

DE: desviacion estandar; VEF,: Volumen espiratorio forzado al
primer segundo; CRQ: Chronic Respiratory Questionnaire
En cuanto a los resultados del COPDS, el puntaje objetivo mostré una
distribucidn asimétrica (prueba de Kolmorogov, p<0,0001), con una mediana
de 7 (rango intercuartilico, RIC=4-12). La proporcién de respuestas para cada
item evaluado se presenta en el cuadro 2.

Validez del constructo

En la evaluacién de esta forma de validez, el andlisis factorial dio como
resultado una matriz de correlaciones significativas segun la prueba de
Bartlett (ji al cuadrado=126,53; p=0,0001), con un coeficiente de adecuacion
de de Kaiser-Meyer-Olkin de 0,7, lo que indicé que el método de analisis
factorial podia aplicarse a los datos del estudio.

En la determinacion de la estructura interna de la escala, que permite
el establecimiento de la variable latente (en este caso, la gravedad de la
enfermedad), se encontrd un solo factor con valor propio de 2,36 y una
proporcion de varianza acumulada explicada por este factor de 59,1 %. Las
cargas factoriales, que indican el peso que tiene cada area sobre el factor
(gravedad de la enfermedad) de cada una de las areas de evaluacion en el
cuestionario, se muestran en el cuadro 3.

Validez concurrente: correlacion con otros parametros

En el analisis de asociacion con parametros de la funcion pulmonar,
el VEF, tuvo una correlacion significativa con el puntaje de gravedad del
cuestionario (r=-0,33; p=0,0008) después de controlar por la edad. En el
cuadro 4 se presentan las correlaciones entre la calidad de vida relacionada
con la salud y las dimensiones de la misma segun el COPDSS, controlando
por los valores del porcentaje predicho del VEF, y la edad. Se presentaron
correlaciones moderadas con las dimensiones de disnea y de fatiga, y
débiles con las de funcién emocional y control de la enfermedad.

Confiabilidad (coherencia interna)

La correlacion entre los items de la escala, la cual muestra la coherencia
interna del cuestionario, dio como resultado un alfa de Cronbach de 0,76, que
corresponde a una confiabilidad adecuada.
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Cuadro 2. items en el cuestionario de gravedad de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC)

item Puntaje %
Sintomas respiratorios (maximo, 7 puntos)
Ninguno 0 21
Caminando de prisa o apurado en terreno plano 1 25
Caminando con otra persona de su misma edad en 2 0
terreno plano
Tiene que detenerse para tomar aire cuando camina a 3 54

su ritmo en un nivel plano
Disnea en los pasados 14 dias o noches

Ninguna 0 34
1 a 2 dias o noches 1 14
3 a 6 dias o noches 2 26
7 a 13 dias o noches 3 15
Todos los dias o noches 4 1
Uso de corticoide sistémico (maximo, 5 puntos)
Alguna vez lo ha usado 1 18
Usado en el pasado afio 3 17

Usado en las pasadas dos semanas 1 20
Uso de otra medicacion (maximo, 10 puntos)
Inhaladores en las pasadas dos semanas

Agonistas beta 2 de corta accién 1 38
Agonistas beta 2 de accion prolongada 1 7
Corticoide inhalado 1 16
Anticolinérgicos 1 25
Uso de nebulizador en las pasadas dos semanas
Agonista beta 2 de accion corta 1 6
Anticolinérgicos 1 9
Medicacion oral
Teofilina en las pasadas dos semanas 1 5
Agonistas beta 2 1 1
Antibiético para condiciones pulmonares
en los pasados 12 meses
Uno a dos periodos 1 13
Tres 0 mas periodos 2 87
Hospitalizacion, intubacion, uso de oxigeno
domiciliario (maximo, 13 puntos)
Hospitalizado por EPOC en los pasados cinco afios 3 39
Intubado por EPOC en los pasados cinco afios 5 1
Oxigeno domiciliario actualmente 5 11

Cuadro 3. Cargas factoriales de cada area de evaluacion de la escala de
gravedad de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

Areas Factor 1
Sintomas respiratorios 0,59
Uso de medicamentos 0,89
Hospitalizacién, intubacién, oxigeno 0,84
Uso corticoide sistémico 0,69

Cuadro 4. Correlacioén entre los puntajes de la calidad de vida relacionada
con la salud (CRQ) y escala de gravedad de la enfermedad (COPDSS)

. . . Coeficiente correlacion Coeficiente de
Calidad de vida relacionada con la salud

no ajustado correlacion ajustado*
Puntaje total en el CRQ -0,48 -0,57
Disnea -0,49 -0,51
Fatiga -0,50 -0,53
Funcién emocional -0,37 -0,46
Control de la enfermedad -0,38 -0,50

*Valor del coeficiente de correlacion parcial ajustado por VEF, y edad. Todos los analisis fueron
estadisticamente significativos (p<0,001).
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Discusion

La EPOC es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad
a nivel mundial, con una alta carga de la enfermedad y costos para el
sistema de salud (1). En Colombia, se han hecho algunos estudios en
esta poblacion (3,15-19), pero hasta el momento no se habia validado una
escala de gravedad de la EPOC, siendo esta la primera validacion en el
pais. Este estudio en una poblacién de pacientes con EPOC confirmada
por espirometria demuestra que el uso del COPDSS es factible, de facil
aplicacion en los servicios de atencion primaria, con una adecuada
correlacién con la calidad de vida y la funcion pulmonar, y con una coherencia
interna apropiada.

Actualmente, la estratificacién de la gravedad de la EPOC se hace con
base en parametros fisiologicos, como la funcion pulmonar (FEV,) segun
las guias GOLD (12), y en los sintomas de disnea y de exacerbacion (20)
que, aunque son medidas de gravedad de la enfermedad, no tienen en
cuenta resultados de relevancia como la calidad de vida relacionada con
la salud y la discapacidad. De ahi la relevancia de la adopcidn de nuevas
formas de medicion de la gravedad de la enfermedad con base en multiples
dimensiones y aspectos, como el uso de inhaladores, la necesidad de
oxigeno domiciliario, las exacerbaciones que conlleven la hospitalizacidon en
unidades de cuidados intensivos y la reduccién de sintomas.

Asimismo, otras medidas utilizadas en estudios clinicos, como la
caminata de seis minutos (21) y el indice BODE (22), entre otros (20), deben
aplicarse en un ambito clinico, lo cual limita su uso en el marco de encuestas
poblacionales epidemioldgicas. A esto se suma que la determinacion de la
gravedad mediante la espirometria puede ser costosa y no estar disponible
en zonas de dificil acceso o en areas rurales. Se ha establecido que, a
diferencia de quienes viven en zonas urbanas, en pacientes con EPOC de
zonas rurales la mortalidad y la prevalencia de EPOC son mayores (23,24), y
que las fallas en el diagndstico conllevan un tratamiento menos efectivo (25).

En este estudio, el COPDSS demostré tener validez concurrente, pues
hubo correlaciones significativas con parametros como la calidad de vida y
la funcion pulmonar (VEF,) de igual magnitud y direccion a las reportadas
en el estudio inicial de validacion y en otros posteriores (6). Ademas, segun
el andlisis factorial exploratorio, se verificé la validez del constructo al
determinar que en su estructura interna los items se constituyeron en un solo
factor que explicaria el 59,7 % de la variabilidad total del fendmeno estudiado
(gravedad de la enfermedad). También su coherencia interna demostro ser
adecuada y similar a la previamente reportada (6,7).

Con base en estos resultados y los de estudios previos (6,7), el COPDSS
puede utilizarse como una herramienta de clasificacion de la gravedad de
la EPOC muy valiosa, principalmente en zonas rurales o de dificil acceso,
pues permite una facil y rapida clasificacion del paciente en los servicios de
atencion primaria. Este método no remplaza la espirometria, aunque es una
util herramienta en zonas donde no se dispone de esta prueba. Ademas, en
Espafia, por ejemplo, se evidencié que en la practica clinica no se utilizaba
regularmente la espirometria hasta en el 41 % de los encuestados (7).

Por otra parte, el COPSS puede emplearse conjuntamente con otros
cuestionarios para ayudar en el diagndstico y seguimiento de los pacientes
con EPOC (7). Se recomienda utilizarlo cada seis meses como parte
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de los programas de manejo de la EPOC para evaluar la evolucién de

la enfermedad de una forma mas integral, ademas, podria ser util en la
investigacion clinica como indicador de otro resultado importante por analizar
en esta poblacion.

En cuanto a la poblacién estudiada, el 52 % correspondia al sexo
femenino, es decir que hubo una relacion de 1:1 entre los sexos, similar a la
del estudio de validacién original desarrollado por Eisner, et al. (6), en tanto
que, en la validacion previa en Espana (7), predominé el sexo masculino
(92 %) con una relacion de 1:10. La edad promedio de los pacientes de este
estudio fue un poco mayor a la de los pacientes del estudio original y a los
de la validacién en Espana (6,7). A pesar de estas diferencias, y dado que la
edad y el sexo no se han asociado con la gravedad de la EPOC, la validez del
instrumento es adecuada.

Es importante destacar, como lo hacen diferentes autores (9-11), que
la validacién de un instrumento es un proceso que se nutre de diferentes
perspectivas y no un componente de “todo o nada’ En este sentido, esta es
una primera version de validacién del cuestionario; especificamente en el
contexto de la validez concurrente, es necesario aportar evidencias a partir
de otras formas de validacién que aporten al proceso y a la consolidacion
de una medida mas confiable en nuestra poblacién que evalue la validez
predictiva y la de constructo bajo la modalidad de grupos extremos que den
fuerza a las inferencias basadas en los resultados del cuestionario.
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Articulo original

Evaluacion de tres PCR cuantitativas para la
deteccion de leptospiras patdogenas en animales
domeésticos en Nicaragua

Byron Flores'2, Nabil Halaihel?, Tania Pérez-Sanchez?, Jessica Sheleby-Elias’,

Brenda Mora'?, Héctor Fuertes?, William Jirén’

' Centro Veterinario de Diagndstico e Investigacion, Escuela de Ciencias Agrarias y Veterinarias,
Universidad Nacional Autdonoma de Nicaragua, Leén, Nicaragua

2 Departamento de Patologia Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza,
Zaragoza, Espana

Introduccion. En Nicaragua es necesario estandarizar pruebas moleculares como la PCR
en tiempo real (quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR) que mejoren el diagndstico
de leptospirosis en humanos y animales.

Obijetivo. Evaluar tres gPCR para la deteccién de leptospiras patégenas en animales
domésticos de Nicaragua.

Materiales y métodos. Se disefiaron cebadores para la amplificacién del gen LipL32

en SYBR Green (SYBR Green-A) y TagMan, y en otros descritos previamente (SYBR
Green-B). Las secuencias de 12 cepas obtenidas de la base de datos del National

Center for Biotechnology Information (NCBI) se alinearon para la busqueda de sondas

y cebadores. La sensibilidad analitica se determiné calculando el equivalente genémico
detectable, se utilizaron 18 cepas de referencia para la sensibilidad diagnéstica y 28
controles negativos para la especificidad. Los métodos se aplicaron en 129 muestras de
orina de animales domésticos.

Resultados. En SYBR Green-A se obtuvo un limite de deteccidn de cuatro equivalentes
gendmicos; en TagMan, la sensibilidad fue del 94,4 % (IC,,,, 81,1-100,0). Con SYBR
Green-A, se obtuvo una sensibilidad del 77,8 % (IC,, 55,8-99,8), en tanto que con SYBR
Green-B fue del 61,1 % (IC,,,, 35,8-86,4). En las tres pruebas se logré una especificidad
del 100 % (IC,,,, 98,2-100,0). El 26,4 % de las muestras de animales domesticos fueron
positivas con SYBR Green-Ay el 6,2 % con SYBR Green-B.

Conclusiones. EI SYBR Green-A presento un limite de deteccidn bajo, en tanto que las
tres técnicas evaluadas mostraron alta especificidad, en tanto que la TagMan tuvo la mayor
sensibilidad.

Palabras clave: Leptospira; leptospirosis/diagndstico; reaccion en cadena de la polimerasa;
animales domésticos; Nicaragua.

Evaluation of three qPCR for the detection of pathogenic leptospires in domestic
animals in Nicaragua

Introduction: Molecular biology diagnostic methods such as real-time PCR should be used
in Nicaragua to improve the diagnosis of leptospirosis in humans and animals.

Obijective: To evaluate three qPCR methods for pathogenic Leptospira detection in
domestic animals.

Materials and methods: Real-time PCR primers were designed for the amplification of
specific regions from the Lip 32 gene of Leptospira in SYBER Green (SYBER Green-A) and
TagMan, as well in SYBER Green-B as previously published. The sequences of 12 strains
obtained from the database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
were aligned to select probes and primers. The analytical sensitivity was determined by
calculating the detectable genomic equivalent while 18 pathogenic references strains and
28 negative controls were used to evaluate the sensitivity and specificity of each one of the
three sets in 129 urine samples of domestic animals.

Results: The detection limit of four genomic equivalents per reaction was obtained from
SYBR Green-A. The specificities were 94.4% (95% ClI: 81.1-100.0) for TagMan, 77.8% (95%
Cl: 55.8-99.8) for SYBR Green-A, while for SYBR Green-B it was 61.1% (95% CI: 35.8-
86.4). In the three tests, we obtained a specificity of 100% (95% CI: 98.2-100.0). In the field
samples, 26.4% were positive with SYBR Green-A and 6.1% with SYBR Green-B.
Conclusion: SYBR Green-A presented the lowest detection limit while the three techniques
under evaluation showed high specificity while TagMan was the most sensitive.

Keywords: Leptospira; leptospirosis/diagnosis; polymerase chain reaction; animals,
domestic; Nicaragua.
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La leptospirosis es una enfermedad zoondtica causada por especies
patégenas del género Leptospira que afecta principalmente a los paises en
desarrollo (1). La espiroqueta se mantiene en los portadores crénicos, que
la secretan en el medio ambiente, y la infeccion en el humano resulta por el
contacto directo con animales infectados o, indirectamente, con un ambiente
contaminado (2,3). En Nicaragua han ocurrido varios brotes de leptospirosis
humana desde 1995, los mas notables en 1998 y en el 2007, y fue el segundo
pais en el que se observé un cuadro de hemorragia pulmonar en etapa
terminal en uno de los municipios del occidente del pais (4).

Los métodos convencionales, como el cultivo y la prueba de aglutinacion
microscoépica (Microscopic Agglutination Test, MAT), no son Utiles para el
diagndstico temprano, pues el cultivo de Leptospira spp. es dificil dado que
se trata de bacterias de crecimiento lento y los anticuerpos anti-Leptospira
solo pueden detectarse después de la segunda semana del inicio de los
sintomas (3). Ademas, la prueba de aglutinacion microscépica requiere el
mantenimiento de leptospiras vivas y muestras de suero del convaleciente
para obtener resultados concluyentes (5). La gqPCR es mas sensible que el
cultivo para la deteccion de leptospiras en muestras clinicas. Ademas, se
informa que su sensibilidad en estas muestras es mejor que la de la prueba
de aglutinacién microscopica y el cultivo (1,3).

En Nicaragua se han hecho esfuerzos para mejorar la respuesta frente
a brotes de leptospirosis, sin embargo, continda siendo una de las zoonosis
mas importantes y aun debe mejorarse el diagnostico de laboratorio para
mejorar el manejo de los casos. La qPCR puede detectar leptospiras
patdgenas en pacientes con resultados falsos negativos en el cultivo debido
al tratamiento con antibidticos (1).

El propésito de este trabajo fue evaluar tres qPCR para la deteccion de
leptospiras patdgenas en animales domésticos en Nicaragua. El diagnéstico
adecuado de animales portadores es esencial para establecer medidas
preventivas.

Materiales y métodos
Extraccion del ADN de las cepas de referencia

Las cepas de referencia de leptospiras se reactivaron a 30 °C en medio
liquido de Ellinghausen, McCullough, Johnson y Harris (EMJH); después de siete
dias de incubacion, se tomaron 5 ml que fueron centrifugados a 17.500g durante
10 minutos; se usaron 200 pl del sedimento para la extraccion de ADN, siguiendo
las instrucciones del fabricante (UltranClean Blood Spin MO BIO, USA).

Diseno de cebadores

Se disefiaron cebadores para la amplificacién del gen LipL32 en SYBR
Green-A y en TagMan, asi como los cebadores descritos por Levett, et al.
(6) (SYBR Green-B). Se utilizaron secuencias de 12 cepas obtenidas de la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI): 1)
Leptospira interrogans, serovar Hardjo, cepa RTCC2821 (No. JN886739.1); 2)
L. interrogans, serovar, Grippotyphosa, cepa RTCC2808 (No. JN886738.1); 3) L.
interrogans, serovar Hebdomadis, (No. GU220823.1); 4) L. interrogans, serovar
Canicola, (No. DQ092412.1); 5) L. interrogans, serovar Lai (No. LIU89708); 6)
L. interrogans, serovar Pomona, cepa RZ11 (No. AY461910. 1); 7) L. noguchii,
serovar Nicaragua, cepa 1011 (No. AY461918.1); 8) L. noguchii, cepa Fort Bragg
(No. AF181556); 9) L. kirschneri, cepa 5621 (No AY461917.1); 10) L. kirschneri
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(No. AF121192.1); 11) L. kirschneri, serovar Grippotyphosa, cepa RM52 (No.
AY461915.1), y 12- L. borgpetersenii, serovar Hardjo-bovis (No. AM937000.1).

Estas secuencias se alinearon utilizando el algoritmo Clustal W, version
1.6, con el programa Molecular Evolutionary Genetics Program Analysis,
version 6 (MEGAB) (7). La alineacion se utilizé para encontrar una secuencia
de consenso y emplearla como plantilla para el disefio de sondas y
cebadores utilizando el PrimerQuest (Integrated DNA Technologies) (8).
Posteriormente, se compararon manualmente para garantizar la ausencia
de desajustes. Para buscar posibles reacciones cruzadas, los cebadores y la
sonda se evaluaron con la herramienta BLAST (9) (cuadro 1).

Mezclas y protocolos de amplificacion

Para el SYBR Green-A, se utilizé un volumen de 20 pl de reaccion
colocando 10 pl de SYBR Green GoTaq gPCR Master Mix 2x™ (Promega,
USA), 1 pl de cada cebador a 10.000 nmol/L (500 nmol/L en la reaccién), 7 pl
de agua libre de nucleasas y 1 pyl de ADN de la muestra.

El protocolo de amplificacidn fue de 7 minutos a 95 °C, seguido de 44 ciclos
(15 segundos a 55 °C, 15 segundos a 72 °C, 5 segundos a 79 °C y 15 segundos
a 94 °C); para la curva de fusion (Tm), fue de 10 segundos a 94 °C, 5 segundos
a 65 °C, seguido de un aumento y lectura de 0,5 °C hasta alcanzar 95 °C.

La reaccion TagMan se hizo en un volumen de 20 pl de reaccion
colocando 10 pl de sonda GoTag gPCR Master Mix 2x™ (Promega, USA),
1 pl de cada cebador a 10.000 nmol/l (500 nmol/l en la reaccién) y 1 pl de
sonda a 5.000 nmol/l (2.500 nmol/l en la reaccion), 6 pl de agua libre de
nucleasas y 1 pl de ADN de la muestra.

El protocolo de ampilificacion fue de 4 minutos a 95 °C, seguido de 44
ciclos (30 segundos a 55 °C y 5 segundos a 94 °C) y un ultimo a 4 °C.
Para el SYBR Green-B, se utilizé el protocolo descrito por Levett, et al. (6).
Las amplificaciones se llevaron a cabo en el sistema en tiempo real CFX
Connect™ (Bio-Rad, USA).

Sensibilidad analitica

La cantidad de ADN gendmico de Leptospira detectable se estimé midiendo
la absorbancia de ADN con un espectrofotdometro BioDrop™ (Cambridge, United
Kingdom) a partir de un cultivo puro de L. interrogans, serovar Pomona, cepa
Pomona. La muestra se diluy6 hasta los 20 ng/pl; se considerd que el genoma
de la bacteria es, aproximadamente, de 4,6 Mb (5,1 x 10°ng) para calcular el
ndmero de unidades gendmicas (10). De este modo, se obtuvo 1 pl de muestra
que contenia 3,9 x 108 equivalentes gendmicos, el cual se aplicé en la primera
reaccion a partir de la cual se hicieron diluciones en serie de base 10 en agua
libre de nucleasas, repitiendo cada dilucidn ocho veces en la misma placa.

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores y la sonda para la deteccion de leptospiras patégenas

Nombre Secuencias Producto PCR Referencias
Taq32F 5-GACAAACGAAACCGTAAA-3’

Taq32R 5- GTTTCCATCGACTAAACC-3

Pr32 5-FAM-CTGTGATCAACTATTACGGATACG-TAMRA-3’ 103 bp TagMan Este estudio
LipL32F 5-GCCTAAAAAGCTCTTTTGTTC-3’ 62 bp SYBR Green-A Este estudio
LipL32R 5-GGACAAACGAAACCGTAAAA-3'

LipL32-270F 5'

-CGCTGAAATGGGAGTTCG TATGATT-3'

LipL32-692R 5'-CCAACAGATGCAACGAAAG ATCCTTT-3' 423bp  SYBR Green-B (6)
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Con el promedio del ciclo umbral (cycle threshold, Ct), se hizo una curva
de regresion para determinar el nUmero minimo de equivalentes genémicos
que la técnica fuera capaz de detectar.

Sensibilidad diagndstica

Se utilizaron 18 cepas de referencia de seis especies patdgenas como
controles positivos, distribuidas asi: siete cepas de L. interrogans, dos de L.
borgpetersenii, tres de L. noguchii, tres de L. weilii, dos de L. kischneri 'y una
de L. santarosai.

Especificidad

Para detectar reacciones falsas positivas, se emplearon 28 controles
negativos, incluidas cuatro cepas de Staphylococcus aureus, dos de
Escherichia coli, cuatro de Salmonella spp., cuatro de Streptococcus
pyogenes, y dos de Proteus spp. También, se emplearon muestras de ADN
positivas para otros agentes, entre ellas, dos muestras positivas para Brucella
spp., dos para Rickettsia spp., dos para Borrelia burgdorferi, y dos para
Bartonella henselae. También, se utilizaron las cepas de L. biflexa (Patoc1) y
L. meyeri (Veldrat) como especies saprdfitas.

Andlisis de muestras de animales domésticos

Se tomaron muestras de orina de animales que cumplieran con los
siguientes criterios: a) animales de especies domésticas; b) que se
encontraran cerca (radio de 100 m) de casos de leptospirosis humana
confirmados por el Ministerio de Salud de Nicaragua durante brotes
(11); c) sin sintomatologia de leptospirosis; d) con mas de tres meses de
permanencia en el lugar antes del muestreo, y €) que los propietarios dieran
el consentimiento informado.

Se analizaron 129 muestras que incluyeron 49 animales bovinos, 45
perros, 26 cerdos, 7 caballos y 2 ovejas. Para la extraccion de ADN, se
tomaron 5 ml de orina que fueron centrifugados a 1.500g durante 10 minutos,
y se usaron 200 pl del sedimento para la extraccidon de ADN, siguiendo las
instrucciones del fabricante (UltranClean Blood Spin MO BIO, USA). Estas
muestras fueron analizadas con SYBR Green-A y SYBR Green-B.

Analisis estadisticos

La sensibilidad, la especificidad y el intervalo de confianza del 95 % (IC,,,)
se obtuvieron utilizando el método exacto de Fisher con el programa Epidat
3.1 (12); el indice Kappa se utiliz6 para comparar los resultados de las qPCR,
la prueba de Pearson para las correlaciones entre los ciclos umbral y, en el
limite de deteccidn, se empled una regresion lineal.

Resultados

Con la TagMan se amplificaron 17 de las 18 cepas de referencia de las
especies patogenas para obtener una sensibilidad del 94,4 % (IC,, 81,1-
100,0), en SYBR Green-A; 14 de 18 cepas se amplificaron y se obtuvo una
sensibilidad de 77,8 % (IC,,,, 55,8-99,8), en tanto que, en el SYBR Green-B,
11 de 18 cepas fueron positivas, para una sensibilidad de 61,1 % (IC,,,, 35,8~
86,4). En las tres pruebas, la especificidad fue de 100 % (IC,,,, 98,2-100,0),
ya que no se observé amplificacion en los 28 controles negativos, incluidas
las cepas Patoc1 y Veldrat (no patégenas) (cuadro 2).
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Entre la TagMan y el SYBR Green-A se observé un kappa de 0,305 (bajo),
entre la TagMan y el SYBR Green-B fue de 0,355 (bajo), en tanto que, entre el
SYBR Green-A y el SYBR Green-B, el valor fue de 0,668 (bueno) (cuadro 3).

Se encontré una correlacion positiva muy marcada en los ciclos umbral
observados en la TagMan y el SYBR Green-A (regresion lineal, R?=0,937;

p<0,01).

En el andlisis de las curvas de fusion (Tm) de los productos amplificados
con SYBR Green-A, se encontraron valores entre los 72,5y 74,5 °C. El
anadlisis de las Tm de las seis cepas de L. interrogans revel6 que tres de ellas
presentaron una temperatura de 73,0 °C, dos de 73,5 °C y una de 74,5 °C.
Las tres cepas de la especie L. noguchii mostraron Tm diferentes, lo que es
similar a lo observado en las tres cepas de la especie L. weilii. No se encontro
asociacion entre las Tm y la especie de Leptopira (p=0,05) (figura 1).

Con el SYBR Green-A, se obtuvo un limite de deteccion de 4 equivalentes
genomicos por reaccion, una eficiencia de 99,55 % y una R? de 0,99 (alta
correlacion) (figura 2). En las muestras de campo, los resultados revelaron

que, con la técnica SYBR Green-B, fueron positivas 8 de las 129 (6,2 %)

muestras, en tanto que, con SYBR Green-A, la frecuencia de positivos fue de
34 en 129 (26,4 %).

Cuadro 2. Resultados de las tres PCR en las 20 cepas de referencia

Especie Serovares Cepas TagMan SYBR Green LipL32-A SYBR GreenLipL32-B
L.interrogans  Australis Ballico Positivo Positivo Positivo
L. interrogans Canicola Hond Utrecht IV Positivo Positivo Positivo
L. interrogans Djasiman Djasiman Positivo Positivo Positivo
L. interrogans Icterohaemorrhagia RGA Positivo Positivo Positivo
L. interrogans Icterohaemorrhagia Kantorowic Positivo Positivo Positivo
L. interrogans Pomona Pomona Positivo Positivo Positivo
L. interrogans Hardjo Hardjoprajitno  Positivo Negativo Negativo
L. noguchii Nicaragua 1011 Positivo Positivo Negativo
L. noguchii Louisiana LSU 1945 Positivo Positivo Positivo
L. noguchii Panama CzZ 214 Positivo Positivo Positivo
L. borgpetersenii Javanica Veldrat Batavia  Positivo Positivo Positivo
L. borgpetersenii Mini Sari Positivo Negativo Negativo
L. weilii Sarm111 Sarmin Positivo Positivo Positivo
L. weilii Celledoni Celledoni Negativo Positivo Negativo
L. weilii Qingshui L 105 Positivo Positivo Positivo
L. kirschneri Cynopteri 3522 C Positivo Negativo Negativo
L. kirschneri Grippotyphosa Moskva V Positivo Negativo Negativo
L. meyeri Semaranga Veldrat* Negativo Negativo Negativo
L. santarosai Shermani 1342 K Positivo Positivo Negativo
L. biflexa Patoc Patoc 1* Negativo Negativo Negativo

* Cepa no patdégena

Cuadro 3. Concordancia entre las tres gPCR

qPCR TagMan SYBR Green-A SYBR Green-B
Resultados Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
TagMan Negativo - 2 1 3 0
Positivo - 4 13 6 11
SYBR Green-A Negativo 0,306 (0,202) - - 6 3
Positivo - - 0 11
SYBR Green-B Negativo 0,355 (0,038)* 0,668 (0,001)** - -
Positivo - -

En la parte superior derecha se presentan los nimeros absolutos y en la inferior, los resultados de las pruebas

estadisticas. Fuera del paréntesis se muestran los valores de kappa y, dentro, los valores de p.
* Significativo a 0,05 (IC
** Significativo a 0,01 (IC

95%)

99%)
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L. interrogans (73.5, 74.5)
L. noguchii (73.5, 74.5)

L. santarosai (74.5)

L. weilii (73.5, 74.0)

L. borgpetersenii (72.5)
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Figura 1. Temperaturas de fusién (Tm) por especie de leptospiras patégenas en el SYBR
Green-A. Se muestran las curvas de fusién para cinco especies de leptospiras patégenas, en las
cuales no se encontré asociacién entre temperatura y especie de Leptospira, de tal manera que
las especies de L. interrogans (rojo) proporcionaron diferentes Tm, al igual que las observadas en
L. noguchii (verde).
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Log 10 para la concentracion de ADN

Figura 2. Curva estandar para los ciclos umbral y la concentracion de ADN en SYBR Green-A.
Se muestran los valores de ciclos umbral obtenidos en seis diluciones en serie de la base 10 a
partir de una concentraciéon conocida de ADN (3,9 x 106 equivalentes genémicos por pl) obtenida
de un cultivo puro de cepa Pomona. Se observé un aumento de 3,33 en los ciclos umbral para
cada dilucién.

Discusion

La sensibilidad diagndstica fue mayor con la TagMan (94,4 %), y la
especificidad fue alta con las tres técnicas. El valor correspondiente a la mayor
sensibilidad de la TagMan difiere de lo descrito por Cao, et al., en su estudio
(18), quienes sefnalan que el uso de sondas arrojé una mayor especificidad que
el SYBR Green, pero una menor sensibilidad, ya que se ven mas faciimente
afectadas por factores inhibitorios y requieren la complementariedad perfecta,
no solo en los dos cebadores, sino también en la sonda.

El fluoréforo SYBR Green puede dar resultados cuantitativos erroneos
si no se eliminan productos inespecificos o dimeros de cebadores (13);
sin embargo, es una técnica simple y econémica en comparacion con la
TagMan. Aunque a veces el andlisis de la Tmcon SYBR Green se considera
menos especifico en comparacién con el uso de sondas, esta técnica puede
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proporcionar una especificidad similar si los cebadores estan disefhados
apropiadamente y se hace una estandarizacion adecuada (14).

Los resultados heterogéneos entre las tres gPCR en el gen LipL32 de una
misma especie de leptospira podrian explicarse con lo planteado por Haake,
et al. (15), en su estudio de las secuencias de nucledtidos del gen LipL32,
en el que la mayoria de los polimorfismos detectados en las secuencias
fue silenciosa (50 de 73), lo que sugiere que existe una presién evolutiva
para mantener la configuracién primaria de la proteina LipL32, pero no las
secuencias de nucledtidos, y ello puede dificultar la deteccion de todas las
cepas con un solo par de cebadores.

En este estudio, se obtuvo una mejor sensibilidad diagndstica con
ampliaciones pequenas en la TagMan (103 pb) y el SYBR Green-A (62 pb)
que en el SYBR Green-B (423 pb), lo que podria estar relacionado con la
disminucién de la eficiencia de la gPCR en ampliaciones mayores de 150 pb
debido a que se requiere mas tiempo para completar el producto (16).

Se obtuvo una correlacion positiva muy marcada entre la TagMan vy el
SYBR Green-A en los Ct obtenidos; sin embargo, se observaron valores de
ciclos umbral mas altos con el SYBR Green-A, lo que podria estar asociado
con la mayor sensibilidad para el diagnéstico mostrada por la TagMan. En
el estudio de Cao, et al. (13), se registraron valores de ciclos umbral mas
elevados con la TagMan que con el SYBR Green al amplificar el gen LipL32.

El andlisis de las Tm obtenidas con el SYBR Green-A no evidencié
asociacion con la especie. Los resultados del andlisis de las Tm en la gPCR
descritos por Levett, et al. (6), fueron similares a los del presente estudio,
ya que obtuvieron la misma Tm (84 °C) para las especies L. interrogans, L.
kirschneri'y L. noguchii. Por otro lado, en el estudio de Merien, et al. (14), el
analisis de las Tm en la amplificacién del locus lfb1 evidencié la capacidad
para diferenciar entre las especies de leptospiras, o que podria deberse a
la heterogeneidad dentro de la secuencia del locus Ifb1 y a la amplificacion
de un segmento mas grande, lo que permite una mayor probabilidad de
combinaciones en el porcentaje de G-C entre las especies.

El SYBR Green-A present6 un limite de deteccion de 4 equivalentes
genomicos por reaccion, similar a lo descrito por Levett, et al. (6), quienes
encontraron una sensibilidad analitica de 3 equivalentes gendmicos por
reaccion en muestras de sangre y de 10 equivalentes genémicos por reaccion
en muestras de orina. La eficiencia y la regresion lineal (R?) fueron altas (figura
2), lo que podria atribuirse a una buena técnica de extraccion de ADN con bajas
concentraciones de sal y otros factores inhibidores en el medio EMJH, asi como
al tamafo apropiado del amplicon, ya que, como lo describen Opel, et al. (17),
estos pueden ser factores que alteran la eficiencia de la técnica y, por lo tanto,
su capacidad para cuantificar adecuadamente el numero de copias de ADN.

En las muestras de campo, el porcentaje de muestras positivas con SYBR
Green-A fue similar al descrito por otros autores en muestras de orina de
animales en granjas de Brasil (18). Por otro lado, un cultivo previo de las
muestras en EMJH, puede aumentar la sensibilidad, pero tiene la desventaja
de requerir mas tiempo.

Cada vez mas, el diagndstico de leptospirosis se basa en la gPCR, que
proporciona un diagndstico preciso antes de que aparezca la seroconversion
tanto en animales como humanos, con las consecuentes alteraciones en el
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sistema inmunitario (19). Sin embargo, Picardeau et al. (3), sefalan que una
gPCR positiva demuestra la presencia de leptospiras patégenas, aunque
apenas predice el serovar. También hay estudios, como el de Agampodi, et
al., en que se ha demostrado que la carga bacteriana detectada por gPCR
no esta relacionada con la gravedad del cuadro clinico y, ademas, que debe
determinarse el momento mas apropiado para tomar las muestras, con el fin
de obtener una mejor sensibilidad (5).

Las qPCR disefiadas y aplicadas a muestras de animales de la regién
facilitaran una vigilancia mas efectiva y oportuna para desarrollar las medidas
apropiadas de prevencién de la leptospirosis. Las técnicas evaluadas en este
estudio representan una alternativa para el diagnéstico temprano de animales
portadores y contribuyen al sistema de salud del pais.
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Articulo original

Caracterizacion bioquimica del veneno de la
serpiente Bothrops roedingeri Mertens, 1942, y sus
actividades edematégena, hemorragica y miotéxica

Oswaldo Nina-Cueva', Derly Olazabal-Chambilla', Jair Quispe-Arpasi', Adell

Alzamora-Sanchez', Mauricio Gomes-Heleno? Salomén Huancahuire-Vega'

"Laboratorio de Investigacion en Biologia Molecular, Escuela de Medicina, Facultad de Ciencias
de la Salud, Universidad Peruana Unién, Lima, Peru

2Laboratorio de Quimica de Proteinas, Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia,
Universidad Estatal de Campinas, Sao Paulo, Brasil

Introduccién. El envenenamiento por mordedura de serpiente es considerado por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) una enfermedad tropical desatendida. Si bien los
venenos de otras serpientes Bothrops se vienen estudiado ampliamente, poco se conoce
del de Bothrops roedingeri.

Objetivos. Caracterizar bioquimicamente el veneno total de la serpiente B. roedingeri 'y
evaluar su actividad miotdxica, edematdgena y hemorragica.

Materiales y métodos. Se hizo la caracterizacion enzimatica del veneno de B. roedingeri
determinando la actividad de la fosfolipasa A, (PLA,) y de las enzimas proteoliticas, asi
como su accion fibrinogenolitica mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
duodecilsulfato sédico (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE), y la caracterizacion toxica del veneno estableciendo la dosis hemorragica minima,
la dosis edematdgena minima y el efecto miotoxico local y sistémico.

Resultados. La actividad de las PLA, del veneno total de B. roedingeri fue de 3,45 + 0,11
nmoles/minuto, la proteolitica, de 0,145 + 0,009 nmoles/minuto, en tanto que el indice de
coagulacion del fibrinégeno fue de 6,67 + 1,33 segundos. Por otro lado, el veneno produjo
una dosis hemorragica minima de 24,5 ug, una dosis edematégena minima de 15,6

pg y un pronunciado efecto miotéxico local evidenciado por la elevacidn de los niveles
plasmaticos de creatina cinasa después de la inoculacion por via intramuscular. No se
registré miotoxicidad sistémica.

Conclusiones. El veneno de B. roedingeri tiene efectos hemorragicos, edematégenos

y miotoxicos locales, asi como una elevada actividad de la PLA,, que seria responsable
de los efectos miotodxico y edematégeno. También presentd actividad proteolitica, la cual
podria afectar la coagulacién, dada su capacidad para degradar el fibrinégeno y producir
hemorragia por accion de las metaloproteasas.

Palabras clave: Bothrops; venenos de serpiente; mordeduras de serpientes; enfermedades
desatendidas.

Biochemical characterization of Bothrops roedingeri Mertens, 1942 snake venom and
its edematogenic, hemorrhagic, and myotoxic activities

Introduction: Snakebite envenoming is considered by the World Health Organization
(WHO) as a neglected tropical disease. Currently, Bothrops snake venoms are being
studied intensively, but there is little knowledge about Bothrops roedingeri venom.
Objectives: To biochemically characterize B. roedingeri total venom and evaluate its
myotoxic, edematogenic, and hemorrhagic activity.

Materials and methods: We characterized B. roedingeri venom enzymatic activity by
determining the phospholipase A,and the proteolytic and fibrinogenolytic action using SDS-
PAGE electrophoresis while we characterized its venom toxicity by determining the minimum
hemorrhagic dose, the minimum edema dose, and the local and systemic myotoxic effects.
Results: Bothrops roedingeri venom showed a PLA, activity of 3.45 + 0.11 nmoles/min,
proteolytic activity of 0.145 + 0.009 nmoles/min, and a fibrinogen coagulation index of 6.67
+ 1.33 seconds. On the other hand, it produced an minimum hemorrhagic dose of 24.5 g,
an minimum edema dose of 15.6 pg, and a pronounced local myotoxic effect evidenced by
the elevation of plasma creatine kinase levels after intramuscular inoculation. The venom
showed no systemic myotoxicity.

Conclusions: Bothrops roedingeri venom has local hemorrhagic, edematogenic, and myotoxic
activity. Enzymatically, it has high PLA, activity, which would be responsible for the myotoxic
and edematogenic effects. It also has proteolytic activity, which could affect coagulation given
its ability to degrade fibrinogen, and it causes bleeding through the metalloproteases.

Keywords: Bothrops; snake venoms; snake bites; neglected diseases.
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Caracterizacion del veneno de la serpiente Bothrops roedingeri

En junio del 2017, la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) clasificd
el envenenamiento por mordedura de serpiente en la categoria A de las
enfermedades tropicales desatendidas. Este tipo de envenenamiento afecta a
2,7 millones de personas cada afo, la mayoria de ellas viven en algunos de
los lugares mas remotos y menos desarrollados y pertenecen a comunidades
tropicales politicamente marginadas (1). En Latinoamérica y el Caribe, las
estadisticas hospitalarias indican que al afo ocurren, por lo menos, 70.000
casos de mordeduras de serpiente, aunque es probable que el nimero real
de envenenamientos sea mayor debido a que no se registran en muchas
regiones rurales (2). En Peru se reportan anualmente mas de 2.000 casos
de ofidismo y las serpientes del género Bothrops son las de mayor interés
médico, ya que son responsables de la mayoria de los casos de mordeduras
de serpientes (70-80 %) que ocurren en el pais (3).

Bothrops roedingeri, llamada “jergdn de la costa’ pertenece a la familia
Viperidae, subfamilia Crotalinae (4); es la especie de jergdbn mas pequefia,
esta distribuida por toda la costa sur y la sierra del Peru y a lo largo de las
montafas hasta las lomas costeras, con registros desde el departamento de
La Libertad hasta el sur del departamento de Arequipa (5). La invasién de su
hébitat natural por parte de la poblacién humana esta en constante aumento,
por lo que tiene un papel clave en los accidentes ofidicos en las planicies
costeras del pais (5).

Las manifestaciones generales del envenenamiento botrépico incluyen
las reacciones inflamatorias graves, con dafios complejos en el tejido en el
que se inocula el veneno, trastornos hemostaticos drasticos, hemorragia,
edema, mionecrosis y dermonecrosis, los cuales pueden complicarse con
efectos sistémicos y, en algunos casos, insuficiencia renal aguda. Estas
manifestaciones son el resultado de la accion de los diferentes componentes
del veneno (6,7), cuya composicion, asi como las propiedades biolégicas
de varias de las especies de Bothrops en el territorio peruano (B. atrox, B.
barnetti, B. newidi, B. brazili, B. andianus, etc.), ya se conocen (8,9). Sin
embargo, aun no se han descrito las caracteristicas ni la composicion del
veneno de B. roedingeri.

El desarrollo de la protedmica y la caracterizacion farmacoldgica de los
venenos han permitido clasificar las principales familias de toxinas patdégenas
del veneno de las especies de Bothrops. Se ha determinado, por ejemplo, la
presencia de fosfolipasas A, (PLA,), que se encuentran entre las principales
proteinas téxicas del veneno botrdpico y causan las reacciones clinicas
mas notorias en las personas envenenadas. Ademas, se ha evidenciado la
presencia de metaloproteasas dependientes de zinc, que son los componentes
mas abundantes de estos venenos y causan hemorragia, de las proteasas de
serina con actividad semejante a la trombina, las cuales producen alteraciones
en la coagulacion, y de las L-aminoacido oxidasas (10,11).

Las caracteristicas enzimaticas del veneno, asi como las propiedades
farmacoldgicas de las serpientes endémicas del Peru, son de importancia
médica, y este es el caso de B. roedingeri, de la cual se tiene muy poca
informacion (12). En este estudio se hizo la caracterizacion bioquimica
y enzimatica del veneno de B. roedingeri, asi como la caracterizacion
cuantitativa de su efecto hemorragico, edematdgeno y miotoxico.
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Materiales y métodos
Veneno

El veneno fue cedido por el Laboratorio de Quimica de Proteinas del
Instituto de Biologia de la Universidad Estatal de Campinas (UNICAMP, Sao
Paulo, Brasil), a cargo del profesor Sergio Marangoni. Fue obtenido de un
conjunto de venenos de serpientes adultas B. roedingeri de ambos sexos
y mantenido a 4 °C hasta el momento de usarlo diluyéndolo en 0,1 M de
solucion tampén fosfato (PBS) con pH de 7,2.

Animales

Se utilizaron ratones albinos Mus musculus juveniles machos de la
cepa BALB/c (18 a 20 g), la cual se emplea en estudios toxicoldgicos
y farmacolégicos. Los ratones provenian del Bioterio de la Escuela de
Medicina Humana de la Universidad Peruana Unién (Lima, Perd) y habian
sido mantenidos en ambientes con temperatura controlada, y alimentados
con agua y comida ad libitum. El estudio fue aprobado por el Comité de
Investigacion y Etica de la Universidad Peruana Unién.

Actividad de la fosfolipasa A, (PLA,)

La actividad de la PLA, se determind siguiendo la metodologia de Holzer,
et al., modificada para microplacas de 96 pozos (13). Se utilizaron 200 pl de
solucion tampon (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10mM y NaCl 100 mM pH 8), 20 pl
del sustrato cromogénico acido 4-nitro-(3-octanoiloxi) benzoico y 20 pl de
agua o veneno total de B. roedingeri.

Después de la adicion del veneno, la mezcla fue incubada durante 40
minutos a 37 °C y las absorbancias se leyeron a intervalos de 10 minutos.
La actividad enzimatica expresada como velocidad inicial (V) se calculd
después de 20 minutos de reaccion. El ensayo se hizo por triplicado,
monitoreando la formacidn del acido 4-nitro-(3 hidroxi) benzoico (cromdforo)
a 425 nm en un lector de microplacas VersaMax 190™ (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

Actividad proteolitica

La actividad proteolitica se midi6 utilizando el sustrato N-benzoil-L-
arginina-p-nitroanilida (BapNA) modificado para microplacas de 96 pozos. La
mezcla de prueba contenia 45 pl de solucidon tampén (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM), 180 pl de sustrato, 15 ul de agua y 5 pl de
veneno total de B. roedingeri.

Después de la adicion de la muestra, la mezcla se incubd durante 40
minutos a 37 °C y las absorbancias se leyeron a intervalos de 10 minutos a 410
nm. La actividad enzimatica, expresada como velocidad inicial de la reaccion
(V,), se calculé en funcién de la cantidad de p-nitroanilina liberada (14).

SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecilsulfato sédico
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) se
ajusto a la metodologia de Gallagher (15). Las placas de poliacrilamida se
prepararon de forma discontinua con un gel al 5 % de concentracién y gel
de corrida de 12,5 %. En ambos geles se afadié 20 % de SDS. La corrida
se realiz6 en sistema doble con miniplacas SE 250 Mighty Small I1I™. Los
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marcadores de masa molecular fosforilasa B de 97 kDa, albumina sérica
bovina de 66 kDa, ovoalbumina de 45 kDa, anhidrasa carbdnica de 30 kDa,
inhibidor de tripsina de soya de 20 kDa vy lisozima de 14 kDa (Sigma-Aldrich
Co), asi como la muestra de veneno total fueron disueltos en solucion
tampon Tris-HCI, 0,075 M, pH 6,8, 10 % de glicerol, 4 % de SDS y 0,001 %
de bromofenol. La corrida se realizé a 30 mA. Los geles se colorearon con
solucion azul de Coomassie al 0,05 % y el exceso de colorante se removio en
acido acético al 7 %.

Actividad fibrinogenolitica

La accidn fibrinogenolitica se determiné mezclando 20 pl de veneno total
con 900 pl de solucién de fibrindgeno (2mg/ml) en solucidon tampdn Tris-
HCI10 mM, pH 7,4, que contenia 10 mM de CaCl,y 100 mM de NaCl a 37 °C.
La coagulacion se expres6 mediante el indice de coagulacién (IC) obtenido
de la ecuacion IC = t' x 100, en la cual t' corresponde al inverso del tiempo
en segundos. Una unidad de actividad de coagulacion de fibrindgeno se
definié arbitrariamente como la cantidad de enzima capaz de coagular la
solucidn de fibrindgeno en un minuto (16).

Dosis hemorrdgica minima

La dosis hemorragica minima se define como la cantidad minima de
veneno (en pg de peso seco) que produce en ratones una lesién hemorragica
de 10 mm de diametro dos horas después de ser inyectada por via
intradérmica. Se inyectaron por via intradérmica en la piel dorsal afeitada de
los cuatro ratones alicuotas de 0,1 ml de solucién tampén PBS con 20, 50 y
100 pg de veneno. Los controles recibieron unicamente solucion PBS.

Dos horas después, los animales se sacrificaron con halotano y su piel
se removio cuidadosamente. A continuacion, se midié el diametro de las
lesiones en la superficie interna de la piel en dos direcciones en angulo recto
con ayuda de pinzas y fondo de iluminacion. La dosis hemorragica minima
se calculd utilizando ecuaciones de regresion que relacionaron las dosis de
veneno con los didmetros medios de las lesiones hemorragicas (17).

Dosis edematogena minima

Se define como dosis edematégena minima a la cantidad de veneno que
induce 30 % de edema comparado con el control. La prueba se hizo segun el
método propuesto por Damico, et al. (18). Se prepararon tres dosis de veneno
total de B. roedingeri (10, 20 y 50 pg en 50 pl de solucion PBS). Se inoculd
cada solucion en las almohadillas plantares del miembro posterior derecho de
cuatro ratones albinos. En las del miembro izquierdo, se inocularon 50 pl de
solucion PBS.

Dos horas después, el volumen de la pata se evalué con un pletismémetro.
La actividad edematdgena se expresé como el porcentaje de aumento de
volumen de la pata derecha en comparacion con la pata izquierda (control).
Se utilizé la siguiente formula para calcular el porcentaje de edema:

en lacual T es el edema (volumen) medido y T, es el volumen de la pata
antes de la inoculacién del veneno.
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Actividad miotoxica local y sistémica

Los grupos de cuatro ratones recibieron una inyeccion intramuscular
(musculo gastrocnemio) o intravenosa (vena caudal) de 20 pg de veneno total
para verificar su accién local y la sistémica, respectivamente. Los grupos de
control recibieron solucién tampdn PBS. Posteriormente, en diferentes intervalos
de tiempo (1, 3, 6, 9y 24 horas), se obtuvieron muestras de sangre de la cola
en capilares heparinizados y se extrajo el plasma para determinar los niveles
plasmaticos de creatina cinasa. Esta actividad se determind mediante una
prueba cinética. La actividad de la creatina cinasa se expresé en U/L y una
unidad se definié como la fosforilacion de 1 pmol de creatina/minuto a 25 °C (19).

Analisis estadistico

Las pruebas enzimaticas se realizaron por triplicado, y se calcularon la
media y la desviacion estandar. Para determinar la dosis hemorragica minima
y la dosis edematégena minima, se construyeron graficos de dosis-respuesta
con curvas de regresion lineal. Los resultados se analizaron con el programa
de analisis de datos y graficos Origin 2018™.

Resultados

El veneno total de B. roedingeri se caracterizd con base en la actividad
enzimatica de la PLA,, la actividad proteolitica y la fibrinogenolitica, asi
como en su perfil electroforético. El valor de la actividad de PLA, en una
concentracion de sustrato de 10 mM fue de 3,45 + 0,11 nmoles/minuto. Por otro
lado, la actividad proteolitica del veneno total sobre el sustrato BApNa tuvo una
V, de 0,145 + 0,009 nmoles/minuto 40 minutos después de iniciada la reaccion.

La figura 1 muestra el perfil segun la masa molecular de los componentes
del veneno total de B. roedingeri (10 pg) en condiciones no reducidas. En la
pista 2 se evidencia la presencia de varias bandas electroforéticas con distintas
masas moleculares en relacion con los marcadores de masa molecular, entre
las que sobresalen las bandas de ~65, ~40, ~35, ~28 y ~19 KDa.

La accion fibrinogenolitica del veneno total de B. roedingeri segun el
indice de coagulacion del fibrinégeno tuvo un valor de 6,67 + 1,33 segundos.
En cuanto a la evaluacion in vivo en ratones de la accién toxica del veneno,
la actividad hemorragica se evidencié macroscépicamente por la presencia
de halos hemorragicos en la dermis de la region lumbar de los ratones
(zona de inoculacién del veneno). La dosis hemorragica minima fue de 24,5
Mg, cantidad de veneno capaz de inducir un halo hemorragico de 10 mm
de diametro en un tiempo de dos horas. En la figura 2 se observa que la
actividad hemorragica fue proporcional a la dosis aplicada.

kDa 1 2
97 wm
66 W .
45 w=

30 ==

20

14

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE del veneno total de Bothrops roedingeri.
1) Marcadores de masa molecular; 2) Veneno total
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Figura 2. Dosis hemorragica minima del veneno total (VT) de
Bothrops roedingeri en ratones. Se usaron diferentes dosis
de veneno (20, 50 y 100 pg). El grafico representa el diametro
promedio de los halos hemorragicos + DE (desviacion
estandar) (n=4). Se muestra la regresion lineal de dosis Vs.
diametros (r=0,99455).

Figura 4. Actividad miotdxica local del veneno de Bothrops
roedingeri en ratones medida por los incrementos en la
actividad de la creatina cinasa en plasma después de la
inyeccién intramuscular del veneno (20 pg). Los controles
fueron inyectados con 50 pl de solucién tampén PBS. Se
obtuvo sangre periférica y se midieron los niveles séricos

de creatina cinasa en diferentes momentos. Los valores se
expresan como medias + DE (desviacion estandar) en cuatro
ratones en cada punto (* p<0,05).

Caracterizacioén del veneno de la serpiente Bothrops roedingeri

Figura 3. Dosis edematdgena minima del veneno total de
Bothrops roedingeri en el modelo de pata posterior de ratones.
Se usaron diferentes dosis de veneno (10, 20 y 50 pg). El grupo
de control recibié solucién salina (50 pl). El edema se expresa
en porcentaje comparando el incremento del volumen de la
pata con el respectivo control. Cada punto representa la media
+ DE (desviacion estandar) de cuatro ratones. Se muestra la
regresion lineal de dosis Vs. porcentaje de edema (r=0,99144).

Figura 5. Actividad miotdxica sistémica del veneno de
Bothrops roedingeri en ratones medida por los incrementos

en la actividad de la creatina cinasa en plasma después de

la inyeccidn intravenosa del veneno (20 pg). Los controles
recibieron 50 pl de solucién tampdén PBS. Se obtuvo sangre
periférica y se midieron los niveles séricos de cretaina cinasa
en diferentes momentos. Los valores se expresan como medias
+ DE (desviacion estandar) de cuatro ratones en cada punto (*
p<0,05).

Por otro lado, la administracién del veneno de B. roedingeri indujo la
formacién de edema segun la dosis, lo que se evidencié macroscépicamente
por el aumento del volumen del miembro posterior derecho con respecto al
control (miembro posterior izquierdo). Se determiné que 15,6 pg de veneno
eran capaces de inducir un 30 % de edema con respecto al control (dosis
edematdgena minima) (figura 3).
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Cuadro 1. Comparacion entre las actividades tdxicas
de Bothrops roedingeri 'y otros venenos botrépicos
DHM DEM AC AM

(Hg) (ug)  (s) (v9)
Bothrops roedingeri 24,5 15,6 6,67 20,0

Veneno

Bothrops atroxa 4,10 2,95 3,65 56,3
Bothrops brazilia 3,71 1,18 739 13,5
Bothrops pictusa 1,06 0,52 46,6 15,4

Bothrops barnettia 0,75 1,13 215 40,4

DHM: dosis hemorragica minima, definida como la cantidad de veneno en pg que induce una
lesién hemorragica de 10 mm de didmetro dos horas después de su aplicacién; DEM: dosis
edematdgena minima, definida como la cantidad de veneno en pg que induce 30 % de edema
con respecto al control; AC: actividad coagulante expresada como indice de coagulacién en
segundos; AM: actividad miotdxica expresada en términos de dosis miotéxica minima, definida
como la cantidad de veneno en pg que induce un incremento de la creatina cinasa plasmatica
tres horas después de la inyeccion intramuscular correspondientes a cuatro veces el valor de
creatina cinasa de los controles.

a Datos obtenidos de Rojas, et al. (25)

Los estudios para determinar in vivo el efecto miotoxico local del veneno
total (20 pg) se hicieron en ratones inoculados con el veneno por via
intramuscular. El dafio muscular se evalué por el aumento de los niveles de
creatina cinasa plasmatica. Los resultados evidenciaron que dichos niveles
aumentaron drasticamente en las primeras 3 a 6 horas de la inoculacion,
superando las 1.000 U/L de creatina cinasa, y volvieron a sus valores
normales 24 horas después del inicio del analisis (figura 4). Por otro lado,
el veneno no tuvo una actividad miotdxica significativa cuando se inocul6
por via endovenosa, y los niveles de creatina cinasa plasmatica en los
diferentes intervalos de tiempo fueron muy semejantes a los de los controles,
lo que evidencio la ausencia de actividad miotoxica sistémica (figura 5). Las
actividades toxicas del veneno de B. roedingeri se compararon con las de
otros venenos botrdpicos de serpientes de Peru (cuadro 1).

Discusion

Las manifestaciones biolégicas de los efectos toxicos y farmacoldgicos
que interfieren en los procesos fisioldgicos normales de las presas o
victimas de mordeduras de serpiente, se relacionan con la abundancia de
las diferentes familias de toxinas y de sus multiples isoformas, las cuales
actuan de forma sinérgica potenciando su toxicidad (20). En este estudio, se
hizo la caracterizacion bioquimica y enzimatica del veneno de la serpiente B.
roedingeri, asi como la caracterizacion cuantitativa de su efecto hemorragico,
edematdgeno, fibrinogenolitico y miotdxico.

El veneno tuvo una apreciable actividad de PLA,, similar a la mostrada
por otros venenos botrdpicos y medida usando el mismo sustrato (8,21,22).
Las PLA, presentan masas moleculares de ~14 kDa que, en su estado
nativo, tienden a encontrarse en estado dimérico. En la figura 1 se observa
una banda proteica notoria de ~28 kDa, evidencia de la presencia de estas
enzimas en el veneno. Por otro lado, el veneno tuvo accién proteolitica en
el sustrato BApNA, lo que evidencia la actividad proteolitica de la serina
proteasa. Estas proteinas del veneno tienen masas moleculares entre 30 y 35
kDa (23) y, segun el perfil electroforético, estarian presentes en el veneno de
B. roedingeri (figura 1). Se sabe que las serina proteasas del veneno afectan
el sistema de coagulacién al quebrar el fibrindgeno en sus fibrinopéptidos
promoviendo la coagulacion, por lo que se las conoce como “similares a
trombina” (16,23), efecto propiciador de la coagulacién que también fue
observado en el veneno de B. roedingeri, asi como en otros venenos de
especies Bothrops que habitan en Peru (cuadro 1).
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La actividad hemorragica de los venenos botrépicos varia de acuerdo
con la regidn, la ontogenia y, especificamente, la especie (24). Otro ejemplo
de serpiente endémica de la selva peruana es la serpiente B. brazili, cuya
dosis hemorragica minima se determiné tanto en el veneno crudo como en
la proteina aislada, con valores de 3,71 y 6,61 pg, respectivamente (25,26).
Por otro lado, utilizando la misma metodologia en la serpiente B. atrox, se
registraron valores de 4,10 + 0,64 pg en veneno total (25,27). El valor de la
dosis hemorragica minima de B. roedingeri fue de 24,5 pg (figura 2), valor
que demuestra una actividad moderada si se la compara con las dosis
hemorragicas minimas de estas especies botrdpicas (cuadro 1).

Se sabe que, en gran parte, las responsables del efecto hemorragico
del envenenamiento ofidico son las metaloproteasas dependientes de zinc,
componentes abundantes en los venenos de las serpientes botrdpicas.
Estas metaloproteasas se subdividen en las clases P-I, P-1l y P-IIl segun
su estructura, con masas moleculares de 20-30, 30-60 y 60-100 kDa,
respectivamente (28). Como se observa en el perfil electroforético en la figura
1, en el veneno de B. roedingeri las clases P-l1y P-lll (masas moleculares
relativas de ~28 y ~66 kDa) serian las de mayor presencia. Se ha demostrado
que estas clases de metaloproteasas son capaces de degradar el colageno
de tipo IV y la laminina en la lamina basal de la microvasculatura, ademas de
quebrar la barrera endotelial e incrementar la permeabilidad vascular (29).

La inflamacién es una caracteristica local importante del envenenamiento
por serpientes botrdpicas; se caracteriza por edema local prominente, dolor
e hinchazén extensa (30), por los que se evalué la reaccion inflamatoria
local producida por el veneno total de B. roedingeri, verificando la formacion
de edema en las patas de los ratones. Los resultados evidenciaron que el
veneno indujo un edema pronunciado (figura 3) de forma similar a la de otros
venenos botrépicos (cuadro 1), incluidos los de B. brazili, B. barnetti, B. atrox
y B.rhombeatus (25,31). La exudacion de fluidos y proteinas plasmaticas que
conducen a la formacién del edema es producida por diferentes mediadores
que actuan aumentando la permeabilidad microvascular; entre ellos estan, en
primer lugar, la PLA, y las metaloproteasas, sin embargo, las serina proteasas
y las lectinas también contribuyen a las propiedades edematdgenas del
veneno total (30).

La contribucion de las metaloproteasas de la clase P-1 al efecto
inflamatorio del veneno fue demostrada por Torres-Huaco, et al. (32),
cuando la toxina BmHF-1 aislada de B. marajoensis produjo edema en el
mismo modelo animal con una dosis edematégena minima de 10,27 ug.
Por otro lado, las PLA, también tienen un papel importante en los procesos
inflamatorios al proporcionar los precursores de las sustancias lipidicas
proinflamatorias derivados del acido araquidénico (33). Ademas, en el veneno
en estudio se aislo la PLA, BrTX-1, una toxina cataliticamente activa, la cual
produjo edema en las patas de ratones y aumento los niveles séricos de
IL-1, IL-6 y TNF-q, citocinas involucradas en la regulacion de la reaccion
inmunitaria y la inflamacion (12).

La miotoxicidad se define como la habilidad de las toxinas para inducir
necrosis en la musculatura esquelética in vivo a partir de la inoculacion
intramuscular, o in vitro mediante la incubacién con musculos esqueléticos
diferenciados, y se evidencia por la capacidad de aumentar los niveles
plasmaticos de creatina cinasa (19). Los componentes del veneno botrdpico
responsables de la accion miotoxica son las PLA,y las metaloproteasas

689



Nina-Cueva O, Olazabal-Chambilla D, Quispe-Arpasi J, et al. Biomédica 2020;40:682-92

690

hemorragicas (34), presentes ambas en el veneno de B. roedingeri. La falta
de oxigeno debida a la hemorragia producida por las metaloprotesas se
considera la causa de la mionecrosis (35); por otro lado, las PLA, miotoxicas
se cuentan entre los principales factores responsables de la necrosis de la
musculatura esquelética en casos de envenenamiento por serpientes. Se
sabe que ello ocurre debido a la unién de estas miotoxinas a la membrana
plasmatica de las fibras musculares, lo que produce alteraciones en su
permeabilidad (19).

El veneno total de B. roedingeri aumento drasticamente la concentracion
plasmatica de creatina cinasa después de inyectarse en el musculo
gastrocnemio de los ratones (figura 4). Este aumento de la creatina cinasa
evidencia un dafo muscular grave en las fibras musculares inoculadas con
las toxinas, asi como su efecto miotdxico local. Por el contrario, cuando el
veneno se administra por via intravenosa, la concentracion plasmatica de la
creatina cinasa es semejante a la de los controles, lo cual demuestra la falta
de miotoxicidad sistémica (figura 5).

La miotoxicidad local es caracteristica del veneno de las serpientes
Viperidae, cuyas PLA, afectan predominantemente los musculos localizados
en la region donde el veneno se inyecta (8,12,33). Estas miotoxinas se
caracterizan por inducir dafo muscular localizado, son de accion rapida y
es poca su miotoxicidad después del dafo inicial; probablemente no tienen
especificidad, ya que se unen a diferentes tipos celulares, musculares
y no musculares, en el lugar de la inyeccion y podrian ser rapidamente
secuestradas por los tejidos, lo que impide que alcancen tejidos distantes del
lugar de la inoculacion (19).

En conclusion, los resultados descritos aqui demuestran que el veneno
de B. roedingeri tiene accion hemorragica, edematdgena y miotodxica local.
Enzimaticamente, el veneno tiene una acentuada actividad de PLA,, que
seria responsable de los efectos miotéxico e inflamatorio. El veneno también
es moderadamente proteolitico, lo cual podria afectar la coagulacién por su
capacidad para degradar el fibrinégeno, y producir hemorragia y miotoxicidad
por accién de las metaloproteasas.

Los futuros estudios de neutralizacién con sueros antiofidicos disponibles
en el pais podrian contribuir a mejores tratamientos y a dilucidar el mecanismo
de envenenamiento de esta serpiente de importancia médica en el Perd.
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Articulo original

Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas
y de la actividad antimicrobiana del aceite

del arbol de té contra Cutibacterium acnes
(Propionibacterium acnes) ATCC 6919

Johana Carolina Ossa-Tabares'?, Claudia Jimena Llanos®, Ana Maria Garcia'?

' Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias, Departamento de Farmacia, Universidad de
Antioquia, Medellin, Colombia

2Unidad de Biologia Celular y Molecular, Corporacion para Investigaciones Biolégicas, Medellin,
Colombia

3 Direccion Médico-Cientifica, Tecnoguimicas, S.A., Medellin, Colombia

Introduccion. El aceite del arbol de té es un aceite esencial reconocido por sus
propiedades antimicrobianas.

Objetivos. Evaluar la composicion, caracteristicas y efecto antimicrobiano del aceite al 2 %
del arbol de té y su concentracion inhibitoria minima (CIM) contra Cutibacterium acnes
(Propionibacterium acnes).

Materiales y métodos. Se evalué el quimiotipo en tres lotes diferentes de este aceite
mediante cromatografia de gases, asi como su actividad antimicrobiana en concentracion al
2 % v/vy la CIM contra C. acnes mediante ensayo de difusion en agar (guia M11-A8 CLSI).
Resultados. Los lotes evaluados presentaron los quimiotipos ajustados a la norma

ISO 4730, lo que indicd la alta calidad del producto. Los lotes contenian de 30 a 40 %

de terpinen-4-ol, compuesto que favorece la actividad antimicrobiana, la cual presenté

en todos los lotes un efecto dependiente de la concentracion contra C. acnes, con una
inhibicion del crecimiento microbiano en concentracion al 2 % v/v en todas las pruebas. La
concentracion inhibitoria minima fue de 0,25 % v/v. La actividad antimicrobiana del aceite
del arbol de té contra este microorganismo ya ha sido reportada con una concentracion
inhibitoria minima entre 0,05 y 1,25 % v/v, rango que cobija la obtenida en este estudio.
Conclusiones. Los resultados evidenciaron la gran calidad de este producto y su
capacidad como agente antibacteriano contra C. acnes. Se deben hacer estudios con otros
aislamientos del microorganismo provenientes de pacientes con acné vulgar para confirmar
su actividad general y la de cada uno de sus componentes.

Palabras clave: aceite del arbol de té; Propionibacterium acnes; pruebas de sensibilidad
microbiana; cromatografia de gases.

Evaluation of tea tree oil physicochemical features and its antimicrobial activity
against Cutibacterium acnes (Propionibacterium acnes) ATCC 6919

Introduction: Tea tree oil is an essential oil recognized for its antimicrobial properties.
Obijective: To evaluate the composition, features, and antimicrobial effect at 2% v/v, and

its minimal inhibitory concentration (MIC) against Cutibacterium acnes (Propionibacterium
acnes).

Materials and methods: Three different batches of tea tree oil were evaluated. We
characterized its chemotype by gas chromatography and its 2% v/v antimicrobial activity
against C. acnes by agar diffusion assay (guide M11-A8 CLSI).

Results: The three batches of oil had the chemotypes required by the ISO 4730 standard,
which indicates that it is a high-quality product. Additionally, they had 30% to 40% of
terpinen-4-ol, a compound that favors its antimicrobial activity. Antimicrobial activity against
C. acnes for all batches had a concentration-dependent effect with microbial growth
inhibitory activity in all assays at 2% v/v. The MIC obtained against C. acnes for all batches
was 0.25% v/v. The antimicrobial activity of tea tree oil against this microorganism has been
previously reported with a MIC between 0.05% and 1.25% v/v, a range that covers the one
obtained in this study.

Conclusion: These results show the high quality of the oil and its capacity as an
antibacterial agent against C. acnes. New studies should be conducted to confirm its activity
and that of its components in isolates of the microorganism from patients with acne vulgaris.

Keywords: Tea tree oil; Cutibacterium acnes (Propionibacterium acnes); microbial
sensitivity tests; chromatography, gas.
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El aceite del arbol de té es un aceite esencial que se obtiene por
destilacion de las hojas de gran variedad de plantas del género Melaleuca,
especialmente de la especie Melaleuca alternifolia, planta nativa de Australia.
Su potencial terapéutico ha sido reconocido y se destacan sus propiedades
antinflamatorias y antimicrobianas (1-4). Debido a su gran produccion y
comercializacion, la guia 4730 de la Organizacién Internacional para la
Estandarizacion (International Organization for Standardization, ISO 4730)
indica que la composicién del aceite esencial disponible para la venta
debe contener una concentracion de terpinen-4-ol de 30 % o0 mas y una
concentracion de 1,8 de cineole de 15 % o menos, ademas de establecer un
rango maximo y minimo para otros de sus componentes (5,6).

En diversos estudios se describe el amplio espectro antimicrobiano del
aceite del arbol de té y de sus componentes, y se ha reportado su efectividad
contra un gran numero de microorganismos de importancia clinica, como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus negativo
para coagulasa e, incluso, contra cepas de este género resistentes a la
meticilina (MRSA) (1,4,7-9), bacterias anaerobias Gram positivas y Gram
negativas, incluida Propionibacterium acnes (2,3,10,11), virus como el herpes
simple (9,12), y hongos de los géneros Candida, Aspergillus, Penicilliun
y Trichophyton (7,8,9,13). Asimismo, se ha demostrado que el efecto
antibacteriano del aceite del arbol de té contra las bacterias anaerobias es
mas potente que en las aerobias (4,14).

El acné es una enfermedad de la piel causada por la combinacion
de varios factores de riesgo, incluida la produccién excesiva de sebo,
la hiperqueratosis y el bloqueo de los poros de la piel, asi como la
respuestainmunoldgica e inflamatoria por el crecimiento excesivo de
microorganismos; Cutibacterium acnes (Propionibacterium acnes) es su
principal agente etiolégico y desempefia un papel importante en la patogenia
de la enfermedad al inducir la produccion de mediadores inflamatorios y
comedogeénicos (1,14,15,16). El aceite del arbol de té erradica esta bacteria
gracias a su poder antibacteriano (2,3,10,11).

El tratamiento para el acné incluye tratamientos tépicos con retinoides
0 antibidticos y sistémicos con antibiéticos orales que, ademas de causar
resistencia de los microorganismos, tienen varios efectos secundarios como
irritacién cutanea, fotosensibilidad, irritacion gastrointestinal y nefrotoxicidad
(14). Por esto, en estudios recientes se han centrado los esfuerzos en
buscar productos de origen natural poco irritantes y efectivos contra este
padecimiento (15).

Actualmente, hay varios productos cosméticos a base del aceite del arbol
de té que se utilizan para el tratamiento del acné, por su poder antibacteriano,
su actividad especifica contra C. acnes y sus propiedades antiinflamatorias
(1,16). La importacion de este ingrediente activo se hace, sobre todo, de
paises asiaticos que ofrecen su venta al por mayor. Si bien en muchos casos
dichos proveedores suministran informacién sobre la composicion y los limites
permitidos para los componentes activos, no proporcionan evidencia de su
actividad antimicrobiana general ni de su actividad especifica contra C. acnes.

En este contexto, el objetivo del estudio fue evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas de tres lotes de aceite del arbol de té y su actividad
antimicrobiana contra la cepa de C. acnes ATCC 6919, determinando su efecto
en concentracion al 2 % v/v y su concentracion inhibitoria minima (CIM).
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Materiales y métodos
Producto

Se evalud la actividad antibacteriana de tres lotes diferentes de aceite del
arbol de té producidos por Provital Group (cuadro 1) mediante la destilacién
por arrastre de vapor de las hojas y la corteza de Melaleuca alternifolia (17).

Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas y la composicion del
aceite del drbol de té. Las caracteristicas fisicas incluyeron el color, la densidad
y el indice de refraccion. La composicion de los tres lotes se evalué mediante
cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacion de llama, con
el fin de analizar el perfil cromatografico y cuantificar los compuestos del tipo
terpinen-4-ol del aceite de Melaleuca y de otros presentes en las muestras. Las
condiciones de la cromatografia se describen en el cuadro 2.

El perfil cromatografico del aceite se calculé con el método de
normalizacion de areas. La cuantificacion de los compuestos especificos se
hizo comparando su valor con el del compuesto estandar correspondiente.

Cultivo y mantenimiento del microorganismo evaluado

Se evalud la cepa C. acnhes ATCC 6919 depositada en la American
Type Culture Collection (ATCC) como Corynebacterium acnes (Gilchrist)
Ebersony, méas recientemente denominada Cutibacterium acnes Scholz
and Kilian ATCC 6919™ (18,19). Se utilizé un inéculo preservado de un
primer pase a -70 °C, el cual se reactivd en el medio de cultivo sélido agar
Schaedler; a continuacion, se hizo un nuevo pase en el mismo medio para el
mantenimiento de la cepa.

Cuadro 1. Informacion del fabricante de los lotes de aceite del arbol de té evaluados

Caracteristica Lote 1 Lote 2 Lote 3
1506107 1510251 1508336

Fecha de produccion

(DIMVA) 09/02/2015 17/09/2015 25/06/2015

Nombre cientifico Melaleuca alternifolia Melaleuca alternifolia Melaleuca alternifolia

Produccion Destilacion de hojas Destilacion de hojas Destilacion de hojas
del arbol del té del arbol del té del arbol del té

Origen Australia y Polinesia Australia y Polinesia Australia y Polinesia
Francesa Francesa Francesa

Cuadro 2. Condiciones cromatograficas

Columna Capilar de silica fundida
Longitud 50 m

Diametro interno 0,20 mm

Fase estacionaria Poli (dimetil siloxano) (OV-101)
Grosor 0,25 pm

Temperatura del horno  Programa de temperatura desde 70 °C
a 220 °C con rampa de 2 °C/minuto

Temperatura del inyector 230 °C

Temperatura del detector 250 °C

Detector Tipo FID

Gas portador Helio

Volumen de inyeccion 0,2 pl

Flujo del gas portador 1,0 ml/minuto

Relacion de separacion  1/100
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Los cultivos se incubaron en condicion de anaerobiosis a una temperatura
de 37 °C durante 96 horas. A partir de este cultivo, se prepar6 un inéculo
diluido en solucion salina estéril, ajustado a un patrén 0,5 de McFarland
calculado por nefelometria, segun lo descrito en los protocolos del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (20).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra Cutibacterium acnes

La actividad antimicrobiana del aceite del arbol de té se evalué mediante un
ensayo de dilucidn en agar, tal como lo describe la guia M11-A8 del CLSI (20).
Para este fin, se preparé agar Mueller-Hinton con suplemento al 5 % de sangre
de carnero, 5 pg/ml de hemina y 1 pg/ml de vitamina k. En la evaluacion inicial
del aceite en concentracion al 2 % v/v, se diluy6 el producto puro en el medio
de cultivo en una proporcion adecuada para obtener la concentracion correcta,
y el medio de cultivo con el aceite embebido se sirvié en placas de Petri (placas
de dilucién). Para la determinacion de la CIM, se hicieron diluciones adecuadas
del aceite del arbol de té en aceite mineral y se obtuvieron concentraciones
sucesivas del 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 y 0,0625 % v/v que, posteriormente, se
anadieron al medio de cultivo y se sirvieron en placas de Petri (20).

En todas las pruebas se incluyd un control de crecimiento en el medio
de cultivo (inéculo microbiano), un control negativo (3 pg de ampicilina) y un
control de crecimiento en el vehiculo de dilucién (aceite mineral), este ultimo
con el fin de descartar la inhibicion del crecimiento por accion del aceite
mineral. El microorganismo se sembré tomando 10 pl in6éculo ajustado a un
patron de 0,5 de McFarland, depositandolo sobre el agar y dejandolo reposar
en el medio de cultivo hasta que la gota de indculo se secara.

Los cultivos se incubaron en condicién de anaerobiosis a una temperatura
de 37 °C durante 96 horas, al cabo de las cuales se determind la presencia o
ausencia de crecimiento. La CIM se determiné como la menor concentracién
del producto que inhibiera el crecimiento visible del microorganismo (21).

Las pruebas de actividad antimicrobiana en concentracion al 2 % v/vy
de la CIM, se realizaron con cada lote por triplicado y, en todos los casos, se
trabajaron los respectivos controles.

Resultados

Las caracteristicas descritas para los tres lotes de aceite del arbol de té:
color, densidad e indice de refraccion, cumplieron con lo establecido por la
norma ISO 4730 (4). En cuanto a los componentes de los tres lotes de aceite
del arbol de té y la cantidad de cada uno, se encontré que el terpinen-4-ol
fue el principal componente, con una concentracion entre 40,7 y 43,9 %. El
segundo componente mas abundante fue el y-terpineno, con valores entre
20,7 y 22,6 %, seguido del a-terpineno, con una concentracion entre 9,5 y
10,5 %. También, el componente p-cineole representd una cantidad minima
de 2,3 a 3,0 %. Los demas componentes de los aceites se encontraron en
minimas cantidades y todos cumplieron con el rango establecido en la norma
ISO 4730 (4,5). La composicion y las caracteristicas de los lotes evaluados se
presentan en el cuadro 3.

Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana del aceite del arbol de
té, inicialmente se evalué en una concentracion de 2 % v/v contra la cepa
de C. acnes ATCC 6919. En la prueba se observé un efecto inhibitorio del
crecimiento del microorganismo en todos los platos de los diferentes lotes
del aceite a esta concentracion. Ademas, hubo crecimiento de C. acnes en
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los platos de control de crecimiento en el medio de cultivo y del vehiculo de
dilucién (no se presentan los datos). Dados estos resultados, se evalué la
CIM teniendo en cuenta un valor méximo de la concentracion de 2 % v/v.

Cuadro 3. Caracteristicas y composicion de los lotes de aceite del arbol de té evaluados

Caracteristica Valores estandar* Lote 1 Lote 2 Lote 3
1506107 1510251 1508336
Fecha de analisis - 08/02/2017 18/09/2017 24/06/2017
Color Incoloro/amarillo Correcto Correcto Correcto
palido
Densidad (g/ml) 0,885-0,906 0,895 0,896 0,896
indice de refraccion 1,4750-1,4820 1,4779 1,4771 1,4784
Composicion (%)
Terpinen-4-ol 39,0-45,0 43,9 40,7 42,9
a-pineno 1,0-6,0 2,4 2,4 2,3
Sabineno 0,0-3,5 0,6 0,1 0,3
a-terpineno 0,5-13,0 10,5 9,5 10,3
Limoneno 0,5-1,4 0,7 1,0 0,7
p-cimeno 0,5-4,0 2,0 2,0 3,7
p-cineol 0,0-5,0 2,7 3,0 2,3
y-terpineno 10,0-28-0 22,6 20,7 22,3
a-terpinoleno 1,5-5,0 3,2 3,5 3,4
a-terpineol 1,5-8,0 2,8 3,0 2,6
Aromadendreno 0,0-7,0 0,8 1,3 1,1
d-cadineno 0,0-8,0 1,0 1,0 1,3
Globulol 0,0-3,0 1,0 0,4 0,1
Viridiflorol 0,0-1,5 0,0 0,3 0,1
*5,6

El resultado de la CIM contra C. acnes se presenta en la figura 1. A los tres
dias de incubacion, y en los tres lotes evaluados, se presentd crecimiento en
los platos con aceite del arbol de té al 0,0625 y 0,125 % v/v, pero no hubo
presencia del microorganismo en los platos con el aceite al 0,25, 0,5, 1y 2
% v/v en ninguna de las tres repeticiones. Por consiguiente, la CIM contra C.
acnes fue de 0,25 % v/v, sin diferencias en sus valores entre los tres lotes.

Al igual que en las pruebas con concentracion al 2 % v/v, los controles
utilizados tuvieron el comportamiento esperado: ausencia de crecimiento
de C. acnes en el control negativo y crecimiento homogéneo del control de
crecimiento en el medio de cultivo y en el vehiculo de dilucién (figura 1).

Discusién

La norma ISO 4730 establece los criterios fisicos y quimicos que debe
cumplir un aceite esencial del arbol de té que tenga el quimiotipo idéneo (5).
En la literatura especializada se describen varios quimiotipos de este aceite
esencial, pero el que contiene entre 30 y 40 % del componente terpinen-4-
ol es el que comunmente se acepta para la comercializacion. Los analisis
evidenciaron que los tres lotes de aceite estudiados cumplian con dicha
caracteristica y que el porcentaje de este componente, principal responsable de
la actividad antimicrobiana (2,6), era ligeramente mayor (40,7, 42,9y 43,9 %).

En los Ultimos afios, se ha incrementado el uso del aceite del arbol de té
como alternativa terapéutica en diversas enfermedades, especialmente las de
la piel como el acné vulgar, gracias a su efecto antimicrobiano contra C. acnes
(1). Los resultados del presente estudio indican que el aceite del arbol de té
tiene actividad antimicrobiana contra C. acnes, con un efecto dependiente
de la concentracion y una CIM de 0,25 % v/v, a partir de la cual se inhibié su
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crecimiento eficazmente. Este hallazgo es similar a los de estudios anteriores
sobre la CIM del aceite del arbol de té contra C. acnes que utilizaron el mismo
método y obtuvieron un rango entre 0,05y 2,0 % v/v (14,22-24).

En este sentido, en el estudio de Luangnarumitchai, et al., sobre la
actividad antibacteriana de 22 aceites esenciales, incluido el del arbol de té,
se demostrd una CIM del 1 % v/v para cinco cepas diferentes de C. acnes
(23). Asimismo, Giriffin, et al., estandarizaron un método de dilucién en agar
para la prueba de sensibilidad de dos aceites de M. alternifolia con diferentes
concentraciones de terpinen-4-ol (37 y 45 % v/v) en una amplia gama de
bacterias y hongos. Los autores reportaron una CIM para C. acnes de 0,5
% v/v para el aceite con 37 % del componente activo y entre 0,4y 0,5 % v/v
para el aceite con un 45 % de terpinen-4-ol (24). Por su parte Lee, et al.,
exploraron la correlacion de los componentes del aceite del arbol de té con su
actividad antibacteriana contra C. acnes y S. aureus, y establecieron una CIM
de 0,625 y 1,25 % vl/v, respectivamente (3).

1 4

Figura 1. Concentracion inhibitoria minima (CIM) para cada lote de aceite del arbol de té contra
Cutibacterium acnes ATCC 6919 después de tres dias de incubacion. 1) Aceite del arbol de

té, lote 1 (1506107). 2) Aceite del arbol de té, lote 2 (1510251). 3) Aceite del arbol de té, lote 2
(1508336): (a) 2 % V/v, (b) 1 % v/v, (c) 0,5 % v/v, (d) 0,25 % v/v, (e) 0,125 % v/v, (f) 0,0625 % v/v.
4) Controles de calidad: control de crecimiento en el medio de cultivo (g), control negativo (h),
control de crecimiento en el vehiculo de dilucién (i)
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En el presente estudio, se confirmé que el aceite del arbol de té evaluado
presentaba una actividad antimicrobiana eficiente contra C. acnes y que el
valor de la CIM era cercano al menor valor de los rangos reportados en la
literatura, lo que responderia al contenido ligeramente mayor de terpinen-4-ol,
dado que la actividad antimicrobiana del aceite se atribuye principalmente a
este componente (2).

Esta hipotesis se ve respaldada por un estudio que exploré las
correlaciones de los componentes del aceite del arbol de té con su actividad
contra el acné vulgar y la irritacién de la piel. El aceite se prob6 contra
S. aureus y C. acnes, y se comprobé que el terpinen-4-ol y el a-terpineol
presentaban una acentuada actividad antimicrobiana contra C. acnes. En
cuanto a p-cineole, este se encontré en una cantidad moderada en los tres
lotes de aceite evaluados, lo cual resulta importante si se considera que los
que se comercializan deben tener una cantidad menor del 15 % de dicho
componente debido a que es irritante para la piel (3).

Todos los estudios citados se llevaron a cabo utilizando el método de
dilucion en agar y, a pesar de que este se desarrollo para el trabajo con
agentes antimicrobianos solubles en agua, ha sido el método de eleccion en
muchos de los estudios de comparacion de la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales (14,22,23).

En las investigaciones mencionadas y en el presente estudio, el
desempeno de la prueba fue satisfactorio y el vehiculo de dilucién y los
demas elementos del medio de cultivo no afectaron la accién antimicrobiana
del aceite del arbol de té, lo que resulté en un crecimiento satisfactorio
de C. acnes en las placas de Petri (control de crecimiento en el medio de
cultivo y control de crecimiento en el vehiculo de dilucién) y en ausencia de
crecimiento en el control negativo, o que garantiza la calidad, la funcionalidad
y la confiabilidad del método para evaluar la actividad antimicrobiana.

Es importante mencionar que el tratamiento tépico del acné con aceite
del arbol de té puede causar irritacion de la piel y las mucosas y que las
reacciones irritantes o alérgicas dependen de la concentracién utilizada,
segun se ha reportado en diversos estudios (25). En uno realizado in vivo,
se reporta que la irritacion de la piel se redujo significativamente cuando las
concentraciones del aceite fueron de 2,5 % v/v 0 menos (3).

Lo anterior deja claro que, para el cuidado de la piel, es importante
tener un producto seguro y eficaz al mismo tiempo. La CIM encontrada en
los lotes de aceite evaluados en este estudio permite utilizarlos de manera
mas eficiente por la levemente elevada concentracion de sus componentes
y la consecuente disminucion del riego de reacciones alérgicas o irritacion.
Sin embargo, es necesario hacer nuevos estudios con estos productos
en las concentraciones de CIM halladas contra otras cepas de C. acnes y
aislamientos provenientes de pacientes con lesiones de acné, para confirmar
su actividad. Asimismo, deben hacerse estudios clinicos para comprobar
la reduccidn de posibles efectos adversos, como la irritacion, en las
concentraciones formuladas.

Los resultados aqui obtenidos indican que cualquiera de los tres lotes
de aceite del arbol de té evaluados inhibiria eficazmente el crecimiento de
C. acnes y que existe homogeneidad en su actividad antimicrobiana en
concentraciones de 2 % v/v 0 menos y con una CIM de 0,25 % v/v, valor que
se encuentra en el rango de 0,05 a 2 % v/v descrito en otros estudios.
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En conclusion, el aceite del arbol de té es un producto que inhibe
eficazmente el crecimiento de C. acnes y tiene un importante potencial para
su uso solo o incorporado en cosméticos y productos farmacéuticos.
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Articulo original

Estructura de comunidades en las redes
semanticas de la investigacién biomédica sobre
disparidades en salud y sexismo

Lucero Soledad Rivera-Romano', Gabriela Juarez-Cano', Enrique Hernandez-Lemus?,

Maite Vallejo®, Mireya Martinez-Garcia®

" Programa de Licenciatura en Promocién de la Salud, Universidad Autdénoma de la Ciudad de
México, Ciudad de México, México

2 Divisién de Genémica Computacional, Instituto Nacional de Medicina Genémica, Ciudad de
México, México

3 Departamento de Investigaciéon Sociomédica, Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez,
Ciudad de México, México

Introduccién. Como una iniciativa para mejorar la calidad de la atencién sanitaria, en la
investigacion biomédica se ha incrementado la tendencia centrada en el estudio de las
disparidades en salud y sexismo.

Objetivo. Caracterizar la evidencia cientifica sobre la disparidad en salud definida como la
brecha existente entre la distribucién de la salud y el posible sesgo por sexo en el acceso a
los servicios médicos.

Materiales y métodos. Se hizo una busqueda simultanea de la literatura cientifica en la
base de datos Medline PubMed de dos descriptores fundamentales: Healthcare disparities
y Sexism. Posteriormente, se construyd una red semantica principal y se determinaron
algunas subunidades estructurales (comunidades) para el andlisis de los patrones de
organizacion de la informacion. Se utilizé el programa de cédigo abierto Cytoscape para el
analisis y la visualizacion de las redes y el MapEquation, para la deteccion de comunidades.
Asimismo, se desarrollé codigo ex profeso disponible en un repositorio de acceso publico.
Resultados. El corpus de la red principal mostré que los términos sobre las enfermedades
del corazén fueron los descriptores de condiciones médicas mas concurrentes. A partir de
las subunidades estructurales, se determinaron los patrones de informacion relacionada
con las politicas publicas, los servicios de salud, los factores sociales determinantes y los
factores de riesgo, pero con cierta tendencia a mantenerse indirectamente conectados con
los nodos relacionados con condiciones médicas.

Conclusiones. La evidencia cientifica indica que la disparidad por sexo si importa para la
calidad de la atencion de muchas enfermedades, especialmente aquellas relacionadas con
el sistema circulatorio. Sin embargo, aun se percibe un distanciamiento entre los factores
médicos y los sociales que dan lugar a las posibles disparidades por sexo.

Palabras clave: investigacion biomédica; calidad de la atencién de salud; disparidades en el
estado de salud; sexismo; mineria de datos; interpretacion estadistica de datos; web semantica.

Structure of communities in semantic networks of biomedical research on disparities
in health and sexism

Introduction: As an initiative to improve the quality of health care, the trend in biomedical
research focused on health disparities and sex has increased.

Objective: To carry out a characterization of the scientific evidence on health disparity
defined as the gap between the distribution of health and the possible gender bias for
access to medical services.

Materials and methods: We conducted a simultaneous search of two fundamental
descriptors in the scientific literature in the Medline PubMed database: healthcare
disparities and sexism. Subsequently, a main semantic network was built and some
structural subunits (communities) were identified for the analysis of information organization
patterns. We used open-source software: Cytoscape to analyze and visualize the semantic
network, and MapEquation for community detection, as well as an ad hoc code available in
a public access repository.

Results: The core network corpus showed that the terms on heart disease were the most
common among the descriptors of medical conditions. Patterns of information related to
public policies, health services, social determinants, and risk factors were identified from the
structural subunits, but with a certain tendency to remain indirectly connected to the nodes
of medical conditions.

Conclusions: Scientific evidence indicates that gender disparity does matter for the care
quality in many diseases, especially those related to the circulatory system. However, there is
still a gap between the medical and social factors that give rise to possible disparities by sex.
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Comunidades en redes semanticas en investigacion biomédica

Keywords: Biomedical research; quality of health care; health status disparities; sexism;
data mining; data interpretation; statistical; semantic web.

La reduccion de las brechas en el conocimiento cientifico relacionadas
con las disparidades por sexo y la equidad en salud, debe ser una prioridad
para mejorar la calidad de la atencién médica. En la literatura biomédica se
ha venido incrementando la comprension de que el sexo si importa en el
proceso de salud-enfermedad y para la calidad de la atencién médica, la cual
puede verse afectada desde la perspectiva bioldgica y por el contexto social
(1). La politica y los programas de salud global a menudo son ciegos a las
diferencias entre sexos y, sobre todo, a la posicidon desigual de las mujeres en
la sociedad, lo que hace que estas sean “visiblemente invisibles” (2).

Para comenzar, es pertinente definir conceptualmente el sexo y el género
para luego abordar las disparidades en salud. Por sexo se entiende el conjunto
de influencias bioldgicas, es decir, las diferencias reproductivas, hormonales
y genéticas entre mujeres y hombres. El género, en cambio, alude a los roles,
comportamientos, actividades y atributos socialmente construidos que una
sociedad considera apropiados para hombres y mujeres (3). Para fines de
esta investigacion, se utilizara el concepto de sexo en el analisis semantico
de la informacién biomédica y el concepto de disparidades en salud segun la
definicidn de la National Library of Medicine of the United States (Medline)
PubMed: diferencias en el acceso o disponibilidad de servicios médicos.

El sexo es una caracteristica bioldgica determinante para la salud y
documentar ese efecto es un punto de partida obligado para la investigacion
de las disparidades como forma de contribuir al desarrollo de intervenciones
disefiadas para reducirlas (4). La inclusién sexual es una cuestion de
integridad cientifica. La brecha en la representacion de las mujeres en los
estudios de ciencia bésica ha sido bien documentada y, hasta hace poco, no
se habia hecho mucho por mitigarla (5-8).

Este hecho ha sido acertadamente abordado en las directrices del reporte
The Sex and Gender Equity in Research (SAGER), una guia para reportar los
resultados de los estudios biomédicos por sexo y género, incorporando esta
dimensién desde la planificacion y el disefio del estudio, el andlisis de los datos
y la interpretacion de los resultados, con el fin de promover la equidad, la ética,
la responsabilidad social y un mayor aprovechamiento de la evidencia cientifica
(9). Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha determinado
brechas de conocimiento sustanciales en el estudio de la interaccion del sexo
con otros factores sociales determinantes de la salud, recomendando que los
avances en investigacion biomédica no se desarticulen de tales factores (5).

Por otro lado, el marco conceptual en el que se encuadra la disparidad
en salud mediada por el sexo se relaciona estrechamente con los factores
sociales determinantes, ya sea en su configuracion estructural (politicas
intersectoriales, gobernanza socioeconémica) o mediadora (empoderamiento
e inclusién en los sistemas establecidos para mantener la salud), o en
ambas, pues sus efectos muchas veces inciden en la distribucion desigual
de recursos, lo cual genera la estratificacion social y las divisiones de clase
que contribuyen a modelar las principales inequidades sociales y afectan el
estado de salud de hombres y mujeres (10,11).

Si bien en las ultimas décadas muchos paises lograron sensibilizarse y
mejorar las condiciones generales de salud, lamentablemente los beneficios
de estas acciones no se han apreciado en algunos grupos poblacionales,
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como en el caso de las mujeres. ¢ Por qué? Una suposicion es que, a pesar
de haber muchos estudios cientificos, los datos no son reportados de forma
desagregada por sexo y eso distorsiona el efecto en los resultados, por
ejemplo, en cuanto al reporte de los factores sociales determinantes o de las
disparidades en salud, o el tipo y grado de enfermedad o muerte (12-14).

Otra hipétesis es la discrepancia entre la teoria y la practica en la salud
publica, &mbito en el que no se han logrado vincular por completo los
conocimientos del paradigma biomédico (muchas veces individualista) y
los factores sociales determinantes que subyacen tras el proceso de salud-
enfermedad, y que influyen en las elecciones, los conocimientos y los
comportamientos de las personas y, por lo tanto, en sus resultados de salud
(11,15).

La medicina basada en el sexo es una rama innovadora de la investigacion
biomédica y representa una nueva perspectiva para la promocion de la salud
y la calidad de la atencién médica (16). Sin embargo, con el continuo aumento
en la cantidad de literatura, es dificil para los responsables de las decisiones,
los médicos y los investigadores utilizar los recursos disponibles y mantenerse
al dia de manera rapida y efectiva en este tema (17).

Aunque los sistemas electronicos de recuperacion de informacién
proporcionan documentos potencialmente utiles, no suelen ayudar a
administrar y analizar el gran volumen de informacion recuperada (18).
Recientemente se han propuesto diversas metodologias automatizadas
para extraer la informacion de Medline PubMed y visualizarla como un grafo
utilizando los términos del vocabulario controlado de los Medical Subject
Headings (MeSH), términos que se representan como nodos, en tanto que
la informacion compartida entre ellos se representa como enlaces. Este es
un método novedoso de abstraccion semantica para resumir multiples textos
biomédicos (19,20).

El modelo conexionista se ha empleado justamente para explorar las
representaciones léxicas mediante las redes semanticas (21). Estas redes
permiten la extraccion de ideas significativas al establecer grupos de
conceptos emergentes o desconocidos de manera inductiva (22). El analisis
de redes revela propiedades de agrupamiento que proporcionan informacion
sobre la estructura del Iéxico y la semantica, ninguno de los cuales es
directamente observable a partir de los datos aislados (23).

El problema de investigacidon que nos ocupa en este estudio se basa
en la conceptualizacion de la disparidad en salud definida como la brecha
existente entre la distribucion de la salud y el posible sesgo por sexo de
la evidencia cientifica reportada, en dos sentidos: 1) aquel relacionado
con los mecanismos sociales y el acceso oportuno a los sistemas de
salud, muchos de ellos evitables e injustos, y 2) el relacionado con los
mecanismos bioldgicos y el manejo médico y clinico, algunos de los cuales
serian inevitables, pero que estan igualmente vinculados a las diferentes
necesidades especificas de hombres y mujeres.

La pregunta planteada en este estudio mediante el uso de redes
semanticas es si la informacién reportada en un corpus de literatura
biomédica aborda el tema de la disparidad desagregada por sexo, y si los
MeSH sobre temas biomédicos se encuentran vinculados con aquellos sobre
factores sociales determinantes relacionados con el acceso y la atencion de
los servicios de salud.
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Con ayuda de la mineria computacional de la literatura biomédica y la
teoria de grafos, el objetivo del presente estudio fue caracterizar la evidencia
cientifica mas reciente sobre las disparidades en salud y el sexismo para,
posteriormente, estudiar la estructura de ‘comunidades’ (0 mddulos) dentro
de las redes semanticas y generar evidencia sobre la representacion
acusadamente expresiva de los principales descriptores relacionados con los
patrones de informacion en el campo de la investigacion biomédica.

Materiales y métodos

La figura 1 resume los pasos seguidos en la investigaciéon con base en la
aplicacion de las dos estrategias de consulta bibliografica. Para el andlisis de
redes basado en los términos MeSH, el 24 de octubre de 2018 se abordé la
literatura cientifica de la base de datos de Medline PubMed mediante mineria
computarizada empleando simultdaneamente dos descriptores sin ninguna
restriccion: Healthcare disparities y Sexism. Por otro lado, se consultaron
otros documentos de apoyo para contextualizar el problema planteado y
reforzar la discusion.

Si bien PubMed es la mayor base de datos de literatura biomédica
del mundo, tiene algunas limitaciones. Por ejemplo, cuando se le solicita
la recuperacién de las citas consultadas para archivarlas, el registro que
entrega (por ejemplo en el formato Medline para programas de generacion
de bibliografias) no incluye todos los autores que se mencionan en los
documentos indexados, y también se omite su afiliacion institucional y el pais.
Por otro lado, aunque PubMed contiene més de 15 millones de referencias
bibliograficas provenientes de mas de 4.000 revistas internacionales, omite
aquellas que no se encuentran indexadas en esta base y que podrian
contener evidencia cientifica relevante para las ciencias de la salud.

Figura 1. Flujo de trabajo: una vez terminada la mineria computarizada de la literatura, se
transformo el corpus de informacion de texto a lenguaje natural. Posteriormente, se construyeron
los mapas de conectividad y las redes semanticas y, por ultimo, se utilizé un algoritmo de
agrupacion para detectar médulos o comunidades y completar el analisis.
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Mineria computarizada de términos MeSH

Los términos MeSH fueron disefiados por un panel de expertos
internacionales en un proyecto dirigido por la National Library of
Medicine de los Estados Unidos como una ontologia, lo que tiene
importantes consecuencias cuando se usa como sistema de clasificacion
hemerobibliografica y para el procesamiento de la mineria de textos asistido
por computadora. Una ontologia es, como se sabe, un sistema conceptual
informal basado en una teoria légica, es decir, vocabulario controlado (finito)
en el marco de una teoria logica.

La ontologia MeSH contiene términos semanticamente relacionados,
estructurados jerarquicamente para facilitar la consulta y el andlisis
computacional de las publicaciones incluidas (24). Cuenta con mas de
57.000 descriptores (titulos principales) y méas de 80 calificadores (subtitulos
tematicos), cada publicacién indexada puede contener uno o varios MeSH
que son asignados segun el contexto del documento (25).

Esto resulta relevante, ya que un vocabulario controlado evita los sesgos
de lenguaje debidos, por ejemplo, a la sinonimia 0, mas complejo aun, la
terminologia dependiente del contexto. Por ejemplo, para referirse a un
crecimiento anormal de tejido debido al cancer, algunos autores utilizarian
la palabra clave “tumor; otros “neoplasia’ “cancer, “nédulo maligno; etc.

En todos estos casos, la clasificacion ontolégica de los MeSH utilizaria

“neoplasms” como clasificador, evitando asi las ambigledades.

Aunque las técnicas modernas de procesamiento computacional del
lenguaje natural permiten la generacién de diccionarios para desambiguar
términos similares, todavia son muy proclives a fallar, especialmente cuando se
trata de léxicos muy técnicos como puede ser el caso aqui, e introducir sesgos.

Por tanto, la concurrencia de términos MeSH es un recurso muy
apreciado para la identificacion y la recuperacion rapida, precisa y confiable
de informacion (24,25). Por estas razones, se utilizaron los términos MeSH
como referencia bibliométrica para construir un mapa de conectividad y redes
semanticas en las que, por lo menos, se registraran dos MeSH conectados
mediante uno o mas PubMed Unique Identifiers (PMID).

Estrategia de busqueda de términos MeSH

Para cumplir con el objetivo del estudio, se combinaron dos términos
especificos, Healthcare disparities y Sexism, en la busqueda de MEDLINE
PubMed. Aunque la busqueda de un solo término MeSH arroja una gran
cantidad de resultados, es posible que queden incluidos temas menos
especificos. Por otro lado, el uso de otros criterios de busqueda, como
“Title/abstract” o “keywords” puede elevar el numero de publicaciones. Sin
embargo, la mayoria de las veces este método ya no es necesario, pues el
uso combinado de ciertos MeSH permite agrupar la evidencia necesaria y
cumplir con el objetivo de la busqueda, como en este caso.

Estrategia de seleccion de los documentos recuperados

Los criterios de seleccidn aplicados en la recuperacion de los documentos
fueron los siguientes.

Criterios de inclusion. Cada registro bibliografico debia contener, como
minimo, un término MeSH para establecer la conexion en la red de
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cada documento; el registro bibliografico podia ser de cualquier afio de
publicacidn, cualquier pais de adscripcion, y cualquier tipo de literatura
cientifica; el término MeSH podia estar en cualquier idioma, indexado
en cualquier nivel de la estructura jerarquica de anotacion, e incluido en
cualquiera de las categorias biomédicas de Medline PubMed.

Criterios de exclusion. Se excluyeron aquellos registros que no contenian
titulo o resumen o cuyo contenido no fuera pertinente para el problema en
estudio.

Estrategia de curaduria de la informacion

Se hizo un curaduria mediante el escrutinio manual de los términos
MeSH recuperados que serian conectados en la red para detectar, y en lo
posible eliminar, los términos redundantes y que no aportaran informacién
relevante a la busqueda por si mismos, lo que solo sucedié con el MeSH
Humans (comun a todos los registros de investigacién en salud en humanos
y, por lo tanto, redundante), el cual se elimind, de hecho, antes de analizar
la estructura y la conectividad de la red. Posteriormente, el corpus de
informacion se transformdé de texto simple a lenguaje natural utilizando un
codigo en el lenguaje de programacién Python previamente desarrollado para
la construccion de redes semanticas (5).

Construccion de redes semanticas

Las redes semanticas son representaciones graficas de conocimiento
basadas en relaciones significativas de ideas o conceptos que se estructuran
como una red de palabras relacionadas cognitivamente entre si. Se utilizan
comunmente para inferir los marcos tedricos o conceptuales utilizados en los
textos y muchas veces su analisis contribuye a que surjan nuevos enfoques a
partir de los datos explorados (18).

La construccién de redes semanticas se basa en la teoria conexionista
de redes complejas. Una red es un conjunto de nodos, elementos o vértices
que se conectan mediante aristas o enlaces que pueden ser dirigidos, es
decir, siguen una direccion de un nodo a otro, o no la siguen. El objetivo del
estudio de redes es encontrar las propiedades estadisticas o topolégicas que
caracterizan su estructura.

A continuacion, se describen brevemente algunos de los atributos
topoldgicos o medidas de centralidad utilizados en el presente trabajo.

Centralidad de vector propio: mide la influencia de un nodo dentro de una
red con base en su importancia relativa frente a otros.

Distribucidn de grado: es la caracteristica mas simple que puede
observarse en una red, es decir, la conectividad entre nodos adyacentes.

Coeficiente de agrupamiento: estima la tendencia de agrupamiento de
los nodos en una red; es la probabilidad de que dos nodos puedan estar
conectados por un tercer nodo y exista mayor cohesion.

Promedio de caminos mas cortos: indica la longitud promedio del camino
mas corto entre dos nodos.

Centralidad de intermediacion: es el nimero de caminos cortos entre dos
nodos que pasan a través de otro.
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Aunque hay diferentes atributos para determinar los patrones de
conectividad de una red, en este estudio se eligieron los parametros mas
simples de la teoria de redes para estimar la conexion de los conceptos,
como es el caso de la centralidad de grado, el nimero total de enlaces de
un nodo o la suma de las frecuencias o pesos de las interacciones (26).

Los nodos con elevada centralidad de grado tienen muchos vecinos v,
generalmente, son mas frecuentes en la red que los de menor grado (27,28).

Con el fin de discutir similitudes y diferencias con otras medidas
de centralidad relevantes, se incluyé un cuadro suplementario (cuadro
suplementario 1) con la distribucién de las diversas centralidades de los
MeSH correspondientes a aquellas enfermedades de interés especial para la
discusion posterior. Para visualizar mejor algunos MeSH relacionados con las
principales enfermedades encontradas en el corpus de la red, los nodos se
marcaron con diferentes colores y tamanos segun el numero de conexiones
con sus principales vecinos. Para analizar y visualizar la red, se utiliz el
programa de cédigo abierto Cytoscape (29).

Red principal

Una vez hecha la mineria computarizada de la literatura, se construyé una
red basada en taxonomias predeterminadas (los términos MeSH), no dirigida
ni ponderada. El nodo es la unidad de analisis de la red representada en un
mapa de conectividad. Los mapas de conectividad se construyeron de modo
que los nodos de origen y destino fueran los MeSH (que representan los
conceptos bajo andlisis) correspondientes al corpus de los articulos cientificos.

Cuando, por lo menos, dos articulos detectados con un nimero Unico
(PMID) compartian ambos MeSH, se trazaba un enlace (arista) entre estos
nodos. Los enlaces utilizados en la construccion de la red fueron los PMID
de cada publicacién. Este enfoque produjo una red que no considero el
peso relativo de las conexiones. Como se discutira mas adelante, dada la
distribucién de pesos en las redes resultantes, practicamente idéntica para
cada enlace con pocas excepciones (cuadros suplementarios 1y 2), este
hecho no afecté de manera significativa los resultados o conclusiones del
estudio.

Red secundaria de enfermedad cardiovascular

Como ejemplo para explorar los patrones de conexién de informacion
en una red secundaria, la principal se dividié usando los términos MeSH
relacionados con la enfermedad cardiovascular. Se colorearon en rojo
aquellos nodos y enlaces asociados con dicha enfermedad, en amarillo,
algunos términos sugerentes de factores sociales determinantes; en azul
oscuro, los relacionados con los servicios de salud; en verde, aquellos que
evocaban las condiciones bioldgicas y, en azul claro, los términos alusivos a
otros factores de estilos y modos de vida.

Red emergente de la diferencia entre mujeres y hombres

Para inferir posibles patrones de conexién de la informacion a partir del
sexo, también se construyeron redes secundarias de hombres y mujeres,
y para garantizar que se pudieran comparar, se filtraron en el programa
Cytoscape seleccionando el MeSH relativo al sexo (“female” o “male”)
en todos sus primeros vecinos. A partir de estas redes secundarias, se
diferenciaron sus nodos para conocer los términos incluidos en una y no en la
otra, y a la red resultante de esta diferencia se le denominé red emergente.
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Modularidad

La modularidad permite simplificar y resaltar propiedades estructurales de
una red para generar subunidades fuertemente interconectadas, conocidas
como mddulos o comunidades, que contienen un niumero mayor de enlaces
entre nodos que los nodos fuera de ella (30,31).

Hay diversas técnicas de deteccién de comunidades, pero no hay un
método de optimizacién de la particion modular que funcione en todos
los casos (32). En este estudio, se utilizé un algoritmo de agrupacion
de comunidades basado en las caminatas aleatorias y en la teoria de la
informacion centrada en la interdependencia de los enlaces (Infomap). Los
modulos de estas subunidades se visualizaron con la aplicacioén en linea
MapEquation (33,34).

Infomap se basa en la dindmica del flujo de informacién en la red mas
que en su estructura topoldgica simple. La MapEquation captura el flujo de
informacién en la red de manera que las comunidades estan conformadas
por grupos de nodos entre los cuales el flujo de informacién persiste. A
grandes rasgos, para describir el flujo de informacion en la red, se recurre
a una caminata aleatoria que registra dicho flujo (como aproximacién). Por
ergodicidad, asintticamente se llega a una distribucién estacionaria cuando se
visitan estructuras de la red y cuando se las abandona, estructuras que pueden
ser nodos 0 médulos. Estas distribuciones estacionarias se pueden codificar de
forma 6ptima usando la llamada codificacion de Huffman en una cadena binaria.
Asi, la caminata puede describirse en términos de la teoria de la informacién a
partir de la longitud de la cadena binaria asociada con ella (31,32,35).

Si se tuviera una particion de la red en M en mddulos, se podria obtener
la descripcién de una caminata aleatoria entre los médulos (o estructuras
mas relevantes), que se puede codificar en una cadena binaria cuya longitud
L(M) seria minima en el caso de tener la particion éptima de la red. Esto
se puede lograr mediante la aplicaciéon MapEquation, la cual aprovecha la
dualidad entre encontrar la mejor estructura modular en una red y minimizar
la longitud de la descripcion de los movimientos de un caminante aleatorio
en dicha red. Es decir, para cada particién modular dada de la red, existe
un costo de informacion asociado con la descripcién de los movimientos del
caminante aleatorio, o del flujo. Algunas particiones generan longitudes de
descripcién, unas cortas y otras mas largas. La particidon con la longitud de
descripcién mas corta es la que mejor captura la estructura modular de la red
en cuanto a la dinamica de su flujo de informacion (33-35).

Dado que la idea era encontrar médulos con distancia semantica minima,
es decir, aquellos correspondientes a los términos mas estrechamente
relacionados de manera local en redes con miles de aristas, la combinacién
propia de Infomap, con un algoritmo que minimiza la distancia del cédigo y
tiene poca complejidad computacional, lo convirtio en la eleccion apropiada.

Por ultimo, los médulos se etiquetaron con el nombre del nodo con el mayor
indice PageRank (IPR), lo que constituye, de hecho, un tipo de centralidad
de valor propio (35), medida con base en diversos algoritmos que asignan
de forma numérica la relevancia de los documentos indexados por un motor
de busqueda, por lo que las comunidades constituyen unidades semanticas
estructuradas de mayor complejidad que los términos MeSH individuales.
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Resultados
Mineria computarizada de los documentos

Se obtuvieron 41 articulos cientificos publicados entre el 2011 y el 2018.
Los lugares registrados por la adscripcion, por lo menos, de un articulo fueron
Estados Unidos, Europa, China, Brasil, México, Canada y Sudafrica.

Red principal

Las principales caracteristicas topoldgicas de las redes analizadas se
muestran en el cuadro 1. La estructura revela una red principal con 301
nodos (o términos) y 3.365 enlaces (o relaciones). Se pudo detectar en
ella una aparente tendencia a priorizar la investigacion relacionada con las
disparidades de sexo y algunas enfermedades, especificamente aquellas que
involucran la enfermedad cardiovascular, como se aprecia en los 16 nodos
de color rojo de la figura 2. En color rosa, se ven los nodos relacionados con
tumores o cancer de mama o colorrectales (4 nodos y 108 centralidades de
grado acumulados); en azul, los relacionados con el dolor y las propiedades
de analgesia o narcosis, asi como los relacionados con la salud y la
enfermedad mental (6 nodos y 68 centralidades de grado acumulados); en
verde, los relacionados con las infecciones por el virus de inmunodeficiencia
humana (3 nodos y 46 centralidades de grado acumulados), y con menor
tamafo se aprecian los nodos en color naranja, amarillo y turquesa
relacionados con otros padecimientos o métodos médicos, quirirgicos y
ortopédicos, hernias, desnutricion, prolapso uterino y calculos uretrales.

En la red principal también se aprecian algunos términos cercanos o
primeros vecinos asociados con los nodos de los padecimientos y con
la calidad de la atencion. Por ejemplo, cerca de los nodos en color rojo
(enfermedad cardiovascular), se encontraron términos no esperados sobre
la relacién entre médico y paciente, la adopcion de decisiones médicas y el
manejo de la enfermedad; por otro lado, también se encontraron términos
mas comunmente asociados con la supervivencia, los factores de riesgo y
los estilos de vida. Cerca de los de color rosa, se pueden apreciar términos
que, aparentemente, estan poco vinculados con los tumores o el cancer, tales
como estigma social, caracteristicas culturales y acceso a los servicios de
salud, y cerca de los azules, relacionados con dolor y analgesia, se aprecian
términos como salud de la mujer, servicios organizados de atencion en salud
para mujeres, ofensas sexuales y politica de salud, entre otros.

En los cuadros 2 y 3, se presentan los resultados de la comparacion de
los valores de las centralidades analizadas en la red principal al considerar
los MeSH correspondientes a condiciones médicas patoldgicas. Por ejemplo,
en el cuadro 2 se aprecia que, aunque hubo diferencias en la distribucion
de rango de las diferentes medidas de centralidad usadas (centralidad de
grado, centralidad de intermediacién, centralidad de cercania), la tendencia
reportada con respecto a los padecimientos cardiovasculares se mantuvo.

Cuadro 1. Caracteristicas topoldgicas de las redes analizadas

Coeficiente de Longitud Numero promedio Densidad

Red Nodos Aristas R . Centralidad R

agrupamiento de camino de vecinos de red
Principal 301 3.365 0,910 1,962 0,851 22,359 0,075
EVC 205 518 0,194 2,766 0,480 5,054 0,025
Mujeres 277 3.154 0,907 1,917 0,924 22,773 0,083
Hombres 237 2.834 0,902 1,899 0,906 23,916 0,101
Emergente 40 135 0,95 1,0 0,061 6,75 0,173

EVC: enfermedad cardiovascular
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En el cuadro 3 se evidencia una excepcion notable e interesante por sus
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posibles connotaciones; es el caso del HIV, cuyo rango en las distribuciones
ordenadas por centralidad de intermediacién fue bastante menor, es decir,

de mayor importancia, que su rango en las distribuciones ordenadas por

centralidad de grado o de cercania.

Figura 2. Red principal. Se resaltan los nodos relacionados con algunas enfermedades croénicas, los cuales aparecen con

tamafio aumentado y colores brillantes para su mejor distincion.

Cuadro 2. Comparacion de las diferentes medidas de centralidad para los nodos asociados con condiciones médicas

relacionadas con la enfermedad cardiovascular

Términos MeSH CVP CG PCMC Cl cc CA
Fibrinolytic Agents/therapeutic use 0,056516256 23 1,92857143 0 0,51851852 1
Myocardial Infarction/drug therapy/*epidemiology/therapy 0,056516256 23 1,92857143 0 0,51851852 1
Myocardial Revascularization/utilization 0,056516256 23 1,92857143 0 0,51851852 1
Thrombolytic Therapy/utilization 0,056516256 23 1,92857143 0 0,51851852 1
*Myocardial Infarction/diagnosis/epidemiology/mortality/therapy ~ 0,04928961 18 1,93877551 0 0,51578947 1
Coronary Angiography/utilization 0,049289722 18 1,93877551 0 0,51578947 1
Percutaneous Coronary Intervention/utilization 0,04928957 18 1,93877551 0 0,51578947 1
Acute Coronary Syndrome/complications/*diagnosis 0,04531952 17 1,97619048 0 0,5060241 1
Chest Pain/*diagnosis/etiology 0,04531952 17 1,97619048 0 0,5060241 1
Coronary Angiography/*utilization 0,04531952 17 1,97619048 0 0,5060241 1
Coronary Artery Disease/complications/*diagnosis 0,04531952 17 1,97619048 0 0,5060241 1
*Cardiac Surgical Procedures/adverse effects/mortality 0,036228206 15 1,95578231 0 0,51130435 1
Acute Coronary Syndrome/*diagnosis/*therapy 0,04339972 15 1,9829932 0 0,50428816 1
Coronary Angiography/statistics & numerical data/utilization 0,043399736 15 1,9829932 0 0,50428816 1
Myocardial Infarction/diagnosis/therapy 0,043399762 15 1,9829932 0 0,50428816 1
Myocardial Revascularization/statistics & numerical data/utilization 0,04339972 15 1,9829932 0 0,50428816 1
Myocardial Infarction/*therapy 0,007807993 2 2,38435374 0 0,41940086 1

CVP: centralidad de valor propio; CG: centralidad de grado; PCMC: promedio de caminos més cortos; Cl: centralidad de intermediacion;

CC: centralidad de cercania; CA: coeficiente de agrupamiento.
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Cuadro 3. Comparacion de las diferentes medidas de centralidad para los nodos asociados con condiciones médicas relacionados con
otras enfermedades

Términos MeSH CVP CG PCMC Cl CcC CA
Breast Neoplasms/diagnosis 0,06038379 26 1,91836735 0 0,5212766 1
Colorectal Neoplasms/diagnosis 0,060383793 26 1,91836735 0 0,5212766 1
Neoplasms/prevention & control/*therapy 0,06038379 26 1,91836735 0 0,5212766 1
Hernia, Inguinal/*surgery 0,05517667 20 1,96598639 0 0,50865052 1
Arnold-Chiari Malformation/diagnostic imaging/*ethnology/*therapy 0,044969346 19 2,10544218 0 0,47495961 1
HIV Infections/*drug therapy 0,042333294 19 1,94217687 1.51E-04 0,51488616 0.74269006
*Pain Measurement 0,030480828 16 1,97278912 0 0,50689655 1
Opioid-Related Disorders/epidemiology 0,030480828 16 1,97278912 0 0,50689655 1
Orthopedics/*methods 0,030480828 16 1,97278912 0 0,50689655 1
Pain/*diagnosis/physiopathology/prevention & control/psychology 0,030480828 16 1,97278912 0 0,50689655 1
Malnutrition/epidemiology 0,029936733 15 1,95578231 0 0,51130435 1
Mental Disorders/epidemiology 0,029936733 15 1,95578231 0 0,51130435 1
Cerebral Palsy/*therapy 0,034478564 14 1,95238095 0 0,51219512 1
Acquired Immunodeficiency Syndrome/drug therapy 0,03175653 13 1,96258503 0 0,50953206 1
Blindness/epidemiology/“etiology 0,02833061 12 1,95918367 0 0,51041667 1
Cataract Extraction/*adverse effects/standards 0,02833061 12 1,95918367 0 0,51041667 1
Cataract/*epidemiology 0,02833061 12 1,95918367 0 0,51041667 1
Disabled Persons 0,015048198 12 2,33333333 0 0,42857143 1
Ureteral Calculi/epidemiology/*surgery 0,04004379 12 1,96598639 0 0,50865052 1
Substance-Related Disorders/*physiopathology 0,022431524 11 2,02380952 0 0,49411765 1
Uterine Prolapse/*epidemiology/etiology 0,011812069 5 2,03741497 0 0,49081803 1

CVP: centralidad de valor propio; CG: centralidad de grado; PCMC: promedio de caminos mas cortos; Cl: centralidad de intermediacién; CC: centralidad de
cercania;.CA: coeficiente de agrupamiento

Red secundaria de enfermedad cardiovascular

Como se aprecia en la figura 3, en el caso de las enfermedades
cardiovasculares (nodos en color rojo), se obtuvo una red secundaria con 205
nodos y 518 enlaces, que incluye informacién tanto para el término “femenino”
(female) (centralidad de grado: 17) como para “masculino” (male) (centralidad
de grado: 18), en los que no se aprecia una tendencia de conexién particular
entre la enfermedad y el sexo.

Por otro lado, se aprecia un patrén de conexidn indirecta, cada vez con
una centralidad de grado menor entre los nodos rojos y los de color azul
claro, azul oscuro, amarillo y verde, los cuales aluden a los factores de
infancia, adolescencia, expectativa de vida, clase social, religién, derechos
de las mujeres, derechos humanos, factores socioecondémicos, acceso a
servicios de salud, acceso a servicios de salud de mujeres, estigma social,
justicia social, caracteristicas residenciales, politicas de salud, medicina de
precision, investigacion biomédica y difusién de innovacion.

Esta forma de relacion indirecta sugiere una brecha entre la informacion
sobre la enfermedad cardiovascular y otros factores que pueden incidir o
modificar su manejo médico, como la etiologia y el diagnéstico del dolor de
pecho, la relacién entre médico y paciente, la participacion del paciente en lo
relacionado con su salud, cuidados posquirdrgicos, manejo de la enfermedad,
mortalidad hospitalaria, emergencias, prondstico, tasa de supervivencia,
prevencion secundaria, cuidados preoperatorios, complicaciones
posoperatorias y efectos adversos.

Red emergente de la diferencia entre mujeres y hombres

Del andlisis de las redes semanticas secundarias se desprende que la red
de mujeres tenia 277 nodos y 3.154 enlaces, y la de hombres, 237 nodos y
2.834 enlaces. Se determinaron, ademas, los términos que se encontraban
en la red de mujeres y no en la de hombres, lo que evidencid una estructura
con seis componentes compuestos de 40 nodos y 135 enlaces (figura 4).
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Figura 3. Red de enfermedades cardiacas. En esta red se aprecia la agrupacién por nodos con
colores ordenados para mostrar la conexién indirecta de los términos MeSH relacionados con los
padecimientos cardiacos (en rojo) y aquellos que hacen referencia a términos de factores fisicos,
del sistema de salud, de los factores sociales determinantes y de otros (en colores azul claro,
azul oscuro, amarillo o verde).

Figura 4. Red emergente. Esta red agrupa los nodos por colores y centralidades de grado (CG). Se reconstruy6 a partir de la diferencia de nodos y
vecinos de las redes secundarias de hombres y mujeres para conocer los términos incluidos en una y no en la otra segun se aprecian en esta figura.

El componente de color azul con 9 centralidades de grado incluyé algunos
términos relacionados con las diferencias culturales, los migrantes y las
disparidades en el cuidado de la salud. En rojo, con 8 centralidades de grado,
aparecieron términos sobre los derechos de las mujeres, la politica publica
y las disparidades en salud. En amarillo, con 7 centralidades de grado, se
registraron términos relacionados con los servicios de salud para mujeres y la
circuncision femenina. En morado, con 5 centralidades de grado, aparecieron
aquellos términos relacionados con Africa, el sindrome de inmunodeficiencia
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adquirida y algunos componentes del sistema nacional de atenciéon médica

y el acceso a él. En verde, con 4 centralidades de grado, se aprecian los
términos relacionados con los centros de salud que brindan terapia o
rehabilitacidon a personas dependientes de sustancias, México, y disparidades
en el cuidado de la salud. Por ultimo, en azul cian, con 1 centralidad de
grado, solo hay dos términos: Nepal y prolapso uterino, lo que refleja su poca
importancia por el reducido grado de conexion.

Modularidad

En la figura 5 se presentan los nodos intraconectados representativos de
los MeSH. Se aprecian las comunidades de aquellos términos relacionados
principalmente con factores de riesgo. Los enlaces y su grosor simbolizan
el flujo de informacion (concurrencia) entre nodos. Las caracteristicas
topoldgicas de las redes secundarias correspondientes a la particion modular
en comunidades se presentan en el cuadro 4.

Visualizaciém de las principales comunidades y sus respectivas redes de
disparidades sanitarias y sexismo

Edad mediana

a) IPR29% P >
Fl:12%
Mujer

b) IPR12% P >
FI:10%

Factores de riesgo

c) IPR79% P >

Fl:3.3%

Figura 5. Visualizacion modular de las principales comunidades y sus respectivas redes. Los
circulos mas grandes representan las comunidades que comparten mas enlaces de informacion
entre nodos. El nombre de las etiquetas de las comunidades corresponde al del nodo con el
mayor PageRank.

Cuadro 4. Caracteristicas topoldgicas de las redes secundarias correspondientes a la particién en comunidades

Coeficiente de Longitud Numero promedio Densidad

Red Nodos Aristas R X Centralidad .

agrupamiento de camino de vecinos de red
Edad mediana 62 552 0,881 1,723 0,630 17,806 0,292
Mujer 19 67 0,848 1,620 0,618 7,053 0,392
Factores de riesgo 18 153 1,0 1,0 0,0 17 1,0
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El componente mas conectado en la figura 5a fue la “edad mediana’ con
un IPR de 29 % y un flujo de informacion (Fl) de 12 % (debe recordarse
que, cuanto mayor el flujo de informacién de un médulo, mayor la
coherencia interna de sus nodos, y que la suma de la informacion total en
las redes implica que FI=1,0). Se registraron 62 nodos que representan los
términos mas relacionados con la edad y los factores socioeconémicos, la
accesibilidad a los servicios de salud, los patrones de practica médica, y
otros conceptos relativos a la planificacion de la asignacion equitativa de
los recursos de salud disponibles. Es interesante sefalar que los patrones
de conectividad de los nodos de una comunidad son caracteristicos. Para
hacerlos explicitos, se determiné un conjunto de medidas de centralidad y
otros atributos topoldgicos de los nodos en el contexto de sus respectivas
comunidades (cuadro suplementario 2).

En la figura 5b se muestra la comunidad asociada con la condicion de ser
mujer (IPR=12 % y FI=10 %). Algunos de los 19 términos mas relacionados con
esta son: disparidad en salud, esperanza de vida, atencion médica del parto,
calidad de la asistencia sanitaria y HIV, entre otros (cuadro suplementario 3).

En la figura 5c se presenta el médulo asociado con los factores de riesgo
(IPR=7,9 % y FI=3,3 %) y 18 conceptos relacionados con la justicia social,
la identidad de género, los derechos de las mujeres, el paternalismo, y la
cultura, entre otros. Resulta interesante el papel poco destacado de estos
temas en la literatura biomédica analizada (cuadro suplementario 4).

Discusion
Mineria computarizada de términos MeSH

En concordancia con lo reportado en otros estudios, la mineria
computarizada tal como se empled aqui ofrece métodos poderosos,
rapidos y de bajo costo para la exploracién masiva de textos cientificos. La
utilizacion de la ontologia MeSH en lugar del texto completo no solo reduce
el tiempo de calculo matematico en algoritmos de concurrencia, sino que
permite un mayor rendimiento en el andlisis del conjunto de datos. Si se
exploran adecuadamente, los términos MeSH permiten extraer con precision
caracteristicas representativas de grandes cantidades de datos (36).

El procesamiento de un corpus de texto simple a un lenguaje natural
respalda el disefio de mecanismos eficaces de comunicacién computacional
que son interpretados por programas que simulan el contenido semantico
de los conceptos y favorecen la construccion de mapas de conectividad
ontolégica (37). En este estudio sobre disparidades en salud, se construyeron
redes semanticas para inferir la forma en que se reporta la informacion en
algunos documentos cientificos.

Construccion de redes semanticas primarias y secundarias

Como ya se menciond en la introduccion, las causas de las disparidades
corresponden a multiples factores (38). En la enfermedad cardiovascular,
por ejemplo, aunque estas disparidades se han asociado con la atencién
médica y el manejo clinico, existen otros elementos que interactuan y
pueden modificar la expresién de la enfermedad (39-42). Se ha reportado,
asimismo, que las estructuras socioeconémicas y los sistemas sanitarios son
responsables de algunas disparidades debidas al sexo en varios sentidos:
al mostrar apatia para incidir y controlar factores de riesgo modificables, por
la indiferencia en el reconocimiento de signos y sintomas, la insensibilidad
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frente al acceso y el uso de tratamientos quimicos o quirdrgicos de Ultima
generacion, o el desinterés por ayudar a la recuperacion, pero, sobre todo,

el rezago en la produccién de informacion comprobada sobre el papel del
sexo en la adopcioén de las decisiones clinicas y el desarrollo de politicas de
mejoramiento de la calidad y la eficiencia de la atencion cardiovascular de las
mujeres (43,44).

Lo que se observo en la red principal sobre disparidades en salud y
sexismo evidencia que los MeSH mas frecuentes relativos a las condiciones
médicas, se relacionaban con la enfermedad cardiovascular. Se determinaron
17 nodos, entre ellos, los siguientes MeSH: Cardiac Surgical Procedures,
Myocardial Infarction, Acute Coronary Syndrome, Coronary Angiography,
Coronary Artery Disease, Fibrinolytic Agents, Myocardial Revascularization,
Percutaneous Coronary Intervention y Thrombolytic Therapy.

Estos hallazgos se esperaban dado el incremento de las publicaciones
cientificas relacionadas con la enfermedad cardiovascular y el sexo femenino,
especialmente porque la enfermedad coronaria, tradicionalmente considerada
una enfermedad masculina, se ha convertido en una gran amenaza bioldgica,
hormonal y genética para las mujeres (45,46).

En las ultimas dos décadas, la investigacion centrada en mujeres con
riesgo de enfermedad isquémica del corazén ha ayudado a aclarar algunos
de los factores especificos del sexo importantes en la prevencién y deteccion
temprana de disparidades en salud, especialmente en aquellas mujeres que
estan en desventaja social debido a su nivel de ingresos, su nivel educativo, y
los factores ambientales y residenciales (43).

Por otro lado, la disparidad en la mortalidad por enfermedades
cardiovasculares entre mujeres y hombres también ha impulsado la
investigacion especifica por sexo, asi como el desarrollo de directrices
especificas y el inicio de campafias de sensibilizacién en Estados Unidos,
tanto, que se reporté una sensible disminucion del 39 % en las tasas de
mortalidad por dichas enfermedades en las mujeres entre 1999 y 2011. A
pesar de esta disminucidn, la carga de la enfermedad, la coexistencia con
otras enfermedades y la prevalencia de los factores de riesgo siguen siendo
altas (43).

Con el ejemplo de la red de MeSH relacionados con la enfermedad
cardiovascular, se evidencio una aparente disonancia entre aquellos
relacionados con la enfermedad y los que describen los factores sociales
determinantes, los factores de riesgo, la edad, la actividad fisica y algunas
comorbilidades. Este hecho lleva a pensar que la informacién sobre
disparidades entre los factores biomédicos y el contexto social, continua
presentando vacios, por lo menos en materia de evidencia cientifica (43,47).

Como se pudo apreciar tanto en la red principal de enfermedad
cardiovascular como en la secundaria, coexisten términos asociados con
otras enfermedades crénicas también relacionadas con las disparidades
de sexo, lo que se suma a la creciente evidencia cientifica que sugiere
que el sexo es un factor independiente que influye en la prevalencia de
enfermedades como el cancer, las enfermedades mentales, el HIV y el sida,
asi como en los efectos de los medicamentos, los efectos adversos y el
manejo del dolor (48,49).
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En cuanto a los factores de riesgo, se ha demostrado que, aunque los
hombres y las mujeres comparten algunas caracteristicas que aumentan
su probabilidad de sufrir una enfermedad coronaria (tabaquismo, colesterol
elevado, diabetes, estilo de vida sedentario, hipertension, obesidad), varias
de ellas son mas agudas en las mujeres (50). Ademas, ciertos factores de
riesgo especificos del sexo, como el inicio temprano de la menopausia,
enfermedades inflamatorias como el lupus y la artritis reumatoide, y
complicaciones del embarazo como la preeclampsia y la diabetes gestacional,
se asocian con una mayor incidencia de enfermedades del corazén
(51). Hasta el 50 % de la reduccién de la mortalidad por enfermedades
cardiovasculares se puede atribuir a la reduccion de estos factores de riesgo,
aunque el esfuerzo de sensibilizacion y detecciéon temprana debe ser continuo
si se quiere seguir reduciendo las tasas de mortalidad (43).

Los hallazgos de la red emergente de términos que solo se encontraron
en la red secundaria de mujeres y no en la de hombres, confirma lo reportado
en la literatura especializada: que la salud y el bienestar de las mujeres
responden a una combinacién de politicas de atenciéon médica que inciden
en el tipo de cobertura de los planes de salud y el acceso a servicios
preventivos, de deteccidn y tratamiento (52-55). Los resultados se ajustan
parcialmente a los postulados del modelo biopsicosocial segun el cual las
enfermedades crénicas responden a factores bioldgicos, pero también, a las
condiciones psicoldgicas y sociales (56).

Por otro lado, aunque los nodos de color azul cian de la red emergente
parecen ser de poca importancia, el problema que evidencian no es menor.
La organizacién de derechos humanos Amnistia Internacional ha sefialado
que alrededor del 10 % de las mujeres en Nepal ha experimentado un
prolapso uterino debido a la discriminacion de sexo. Ademas, estas mujeres
cargan un fuerte estigma social y son sefialadas como perezosas cuando
estan demasiado enfermas para trabajar, en pocas palabras, otra forma de
disparidad en el cuidado de la salud (57).

Modularidad

En cuanto al andlisis topoldgico de la modularidad mediante el algoritmo
Infomap, este permitié organizar muchos nodos segun su distribucién estructural
en cada comunidad. Si bien la comunidad mas conectada, la de “edad mediana”
(IPR=29 % y FI=12 %), contenia dos de los principales términos relacionados
con los factores de riesgo (edad y aspectos socioecondmicos), los términos
relacionados con la calidad de la atencidn se destacaron mas con este analisis
que en el resto de las comunidades, por ejemplo, los relativos a la asignacion
equitativa de los recursos de salud disponibles, la justicia social y los derechos
de las mujeres. Debe sefalarse que, al igual que en la red principal, este
fendmeno no solo se presenta asociado con los padecimientos cardiacos, sino
también con otras comorbilidades.

Estos resultados concuerdan con lo informado en la literatura sobre los
factores que influyen o modifican la calidad de la atencién y las disparidades
por sexo, entre los que se incluyen la mala comunicacién entre paciente
y médico, la cultura, las opiniones holisticas de la mente y el cuerpo, la
priorizacion del manejo de los sintomas frente a la cura de la enfermedad
y la participacién de la familia en la adopcion de decisiones médicas (52).
Asimismo, los factores internos y externos del sistema de prestacion de
servicios de salud, como la falta de acceso a la atencion médica oportuna y
la escasa proteccion financiera, también pueden incidir en su calidad (53,54).
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En cuanto a la comunidad relativa a la condicion de ser mujer, también se
observo una relacion con términos sobre la calidad asistencial y el HIV, por
ejemplo. Desde la aparicién del HIV-sida la discriminacién en los sistemas
de salud sigue estando en el centro de las experiencias negativas de las
personas con el virus (58). Por otro lado, sabemos que los sintomas clinicos
y las complicaciones del HIV que experimentan las mujeres son diferentes a
las de los hombres. Aun asi, en una revision del 2016 sobre la inclusion de las
mujeres en las investigaciones sobre el HIV en los Estados Unidos, se encontro
que estas solo representaban el 19,2 % de los participantes en los estudios
antirretrovirales, el 38,1 % en los estudios de vacunacién y el 11,1 % en aquellos
que exploraban tratamientos (59,60). Este es otro ejemplo de disparidad en la
atencion en salud por actitudes sexistas, que se hizo incluso mas evidente en el
analisis de comunidades de términos MeSH adelantado en el presente estudio.

En conclusion, si se quiere contribuir a corregir las disparidades en
salud, deben explorarse integralmente los mecanismos sociales, bioldgicos
y clinicos que afectan a hombres y mujeres. Aunque las diferencias sexuales
estan cada vez mejor documentadas en la literatura biomédica, como se
evidencia en los articulos sobre la prevalencia de los factores de riesgo
cardiovascular, las condiciones fisioldgicas y psicosociales, asi como las
manifestaciones clinicas y la incidencia de la enfermedad, los médicos
insisten en referirse a la atencién médica de la mujer como “medicina de
bikini} asumiendo que pueden diagnosticar y tratar a ambos sexos de la
misma manera (61). Esta tendencia también se percibe como una manera de
perpetuar la disparidad en la calidad de la atencion médica.

Acerca del andlisis de la literatura asistido por computador

Dada la abrumadora cantidad de informacién disponible en las
bases biomédicas de datos, es invaluable contar con un recurso que lea
automaticamente la informacion y genere patrones de visualizacion de los
conceptos y las asociaciones, especialmente para los responsables de las
decisiones. En este sentido, el presente estudio demuestra la utilidad de
un novedoso método basado en la busqueda rapida y masiva de evidencia
cientifica mediante redes semanticas de términos MeSH.

En la practica, la determinacién de moédulos o comunidades es
fundamental para inferir relaciones entre los MeSH a partir de la topologia
de redes semanticas, y puede ser una guia confiable para futuros estudios
sobre disparidades en salud y sexismo, asi como para profundizar en sus
implicaciones tedricas. Los analisis hechos aqui revelaron algunos aspectos
esenciales del fendmeno estudiado que, aparentemente, se han pasado
por alto de manera reiterada, lo que ha profundizado ain mas la brecha
que hay que cerrar para pasar de la discusion de estas desigualdades a
la formulacién de politicas de salud publica para atenderlas a partir de un
enfoque social centrado en el individuo.

Puede decirse que la investigacion que examina la informacion
relacionada con los dos sexos en su contexto social amplia la posibilidad de
extrapolar los resultados y de aplicarlos en el ambito médico y clinico (11).
Lo contrario llevaria a interpretaciones erroneas en torno a las decisiones
y los comportamientos sociales frente a la salud y la enfermedad, con
consecuencias negativas para la provisién de los servicios y la formulacién
de politicas de salud e, incuso, para la lucha contra estructuras de poder
(incluidas las jerarquias del conocimiento), que perpetuan la inequidad y la
mala salud (6,9,12).
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Introduccion. La variante monofasica (1,4,[5],12:i:-) de Salmonella Typhimurium ocupa
los primeros lugares en los programas de vigilancia de Salmonella a nivel mundial. En
Colombia, Salmonella enterica variante monofasica alcanza el cuarto lugar en cuanto a los
aislamientos clinicos recuperados por medio de la vigilancia por laboratorio del Grupo de
Microbiologia del Instituto Nacional de Salud, pero se desconoce si dichos aislamientos
estan relacionados con la variante monofasica de Typhimurium que circula a nivel global, y
con sus caracteristicas genéticas y fenotipicas.

Objetivo. Caracterizar los aislamientos de Salmonella monofésica recuperados en Colombia
entre el 2015 y el 2018 por el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud.
Materiales y métodos. Se analizaron 286 aislamientos clinicos de Salmonella enterica
variante monoféasica mediante PCR o secuenciacion del genoma completo (Whole Genome
Sequencing, WGS) para confirmar si correspondian a Salmonella Typhimurium variante
monofasica, en tanto que, en 54 aislamientos, se determind la estructura genética del
operdn que codifica la segunda fase flagelar y, en 23, se evalué la motilidad, el crecimiento
y la expresion de las proteinas de membrana externa.

Resultados. El 61 % (n=174) de los aislamientos de Salmonella monofasica correspondid
a Salmonella Typhimurium serovar monofasico. El 64,8 % (n=35/54) se relacion6 con el
clon europeo-espanol y, el 13 % (n=7/54), con el estadounidense. En dos aislamientos de
orina se encontr6 una diferencia significativa en la motilidad y el crecimiento, asi como
ausencia de la porina OmpD en medio minimo M9.

Conclusiones. En el periodo de estudio, circul6 en Colombia la variante monofasica de
Salmonella Typhimurium relacionada con el clon europeo-espanol, y se registrdé ausencia
total del operdn fAB. Los resultados evidenciaron cambios fenotipicos en los aislamientos
provenientes de muestras de orina que sugieren adaptacion en procesos invasivos.

Palabras clave: Salmonella Typhimurium; porinas; flagelos; vigilancia; Colombia.

Molecular and phenotypic characterization of Salmonella Typhimurium monophasic
variant (1,4,[5],12:i:-) from Colombian clinical isolates

Introduction. The Salmonella Typhimurium monophasic variant (1,4,[5],12:i:-) is currently
the most commonly detected variant in Salmonella surveillance programs worldwide. In
Colombia, the Salmonella enterica monophasic variant is the fourth most common clinical
isolate recovered through the laboratory surveillance of the Grupo de Microbiologia from
the Instituto Nacional de Salud; however, it is unknown whether these isolates are closely
related to the monophasic Typhimurium variant, which circulates globally, and their genetic
and phenotypic characteristics have not been reported.

Objective. To characterize monophasic Salmonella enterica isolates identified in Colombia
from 2015 to 2018 by the Instituto Nacional de Salud.

Materials and methods. Two hundred eighty-six clinical isolates of the monophasic
Salmonella enterica variant were analyzed by PCR or whole-genome sequencing to confirm
whether they corresponded to the Salmonella Typhimurium monophasic variant while the
genetic structure of the operon encoding the second flagellar phase was determined in 54
isolates. Motility, growth, and expression of the outer membrane proteins were evaluated in
23 isolates.

Results. During the study period in Colombia, 61% (n=174) of Salmonella monophasic
isolates belonged to Salmonella Typhimurium serovar monophasic (1,4,[5],12:i-). Of these,
64.8% (n=35/54) were related to the European/Spanish clone and 13% (n=7/54) to the U.S.
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clone. Two isolates recovered from urine samples showed differences in motility, growth, and
the absence of the OmpD porin in M9 minimal medium.

Conclusions. Most of the monophasic Salmonella Typhimurium variants that have
circulated in Colombia since 2015 lacked the second phase of operon fjAB, which is related
to the European/Spanish clone. The results evidenced phenotypic changes in urine samples
suggesting bacterial adaptation in the case of these invasive samples.

Keywords: Salmonella Typhimurium; porins; flagella; surveillance; Colombia.

Salmonella spp. es una de las principales causas de enfermedad diarreica
a nivel global; segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una de cada
diez personas adquiere este agente patdgeno por el consumo de agua o comida
contaminadas y anualmente se reportan mas de 550 millones de casos (1).

La clasificacion de Salmonella spp. se hace con el método de
serotipificacién siguiendo el esquema de Kauffmann-White-Le Minor, que
identifica los antigenos presentes en la superficie bacteriana, como el
lipopolisacarido (antigeno somatico O), las proteinas flagelares (antigeno H)
y las capsulares (antigeno K) (2). La mayoria de los serovares de Salmonella
spp. son moviles debido a las proteinas flagelares que estan codificadas
por dos genes cromosomicos diferentes, el fiC para la primera fase y el fjB
para la segunda, los cuales se expresan de manera alternada mediante el
mecanismo de variacion de fase flagelar. La responsable de este mecanismo
es la unidad genética del operdn fljAB, compuesta por la enzima ADN
invertasa hin, que actua como un interruptor molecular, seguida del gen f}A,
que codifica un regulador negativo inhibidor de la expresion de la primera
fase flagelar (fiC), y el gen fliB, que expresa la proteina flagelar de la fase
dos (3,4). Estos serovares son bifasicos, es decir, son capaces de expresar
ambos genes flagelares.

Salmonella enterica, subespecie enterica serovar Typhimurium
(Typhimurium), es el principal serotipo a nivel mundial proveniente de
muestras clinicas. La serotipificacion de este serovar bifasico incluye
el reconocimiento de las dos fases flagelares y su formula antigénica
1,4,[5],12:i:1,2. Sin embargo, en Europa y Estados Unidos, la variante
de Typhimurium monofasica-STVM (1,[4],5,12:i:-), que se asocia con
multirresistencia y no expresa la segunda fase flagelar, se cuenta entre las
mas frecuentemente recuperadas en los aislamientos clinicos (5,6). Dado
que en la serotipificacidn solo se identifican las proteinas expresadas, estos
aislamientos suelen clasificarse inicialmente como S. enterica subsp. enterica
serovar (1,4,[5],12:i:-), o serovar monofasico, por lo que la confirmacioén de
la variante STVM puede hacerse unicamente mediante técnicas moleculares
como la PCR o la secuenciacién de genoma completo.

En los informes internacionales, y mediante andlisis filogenéticos, se han
identificado varios clones de STVM con diferentes mecanismos de resistencia,
perfiles de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y patrones de analisis
de repeticion en tandem de un numero variable de multiples locus (7-9), que
se caracterizan por la pérdida de regiones genéticas a lo largo del cromosoma
bacteriano o por la adquisicion de elementos de resistencia a antibiodticos y
metales pesados, lo que sugiere la aparicion de la STVM por medio de eventos
independientes (10). Entre ellos, se destacan tres clones descritos por Soyer, et
al. (11): el clon europeo y el clon espafiol, que son multirresistentes y carecen
por completo del operdn fAB, pero difieren en el tipo de “secuenciotipo” ST34
y ST19, la ausencia y la presencia del gen iroB y el plasmido de virulencia de
Salmonella, respectivamente, y el clon estadounidense, el cual es sensible a los
antibiéticos y conserva los genes hin e iroB.
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Actualmente, el clon europeo es el predominante a nivel global. Todos los
clones presentan grandes deleciones en el contenido del genoma. Ademas
de estos clones reportados a nivel internacional, se han descrito clones
endémicos en paises como Bélgica, Japén y Estados Unidos, los cuales
exhiben otros arreglos de genes en el operén ffAB (11,12). En Colombia,
predomina el serovar Typhimurium segun los resultados obtenidos por el
Programa de Vigilancia por el Laboratorio de la Enfermedad Diarreica Aguda
del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud (13,14) utilizando
el esquema de Kauffmann-White-Le Minor (2).

Entre el 2015 y el 2017, el serovar identificado como Salmonella enterica
subsp. enterica serovar (1,4,[5],12:i:-) se ubicé en el cuarto lugar de la
vigilancia, con 180 aislamientos del total de 12.055. Mediante la caracterizacion
gendémica de 209 aislamientos colombianos de Typhimurium recuperados
de hemocultivos, se confirmé que 16 de ellos, recuperados entre el 2015 y el
2016 y clasificados como serovar monofasico (1,4,[5],12:i:-), pertenecian a la
variante STVM (15), aunque solo representaron, aproximadamente, el 9 % de
los aislamientos monofasicos recuperados en el pais.

Dado el rapido y reciente incremento de este serovar a nivel mundial
y local, es importante confirmar si el total de aislamientos colombianos
pertenecen a la variante STVM, con el fin de estar alerta ante un posible
reemplazo de serovar. El objetivo del presente estudio fue confirmar si los
aislamientos de S. enterica subsp. enterica serovar (1,4,[5],12:i:-) recuperados
en el pais durante el periodo de estudio correspondian ala STVMy a
los clones ampliamente distribuidos, utilizando las pruebas de PCR,
secuenciacion de genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS), el
fenotipo de crecimiento y los ensayos de motilidad.

Materiales y métodos
Aislamientos clinicos

Se analizaron 286 aislamientos clinicos de S. enterica subsp. enterica
serovar (1,4,[5],12:i:-) recuperados de muestras de materia fecal (n=133),
hemocultivo (n=105), orina (n=19), otras muestras (n=18) y aquellas sin datos
(n=11) entre el 2015 y el 2018 por medio de la vigilancia por el laboratorio de
la enfermedad diarreica aguda que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de
Salud (cuadro 1).

La serotipificacién se realizd siguiendo el esquema de Kauffman-White-
Le Minor (2). La sensibilidad antimicrobiana se evalué frente a ampicilina,
ceftazidima, trimetoprim-sulfametoxazol, cefotaxima, cloranfenicol, tetraciclina
y acido nalidixico mediante la técnica de difusién en disco de Kirby-Bauer y
métodos semiautomatizados VITEK™, siguiendo las guias del Clinical and
Laboratory Standards Intitute (CLSI) (16).

Cuadro 1. Total de aislamientos de Salmonella Typhimurium
variante monofasica (1,4,[5],12:i:-), aislamientos positivos para
el serovar STVM y porcentaje por afio en Colombia

Positivas
fiAB
2015 58 41 70,7
2016 72 38 52,8
2017 52 34 65,4
2018 104 61 58,7
Total 286 174 60,8

(%)
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Para las pruebas de PCR, el ADN total se extrajo con el método de ebullicion
en 272 aislamientos (17). En los restantes 14 aislamientos, se secuencié
genoma completo como parte del proyecto “10,000 Salmonella Genomes”
mediante extraccidn con el paquete MagAttract™ (Qiagen), y la secuenciacion
con lllumina HiSeg4000™. Los numeros de acceso (Sequence Read Archive
Accession Numbers) de los aislamientos se presentan en el cuadro 2 (15,18).
Se utilizé Typhimurium ATCC 14028 como cepa de referencia (19).

Caracterizacion molecular

Para determinar cuéles de los aislamientos identificados como S. enterica
subsp. enterica serovar (1,4,[5],12:i:-) correspondian a la STVM, se utilizé la
PCR descrita por Echeita, et al. (20), la cual se basa en la amplificacion de la
region intergénica de los genes del operén que codifica para la primera fase
flagelar fiB-fiA.

Los aislamientos de Typhimurium especificamente tienen una insercién de
un fragmento 1S200 en esta regidn intergénica, lo que resulta en la amplificacion
de una banda de 1.000 pb, en tanto que la amplificacién de esta regién para los
otros serovares de Salmonella genera un fragmento de 250 pb (20) (cuadro 3).

Cuadro 2. Aislamientos de Salmonella Typhimurium variante monofasica-STVM (1,4,[5],12:i:-)
(n=23) seleccionados para curvas de crecimiento, pruebas de motilidad y expresion de OMP

Codigo Ano Muestra Resistencia Linaje clonal Numero de

acceso SRA

1 2015 Materia fecal TET Inconsistente No aplica.

2 2015 Materia fecal TET Variante atipica  No aplica.

3 2016 Hemocultivo TET, CHL, NAL Variante atipica  No aplica.

4 2016 Materia fecal TET Europeo-espafiol No aplica.

5 2016 Materia fecal TET, CHL, SXT, AMP Europeo-espafiol No aplica.

6 2017 Materia fecal TET, CHL, AMP Europeo-espafiol No aplica.

7 2017 Orina Sensible Europeo-espafol No aplica.

8 2018 Hemocultivo CTX, CAZ Estados Unidos  No aplica.

9 2018 Orina TET, NAL, AMP Estados Unidos  No aplica.

10 2015 Hemocultivo TET, CHL, NAL Europeo-espafol SRR8740456

11 2015 Hemocultivo TET, CHL, NAL Europeo-espaiiol SRR8740455

12 2015 Hemocultivo TET, CHL, NAL Europeo-espaiol SRR8740452

13 2015 Hemocultivo TET, CHL, NAL Europeo-espaiiol SRR8740488

14 2015 Hemocultivo TET, NAL Europeo-espaiol SRR8740487

15 2016 Hemocultivo TET Europeo-espafiol SRR8740503

16 2016 Hemocultivo TET, CHL Estados Unidos  SRR8740534

17 2016 Hemocultivo TET Europeo-espafol No aplica.

18 2016 Hemocultivo TET, CHL, AMP Estados Unidos = SRR8740536

19 2016 Hemocultivo TET, CHL Europeo-espafiol No aplica.

20 2016 Hemocultivo TET, CHL Europeo-espafiol No aplica.

21 2016 Hemocultivo Sensible Estados Unidos  SRR8740431

22 2016 Hemocultivo TET, AMP Estados Unidos = SRR8740430

23 2016 Hemocultivo TET, AMP Europeo-espaiiol SRR8740429

SRA: Sequence Read Archive; CHL: cloranfenicol; NAL: &cido nalidixico; TET: tetraciclina; CAZ: ceftazidima;
AMP ampicilina; STX: trimetoprim-sulfametoxazol

Cuadro 3. Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Blanco genético Oligonucleodtidos Secuencia 5’-3’ a;:':;:g: ?:b) Referencia

Region entre fiAy fiB  fliA-fiB-F ctg gcg acg atc tgt cga tg 1.000 (20)
fliA-fiB-R gcg gta tac agt gaa ttc ac

fliA fiA-F ttc att agg tcc cct ccg g 1.049 (11)
flAB-R att cag ccc cgt gaa ttc ggg

fiB fiBH-F tit acc gtc tac gcc acc ¢ 551 (11)
fiBH-R ggtactacactggatgtatcgg

hin hinF-F tgg cta cta ttg ggt ata ttc ggg 473 (11)
hinF-R aat tca ttc gtt ttt tta tgc ggc

La secuencia hacia adelante se indica con “F” y la secuencia inversa con “R’”
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Se seleccionaron 54 aislamientos de los confirmados como STVM (cuadro
4) para evaluar la presencia de los genes del operon fjAB mediante tres
juegos de iniciadores que amplifican las regiones intergénicas comprendidas
entre los tres genes del operdn (cuadro 3), segun lo descrito por Soyer, et al.
(11), como se observa en la figura 1. En los 14 aislamientos estudiados con
secuenciacion de genoma completo, los genes del operdn ffAB se analizaron
in silico usando la herramienta bioinformatica del Pathosystems Resource
Integration Center (PATRIC: hitps://www.patricbrc.org/) (21).

Analisis estadistico

Mediante la prueba de ji al cuadrado (estadisticamente significativo:
p<0,05), se determind la relacidn entre el tipo de muestra (hemocultivo o
materia fecal) en el que se recuperd el aislamiento STVM vy la identificacion
del clon europeo-espafiol por ser el predominante.

Caracterizacion fenotipica

De los 54 aislamientos de STVM caracterizados, se seleccionaron 23
representativos de diferentes tipos de muestra y clones para evaluar la curva
de crecimiento y hacer las pruebas de motilidad (cuadro 2). Se utiliz6 el medio
Luria Bertani para imitar las condiciones del intestino delgado, donde la
bacteria tiene todos los nutrientes a su disposicién y una alta osmolaridad (17).

Para simular las condiciones dentro del macroéfago, se preparé el medio
minimo M9 con glucosa al 20 % como Unica fuente de carbono (17). Se
emplearon los medios nutritivos Luria Bertani y minimo M9 para las curvas
de crecimiento en medio liquido a las 24 horas y las pruebas de motilidad en
agar blando al 0,3 % a las 8 y las 24 horas, hechas por triplicado siguiendo
a Bogomolnaya, et al. (22). Las proteinas de membrana externa (Outer
Membrane Proteins, OMP) se obtuvieron de los aislamientos de STVM
sembrados en los medios minimo M9 y nutritivo Luria Bertani hasta una DO,
de 0,6 y se corrieron en SDS-PAGE con acrilamida/bisacrilamida al 10 %,
segun lo descrito por Villarreal, et al. (23).

Cuadro 4. Identificacion de los genes del operdn fjAB mediante PCR en 54 aislamientos confirmados

como STVM. Se muestran las configuraciones de los genes con relacion a los clones descritos y el tipo
de muestra clinica del cual fueron recuperados.

Estructura del operon fljAB Muestra
Linaje clonal fljA fliB hin n (%) Materia Hemocultivo Orina Otras
fecal muestras

Europeo-espariol - - - 35 (64,8) 16 15 1 3
Estados Unidos - - + 7 (13) 1 5 1 0
Endémico - + + 7 (13) 4 2 0 1
Inconsistente + + + 3(5,6) 3 0 0 0
Variante atipica - + - 2(3,7) 1 1 0 0

Total 54 25 23 2 4

fiBH-F  fjBH-R

fljA-F fliAB-R hinF-F  hinF-R
Gen de transposasa iroB

fliA fiB hin

1049 pb 551 pb 473 pb

Figura 1. Organizacion genética del operén fjAB en Typhimurium. El tamafo de amplificacion (pb) esperado para los genes del operdn se encuentra
sefialado por flechas de color azul flanqueadas por el nombre de los respectivos oligonucléotidos.
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Cepa de referencia ATCC 14028

A
1S3 filA filB hin iroB iroC
B
————————————————————— iroC 64,8%
C
—————————————— hin iroB iroC 13%
D
1S3 = = = o filB hin iroB iroC 13%
E
1S3 filA filB hin iroB iroC 5,6%
F
1S3 - - - - filB — — — — iroB iroC 3,7%

Figura 2. Esquema que representa los patrones de delecion de genes en el operdn fjAB. A) Estructura del operén
ffAB de la cepa de referencia Typhimurium ATCC 14028. B) Delecion completa del operdn fjAB en el clon europeo-
espafiol. C) Arreglo genético del clon estadounidense. D) Arreglo genético de la variante endémica atipica que
conserva el gen fB y el gen hin. E) Variante inconsistente que conserva el operon ffAB completo. F) Variante atipica
que conserva el gen ffB. Se indica el porcentaje de cada linaje derivado del cuadro 3.

Resultados

En Colombia circulan aislamientos de Typhimurium de la variante
monofasica (STVM).

El 61 % (n=174) de los 286 aislamientos serotipificados como Salmonella
enterica subsp. enterica serovar (1,4,[5],12:i:-) entre el 2015 y el 2018,
correspondieron a STVM (cuadro 1); el 39 % (n=112) restante, sin expresion
de la segunda fase flagelar, podrian estar relacionados con otros serotipos
de férmula antigénica similar a Typhimurium como el serovar Lagos
(4,[5],12:i:1,5), el serovar Agama (4,12:i:1,6), el serovar Tsevie (4,12:i:e,n,z,,),
y el serovar Tumodi (1,4,12:i:z,) (11), aunque esto no se confirmo.

De los 174 aislamientos confirmados como STVM, 81 (46,5 %) provenian
de muestras de materia fecal, 66 (38 %) de hemocultivo, 11 (6,3 %) de orina, 9
(5,2 %) de otras muestras y 7 (4 %) no contaban con informacion registrada.

Se analizd la estructura del operén fjAB en 54 de ellos mediante PCR y
secuenciacion de genoma completo (cuadro 4) y se encontrd que el 64,8 %
(n=35) presentaba una delecién total del operdn, similar a la reportada en el
clon europeo-espanol (24). Siete (13 %) aislamientos perdieron la parte inicial
del operdn (ausencia del gen fjA) y conservaron los otros dos genes f}jB-hin;
estas modificaciones, que no son muy comunes, se identificaron como clones
endémicos. De estos, el 5,6 % (n=3) portaba el operén completo y el restante
3,7 % (n=2) correspondia a las denominadas variantes monofésicas “atipicas
de Typhimurium, segun lo descrito por Hopkins, et al. (25), las cuales portan
el gen que codifica para la proteina flagelar de segunda fase (f[B), pero no
la expresan al no poseer el promotor del operdn fjAB ni el represor de la
proteina FIiC (cuadro 4, figura 2).

”

No se observo correlacion estadistica entre el tipo de muestra del
aislamiento (hemocultivo, materia fecal) y el clon europeo-espanol (p=0,910;
OR=0,937) (cuadro 4).

En los 23 aislamientos seleccionados para las pruebas de curva de
crecimiento y motilidad, se observo resistencia a tetraciclina en el 87 % (20/23),
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a cloranfenicol en el 47,8 %, a acido nalidixico en el 30,4 % y a ampicilina en

el 26 %. Nueve aislamientos fueron resistentes a tres antimicrobianos y la
combinacion predominante fue la de tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico
en el 21,7 % de ellos (cuadro 2).

El crecimiento bacteriano de estos aislamientos, evaluado tanto en medio
nutritivo Luria Bertani como en medio minimo M9, no se vio afectado en
comparacion con la cepa de referencia ATCC 14028 (no se presentan los
datos), con excepcion de los aislamientos provenientes de muestras de orina
(denominados 7 y 9), los cuales alcanzaron una DO a 600 nm de 0,136
y 0,803, respectivamente, después de 24 horas, lo que sugiere que hubo
inhibicién del crecimiento en el medio minimo.

Estos dos aislamientos también presentaron motilidad disminuida o nula
en el medio Luria Bertani a las 24 horas (figura 3). En el medio minimo
M9, se evidencié una disminucién de la motilidad en la mayoria de los
aislamientos en estudio; por otra parte, la cepa del aislamiento 1 presenté
mayor motilidad comparada con la cepa de control, en tanto que las de los
aislamientos 7, 9 y 20 presentaron motilidad disminuida o nula (figura 3).

No se observé un cambio aparente en la expresion de las principales
porinas (OmpC, OmpF, OmpD y OmpA) de las STVM, con excepcion de
los aislamientos 7, 8 y 9, en los cuales se observé que la porina OmpD
desaparecio en el medio minimo M9, y hubo una disminucion aparente en la
porina OmpA en las muestras 6 y 7 (figura 4).

Figura 3. Evaluacion de la motilidad en aislamientos clinicos de STVM. La motilidad se evalud a las 8 y 24 horas de incubacién
a 37 °C en placas con agar blando (0,3 %) y suplemento de LB (fila superior) o medio minimo M9 (fila inferior). En la figura se
muestran los aislamientos 1, 7, 9, 20, los cuales registraron diferencias en la motilidad con respecto a la cepa de control ATCC
14028, y el aislamiento 6 a manera de comparacién general del comportamiento de los restantes 17 aislamientos.

LB: crecimiento en Luria Bertani; M9: crecimiento en medio minimo M9

Figura 4. Patrones electroforéticos de preparaciones de proteinas de membrana externa separadas por SDS-PAGE al 10 % y
tefidas con azul de Coomassie a partir de los aislamientos que mostraron diferencias en la motilidad (aislamientos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8y 9) en comparacion con la cepa de control ATCC 14028. Se observa una disminucion en la expresion de OmpD en el medio
minimo en los aislamientos 7, 8 y 9. Al margen derecho de la imagen, se observa una seccién del marcador de peso molecular.
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La variante monofasica de Typhimurium ha circulado a nivel mundial
durante las ultimas dos décadas (9), y representa el tercer serovar mas
aislado en la Unién Europea, en tanto que en Estados Unidos es de los mas
frecuentes entre los 20 serovares mas comunes (5,6,26,27). Este serotipo se
identificé por primera vez a finales de los 80 en aves de corral de Portugal
(28) vy, a partir de entonces, se ha convertido en uno de los principales
serotipos asociados con la cadena alimentaria porcina, lo que sugiere una
transmision directa de la infeccién en humanos a partir del consumo de
productos contaminados derivados del cerdo en Europa, Estados Unidos y
China (10,29-32).

Ademas de Estados Unidos, en paises del resto de América como Canada
y Brasil, la STVM también se encuentra en los cinco primeros lugares de
aislamientos provenientes de muestras de humanos, en tanto que el 100 %
de los aislamientos de animales de engorde en estos paises corresponde
a dicha variante (33,34), En Argentina solo existe un reporte reciente de su
presencia en granjas de cerdos (35). En Colombia, en solo cinco afos desde
su primera identificacién en aislamientos clinicos, la variante monofasica
se ubicé en el cuarto lugar de la vigilancia, lo que evidencia su capacidad
de diseminacion (14). La variante STVM fue confirmada recientemente en
aislamientos clinicos recuperados de hemocultivos con los secuenciotipos
ST19 y ST34, resistentes a uno o dos antimicrobianos, lo que los diferencia
de los clones espanol y europeo multirresistentes (15).

En el presente estudio, se confirmaron los resultados obtenidos
previamente sobre la presencia de esta variante en el pais, pues el 61
% de los aislamientos amplificaron el marcador para STVM, asi como el
predominio de los clones europeo-espafiol. La caracterizacion por PCR y
la secuenciacién de genoma completo también evidenciaron que el clon
estadounidense y el clon endémico ocuparon el segundo lugar, asi como la
presencia de clones identificados como variantes inconsistentes y atipicas.
La deteccion de esta gran variedad de clones en el pais sugiere multiples
fuentes de infeccion asociadas, probablemente, con las diferentes cadenas
pecuarias. Nuestros resultados concuerdan con el panorama mundial de
diseminacién del clon europeo de la STVM, el cual ha reemplazado a los
otros dos (36).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la STVM tiene una estrecha
relacién con la cadena porcicola, principalmente en Europa y Estados
Unidos, lo que sugiere una relacion directa entre estos productos alimenticios
y las infecciones en humanos. También se recupera de otras fuentes, como
el ganado y las aves, lo que demuestra que es una variante con un amplio
rango de huéspedes (9).

Hasta la fecha en el pais, no hay estudios que reporten la presencia
de STVM en la cadena porcicola; sin embargo, dado que el consumo de
alimentos contaminados es una de las fuentes de la enfermedad diarreica
aguda, una hipdtesis es que estos aislamientos provienen principalmente de
cerdos y estan asociados con el clon espafiol, cuyo principal reservorio es el
cerdo (37). En este sentido, es importante mencionar los multiples reportes
de Typhimurium en comidas rapidas callejeras, en carne de pollo cruda
(38,39), carne de cerdo (40) y alimentos listos para el consumo humano (41),
que podrian ser el antecedente para la aparicion y rapida diseminacion de
la STVM, ya que su evolucion a partir de aislamientos de Typhimurium ha
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sido confirmada por varios autores mediante diversas técnicas moleculares y
secuenciacion de genoma completo en los ultimos tiempos (20,25,37,42).

Para verificarlo, se requieren estudios de busqueda de la STVM en
granjas, animales o alimentos derivados de cerdos, pues con base en los
hallazgos que aqui se presentan, se esperaria una estrecha relacién con los
aislamientos analizados.

En cuanto a las caracteristicas fenotipicas de los aislamientos de STVM,
por lo general, la ausencia de la segunda fase flagelar no altera el crecimiento
ni la motilidad de los aislamientos evaluados. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Crayford, et al., quienes observaron que los aislamientos
monofasicos conservan la habilidad de adherirse e invadir las células
epiteliales del intestino de cerdo in vitro (43).

Sin embargo, algunas particularidades observadas en este estudio
llaman la atencion: el aislamiento 1, considerado inconsistente, tuvo una
motilidad incrementada en el medio minimo M9 y, aunque contenia los tres
genes del operdn fjAB, no expresé la segunda fase flagelar, lo cual puede
deberse a un bloqueo del promotor que controla la expresion de flB y fiC o
a mutaciones puntuales en estos genes (12), en tanto que los aislamientos
7y 9, provenientes de muestras clinicas de orina, correspondieron a
clones diferentes, presentaron motilidad disminuida o nula, asi como una
disminucion en la expresion de OmpD en el medio minimo M9.

Dados los alcances de este estudio, no se pudo establecer una asociacion
directa entre las caracteristicas de los aislamientos y el tipo de muestra
o infeccion del cual fueron recuperados, para lo que se requerirdn mas
estudios. Las infecciones urinarias por Salmonella no son frecuentes y este
tipo de muestra se puede recuperar por colonizacién directa de la uretra o por
diseminacién hematdgena a partir del aparato gastrointestinal (44). El papel
de la porina OmpD en infecciones urinarias por Salmonella se desconoce; sin
embargo, se ha demostrado que su represidn puede ser necesaria para una
eficiente proliferacion intracelular de Salmonella (45), asi como para favorecer
la supervivencia dentro del macréfago y aumentar la infeccién sistémica
en modelos en ratén (46), lo que sugiere que la represion de OmpD en la
STVM podria requerirse en infecciones urinarias. Sera necesario hacer otros
estudios para aclarar este punto.

Por ultimo, en el estudio se demostro la circulacion de STVM en
aislamientos clinicos colombianos relacionados con los clones europeo-
espafol y estadounidense, con una posible fuente de transmisiéon zoonética
y las caracteristicas fisioldgicas descritas para Typhimurium, excepto en dos
aislamientos recuperados de muestras de orina. Estos hallazgos sugeririan
una relacion entre la STVM vy su virulencia, lo cual debe confirmarse en
futuros estudios.
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Articulo original

Factores asociados con la letalidad por neumonia
en una unidad de atencion del paciente geriatrico
agudo: una cohorte retrospectiva

Diana C. Quintero-Gonzalez', José Mauricio Ocampo??, Carlos A. Reyes-Ortiz*

' Departamento de Medicina interna, Universidad Libre, seccional Cali, Cali, Colombia

2 Universidad del Valle, Facultad de Salud, Departamento de Medicina Familiar, Cali, Colombia

3 Grupo Interinstitucional de Medicina Interna, Departamento de Medicina Interna, Facultad
Ciencias de la Salud, Universidad Libre, Cali, Colombia

4 Institute of Public Health, College of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Florida A & M
University, Tallahassee, FL, USA

Introduccion. La neumonia es la principal causa de muerte por infeccién en el mundo y
afecta principalmente a la poblacién de adultos mayores.

Objetivo. Determinar los factores de riesgo asociados con la letalidad a 30 dias en
pacientes con neumonia en una unidad de atencion del paciente geriatrico agudo.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional y analitico de cohorte
retrospectiva. Se incluyeron 114 pacientes de 60 afios 0 mas hospitalizados en una unidad
de atencién del paciente geriatrico agudo con diagndstico de neumonia. El resultado
primario fue la letalidad a 30 dias. Se hicieron andlisis de regresion log-binomial bivariado
y multivariable para explorar la relacién entre las variables independientes y el resultado
primario.

Resultados. La letalidad a 30 dias fue de 26,3 % y la edad media de 84,45 + 7,37 afos.
El 54,4 % de los participantes era de sexo masculino. En el analisis multivariable se
encontré que una edad de 90 anos o mas (riesgo relativo, RR=1,62; IC,, : 1,05-2,68;

p=0,04), el compromiso multilobar (RR=1,92; IC, : 1,12-3,32; p=0,02), el nitrogeno ureico
elevado (mediana=22,5; RR=3,93; IC,,,,: 1,67-9,25; p<0,01), y un puntaje de cero en la
escala de Lawton al ingreso (RR=3,20; IC,, 1,05-9,78; p=0,04) fueron factores predictores
independientes de la letalidad a 30 dias en adultos mayores con neumonia.

Conclusion. En los pacientes adultos mayores hospitalizados por neumonia en una
unidad de atencion del paciente geriatrico agudo la edad muy avanzada, la presencia de
compromiso multilobar, la dependencia en el estado funcional y los niveles de nitrégeno

ureico elevados fueron los principales factores de riesgo de letalidad a corto plazo.

Palabras clave: neumonia; anciano; mortalidad; radiografia; nitrégeno de la urea
sanguinea; evaluacion de la discapacidad.

Factors associated with lethality from pneumonia in an acute care for the elderly unit:
a retrospective cohort

Introduction: Pneumonia is the leading cause of death due to infection in the world, mainly
affecting the older adult population.

Obijective: To determine the risk factors associated with lethality at 30 days in patients with
pneumonia in an acute care for the elderly unit.

Materials and methods: We conducted an observational, analytical retrospective cohort
study including 114 patients aged 60 years and older hospitalized in an acute care

geriatric unit with a diagnosis of pneumonia. The primary outcome was lethality at 30 days.
Bivariate and multivariable log-binomial regression analyzes were performed to explore the
relationship between independent variables and the primary outcome.

Results: The 30-day lethality was 26.3% and the mean age was 84.45 + 7.37 years; 54.4%
of participants were men. In the multivariable analysis, age =90 years (Relative Risk,
RR=1.62, 95% ClI: 1.05-2.68, p=0.04), multilobar commitment (RR=1.92, 95% Cl:1.12-3.32,
p=0.02), elevated urea nitrogen (=22.5 the median; RR=3.93, 95% CI:1.67-9.25, p<0.01),
and a score of zero in the Lawton index at admission (RR=3.20, 95% CI:1.05-9.78, p=0.04)
were independent predictors of 30-day lethality from pneumonia.

Conclusion: In older adults hospitalized for pneumonia in an acute care geriatric unit,
advanced age, the presence of multilobar commitment, dependency in functional status,
and elevated ureic nitrogen levels were the main predictors of short-term lethality risk.

Keywords: Pneumonia; aged; mortality; radiography; blood urea nitrogen; disability evaluation.



Biomédica 2020;40:734-48

Letalidad por neumonia en adultos mayores

La neumonia es un proceso inflamatorio del parénquima pulmonar de
tipo infeccioso que puede ocurrir cuando la virulencia del agente patégeno
sobrepasa las defensas del huésped (1,2). Los adultos mayores son uno de
los grupos etarios mas susceptibles de desarrollar la neumonia (3). Segun la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), adulto mayor se define como
una persona de 60 afos 0 mas (4). La poblacion de adultos mayores en los
servicios de urgencias ha aumentado, lo cual se debe al incremento uniforme
y acelerado de este grupo en todo el mundo. En Europa se espera que para el
2060 la poblacién de 65 afios 0 mas aumente del 18 al 28 % (5). Una situacion
similar se evidencia en Colombia, donde el porcentaje de mujeres y hombres
adultos mayores aumento de 7,3y 6,7 % en 1985 hasta 13,8 y 11,5 % en el
2020, respectivamente (6).

A nivel mundial, la incidencia de neumonia adquirida en la comunidad
tiene forma de U, pues afecta principalmente a los menores de 5 afios y a los
mayores de 65 (3). En los paises europeos, la incidencia de neumonia en la
comunidad puede ser 10,8 veces mayor en las personas de 85 afios o mas
comparada con personas de 50 a 64 afios (7). En los Estados Unidos se estima
que anualmente hay 1,3 millones de casos nuevos de neumonia (8); ademas, se
ha demostrado que la tasa de incidencia de la neumonia (847 casos por cada
100.000 personas/ano) es superior a la de las enfermedades no transmisibles
frecuentes como el infarto de miocardio y la enfermedad cerebrovascular (9). En
Colombia, un estudio del 2009 encontr6 que la tasa de incidencia de neumonia
en pacientes ambulatorios y hospitalizados de 50 afios 0 mayores fue de 336
y 327 casos por cada 100.000 personas/ano, respectivamente (10). Ademas, la
incidencia de neumonia en pacientes hospitalizados aumenté de 326 casos por
cada 100.000 personas/afio en el grupo de 65 a 74 afios de edad a 4.636 casos
en personas de 85 afos o mayores (10).

Por otro lado, la neumonia se cataloga como la principal causa de muerte
de origen infeccioso en el mundo (11). En los Estados Unidos se ha reportado
que la letalidad en pacientes hospitalizados es dos veces mayor en aquellos
de 75 anos o mayores que en los de 65 a 74 afos (10,6 % Vs. 4,9 %) (12).

Un estudio observacional realizado en seis paises latinoamericanos encontré
que la letalidad media en pacientes de 50 afios o mayores hospitalizados

por neumonia fue de 17,7 %, en tanto que en Colombia fue del 11 % en el
2009 (10). Ademas, en el pais, la letalidad fue mayor en personas de 65 a

74 ahos y en las de 85 afios o mas (9,5 % y 13,6 %, respectivamente) (10).
Asimismo, segun las estadisticas del Departamento Administrativo Nacional
de Estadistica (DANE), las infecciones respiratorias agudas constituyeron el
4,23 % de las causas de muerte entre el 2016 y el 2017, ocupando el quinto
lugar (13). Ademas, se ha estimado que la letalidad hospitalaria de los adultos
mayores en general puede llegar a ser del 19 % (14).

Las unidades de atencion del paciente geriatrico agudo se han disefiado
para prevenir la declinacion funcional y las complicaciones por yatrogenia en
el adulto mayor por medio de un modelo de atencion integral (15). Aunque su
efectividad ha sido demostrada por la disminucion de las caidas, el delirio, la
declinacion funcional y la duracion de la hospitalizacion, no se ha descrito si
su impacto en la tasa de letalidad es similar (16).

De hecho, la neumonia se ha descrito como la primera causa de muerte
en estas unidades, con tasas elevadas que oscilan entre el 37,5y el 40 %
(17). A pesar de las opciones de tratamiento, la vacunacion y la disponibilidad
de pruebas diagndsticas, la letalidad por neumonia en los adultos mayores
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sigue siendo alta. En los ultimos 10 afios los factores que se han asociado

con la letalidad por esta condicion son la edad, un indice de comorbilidad de
Charlson elevado, comorbilidades como la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), la enfermedad cerebrovascular, la fractura de cadera, las
neoplasias sdlidas, la malnutricion, el estado mental alterado, la hipotension, el
grado de dependencia, el compromiso bilateral y el derrame pleural (18-24).

En Colombia, son pocos los estudios que han investigado los factores
asociados con la letalidad en la poblacién de adultos mayores. El presente
estudio pretende contribuir a cerrar esta brecha en el conocimiento,
determinando los factores asociados con la letalidad a 30 dias en pacientes
con neumonia en una unidad de atencion del paciente geriatrico agudo.

Materiales y métodos
Diseno del estudio y recoleccion de la informacion

Se hizo un estudio observacional de cohorte retrospectiva de 114
pacientes con edad igual o mayor a 60 afos y diagndstico de neumonia
hospitalizados en una unidad de atencion del paciente geriatrico agudo entre
marzo de 2011 y agosto de 2015.

Para ingresar a la unidad, los pacientes debian tener una edad igual o
mayor a 60 afios y cumplir con uno o mas de los siguientes criterios: multiples
comorbilidades (dos o mas), condicion funcional previa de dependencia
grave o total, hospitalizaciones frecuentes (dos o mas al mes), demencia
previa o delirio al ingreso, presencia de dos 0 mas sindromes geriatricos (por
ejemplo, fragilidad, Ulceras por presion o caidas), indice de masa corporal
menor de 20 kg/m?, red de apoyo social insuficiente, proceder de instituciones
geriatricas, o tener mas de 80 afos con enfermedad aguda.

Para el diagndstico de neumonia se consideraron los criterios publicados
en la guia colombiana de 2013. Los pacientes debian cumplir con, al menos,
dos de los siguientes signos y sintomas: temperatura mayor o igual a 38,3
2C, tos productiva, dolor toracico, disnea o crepitacién en la auscultacién,
ademas de una nueva opacidad en la radiografia de térax (1). Se excluyeron
los pacientes con antecedente de infeccion por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), tuberculosis activa y aquellos con variables clinicas no
incluidas en la historia clinica. Los datos analizados ya estaban recolectados
y se selecciond esta cohorte de forma retrospectiva.

Variables de estudio

Resultado. Consistio en la letalidad a 30 dias posterior al diagnéstico
de neumonia en pacientes hospitalizados en una unidad de atencién del
paciente geriatrico agudo. La informacion de letalidad se recolect6 de las
historias clinicas y fue corroborada con las estadisticas vitales suministradas
por la Secretaria de Salud Departamental del Valle del Cauca mediante
los certificados de defuncidn hasta septiembre del 2015. Los cddigos CIE-
10 descritos como causa directa de muerte fueron: A419, septicemia no
especificada; J159, neumonia bacteriana no especificada; J960, insuficiencia
respiratoria aguda, y J969, insuficiencia respiratoria no especificada.

Variables independientes. Las variables sociodemograficas incluian la
edad, el sexo y la escala de valoracion sociofamiliar de Gijéon (menor a 8
puntos: sin riesgo social). Las variables clinicas fueron la hospitalizacion
en dias; el indice de comorbilidad de Charlson (sin comorbilidad: 1 punto,
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comorbilidad baja: 2 puntos, comorbilidad alta: 3 o mas puntos) (25); el
numero de medicamentos al ingreso, y la presencia de las siguientes
comorbilidades: hipertension, enfermedad cerebrovascular, diabetes mellitus,
dislipidemia, EPOC, enfermedad renal crénica, fibrilacion auricular, demencia,
hipotiroidismo, trastorno de la deglucion, insuficiencia cardiaca, epilepsia,
cancer y tabaquismo.

En cuanto al examen fisico, se incluyd la frecuencia cardiaca (latidos por
minuto), la frecuencia respiratoria (respiraciones por minuto), la hipotensién
sistdlica definida como una tension arterial sistdlica menor o igual a 90 mm
Hg, y la hipoxemia definida como oximetria menor o igual a 90 % o presion
arterial de oxigeno menor o igual a 60 mm Hg en gases arteriales.

En cuanto a las variables de laboratorio y de imagenologia, se incluyeron
la presencia de derrame pleural o compromiso multilobar (dos o mas I6bulos
pulmonares) en la radiografia de térax, leucocitos (células/mm3), hemoglobina
(g/dl), albumina (mg/dl), creatinina (mg/dl), nitrégeno ureico (mg/dl) empleado
como variable numérica pero también categorizado como BUN (blood urea
nitrigen) elevado de acuerdo a la mediana (=22,5 Vs. <22,5) en la construccion
de riesgo relativo, sodio (mg/dl), y proteina C reactiva (PCR; mg/dl).

El resultado de las variables de laboratorio correspondié a su primera
medicion en el momento del ingreso del paciente. Ademas, se calculd la escala
CURB-65, la cual describe las siguientes variables: confusion, nitrdgeno
ureico mayor o igual a 20 mg/dl, frecuencia respiratoria mayor o igual a 30
respiraciones por minuto, tension arterial sistélica menor o igual a 90 mm Hg y
edad mayor o igual a 65 afos (26); cada variable suma un punto en la escala, o
sea que a mayor numero de puntos mayor la gravedad del cuadro. Con base en
estos parametros los pacientes se clasificaron en tres grupos de riesgo: grupo
1 (0 a 1 punto), grupo 2 (2 puntos) y grupo 3 (3 0 mas puntos).

Para la evaluacién de la capacidad funcional en las actividades basicas de
la vida diaria se tomé el indice de Barthel al ingreso (27), considerando a un
paciente como dependiente si obtenia un puntaje menor o igual a 60 puntos.
También se incluyo la evaluacion de las actividades instrumentales de la vida
diaria mediante la escala de Lawton y Brody en el momento de ingreso (28),
categorizando a los pacientes como totalmente dependientes (0 puntos) o no
(1 a 8 puntos). Por ultimo, se documenté la presencia de delirio y deterioro
cognitivo a través de la escala del Confusion Assessment Method (CAM)

(29) y la escala Mini-Mental, respectivamente (30), asi como el esquema
antibidtico y el numero de dias de tratamiento.

Andlisis estadistico

Se empled estadistica descriptiva para resumir las caracteristicas de la
poblacién. Las variables cuantitativas se expresaron en medidas de tendencia
central y dispersion. Para evaluar la distribucion de los datos se usé la
prueba de Kolmogdrov-Smirnov y se asumié como significativos los valores
de p<0,05. Las variables cualitativas se resumieron como proporciones y
se presentaron en tablas de frecuencia. La significacion estadistica de las
asociaciones en las variables numéricas se determiné con la prueba U
de Mann Whitney, y la de las variables dicotdmicas con ji al cuadrado o la
prueba de Fisher segun correspondiera; para rechazar las hipétesis nulas se
asumieron como significativos valores de p<0,05. También se hizo un andlisis
de sensibilidad para evaluar si los excluidos eran significativamente diferentes
de los participantes.
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Para explorar la presencia de asociaciones entre la variable de resultado
(letalidad a 30 dias) y las variables de exposicion, se hicieron los analisis de
regresién log binomial bivariado y multivariable. Para ello se usé el Genmod
Procedure en SAS™, el cual utiliza la distribucion de Poisson para estimar
los riesgos relativos (RR) con intervalos de confianza (IC) del 95 %.

Para ajustar los posibles factores predictores se utilizé un modelo de
regresion multivariable. Para la seleccion de dicho modelo se usé el criterio
modificado de Greenland (31). Inicialmente, se seleccionaron aquellas
variables con p<0,20 asociados tanto con la variable dependiente (letalidad)
como con la principal variable independiente (elegimos el BUN, ya que
en otro estudio la funcién renal baja se encontrd asociada con una mayor
mortalidad) (32). Las que produjeron una variacién significativa igual o mayor
del 10 % en la asociacién entre la variable dependiente y la principal, se
mantuvieron en el modelo multivariable. Para el diagnéstico de este modelo
se usaron parametros tales como la convergencia, la multicolinealidad
y la sobredispersion. La bondad del ajuste se evalué con la prueba de
la desviacién, la cual mostré muy buen ajuste (grados de libertad=109;
valor=54,66; p=0,99).

Ademas, se calculé el riesgo relativo de letalidad como la razén de riesgo
en los expuestos (a/[a+b] son los pacientes que tienen uno o mas factores de
riesgo: edad=90 afos, hipoxemia, dependencia total en la escala de Lawton,
BUN alto y compromiso multilobar) dividido por el riesgo en los no expuestos
(c/[c+d] pacientes sin algun factor de riesgo) y se calcularon los IC,,,,. Los
analisis estadisticos se realizaron en los programas Stata™ (Stata Corp,
2011, Stata 12 Base Reference Manual, College Station, TX, USA) y SAS™,
version 9.4 para Windows (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Consideraciones éticas

El protocolo del estudio primario, del cual se recolectd la informacion
para este trabajo de investigacion, contd con el consentimiento informado y
las precauciones necesarias para garantizar la privacidad de los pacientes
(la proteccién de los datos anonimizados y el manejo dado por el equipo
investigador). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica y Cientifico de la
Universidad Libre y de la Clinica Universitaria Rafael Uribe Uribe.

Resultados

De 232 pacientes con diagndstico principal o secundario de neumonia, 28
fueron excluidos por no tener informacion disponible sobre mortalidad y en
90, porque la mayoria de las variables clinicas relacionadas con el desenlace
no pudieron ser verificadas en la historia clinica (figura 1). Comparados
con los pacientes que se incluyeron en el estudio (n=114), los pacientes
excluidos (n=118) tenian mas dependencia en cuanto a su estado funcional
(con un puntaje en la escala de Lawton significativamente més bajo: p=0,03,
y en el indice de Barthel: p<0,01), pero no tenian diferencias significativas
de edad, sexo, comorbilidades, estado mental (MMSE) ni presencia de
delirio. El resultado primario, es decir, la letalidad en los 30 dias posteriores
al diagndstico, se presentd en 30 pacientes. La media de tiempo entre el
diagnéstico y el desenlace fatal fue de 16 + 7,8 dias.

Las caracteristicas sociodemograficas, funcionales, clinicas y de los
examenes de laboratorio se resumen en los cuadros 1y 2. Se encontr6 una
media de edad superior en los pacientes con el resultado primario (87,2 afios
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Vs. 83,5 afios). No hubo diferencias significativas en la relacion hombre-
mujer, el estado sociofamiliar, la duracién de la hospitalizacion en dias, el
indice de comorbilidad de Charlson y el nimero de medicamentos, entre
otras descritas en el cuadro 1. La evaluacion de la capacidad funcional en

el momento de ingreso demostrd que los pacientes del grupo donde hubo
muertes tenian una mayor proporcion de dependencia total segun el indice
de Barthel (93,3 % Vs. 63,1 %; p<0,01). Este hallazgo fue similar en la escala
de Lawton y Brody, en el que el 90,0 % del grupo que registré muertes tenia
dependencia total (puntaje de cero) comparado con el 56,0 % en el grupo de
quienes no la tenian (p<0,01). El porcentaje de delirio evaluado con la escala
del Confusion Assessment Method fue de 46,7 % Vs. 36,9 % (p=0,35).

En el examen fisico, la hipoxemia se presentd en el 73,3 % de los
pacientes del grupo donde hubo muertes (p=0,001). Segun los resultados
de laboratorio, la mediana y el rango intercuartilico (RIC) de nitrégeno ureico
fue de 34 mg/dl en el grupo en el que se registraron muertes a los 30 dias
(RIC: 25 - 54 mg/dl) comparado con 20 mg/dl (RIC: 15 - 26,5mg/dl) (p<0,01)
en el otro grupo; asimismo, el 83,3 % del grupo en el que hubo muertes
tenian un BUN=22,5 mg/dl comparado con el 38,1 % de los sobrevivientes
(p<0,01). No hubo diferencias en el nimero de leucocitos al ingreso o en
los reactantes de fase aguda como la proteina C reactiva. El compromiso
multilobar en la radiografia de térax fue mayor en el grupo en el que hubo
muertes (13,3 % Vs. 2,4%, p=0,04). La evaluacion de la gravedad segun la
escala CURB65 demostrd un porcentaje mas alto de pacientes del grupo 3 en
el grupo en el que hubo muertes (66,3 % Vs. 29,8 %; p<0,01), lo que indica
una mayor gravedad del cuadro. Los antibioticos mas utilizados fueron los
inhibidores de betalactamasas (ampicilina mas sulbactam y piperacilina mas
tazobactam): 76,7 % en el grupo en el que hubo muertes Vs. 73,8 % en los
que sobrevivieron los primeros 30 dias. No hubo diferencias significativas en
el numero de dias de tratamiento (p=0,7).

Pacientes hospitalizados en
la UGA con diagnéstico de
neumonia n=232

Criterios de exclusion

Informacién de mortalidad
no disponible n=28
Informacién de variables clinicas
no disponible n=90

Pacientes a analizar n=114

Desenlace primario:
letalidad a 30 dias n=30

Edad 87,23+7,07 anos
Hombres 16 (53,3%)

Figura 1. Pacientes de la unidad de atencion del paciente geriatrico agudo con
diagnodstico de neumonia entre el 2011 y el 2015
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Cuadro 1. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de la poblacién de estudio

General Letalidad a 30 dias
Caracteristicas = Si No

’:I‘(ll‘)‘ (n=30) (n=84) P

n (%) n (%)

Edad* 84,45 (737) 8723 (7,07) 83,45 (7,25) 0,02
Edad =90 28 (24,6) 12 (40,0) 16 (19,0) 0,02
Sexo
Masculino 62 (54,39) 16 (53,33) 46 (54,76) 0,89
Femenino 52 (45,61) 14 (46,67) 38 (45,24)
Escala de Gijén
Sin riesgo social’ 98 (85,96) 28 (93,33) 70 (83,33)
Con riesgo social 16 (14,04) 2 (6,67) 14 (16,67) 0,23t
Hospitalizacion en dias** 12 (9-16) 12,5 (10-17) 12 (9-15) 0,37
indice de Charlson** 3 (2-4) 3 (25 3 (249 0,48
Numero de medicamentos al ingreso** 5 (3-8) 5 (3-8) 5 (3-75) 0,92
Antecedentes patoldgicos
Hipertension 73 (64,04) 19 (63,33) 54 (64,29) 0,93
Tabaquismo 40 (35,71) 9 (31,03) 31 (3735) 0,54
EPOC 38 (33,33) 8 (26,67) 30 (35,71) 0,37
Diabetes mellitus 28 (24,56) 3 (10,00) 25 (29,76) 0,03
ECV 22 (19,30) 8 (26,67) 14 (16,67) 0,23
Enfermedad renal crénica 19 (16,67) 6 (20,000 13 (15,48) 0,57
Demencia 18 (15,79) 8 (26,67) 10 (11,90) 0,08t
Hipotiroidismo 15 (13,16) 2 (6,67) 13 (15,48) 0,35t
Insuficiencia cardiaca 13 (11,40) 2 (6,67) 11 (13,10) 0,51t
Dislipidemia 10 (8,77) 3 (10,00) 7  (8,33) 0,72t
Trastorno de deglucién 7 (6,14) 3 (10,00) 4  (4,76) 0,38t
Cancer 7 (6,14) 3 (10,00) 4 (4,76) 0,38
Neumonia previa 6 (5,26) 1 (3,33) 5 (5,95) 1,00t
Epilepsia 6 (5,26) 4 (13,33) 2  (2,38) 0,04 t
Fibrilacién auricular 5 (4,39) 2 (6,67) 3 (3,57) 0,61t
Variables clinicas
Hipotensidn sistélica 15 (13,16) 5 (16,67) 0 (11,90) 0,54t
Hipoxemia 54 (47,37) 22 (73,33) 32 (38,10) < 0,01
Frecuencia cardiaca** 84 (77-98) 81 (80-90) 86,5 (75-99,5) 0,51
Frecuencia respiratoria** 19 (16-24) 18 (16-26) 20 (17-23) 0,73
CURB-65** 2 (1-3) 3 (2-8) 2 (1-3) < 0,01
CURB-65 n (%)
Neumonia leve* 70 (61,40) 11 (36,67) 59 (70,24) < 0,01
Neumonia grave 44 (38,60) 19 (63,33) 25 (29,76)
Tratamiento n (%)
Recibié antibidtico 11 (97,37) 30 (100,00) 81 (96,43) 0,57t
Duracion (dias)** 10 (8-11) 10 (7-11) 9 (8-10) 0,70

* Media y desviacién estandar

** Mediana y rangos intercuartilicos; test exacto de Fisher

° Sin riesgo social <8 puntos
* Neumonia leve <3 puntos

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; ECV: enfermedad cerebrovascular

En el analisis bivariado las siguientes variables tuvieron una asociacién

significativa con la letalidad: edad =90 afios (RR=2,05; IC
indice de Barthel (RR=5,05; IC
(RR=4,86; IC,_.,: 1,57-15,05), epilepsia (RR=2,77; IC

95%"

hipoxemia (RR=3,05; IC__, :

95%"

IC,...: 1,43-5,34), nitrégeno ureico (RR=1,02; IC

95%"
95%"

95%"

95%"

di (RR=5,00; IC,. : 2,06-12,14), y CURB65 (RR=2,75; IC

95%"

95%"

95%"

1,13-3,70,
:1,63-15,64), escala de Lawton y Brody
1,09-36,44),
1,49-5,34), compromiso multilobar (RR=2,77;
:1,01-1,03), BUN>22,5 mg/
1,45-5,21). Los

resultados completos del andlisis bivariado se resumen en el cuadro 3. En

el andlisis de regresion multivariable, la edad de 90 afios o mas (p=0,04), un
puntaje cero en la escala de Lawton y Brody categorizado como dependencia
total (p=0,04), la presencia de compromiso multilobar (p=0,02) y el valor del
nitrégeno ureico elevado (p<0,01) se asociaron de manera independiente con
la letalidad a los 30 dias (cuadro 4). En la figura 2 se observa un aumento de
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la letalidad (p<0,001) y del riesgo relativo con un mayor nimero de factores
de riesgo (edad =90 afos, compromiso multilobar, puntaje de cero en la
escala de Lawton, BUN alto), especialmente con la presencia de, por lo
menos, dos factores a la vez.

Cuadro 2. Caracteristicas funcionales y mentales, y resultados en examenes paraclinicos de la poblacion de estudio

General Letalidad a 30 dias
Caracteristicas Si No p
n (%) (n=30) (n=84)
n (%) n (%)
indice de Barthel al ingreso
Independiente 33 (28,95) 2 (6,67) 31 (36,90) <0,01
Dependiente* 81 (71,05) 28  (93,33) 53 (63,10) <0,01
Escala de Lawton al ingreso
Sin dependencia total 40 (35,09) 3 (10,0) 37 (44,0) <0,01
Con dependencia total* 74 (64,91) 27  (90,0) 47 (56,0) <0,01
MiniMental
Deterioro cognitivo leve © 63 (55,26) 13 (43,33) 50 (59,52) 0,13
Deterioro cognitivo grave 51 (44,74) 17  (56,67) 34 (40,48) 0,13
Delirio (CAM) 45 (39,47) 14 (46,67) 31 (36,90) 0,35
Variables paraclinicas
Compromiso multilobar 6 (5,26) 4 (13,33) 2 (2,38) 0,04t
Derrame pleural 29 (25,44) 8 (26,67) 21 (25,00) 0,86
Leucocitos** 11.440 (8.540-15.230) 10.510 (8.730-13.250)  11.690 (8.525 - 15.355) 0,49
Hemoglobina** 11,65 (9,6-12,7) 10,6 (9,5-12,4) 11,85  (9,95-13,1) 0,26
Albumina** 2,97 (2,63-3,3) 2,72 (2,34-3,09) 3,01 (2,75-3,37) 0,01
Creatinina** 1,01 (0,74-1,41) 1,04 (0,75-1,26) 1,01 (0,73-1,48) 0,94
Nitrégeno ureico** 22,5 (17-34) 34  (25-54) 20 (15-26,5) < 0,01
Sodio** 140 (137-144,4) 142,63 (137-149,1) 139,83 (137-142) 0,1

Proteina C reactiva™* 73,66 (23,59-140)

85,06 (61,23 - 129,7) 65,99 (19,53 -148,83) 0,20

* Media y desviacién estandar

** Mediana y rangos intercuartilicos; test exacto de Fisher
* Dependiente: < 60 puntos

*Con dependencia total: O puntos

8 Deterioro cognitivo leve: >23 puntos;

CAM: Confusion Assessment Method

Cuadro 3. Regresiones en el andlisis log-binomial bivariado
de los factores asociados con la letalidad a 30 dias

Caracteristicas RR IC,,, p

Edad* 1,05 1,02-1,09 <0,01
Edad =90 2,05 1,13-3,70 0,02
Escala de Gijén 0,44 0,11-1,66 0,22

indice de Barthel al ingreso* 0,98
indice de Barthel al ingreso* 5,05
Escala de Lawton al ingreso* 0,56
Escala de Lawton al ingreso™ 4,86

0,96-0,99 <0,01
1,63-15,64 <0,01
0,25-0,89 0,01
1,67-15,05  <0,01

Minimental 1,61 0,87-3,00 0,13
Diabetes mellitus 0,34 0,11-1,04 0,06
Demencia 1,94 1,03-3,65 0,04
Epilepsia 2,77 1,43-5,34 <0,01
Hipoxemia 3,05 1,49-6,28 <0,01
Compromiso multilobar 2,77 1,43-5,34 <0,01
Albumina* 0,46 0,27-0,80 <0,01
Nitrégeno ureico* 1,02 1,01-1,03 <0,01
Nitrégeno ureico=22,5 mg/dl 5,00 2,06-12,14 <0,01
CURB-65™ 1,46 1,16-1,84 <0,01
CURB-65 ¢ 2,75 1,45-5,21 <0,01

* Variables numéricas

* Dependiente: < 60 puntos

*Con dependencia total: 0 puntos

% CURB-6523 puntos

RR: riesgo relativo; IC: intervalo de confianza
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Cuadro 4. Regresion log-binomial multiple de los factores asociados
con la letalidad a 30 dias

Caracteristicas RR IC,., p

Escala de Lawton al ingreso: 0 puntos 3,20 1,05-9,78 0,04
Edad =90 1,62 1,05-2,68 0,04
Multilobar 1,92  1,12-3,32 0,02

Nitrégeno ureico =22,5 mg/dl 3,93 1,67-9,25 < 0,01

RR: riesgo relativo; IC: intervalo de confianza
La bondad del ajuste se evalué con la prueba de desviacion (p=0,99).

Porcentaje (%) de letalidad de acuerdo al numero de factores de riesgo
80 68,8
70
60
50
40
30
20

10

Ningun factor 1 factor 2 factores 3 0 4 factores
Riesgo relativo 1,00 (referencia) 1,21 5,83 8,94
IC,., 0,24-6,15 1,45-23,43 2,27-35,24
Muertos 1 2 9 18
Vivos 15 37 22 10
Total 16 39 31 28

Los factores de riesgo incluyen la edad igual o mayor de 90 afios, el compromiso multilobar, puntaje de cero
en la escala de Lawton, y BUN alto. Hubo un aumento significativo en las muertes (p<0,001) a medida que el
numero de factores de riesgo aumentaba (n=114).

Figura 2. Porcentaje de letalidad debido a neumonia segun el niumero de factores de riesgo
Discusion

En este estudio de pacientes adultos mayores con neumonia
hospitalizados en una unidad de atencién del paciente geriatrico agudo se
encontrd que la presencia de BUN elevado (=22,5 mg/dl), la dependencia
total en las actividades instrumentales segun la escala de Lawton y Brody al
ingreso, el compromiso multilobar y la edad avanzada (=90 afios) fueron los
principales factores predictivos de letalidad a los 30 dias.

ElI BUN es un parametro de laboratorio importante en la evaluacién del
paciente con neumonia; su elevacion esta mediada por la hipoperfusion
renal que genera la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona,
la hormona arginina-vasopresina y el sistema simpatico, generando una
reabsorcion de sodio, agua y urea (33). Es una de las variables de las escalas
CURB®65 y PSI, y aunque se ha descrito su peso en la asociacion con la
letalidad, su relevancia en el paciente adulto mayor es controversial. A pesar
de que la descripcion de los niveles de BUN es frecuente en los estudios, la
mayoria no ha demostrado una asociacion estadisticamente independiente
con la letalidad a corto plazo (19-21,23,24).
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Sin embargo, los resultados de dos cohortes, una retrospectiva procedente
de Singapur y otra prospectiva de Espafa, publicados en el 2018 respaldaban
la asociacion con esta variable. En el primer estudio se evaluaron 1.902
pacientes segun su grupo etario y se encontré que en participantes entre los 65
y 84 afos los niveles de BUN superiores a 31 mg/dl tenian una asociacion con
la mortalidad a 30 dias (OR=2,0; IC,,: 1,3-3,1), hecho que se replico, ademas,
en la poblaciéon mayor de 84 afos (34). En el segundo estudio, de Uranga, et
al., en participantes con una media de edad de 69 afos, de los cuales el 33
% era mayor de 80 afhos, se demostrd que un BUN de mas de 30 mg/dl era
una variable con asociacion estadistica con la mortalidad a un afo a partir del
episodio de neumonia (HR=1,55; IC,, : 1,07-2,24) (35). En la poblacion del
presente estudio se validaron estos resultados al demostrar que un BUN de
22,5 mg/dl o mas en el momento de ingreso se relacionaba con un aumento
mayor a tres veces del riesgo de muerte a los 30 dias en pacientes adultos

mayores con neumonia (RR=3,93; IC,,, : 1,67-9,25).

La discapacidad como la imposibilidad total o parcial de participar en las
actividades de la vida diaria se atribuye al efecto negativo de la interaccién
entre el paciente anciano y el medio ambiente. La discapacidad esta asociada
con el incremento en el costo de la asistencia sanitaria (36), la disminucion
de la calidad de vida (37) y la mortalidad. En el 2016 un estudio retrospectivo
en 1.834 pacientes entre los 60 y los 84 afios demostré que la discapacidad
aumentaba dos veces el riesgo de muerte por cualquier causa (38). En el
presente estudio la segunda variable con mayor magnitud de asociacion con
el resultado primario fue la pérdida de la funcionalidad en las actividades
instrumentales medida por la escala de Lawton y Brody al ingreso, donde un
puntaje de 0 indicaba un riesgo tres veces mayor de letalidad a los 30 dias
después de un episodio de neumonia.

Este hecho se documentd previamente en el 2014 en un estudio de Calle,
et al., en 456 pacientes de 75 afios de edad o mas, en quienes se demostro
que conservar el dominio funcional (>5 puntos en la escala de Lawton y
Brody) se relacionaba de manera independiente con una menor letalidad a
corto plazo, configurandose como un factor protector (OR=0,09; IC,,: 0,01—
0,81) (21). Ello se explicaria por la tendencia acelerada de envejecimiento
en la poblacién y el incremento en la expectativa de vida asociado con la
pérdida paulatina de la funcionalidad, que empieza a cobrar relevancia con
las limitaciones para llevar a cabo las actividades instrumentales. En el
analisis bivariado en la cohorte del presente estudio, un puntaje menor de 60
(paciente dependiente) en el IBi fue un factor de riesgo de letalidad a los 30
dias (RR=5,05; IC,,,: 1,63-15,64), sin embargo, su significacion estadistica
no se mantuvo en el analisis multivariable. Este hecho contrasta con los
resultados obtenidos en estudios previos, en los que una dependencia
funcional moderada o grave en las actividades basicas se asocio con un
riesgo tres veces mayor de letalidad a corto plazo (22), y un indice de Barthel
menor de 40 puntos se asoci6 con la letalidad hospitalaria a tres meses y a
un afio, con un OR de 9,45, 6,84 y 19,55, respectivamente, determinando el
impacto de la discapacidad a corto y largo plazo (39).

El compromiso de dos o més lobulos en la radiografia de térax se ha
descrito tradicionalmente como un factor que contribuye a la hospitalizacion
y el riesgo de muerte por neumonia, aunque con un peso secundario
en la magnitud del riesgo comparado con los parametros fisiolégicos.

Un metaandlisis del 2013 en el que se evalud el impacto de la neumonia
multilobar en 11.456 pacientes de 22 estudios, la mayoria prospectivos,
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demostro que este hallazgo radiografico es un factor de riesgo de letalidad,
con un RR de 2,57 (40). El presente estudio corrobora este hallazgo en la
poblacion adulta mayor, siendo el compromiso multilobar la tercera variable
estadisticamente relacionada con la letalidad a corto plazo, con un RR de
1,92. Resultados similares se obtuvieron en una cohorte del 2014 (21).

En el siglo XIX, antes de la era antimicrobiana, la neumonia fue descrita
por Sir William Osler como una enfermedad fatal en el paciente anciano. En
la actualidad, a pesar del tratamiento efectivo y el diagndstico temprano,
la tasa de letalidad en la neumonia sigue siendo alta. Segun la edad y la
gravedad de la enfermedad, puede variar entre el 4,9y el 48 % (41). En la
presente cohorte la tasa de letalidad a 30 dias fue de 26,3 %, lo que la situa
en el limite superior del rango descrito en la literatura (6,8 a 28,7 %). Este alto
porcentaje puede explicarse por la edad cronolégica avanzada, de 84,5 afnos
en promedio, superior a la de otros estudios (22,39). En estudios previos se
ha demostrado el impacto de la edad en la letalidad, incluso en cohortes de
pacientes muy ancianos, y se ha estimado el aumento del riesgo de muerte
en adultos con edades de 80 afios 0 mas (OR=2,10; IC, : 1,40-3,15) (35),

5%"

de 85 o mas (OR=3,01; IC__, : 1,71-5,30) (22) y de 90 afos o mas (OR=3,10;

95%"
IC,,.,: 1,31-7,36) (21). Este hecho se corrobord en nuestra poblacion al
demostrar que una edad de 90 afos 0 mas confiere un RR de 1,62 asociado

con la letalidad a 30 dias.

Como se ha descrito en la literatura especializada, la enfermedad
cerebrovascular, la enfermedad pulmonar, el tabaquismo, la enfermedad
renal cronica y la hipertensidon son comorbilidades frecuentes (2), aunque
sin significacion estadistica en términos de asociacion con la letalidad a
30 dias. Varios autores han encontrado que la alteracion del estado de
conciencia constituye un predictor de la letalidad (20,22) y, aunque en el
presente estudio no hubo diferencias en esta variable y los pacientes que
presentaron el resultado primario tenian un 10 % mas de alteracién del
estado de conciencia, posiblemente el tamafo de la muestra y el delirio como
criterio de ingreso en la unidad geriatrica de agudos atenuaron el resultado.
La hipoxemia en el adulto mayor es una de las variables clinicas relevantes
en el diagndstico de neumonia y, aunque en un estudio fue descrita como un
factor de riesgo de letalidad, con un OR de 2,7 (34), en nuestro estudio no se
demostrd la asociacion independiente con la muerte.

Se ha demostrado que los sistemas de puntuacion establecidos para
determinar la gravedad de la neumonia y el sitio de manejo ideal, el
CURBG65 y Pneumonia Severity Index (PSI) no tienen la suficiente precision
para clasificar al paciente adulto mayor (2). El alto valor que da el PSl a
la edad y las comorbilidades suele sobreestimar el riesgo, en tanto que la
ausencia de la carga de enfermedad como variable en la escala CURB65
puede subestimar el riesgo en los pacientes adultos mayores, que pueden
descompensarse de manera significativa, incluso cuando se trata de
neumonias catalogadas como leves en dicha escala. Un estudio del 2010 que
incluyo tres grupos etarios (18-64, 65-84, y =85 anos) corroboré este hallazgo
al demostrar un poder discriminativo decreciente del PSl y la CURB-65 con
respecto a las categorias de edad avanzada, con un area bajo la curva en la
CURB65 de 0,80, 0,73 y 0,6 en cada grupo, respectivamente (42). En nuestra
poblacién, un puntaje en la escala CURB65 mayor o igual a 3 implicaba un
mayor riesgo de letalidad a corto plazo, con un RR de 2,75, aunque esta
asociacion no fue relevante en el andlisis multivariado.
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Por ultimo, los resultados demuestran la importancia de abordar la
neumonia en el adulto mayor (incluso desde el ingreso en el servicio de
urgencias) con un enfoque multidimensional; en nuestra cohorte una variable
sociodemografica, una de laboratorio, una de imagenologia y una funcional
explicaron la letalidad a corto plazo. El modelo presentado evidencié que las
variables descritas tuvieron un efecto aditivo en el riesgo de letalidad a 30
dias, por lo que tener dos o tres 0 mas variables incrementé mas de 5y 8
veces la posibilidad de un desenlace adverso, respectivamente. El objetivo
con estos resultados es cambiar la perspectiva en la atencion del adulto
mayor. Una adecuada clasificacion del paciente en cuanto al riesgo permite
tomar decisiones acertadas sobre el manejo integral, lo que se traduce en
una reduccién de la letalidad de una enfermedad frecuente que cobra miles
de victimas cada afio alrededor del mundo.

La fortaleza del presente estudio reside en que los casos de neumonia
habian sido confirmados por radiologia en una poblacién con criterios de
seleccion estrictos que permitieron determinar los factores con impacto en la
letalidad a 30 dias en pacientes hospitalizados en una unidad de atencion del
paciente geriatrico agudo, poblacidn con altas tasas de morbimortalidad que
poco se ha considerado en los estudios. Ademas, la cohorte analizada estaba
internada en un servicio especializado de hospitalizacion geriatrica con
funciones académicas y asistenciales a cargo de un equipo interdisciplinario.
Ademas, para garantizar la calidad de la informacién cada escala aplicada
y cada dato obtenido fue responsabilidad de profesionales entrenados
durante anos en el area especifica (médicos y profesionales de rehabilitacion,
psicologia y trabajo social).

Una de las limitaciones fue la informacién secundaria y el posible sesgo de
seleccion, ya que se excluyeron pacientes con mayor dependencia funcional y
aquellos cuyos datos estaban incompletos, pues esto afecta la generalizacion
de los resultados. Asimismo, el tamafo de la muestra pudo atenuar la magnitud
de la asociacion de algunas variables; ademas, la condicion retrospectiva
puede incrementar el error de medicién, pues no hay control sobre las fuentes
de informacién y es dificil ajustar por otros factores predictores durante el
analisis. Tampoco se pudo incluir el dato de la procedencia (hogar familiar Vs.
hogar geriatrico) debido a la informacion incompleta.

Es importante destacar que se trata de una cohorte de adultos mayores
con una media de edad avanzada, de 84 afos, y con al menos una
comorbilidad, lo cual limita la validez externa de los resultados en otros
pacientes que cumplan con las caracteristicas planteadas de la poblacién
objetivo del presente estudio. Estas limitaciones motivan la realizacién
de estudios de cohorte prospectiva y preferiblemente multicéntricos que
permitan establecer otros factores potencialmente modificables que afectan la
supervivencia de los pacientes.

En los pacientes ancianos hospitalizados por neumonia en esta unidad
de atencidn del paciente geriatrico agudo, la edad muy avanzada (=90 afios),
la presencia de compromiso multilobar, la dependencia total en el estado
funcional (segun la escala de Lawton y Brody al ingreso) y los niveles de
nitrégeno ureico elevados fueron los principales predictores de riesgo de
letalidad a corto plazo. Estas variables deben ser evaluadas en el momento de
ingreso de pacientes adultos mayores con neumonia para caracterizar mejor el
riesgo y definir intervenciones que favorezcan su funcionalidad y supervivencia.
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Articulo original

Sensibilidad in vitro a benznidazol, nifurtimox y
posaconazol de cepas de Trypanosoma cruzi de
Paraguay

Nidia Acosta’, Gloria Yaluff', Elsa Lépez', Christopher Bobadilla', Analia Ramirez',

lvana Fernandez', Patricia Escobar?

' Departamento de Medicina Tropical, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Universidad Nacional de Asuncién, Asuncién, Paraguay

2Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales-CINTROP, Universidad Industrial de
Santander, Bucaramanga, Colombia

Introduccion. Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, exhibe

una sustancial heterogeneidad fenotipica y genotipica que puede influir en las variaciones
epidemioldgicas y clinicas de la enfermedad, asi como en la sensibilidad a los farmacos
utilizados en el tratamiento.

Objetivo. Evaluar la sensibilidad in vitro al benznidazol, el nifurtimox y el posaconazol

de 40 cepas clonadas de T cruzi de Paraguay, con distintos genotipos, huéspedes y
localidades de origen.

Materiales y métodos. En su estado epimastigote, los parasitos se incubaron en medio

de cultivo LIT (Liver Infusion Tryptose) con diferentes concentraciones de cada farmaco en
ensayos por triplicado. El grado de sensibilidad se estimé a partir de las concentraciones
inhibitorias del 50 y el 90% (IC,, e IC,) y se obtuvieron los valores promedio y la desviacion
estandar de cada cepa y farmaco. La significacion estadistica entre grupos se determind
mediante analisis de varianzas con el test no paramétrico de Wilcoxon/Kruskal-Wallis y
valores de p<0,05.

Resultados. Se observo un amplio rango de respuesta a los farmacos. Se identificaron

dos grupos de parasitos (A y B) con diferencias significativas en la sensibilidad al
benznidazol (p<0,0001), y tres grupos (A, B, C) en cuanto a la sensibilidad al nifurtimox y el
posaconazol (p<0,0001).

Conclusiones. En general, las cepas fueron mas sensibles al nifurtimox que al benznidazol
y el posaconazol. Estas diferencias evidencian la heterogeneidad de las poblaciones de T.
cruzi que circulan en Paraguay, lo que debe considerarse en el tratamiento y el seguimiento
de las personas afectadas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; enfermedad de Chagas; nitroimidazoles; nifurtimox;
triazoles; Paraguay.

In vitro susceptibility to benznidazole, nifurtimox and posaconazole of Trypanosoma
cruzi isolates from Paraguay

Introduction: Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, shows substantial
phenotypic and genotypic heterogeneity, which can influence the epidemiological and clinical
variations of the disease and the sensitivity to the drugs used in the treatment.

Obijective: To assess the in vitro susceptibility to benznidazole, nifurtimox, and
posaconazole of 40 cloned strains of T cruzi isolated in Paraguay belonging to different
genotypes, hosts, and localities.

Materials and methods: We incubated the parasites in their epimastigote stage in LIT
culture medium with different concentrations of each drug in triplicate assays. The degree

of susceptibility was estimated by the inhibitory concentrations of 50 and 90% (IC,, and
IC,,) to obtain the average values and the standard deviation for each strain and drug. We
determined the statistical significance between groups by analysis of variances with the
Wilcoxon/Kruskal-Wallis non-parametric test and values of p<0.05.

Results: A wide range of drug response was observed. Two groups of parasites (A and B)
were identified as having significant differences in susceptibility to benznidazole (p<0.0001),
and three groups (A, B, C) to nifurtimox and posaconazole (p<0.0001).

Conclusions: Overall, the isolates were more susceptible to nifurtimox than benznidazole
and posaconazole. Such differences highlight the heterogeneity of T cruzi populations
circulating in Paraguay, an aspect to consider in the treatment and follow up of patients.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; nitroimidazoles; nifurtimox; triazoles;
Paraguay.
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Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, exhibe
una sustancial heterogeneidad fenotipica y genotipica que podria tener cierto
grado de influencia en las variaciones epidemioldgicas y clinicas observadas
en la enfermedad, asi como en la sensibilidad a los farmacos utilizados en el
tratamiento.

La enfermedad de Chagas, presente principalmente en Suramérica,
Centroamérica y México, se considera la infeccion parasitaria con la mayor
carga socioecondémica en América Latina (1) y se estima que entre 6 y
7 millones de personas estan actualmente infectadas (2). Debido a los
crecientes movimientos de poblacion, la enfermedad también se ha extendido
a otros continentes, convirtiéndose en un problema emergente para la salud
publica global (3). La cardiopatia chagasica, su principal manifestacion
clinica grave, limita la capacidad de los afectados para trabajar y reduce la
expectativa de vida, en tanto que su atencién médica tiene altos costos, lo
que se suma a la carga social que todo esto implica (2).

Aunque en los ultimos afos ha habido grandes progresos en el control de
la transmision vectorial y por transfusion de esta enfermedad, especialmente
por medio de iniciativas subregionales (Amazonia, América Central, Pacto
Andino, Cono Sur) que han permitido la certificacion de la interrupcion de
la transmision por los vectores principales en varios paises (2), aun restan
ciertos desafios, sobre todo en cuanto a la sostenibilidad de las estrategias
de control y vigilancia entomolégica en paises endémicos, la transmision
congénita, y el acceso al tratamiento de las personas ya infectadas y de las
que presentan reactivacién de la infecciéon por inmunosupresion debida al
HIV, enfermedades autoinmunitarias, cancer o trasplantes (4-6), lo que podria
poner en riesgo los logros alcanzados.

En ausencia de una vacuna, el tratamiento farmacolégico es el aspecto
relevante y critico en el manejo de la enfermedad de Chagas. Los dos unicos
farmacos actualmente disponibles son el benznidazol y el nifurtimox, pero su
eficacia es limitada en la fase crénica de la infeccion, ademas de tener serios
efectos secundarios y requerir largos periodos de tratamiento y seguimiento
de los pacientes (7,8).

Asimismo, no hay ensayos de rutina con marcadores “de certeza” de la
persistencia del parasito después del tratamiento que evallen su eficacia, a lo
que se suma que en ensayos in vitro e in vivo se ha evidenciado la existencia de
cepas de T cruzi naturalmente resistentes a estos farmacos, que podrian provocar
el fracaso terapéutico (9-11). También, se ha observado que la resistencia
puede ser inducida por diferentes factores, como la administracion de dosis
inadecuadas y discontinuas con la consecuente aparicién de cepas resistentes
(12,13). Los esfuerzos recientes en el desarrollo de farmacos para el tratamiento
de la enfermedad se han centrado en antifungicos como el posaconazol y el
ravuconazol, que se mostraban prometedores en los experimentos in vitro e in
vivo (14,15), pero que, en los ensayos clinicos en humanos demostraron ser
menos efectivos que los dos farmacos tradicionales (16,17).

Actualmente, T. cruzi se divide en seis grupos, o unidades taxondmicas
discretas, clasificados de Tcl a TcVI (18). Todos los grupos pueden ser
infectivos para el humano y, hasta la fecha, no se ha podido establecer
una clara correlacion entre una unidad taxonémica discreta especifica y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad; en parte, esto se debe a que,
ademas de la diversidad del agente causal, las caracteristicas genéticas del
huésped tendrian un papel en la patogenia.
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Sensibilidad a farmacos de T. cruzi en Paraguay

Asimismo, en las infecciones naturales las cepas, al ser multiclonales,
por lo general estan constituidas por varias poblaciones con diferentes tipos
de tropismo tisular que modificarian su comportamiento bioldgico (19-21).
En diversos estudios se ha evidenciado una gran variabilidad genética en
las poblaciones de T cruzi en Paraguay y se las ha encontrado infectando
distintas clases de huéspedes: humanos, insectos triatominos domiciliarios
animales silvestres, especialmente armadillos, marsupiales y, Ultimamente,
primates, asi como animales domésticos (perros) (22-27).

En el ciclo doméstico se han identificado los seis genotipos (unidades
taxonémicas discretas) con predominio de los grupos Tcll, TcV y TcVI,
en tanto que, en el ciclo selvatico se han identificado hasta la fecha
tres genotipos, Tcll, Tclll y TcV, con predominio del Tclll, todos ellos en
animales silvestres. Esta diversidad genética podria tener implicaciones
en las manifestaciones clinicas de la enfermedad, la capacidad infecciosa,
la virulencia, la patogenia, la capacidad antigénica y la sensibilidad a los
medicamentos, aspectos que hasta la fecha se han explorado poco en las
cepas paraguayas.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la sensibilidad in vitro frente
a los farmacos tripanocidas de cepas de T cruzi aisladas de diferentes
huéspedes en Paraguay, con el fin de conocer si existian diferencias en su
sensibilidad e identificar aquellas con resistencia natural.

Esta informacion permitird avanzar en el conocimiento de la biologia
de las poblaciones de T cruzi que circulan en Paraguay, especialmente en
cuanto a su grado de sensibilidad a los medicamentos, ya que el éxito del
tratamiento es una de las principales estrategias para disminuir la oferta
parasitaria y mejorar el prondstico de la enfermedad de Chagas.

Materiales y métodos
Parasitos

Se utilizaron 40 cepas de T. cruzi obtenidas entre 1986 y 2013 y
pertenecientes a la coleccién de cepas del Departamento de Medicina
Tropical (IICS-UNA), provenientes de humanos, triatominos y animales
silvestres de zonas endémicas para la enfermedad de Chagas en Paraguay
(cuadro 1). Las cepas se mantenian con pasajes regulares en medio de
cultivo y ratdn, para luego someterlas de nuevo a criopreservacion, con el fin
de conservar sus caracteristicas biolégicas. Como cepas de referencia, se
emplearon la CL Brener y la'Y del Instituto René Rachou de Belo Horizonte
(Brasil), consideradas, respectivamente, como sensible y medianamente
resistente al benznidazol y nifurtimox, segun Filardi, et al. (9).

Mantenimiento de los parasitos

Los parasitos criopreservados a -80°C se recuperaron y se mantuvieron
en medio de cultivo LIT (Liver Infusion Tryptose) (28) con suplemento de 10 %
de suero fetal bovino a 28 °C; se hicieron pasajes semanales en el medio de
cultivo hasta la realizacion de los ensayos.

Clonacion de los aislamientos

Cada cepa de T. cruzi se clon¢ utilizando la técnica de plaqueo en medio
solido segun Yeo, et al. (29), para utilizar un solo clon de cada cepa en todos
los ensayos y evitar los posibles efectos de la ‘multiclonalidad’ caracteristica
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de este parasito (20,21). Se aislaron cuatro clones de cada cepa utilizando el
que presentara el mayor crecimiento en cultivo. Los clones se denominaron
con el nombre de la cepa original, seguido de “cl” y el numero del respectivo
clon, por ejemplo, clon RF cl.

Cuadro 1. Valores de IC_ e IC,; obtenidos con los clones de Trypanosoma cruzi estudiados en ensayos in vitro con tres farmacos tripanocidas. Se muestran
los valores promedios de tres pruebas independientes hechas por triplicado + la desviacién estandar.

Benznidazol Nifurtimox Posaconazol
Cepa UTD Huésped Origen IC,, ICy, IC,, ICq, ICs, IC90
(ng/ml) (png/ml) Grupo (ng/ml) (ng/ml) Grupo (mg/ml) (mg/ml) Grupo
Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE

T601cH Tev  Ti CHA 5,35 + 2,56 3744 + 0,32 A 2,35 + 0,02 5,81 + 0,04 A 0,95 + 0,04 4,75 + 0,04 A
T632¢1 Tev  Ti CHA 5,01 +1,33 36,77 = 0,51 A 2,13+ 0,09 6,45 + 0,02 A 1,34 + 0,02 4,07+ 0,04 A
T720c ND Ts. CHA 4,23 + 0,67 42,77 + 3,31 A 2,34 + 0,21 5,85+0,18 A 1,19 £0,22 3,77 £ 0,16 A
MA125cl1 Telll  E.s. CHA 2,99 + 0,02 36,21 + 2,67 A 2,66 + 0,09 5,96 + 0,01 A 1,49+ 0,13 3,66 + 0,33 A
CON14cl1 Tevl  Ti CON 6,01 = 0,01 3711 +2,75 A 2,61+0,24 6,31 + 0,04 A 2,33 £0,24 4,02+0,22 A
MA26 cl1 Telll  D.n. CHA 4,25 + 1,56 35,04 + 1,10 A 2,77 £ 0,19 6,49 = 0,17 A 0,45+ 0,15 3,48 + 0,29 B
Armadillo20ci2 Tclll  D.n. CHA 4,91 +1,61 35,43 + 0,62 A 1,98 + 0,01 5,77 £ 0,03 A 0,37 £ 0,12 4,07 £0,27 B
CON10cl1 Tell Ti. CON 6,71+ 1,70 38,11 + 0,27 A 1,77 £ 0,22 6,01 + 0,02 A 0,43+0,2 3,45 £ 0,09 B
RFcl1 Tell HUM COR 6,93 + 2,76 37,90 + 0,91 A 2,27 + 0,38 5,93 + 0,07 A <0,089 2,32+0,13 C
Pot7bug9cl1t  Tcll Ti. CHA 6,58 + 0,06 41,88 2,75 A 0,80 + 0,06 5,29 + 0,01 B 1,49 + 0,34 4,03 = 0,06 A
SPE3cl ND Ti. SP 5,98 + 1,07 36,42 + 0,34 A 0,86 + 0,10 5,75 = 0,11 B 1,33+ 0,03 4,55 + 0,66 A
CON11clt Tell Ti CON 2,17 £ 0,70 35,82 + 0,45 A 1,23 + 0,03 5,66 + 0,12 B 0,39 +0,19 3,98 £ 0,34 B
ARcl1 Tell HUM CEN 8,42 + 2,66 43,98 + 2,78 A 1,29 + 0,40 7,84 0,14 > 0,48 +0,16 2,90 £0,13 B
Chaco19cl1  Telll  Ti. CHA 5,54 + 1,41 36,22 + 1,58 A 1,82 +0,03 5,54 + 0,21 B 0,35 + 0,01 3,25 + 0,01 B
Armadillo13cl1 Tclll  D.n. CHA 4,33+ 1,95 42,64 + 1,88 A 1,31 £ 0,01 5,78 + 0,06 B 0,68 + 0,03 2,87 +0,30 B
T595¢I2 Tev T CHA 7,69 = 0,45 36,67 + 0,29 A 1,29 + 0,01 5,35 + 0,08 B <0,089 2,62 + 0,05 C
MA239cl2 Telll  D.n. SP 6,60 + 3,52 32,32 + 2,87 A 0,93 = 0,09 6,07+ 0,07 B <0,089 2,17 £ 0,03 C
MA194cl1 Tclll  Ch.spp CHA 4,57 + 1,08 42,45 + 2,98 A 0,88 + 0,22 5,88 + 0,02 B 3,03+0,17 5,91+ 0,10 *
JFcit TcVl  HUM AMA 8,50 = 1,40 94,08 + 9,24 x* 1,84 0,28 5,79 + 0,12 A 2,09 £ 0,05 4,04 + 0,86 A
T589¢cl1 TeV  Ti CHA 14,14 +1,01 3740 = 1,01 ** 2,90 + 0,50 9,31 £ 0,89 > 3,28 £ 0,03 6,65 + 0,09 b
MANUCc ND HUM SP 2,68+ 1,14 34,23 + 2,77 B 2,28 + 0,34 6,55 + 0,02 A 1,85+ 0,01 4,41 +0,23 A
CONB3cl1 Tell Ts. CON < 0,625 27,09 + 1,98 B+ 2,18 + 0,01 6,23 + 0,05 A 1,24 + 0,03 4,15+ 0,03 A
T530cl1 Tev  Ti CHA 3,58 + 0,23 34,56 + 1,73 B 1,88 + 0,07 5,59 + 0,02 A 0,47 £ 0,11 3,33 +£0,24 B
T532cl4 Tev  Ti CHA 2,01 + 0,23 33,45+ 2,30 B 2,11 + 0,06 5,72 + 0,04 A 0,36 + 0,21 3,15+ 0,05 B
MA111ct Tclll  E.s. CHA 3,27 +1,32 34,13+ 0,82 B 2,09 + 0,10 5,77 £ 0,05 A 0,54 + 0,06 2,72 + 0,05 B
T503c1 TeV  Ti CHA < 0,625 22,96 + 3,11 B+ 2,43 + 0,32 6,18 + 0,05 A <0,089 2,55 + 0,31 C
CON7cl1 Tell Ts. CON < 0,625 26,78 + 3,01 B+ 0,92 + 0,03 5,18 + 0,18 B 2,25+ 0,26 4,89 + 0,09 A
Pot7bug3clt  Tcll Ti. CHA < 0,625 24,89 + 1,74 B+ 0,82 + 0,06 5,54 + 0,03 B 1,93 + 0,04 4,27 + 0,08 A
Lenguai5clt  TeVl T CHA 1,71+ 0,73 35,86 + 1,13 B 1,10 + 0,57 5,38 + 0,09 B 0,32 £0,12 3,01 £0,15 B
T583cl TeV  Ti CHA <0,625 25,45 + 2,09 B+ 0,86 + 0,22 6,13 + 0,05 B <0,089 2,15+ 0,19 C
MJcl2 ND HUM ND < 0,625 31,16 + 1,34 B+ <0,156 4,68 + 0,03 C 1,52 + 0,002 2,79 + 0,02 A
CON5cl2 Tell Ts. CON < 0,625 28,44 + 1,49 B+ <0,156 4,34 +0,18 C <0,089 2,52 + 0,01 C
MA87cl1 Telll  D.n. CHA < 0,625 31,47 £ 1,17 B+ <0,156 5,05 + 0,07 C <0,089 2,34 + 0,06 C
T592¢cl1 TevV  Ti CHA < 0,625 28,81 + 2,54 B+ <0,156 4,78 +0,23 C <0,089 2,19 0,05 C
Armadillo9clt Tclll  D.n. CHA < 0,625 31,19+1,35 B+ <0,156 5,15+ 0,09 C <0,089 2,40 0,03 c
Chaco32cl2  Tclll  Ti. CHA < 0,625 22,49 + 2,15 B+ <0,156 5,19 + 0,04 C <0,089 2,38+ 0,22 c
T564cl1 Tev  Ti CHA < 0,625 23,56 + 2,27 B+ <0,156 5,25 + 0,06 C <0,089 2,45+ 0,22 C
T505¢1 Tev  Ti CHA < 0,625 25,66 + 2,23 B+ <0,156 4,76 + 0,15 C <0,089 2,49+0,14 C
T591cl1 Tev  Ti CHA < 0,625 29,21 + 2,33 B+ <0,156 5,05 + 0,08 C <0,089 2,59 + 0,05 C
T657¢cl1 TeV  Ti CHA < 0,625 28,09 + 3,54 B+ <0,156 4,98 +£0,19 C <0,089 2,44 + 0,24 C
Y+ Tell HUM BRA  1522+3,10 43,34+1,70 REF 1,42+0,18 6,35+056 REF 2,73+0,05 709+0,09  REF
CL Brenert  TeVI  Ti. BRA 13,14 + 0,21 39,47 £0,67 REF 1,55+ 0,45 5,65+ 0,15 REF  6,88+0,17 15,08+ 0,38  REF

UTD: unidades taxondmicas discretas, segun Zingales, et al. (18); HUM: humano; Ti.: Triatoma infestans: Ts.: Triatoma sordida; D.n.: Dasypus novemcinctus; E.s.: Euphractus
sexcinctus; CHA: Chaco; CON: Concepcién; SP: San Pedro; COR: Cordillera; AMA: Amambay; BRA: Brasil; REF: cepas de referencia. ND: no determinado. DE: desviacién estandar
** Por separado

*En el grupo C por IC,,
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Tipificacion de los clones bioldgicos

La extraccion de ADN se hizo a partir de un nimero aproximado de 1 x 10°
parasitos por ml provenientes de cultivos de cada clon, utilizando el estuche
DNeasy™ (Qiagen), segun las instrucciones del fabricante.

Para la tipificacion y asignacion de las unidades taxonémicas discretas,
se utilizdé una combinacion de cuatro marcadores, incluidos los productos de
amplificacion de las subunidades pequefia (18S) y grande (24Sa) del gen del
acido ribonucleico ribdsomico (ARNr), la regidn intergénica del miniexén y los
perfiles de la reaccidn en cadena de la polimerasa del gen de la proteina de
choque térmico 60 con la enzima de restriccion Eco RV (Hsp 60/Eco RV-
PCR-RFLP), segun protocolos ya descritos (30,31).

Los productos amplificados se separaron por electroforesis en geles de
agarosa (Sigma) con solucion tampén tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X tefida
con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Se utilizaron
como referencia las cepas X10 Clone | (Tcl), Esmeraldo-CI3 (Tcll), ARMA 13
(Tclll), CAN 1l (TclV), SC43 (TcV) y CL Brener (TcVI).

Farmacos

Se usaron benznidazol en comprimidos de 100 mg (Abarax®, Laboratorio
Farmacéutico Elea, Argentina), nifurtimox en polvo (Sigma-Aldrich) y
posaconazol en polvo (Sigma-Aldrich). Se prepararon soluciones madre
(stock) de cada farmaco, disolviéndolo en dimetilsulféxido (DMSO),
soluciones que luego se diluyeron en diferentes concentraciones con medio
de cultivo fresco para las pruebas in vitro, cuidando que la concentracion
del DMSO no excediera el 1 % (v/v) para evitar su efecto citotoxico en los
parasitos.

Ensayos in vitro con los farmacos

El indculo inicial fue de 5 x 10° parasitos/ml. Los parasitos en estadio
epimastigote y fase exponencial de crecimiento, se incubaron en medio de
cultivo LIT con diferentes concentraciones de los farmacos en placas de 96
pozos durante 72 horas a 28 °C. Cada prueba se hizo por triplicado en tres
eventos independientes. Como controles, se utilizaron parasitos incubados
en medio de cultivo sin farmacos, pero con la concentracion equivalente de
DMSO. La viabilidad de los parasitos se determiné por recuento microscopico
en camara de Neubauer (numero de parasitos/ml).

Determinacion de IC_, y de IC,

La actividad tripanocida de los farmacos se estimé con base en los
valores de la concentracion inhibitoria del 50 %y la del 90 % (IC,, e IC,,,
respectivamente). Para ello, se utilizaron los valores obtenidos en el recuento
de parasitos y se calcularon estos parametros mediante un analisis de
regresion lineal utilizando el software MsxIfit™ (ID Business Solution,
Guildford, UK). En cada prueba, se determinaron el promedio y la desviacion
estandar por cepa y por farmaco.

Analisis estadisticos

Para determinar la significacion estadistica entre los valores de IC,
e IC,, en los grupos, se hizo un analisis de varianzas mediante el test
no paramétrico de Wilcoxon/Kruskal-Wallis después de la correccion de

753



Acosta N, Yaluff G, Lépez E, et al.

754

Biomédica 2020;40:749-63

Bonferroni y con valores de p<0,05. La prueba de diferencia honestamente
significativa (Honestly Significant Difference, HSD) de Tukey-Kramer se utiliz6
para graficar las diferencias significativas entre grupos utilizando el software
JMP, versidn 9.2™ (SAS, Institute).

Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por el Comité Cientifico y el Comité Etico
del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Asuncion (cédigo P25/13).

Resultados
Conformacion del panel de cepas y clonacion

Todas las cepas de T. cruzi se sacaron de criopreservacion y se clonaron
(cuadro 1). Los clones caracterizados mostraron las bandas esperadas para las
correspondientes unidades taxondmicas discretas segun estudios previos (30,31).
En su mayoria pertenecieron a la unidad taxonomica discreta TcV (32,5 %),
seguida por Tclll (27,5 %), Tcll (22,5 %) y TcVI (7,5 %). En cuatro clones (10 %) no
fue posible determinar la unidad taxondmica discreta por inconvenientes con las
muestras de ADN. En la figura 1 se muestran los productos de la PCR-RFLP del
gen Hsp 60/Eco RV de un grupo de las cepas analizadas.

En cuanto al tipo de huésped, el 55 % (22/40) se aislé en ejemplares de
Triatoma infestans intradomiciliarios, el 22,5 % (9/40) de diferentes especies
de armadillos capturados en el medio silvestre, el 12,5 % (5/40) de casos
clinicos humanos y el 10 % (4/40) de ejemplares domiciliarios de T. sordida.

Con respecto a la procedencia, el 67,5 % (27/40) provenia de la region del
Chaco, el 15 % (6/40), del Departamento de Concepcion, el 7,5 % (3/40), de San
Pedro y, una cepa (2,5 %) de Cordillera, otra de Central y otra de Amambay, en
tanto que uno de los aislamientos no tenia registro de la procedencia.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR-RFLP del gen Hsp60/
Eco RV en cepas de Trypanosoma cruzi. Lineas 1, 10 y 19: marcadores de peso molecular
(100-1.000 bp); 2: cepa de referencia X10 Clone | (Tcl) (462 bp); 3: cepa de referencia ARMA 13
(Tclll) (314/148 bp); 4: cepa de referencia SC43 (TcV) (462/314/148 bp); 5: cepa de referencia
CL Brener (TcVI) (462/314/148 bp);6: cepa de referencia Esmeraldo-CI3 (Tcll) (462 bp);7: clon
MA194cl1(Tclll) (314/148 bp); 8: clon CON7cl1 (Tcl o Tcll o TclV) (462 bp); 9:control negativo; 11:
clon T595clI2 (TcV o TcVI) (462/314/148 bp); 12: clon T632cl1 (TcV o TcVI) (462/314/148 bp); 13:
clon T589cl1 (TcV o TcVI) (462/314/148 bp);14: clon T592c¢l1 (TcV o TcVI) (462/314/148 bp); 15:
clon Lengua15cl1 (TcV o TeVI) (462/314/148 bp); 16: clon MA26¢cl1(Tclll) (314/148 bp); 17: clon
CON10cl1 (Tcl o Tcll o TclV) (462 bp); 18: clon RFcl1 (Tcl o Tcll o TclV) (462 bp)
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Figura 2. Comparacion de los valores de IC, y de IC,, de los grupos conformados por cepas de Trypanosoma cruzi de
Paraguay en ensayos in vitro con benznidazol (A), nifurtimox (B) y posaconazol (C). Diagramas en caja de la distribucién de los
valores de IC50 e IC90 obtenidos en tres pruebas independientes hechas por triplicado con cada una de las cepas segun grupo
y farmaco. Se indican los percentiles 90 y 10, la mediana y el intervalo de confianza. Los circulos no superpuestos de la derecha
indican diferencias significativas (p<0,0001) entre grupos segun el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y la prueba de Tukey-
Kramer (grafico en el software JMP).

Ensayos in vitro

Benznidazol. Los clones analizados fueron sensibles al benznidazol en
las concentraciones evaluadas (pg/ml): 50; 37,5; 25; 12,5; 6,25; 2,5; 1,25 y
0,625 (equivalente a un rango de 2,4 a 192 uM), con valores de IC, e IC,,
variables (cuadro 1). El analisis estadistico de los valores de la IC, permitid
clasificarlos en tres grupos (A, B y C), con diferencias significativas en cuanto
a la sensibilidad (p<0,0001) (figura 2A). El grupo A, conformado por 18 clones
(45 %), fue el menos sensible, con valores de IC, entre 2,17 + 0,70 pg/ml y
8,42 + 2,66 pg/miL. En el grupo B, se clasificaron cinco clones (12,5 %) de
sensibilidad intermedia con valores de IC, entre 1,71 + 0,73 pg/ml y 3,58
+ 0,23 pyg/ml, y en el grupo C, 15 clones (37,5 %) con mayor sensibilidad al
farmaco e IC,, menor de 0,62 pg/ml (la menor concentracion evaluada).

Con base en la IC,,, se determinaron dos grupos, ya que los clones del
grupo C quedaron agrupados con los del grupo B. El clon T589cl1, obtenido
de un ejemplar intradomiciliario de T. infestans, registro el valor mas alto de
IC,, de los clones analizados (14,14 + 1,01 pg/ml). EI maximo porcentaje de
inhibicion alcanzado con este clon fue del 96 % en promedio. El clon JFcl1,
aislado de un caso clinico humano, presento el valor mas alto de IC, (94,08
+ 9,24 pg/ml) con una diferencia significativa frente a los clones del grupo
Ay By las cepas de referencia (p<0,0001), aunque para la IC,, no mostrd
variacion significativa frente a los valores del grupo A. El maximo porcentaje
de inhibicién alcanzado con este clon fue del 68 %.

Nifurtimox. Las concentraciones analizadas fueron de 7,8; 6,25; 3,12;
1,56; 0,625; 0,31 y 0,156 pg/ml (equivalentes a un rango de 0,54 a 27,14 pM)
(cuadro 1). Con base en los valores obtenidos de IC, e IC,, se determinaron
tres grupos (A, B y C) con diferencias significativas en cuanto a la sensibilidad
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(p<0,0001) (figura 2B). El grupo A fue el menos sensible, con valores de IC,
entre 1,77 £ 0,22 ug/mly 2,77 + 0,19 ug/mly de IC,, entre 5,72 + 0,04 pg/ml
y 6,55 + 0,02 pg/ml, e incluyé 16 clones (40 %). El grupo B, integrado por 13
clones (32,5 %), presento sensibilidad intermedia al farmaco, con valores de
IC,, entre 0,80 + 0,06 pg/mly 1,82 + 0,03 ug/ml, y de IC,, entre 5,18 + 0,18
pg/mly 6,13 + 0,05 pg/ml. El grupo C incluyd 10 clones (25 %) y fue el mas
sensible, con valores de IC,, menores de 0,156 pg/ml (la menor concentracion
evaluada) y, de IC_, entre 4,34 + 0,18 pg/mly 5,25 + 0,06 pg/ml.

90’

El clon T589cl1 registro los valores mas altos de IC, e IC,, (2,90 =
0,50 pg/mly 9,31 + 0,89 pg/ml, respectivamente). El maximo porcentaje
de inhibicién alcanzado con este clon fue de 75 %. El clon ARcl1, aislado
de un caso clinico humano, presento valores de IC, (7,84 + 0,14 ug/ml)
significativamente mayores que los de las cepas de referencia. El méximo
porcentaje de inhibicién alcanzado con este clon fue de 88 %.

Posaconazol. La actividad tripanocida de este farmaco se evalud en un
principio utilizando las mismas concentraciones del benznidazol y nifurtimox.
Como no se observaba inhibicién en el crecimiento de los parasitos, se
fue aumentando la dosis y se pasé la concentracidon de pg a mg. Asi, las
concentraciones evaluadas fueron de 3,75; 2,68; 1,87; 1,25; 0,93; 0,71; 0,53;
0,35, 0,17 y 0,08 mg/ml (equivalentes a un rango de 126,99 a 5.351,02
pM). Se determinaron tres grupos (A, B y C) con diferencias significativas
(p<0,0001) (figura 2C). El grupo A fue el menos sensible, con valores de
IC,, entre 0,95 + 0,04 mg/mly 2,33 + 0,24 mg/ml y valores de IC,, entre
2,79 £ 0,02 mg/ml y 4,89 + 0,09 mg/ml, e incluy6 13 (32,5 %) cepas (cuadro
1). El grupo B estuvo conformado por 11 clones (27,5 %) con sensibilidad
intermedia y valores de IC, entre 0,32 + 0,12 mg/mly 0,68 + 0,03 mg/ml, y
de IC,,, entre 2,72 + 0,05 mg/ml y 3,98 + 0,34 mg/ml. El grupo C incluyo 14
clones (35 %) con mayor sensibilidad al farmaco y una IC_, menor de 0,089
mg/ml (la menor concentracién evaluada), y de IC_ , entre 2,15 + 0,19 mg/mi
y 2,62 + 0,05 mg/ml.

90’

El clon T589cl1 registro los valores mas altos de IC, y de IC, (3,28 +
0,03 mg/mly 6,65 + 0,09 mg/ml, respectivamente). El maximo porcentaje
de inhibicién alcanzado con este clon fue, en promedio, de 48 %. El clon
MA194cl1, aislado de un armadillo (ciclo selvatico), también presenté valores
altos de IC; e IC,, (3,03 + 0,17 mg/ml y 5,91 + 0,10 mg/ml, respectivamente).
El méximo porcentaje de inhibicion alcanzado con este clon fue de 52 %.
Se observo una acentuada diferencia entre las cepas de referencia con este
farmaco, siendo la CL Brener menos sensible que la Y.

Comparacion de la sensibilidad de los clones de Trypanosoma cruzi
frente a los farmacos

Los clones estudiados fueron mas sensibles al nifurtimox que al
benznidazol y poco sensibles al posaconazol, ya que fue necesario
aumentar la concentracion de este ultimo para obtener los valores de las
concentraciones inhibitorias en el mismo periodo (72 horas).

Se observé una amplia variacion en la sensibilidad a estos farmacos,
independientemente de la unidad taxonémica discreta, el huésped y la
localidad de origen. Seis clones fueron los de menor sensibilidad a los tres
farmacos simultaneamente: T589cl1 (TcV), T601cl1 (TcV), T632cl1 (TcV),
T720cl1, MA125cl1 (Tclll) y CON14cl1 (TcVI) (cuadro 1), en tanto que nueve
fueron los mas sensibles: CON5cl2 (Tcll), MA87cl1 (Tclll), T592cl1 (TcV),
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Armadillo9cl1 (Tclll), Chaco32cl2 (Tclll), T564cl1 (TcV), T505cl1(TcV),
T591cl1 (TcV) y T657cl1 (TcV). Los restantes clones mostraron variaciones
en su sensibilidad, por ejemplo, el clon MJcl2 presento sensibilidad
intermedia al benznidazol (grupo B), alta al nifurtimox (grupo C) y baja al
posaconazol (grupo A).

Discusion

Entre los factores que pueden influir en la efectividad del tratamiento de la
enfermedad de Chagas, estan las caracteristicas genéticas y biolégicas de
las cepas de T. cruzi que predominan en una determinada area geografica.
Por lo tanto, la resistencia natural de algunas cepas a los farmacos
tripanocidas podria derivar en bajos porcentajes de cura en los pacientes
chagasicos tratados.

En el presente estudio, se investigo la sensibilidad in vitro a tres farmacos
en 40 cepas de T. cruzi de Paraguay. Se determinaron dos poblaciones con
diferencias significativas en cuanto a su sensibilidad al benznidazol y tres
grupos con respecto al nifurtimox y el posaconazol.

En estudios experimentales en otros paises, se ha evidenciado también
un amplio rango de respuesta a los farmacos tripanocidas entre las cepas
de T cruzi. En sus pruebas en ratones con cepas brasileras, Andrade, et al.
(32), observaron diferencias en los porcentajes de cura, con valores menores
de 20 %, entre 20 y 50 % y mayores de 50 %. Filardi, et al. (9), también
reportaron diferencias en el grado de sensibilidad en cepas de Brasil, y
encontraron cepas resistentes al benznidazol y al nifurtimox. En los estudios
in vitro de Mejia-Jaramillo, et al. (11) con 33 cepas colombianas de T. cruzi,
se observé que el 36 % fue sensible, el 48 % parcialmente resistente y el
16 % resistente al benznidazol. Luna, et al. (10), en ensayos in vitro con
cepas de Colombia, y Mufoz-Calderén, et al. (33), con cepas de pacientes
en Venezuela, también reportaron diferencias significativas en cuanto a su
sensibilidad a los farmacos.

Las razones de estas diferencias entre las cepas de T. cruzi todavia no
han sido esclarecidas y, hasta la fecha, no se han encontrado marcadores
de resistencia natural. Varios autores han propuesto que tales diferencias
podrian deberse a cambios en la expresion de importantes proteinas
involucradas en la activacion de los farmacos, como la enzima mitocondrial
nitrorreductasa (NTR) de tipo | dependiente de NADH (34-36), en procesos
de desintoxicacion, como las enzimas aldo-ceto reductasa (TcAKR),
alcohol deshidrogenasa (TcADH) (37) o prostaglandina F2 alfa sintetasa
(OId Yellow Enzyme, OYE) (38,39),en el transporte de sustancias a través
de la membrana, como la glucoproteina-P (bomba de eflujo) (40),y en el
metabolismo de las purinas, como la enzima adenina fosforibosiltransferasa
(APRT) (41), entre otras.

Nosaki, et al. (42), observaron que las cepas de T cruzi con resistencia
al nifurtimox presentaban cambios en el ADN, incluido el reordenamiento de
cromosomas Y la aneuploidia. Garcia-Huertas, et al. (41), identificaron méas de
130 genes involucrados en diferentes vias metabdlicas que serian regulados
por el parasito para resistir al farmaco, y propusieron que la resistencia en
T cruzi seria un proceso multigénico. En futuros estudios, se deben evaluar
estos aspectos en las cepas analizadas en el presente estudio para dilucidar
si tendrian alguna influencia en el grado de sensibilidad.
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Las diferencias en la sensibilidad de los clones de Paraguay no parecen
relacionadas con las unidades taxondmicas discretas, el tipo de huésped ni
la procedencia. En estudios previos, se ha explorado esa posible asociacion
entre la diversidad filogenética y la sensibilidad a los farmacos. Al evaluar
el efecto del benznidazol durante la fases aguda y crénica en la infeccion
experimental en ratones BALB/c, Toledo, et al. (43), encontraron que las
cepas de T cruzi | (con la denominacion de genotipo 20 en aquel tiempo)
eran muy resistentes, en tanto que las cepas de T. cruzi |l (genotipo 39)
fueron parcialmente resistentes y otras cepas de T cruzi Il (genotipo 32)
resultaron sensibles. Sin embargo, en pruebas in vitro, Villareal, et al. (44),
determinaron la IC, de 16 cepas pertenecientes a diferentes unidades
taxondmicas discretas, huéspedes y regiones geograficas, y no encontraron
asociacion con el grado de sensibilidad al benznidazol. Asimismo, Luna, et
al. (10) y Mejia-Jaramillo, et al. (11), al evaluar cepas pertenecientes a una
misma unidad taxonomica discreta (Tcl) de diferentes huéspedes y areas
geograficas, observaron diferencias en cuanto al grado de sensibilidad al
benznidazol. Teston, et al. (45), por su parte, en pruebas in vivo no observaron
el predominio de cepas de una determinada unidad taxondmica discreta con
un patrén particular de sensibilidad al benznidazol, como tampoco Gruendling,
et al. (46), en estudios experimentales en ratones inoculados con T cruzi |,
Il'y IV. Por lo tanto, se considera que las cepas pertenecientes a una misma
unidad taxondmica discreta pueden mostrar diferentes rangos de sensibilidad,
lo que, al parecer, es una caracteristica inherente a cada cepa.

En general, los clones de Paraguay fueron mas sensibles al nifurtimox
que al benznidazol y poco sensibles al posaconazol. Estos resultados
concuerdan con estudios previos en cepas de Colombia y Venezuela en los
que, en ensayos in vitro, se encontrd que el nifurtimox era mas activo que el
benznidazol (10,33). Si bien el mecanismo de activacion de estos farmacos es
parecido, presentan algunas diferencias en sus propiedades farmacoldgicas
que podrian influir en su eficacia en las cepas de T cruzi (47,48).

En el presente estudio, los clones evaluados resultaron poco sensibles
al posaconazol en comparacion con los otros dos farmacos, ya que fue
necesario aumentar la concentracion de este Ultimo para obtener los
valores de las concentraciones inhibitorias en el mismo periodo (72 horas)
y evidenciar las diferencias entre los clones en cuanto a la sensibilidad al
farmaco. En estudios previos de evaluacién del efecto del farmaco in vitro, se
ha reportado que, comparado con los farmacos de referencia, el posaconazol
era activo en menores concentraciones, en algunos casos incluso en el rango
nanomolar, en diferentes cepas de T cruzi, aunque sin alcanzar la eliminacién
completa del parasito en cultivos celulares infectados (49-51). Moraes, et
al.(49), consideran al benznidazol y el nifurtimox como compuestos de accién
tripanocida rapida y al posaconazol como de accién mas lenta, y sugieren
que, extendiendo el tiempo de exposicion a este ultimo farmaco, se podria
alcanzar el 100 % de eficacia.

Los resultados obtenidos con el clon JFcl1 son muy interesantes (altos
valores de IC,, con el benznidazol), mas aun si se tiene en cuenta que
la cepa original provenia de un caso clinico humano con reactivacion de
la infeccidn por uso de inmunosupresores (52), aunque no se sabe si el
paciente habia recibido previamente tratamiento con benznidazol, por
lo cual no puede deducirse si esa baja sensibilidad al farmaco es una
caracteristica natural del clon o fue inducida por el tratamiento previo. El
clon ARcl1 presento los valores de IC,) mas altos con el nifurtimox en los
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clones de Paraguay. Dicho clon correspondia a un caso clinico humano, y
no se presumiod un contacto previo con este farmaco, ya que en Paraguay
el medicamento comunmente usado es el benznidazol (53). Asi pues,

tal caracteristica seria natural en este clon, lo que también seria el caso
del MA194cl1, aislado de un armadillo en el que se registré la mas baja
sensibilidad al posaconazol.

El clon T589cl1 se destaco por sus altos valores de IC; e IC, con los tres
farmacos. El aislamiento original provenia de un triatomino intradomiciliario
del Chaco y, considerando que no habia habido uso previo de estos farmacos
(lo que podria haber inducido la baja sensibilidad observada), esta seria una
caracteristica inherente a este clon. En estudios previos tanto in vitro como
in vivo, se ha evidenciado que ciertas cepas de T. cruzi presentan resistencia
cruzada a diferentes farmacos, por ejemplo, cepas resistentes simultaneamente
al benznidazol y al nifurtimox (9,10,36) o al benznidazol y el posaconazol (54-56).

En el caso de la resistencia cruzada al benznidazol y el nifurtimox, algunos
autores han propuesto que podria deberse a que comparten los mecanismos
de activacion y que las alteraciones en la expresion de las enzimas que
participan en estos procesos llevarian a la aparicidon de esta caracteristica
(34,36). En cuanto a la resistencia cruzada al benznidazol y el posaconazol,
poco se sabe, ya que los dos farmacos no comparten procesos bioquimicos
similares en sus mecanismos de accidn y no se han detectado alteraciones
en el gen que codifica la enzima lanosterol 14a-dimetilasa (CYP51), principal
blanco del antifingico posaconazol, ni en el cromosoma en el que se ubica
este gen en las cepas de T cruzi con resistencia a los dos farmacos (56). Estos
aspectos deben ser abordados en mayor profundidad en futuros estudios.

Entre los clones de Paraguay estudiados, algunos fueron muy sensibles
a un farmaco y menos sensibles a otro, mostrando asi un comportamiento
diferencial en cuanto a la sensibilidad. En estudios previos, se ha verificado
esta resistencia selectiva de las cepas de T cruzi a los medicamentos
(43,57,58), aunque las causas se desconocen. Esto tiene su relevancia en el
seguimiento del tratamiento, ya que es posible que el farmaco seleccionado
sea mas efectivo en algunas cepas de T cruzi y otro lo sea en otras.

La informacién aqui presentada permite avanzar en el conocimiento de
la biologia bésica de las poblaciones de T cruzi que circulan en Paraguay;,
especialmente en lo referente a su grado de sensibilidad a los medicamentos
utilizados en el tratamiento. Los clones bioldgicos que mostraron diferente
grado de sensibilidad quedan disponibles para futuros estudios en modelo
de ratdn, en los que se determine la virulencia y la patogenia y se evalien
los otros estadios (amastigotes y tripomastigotes), previa normalizacion de
los indices de infeccién en cultivos celulares y establecimiento de curvas de
crecimiento y tasa de metaciclogénesis, con el fin de estudiar los mecanismos
bioquimicos y moleculares de resistencia y sensibilidad a los farmacos y
buscar biomarcadores de resistencia natural, aspectos que son relevantes
para mejorar el tratamiento y el prondstico de la enfermedad de Chagas.
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Articulo original

Enfoque local deliberativo de las controversias
bioéticas: una oportunidad para la adecuada
implementacion de la tamizacion neonatal

Ricardo A. Cifuentes
Universidad Militar Nueva Granada, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. Las caracteristicas controversiales de la tamizacion neonatal influenciadas
por consideraciones bioéticas hacen compleja su implementacion. Colombia no es ajena a
esta situacioén y las circunstancias locales complican el panorama.

Objetivo. Determinar como se abordan en el contexto local las controversias bioéticas en
torno a la tamizacién neonatal como fundamento de las deliberaciones sobre el deber ser
de esta actividad en Colombia.

Materiales y métodos. Se aplico una encuesta en el marco de un estudio interpretativo
con dos componentes de analisis, uno descriptivo y otro deliberativo, en torno a los valores
expuestos por funcionarios del Instituto Nacional de Salud.

Resultados. La oferta obligatoria de la tamizacion por parte de la nacion,
independientemente del costo de oportunidad y el consentimiento para el uso de sus
resultados y de las muestras residuales en la investigacion, no suscitaron controversias,
pero si el tipo de informacidn y la autorizacién para hacer la tamizacién. Los funcionarios
con mayor experiencia expresaron su preferencia por una tamizacién obligatoria (17,7 Vs.
11,79 afos en promedio; p=0,007). Sorpresivamente, a pesar del riesgo de discriminacion,
teniendo como fin el neonato, hubo acuerdo en entregar toda la informacion a padres

e historia clinica. Otro aspecto controversial fue la identificacion de los pacientes en el
seguimiento, frente a lo cual los funcionarios de mayor experiencia en aspectos bioéticos
prefirieron el uso de cédigos (4,5 Vs. 1,26 afos en promedio; p=0,009). En este contexto,
estrategias como el disentimiento informado, el asesoramiento especializado o los
programas de salud publica que aprecien la diversidad permitirian rescatar valores, incluso
aquellos aparentemente opuestos.

Conclusion. La aproximacion local al deber ser de la tamizacién neonatal desde una
perspectiva bioética deliberativa permitié ajustar una propuesta para su implementacion.

Palabras clave: tamizacion neonatal; bioética; autonomia personal; justicia social;
beneficencia; obligaciones morales.

Local deliberative approach to the bioethical controversies: An opportunity for the
proper implementation of neonatal screening

Introduction: The controversial characteristics of neonatal screening influenced by
bioethical considerations make its implementation complex. Colombia is not an exception in
this sense and local circumstances complicate the panorama.

Objective: To establish how bioethical controversies on neonatal screening are approached
at a local level as a basis for deliberating on the must-be of this activity in Colombia.
Materials and methods: A survey immersed in an interpretative investigation with
descriptive and deliberative components of analysis was applied to approach the values
exposed by officials of the Colombian Instituto Nacional de Salud.

Results: The compulsory offer of screening by the nation, regardless of its opportunity
cost and the consent for the use in research of results and residual samples, were

not controversial, but, in contrast, the type of information and the consent to authorize
screening did arise controversy. The more experienced officials preferred mandatory
screening (17.7 vs. 11.79 years on average, p=0.007). Surprisingly, despite the risk of
discrimination, keeping the neonate as the purpose, there was agreement on giving all the
information to parents and medical records. Another controversial aspect was the follow-up
of cases without hiding their identification where officials with more experience in bioethical
aspects preferred the use of codes (4.5 vs. 1.26 years on average, p=0.009). In this context,
strategies such as informed dissent, specialized advice or public health programs that
appreciate diversity would allow to rescue even seemingly opposite values.

Conclusion: A local approach regarding what ought to be in neonatal screening based on
a deliberative bioethical perspective allowed to present an implementation proposal for this
activity.

Keywords: Neonatal screening; bioethics; personal autonomy; social justice; beneficence;
moral obligations.
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La tamizacion neonatal constituye un programa de salud publica que
mediante la aplicacion de pruebas, como las genéticas y moleculares en
el momento del nacimiento, pretende detectar con prontitud anomalias que
no son evidentes clinicamente. Su objetivo es el beneficio directo del recién
nacido (1), aunque, gracias a los avances tecnoldgicos, en algunos casos
puede ir en beneficio de terceros, como la familia o, incluso, la sociedad
(2). En este contexto, las pruebas incluidas en los programas de tamizacion
neonatal difieren segun los paises debido a consideraciones bioéticas que,
en ocasiones, prevalecen frente a las cientificas (3).

Algunas de las caracteristicas de la tamizacion neonatal influenciadas
por las consideraciones bioéticas a nivel internacional, incluyen: la busqueda
de equidad en el acceso (4) relacionada con el principio de justicia; la
pretensién de ampliar los beneficios con la evaluacion simultdnea de decenas
de anomalias a partir de una sola muestra de sangre (5); el asesoramiento
de profesionales expertos (6); el seguimiento individual y de los programas
(7) basadas en el principio de beneficencia; la mayor probabilidad de falsos
positivos y dafios asociados debido al elevado nimero de anomalias
evaluadas (5), y la poca probabilidad de encontrar un sujeto con una
anomalia metabdlica frente al riesgo de estigmatizar a portadores exentos
de mutaciones, lo que se relaciona con el principio de no maleficencia;
la garantia de confidencialidad sobre los resultados (8) y de respeto a la
privacidad de las muestras (9), y el derecho de los padres a conocer en qué
consiste la prueba y tener la opcién de rechazarla (10), lo cual se relaciona
con el principio de autonomia.

Por otra parte, hay algunas caracteristicas de la tamizacion neonatal
también sujetas a consideraciones bioéticas que actualmente son objeto
de debate. En cuanto a las pruebas de reconocido beneficio, se destacan
los siguientes asuntos controversiales: si la oferta debe depender del
costo de oportunidad (11); si la informacion de las pruebas de tamizacién
debe ser general o detallada sobre cada anomalia (7,12); si hay necesidad
de consentimiento informado para autorizar su realizacién (10); si deben
revelarse los resultados de la tamizacion que no tengan un equilibrio riesgo-
beneficio favorable para el neonato, como podria ser el caso de un portador
sano (13); si el almacenamiento de muestras residuales puede ser a largo
plazo (9), o si debe permitirse la utilizacion de las muestras y los resultados
para la investigacion. También, hay controversias con respecto a la realizacion
de pruebas sin beneficio directo para el neonato, capaces de detectar
anomalias poco comprendidas o sin posibilidad de intervencién, a si deben
realizarse por sugerencia de eminencias o en el contexto de investigaciones
para obtener evidencia (14), o a si deben revelarse todos los resultados,
aunque su significado sea incierto (5).

Colombia no es ajena a las controversias en torno a estos aspectos
bioéticos, asi como a circunstancias locales que hacen mas complejo el
panorama (3). En cuanto al aspecto legal, con la ley de tamizacién neonatal
de 2019 se garantiz6 una tamizacion basica como minimo (15), similar a la
propuesta previa que consideraba un analisis de costos (16). Por otra parte,
hay acuerdo en torno al derecho al diagnéstico y el tratamiento de todo nifio
con anomalias congénitas (17) mediante la tamizacion ampliada (15). En
cuanto a la autonomia, la normatividad reconoce el derecho de los padres de
los menores a consentir o rechazar procedimientos (18) y, especificamente
en la tamizacion neonatal, a que quede registro escrito del consentimiento
informado; ademas, el personal médico tiene la obligacién de informar sobre
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la finalidad de dicha tamizacion y sus posibles consecuencias (15). La norma,
sin embargo, no especifica la forma de proceder para el consentimiento, es
decir, si la informacion debe ser general o especifica sobre cada anomalia,

y tampoco se indica cudles resultados deben revelarse o cémo manejar las
muestras residuales (3). Por otro lado, la informacion sobre la identidad de las
personas puede ser utilizada por las autoridades sanitarias para la vigilancia
(19), lo que implica el riesgo de generar estigma y discriminacion de los
afectados e, incluso, de los portadores sanos.

En este contexto, considerando la influencia de los principios éticos en
la implementacion de la tamizacion neonatal y las circunstancias locales
relacionadas con ellos, el objetivo del presente estudio fue determinar cémo
se abordan en el contexto local colombiano las controversias alimentadas
por las consideraciones bioéticas, con el fin de hacer una propuesta de base
para la discusion en torno a la adecuada implementacion de la tamizacion
neonatal en Colombia mediante la aplicacién de una encuesta en el marco de
una investigacion interpretativa basada en el método empirico-analitico (20).

Materiales y métodos

Para la obtencion de los datos, se recurrié a una encuesta diligenciada
de forma andnima por los funcionarios involucrados en actividades de
coordinacién o vigilancia de programas de salud publica o de investigacién en
el Instituto Nacional de Salud que aceptaron participar voluntariamente. Se
escogi6 a esta poblacion dado que la tamizacién neonatal es un programa
de salud publica de tipo asistencial con implicaciones en la investigacion (20).
Previamente se obtuvo la aprobacion de los responsables de las direcciones de
Vigilancia, de Redes y de Investigaciones del Instituto para abordar de forma
directa a los funcionarios. Una vez diligenciadas, las encuestas se humeraron
en orden ascendente. El cuestionario solicitaba senalar con una X la respuesta
que se consideraba mas acertada, por lo que no se consideraron para el
andlisis preguntas con mas de una alternativa de respuesta, o ninguna.

El cuestionario traia 13 preguntas y un listado de posibles respuestas
elaboradas con base en aspectos controversiales basados en principios
bioéticos relacionados con la tamizacién neonatal. Las primeras 11 preguntas
aludian a las pruebas para la deteccion de anomalias que pueden tratarse
precozmente en beneficio del menor y, las dos Ultimas, a aquellas pruebas
para detectar anomalias poco comprendidas o sin tratamiento que beneficie
directamente al neonato. Ademas, se daba a los encuestados la posibilidad
de explicar cada una de las respuestas mediante la libre manifestacion de
sus creencias y valores, si asi lo deseaban. En el cuestionario también se
solicitaba informacion relacionada con la experiencia del encuestado a lo largo
de sus afios en la profesién, en el cargo, y en los programas y actividades
relacionadas con aspectos bioéticos o directamente con la tamizacién neonatal.

Una vez finalizada la etapa de recoleccion de encuestas, los datos de las
respuestas se registraron en una hoja electronica de calculo. Todas las preguntas
correspondian a variables pertenecientes a tres categorias: obligatoriedad,
confidencialidad y anomalias poco comprendidas. En primer lugar, se obtuvo
la informacion descriptiva, en tanto que los datos numéricos se expresaron
en medias, medianas y rangos, y los categoricos, en porcentajes. Ademas,
se hizo un analisis bivariado utilizando la prueba de ji al cuadrado cuando se
relacionaban dos variables categoricas y, la prueba t de Student, para variables
independientes en que una numérica se relacionaba con una categérica de tipo
dicotémico. Para este analisis estadistico se utilizo el programa SPSS™.
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En segundo lugar, se procedid a analizar las respuestas en texto libre
mediante un enfoque interpretativo basado en la deliberacién (21). En
resumen, se utilizé un enfoque inductivo a partir de la lectura detallada para
extraer del texto los valores expresados por los encuestados, entendidos
como aquellas cualidades que corresponden a apreciaciones compartidas y
reconocidas o con mérito por si mismas (valores intrinsecos), o Utiles para
un fin (valores instrumentales). Posteriormente, se registraron en una hoja de
célculo asignandolas a cada una de las 13 preguntas del cuestionario, de tal
manera que cada curso de accion quedara asociado a multiples valores.

Por ultimo, mediante un enfoque heuristico basado en la combinacion de
cursos de accion, se definieron como “deberes en un contexto colombiano”
aquellas acciones que rescataban los valores expuestos por los encuestados
escogiendo la mejor de cinco alternativas, como minimo, en casos de
controversia (22).

Resultados

De un total de 127 funcionarios, 88 aceptaron participar y diligenciaron
la encuesta de forma valida. La mayoria (64,2 %) de los encuestados
pertenecia al sexo femenino, y 84,1 % de ellos ejercia profesiones en el
campo de las ciencias de la vida. Se destacd una participacion mayoritaria
de profesionales de la salud humana, principalmente bacteriologia, medicina
y enfermeria, profesiones que abarcaron el 54,5 % de la muestra. Los
profesionales de areas diferentes a la salud, como quimicos, ingenieros,
disefiadores e, incluso, un economista, agruparon al 13,6 % de la muestra.
Los encuestados tenian, en promedio, 7,4 afios de experiencia en el cargo y
4,8 afnios de experiencia en la implementacion de programas. Aquellos con
experiencia en labores especificamente relacionadas con aspectos éticos
fueron pocos, y menos aun los que habian trabajado en tamizacion neonatal,
aunque algunos de ellos tenian una amplia experiencia, de 16 a 20 afios, en
estos dos campos (cuadro 1).

En cuanto a la tamizacién con beneficio directo para el neonato, el analisis
contempld dos categorias: en la primera, relacionada con la “obligatoriedad
mas del 80 % de los funcionarios estuvo de acuerdo en efectuar la tamizacion
independientemente del costo de oportunidad y mediante la oferta obligatoria
del Estado (cuadro 2). Las respuestas libres de los funcionarios evidenciaron
que, con esta postura, se rescataban valores intrinsecos de la salud, la calidad
de vida y la equidad. Ademas, los encuestados también destacaron los valores
instrumentales de la responsabilidad gubernamental, la amplia cobertura y la
efectividad, sefialando algunos que el costo es menor a largo plazo.

Asimismo, mas del 80 % estuvo de acuerdo en la necesidad de solicitar
el consentimiento para el uso de las muestras en la investigacion, siendo un
poco menor el porcentaje en torno a la necesidad de la autorizacién para el
uso de los resultados en la investigacion (cuadro 2). Se resalta que siempre

Cuadro 1. Experiencia laboral de los funcionarios participantes involucrados en
actividades de vigilancia, coordinacién e investigacién en el Instituto Nacional de Salud

Variable Media Mediana Rango
Afos en la profesion 13,3 12 (0-35)
Afos en el cargo 74 4 (0-35)
Afos en implementacion de programas 4,8 2 (0-35)
Afos en aspectos bioéticos 2,1 0 (0-20)
Afos en tamizacién neonatal 0,57 0 (0-16)
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que se considerd necesario el consentimiento para el uso de los resultados,
también se lo considerd necesario para el uso de las muestras residuales
en la investigacion, pero no asi lo contrario, es decir, se reconocié como
mayor la necesidad de una autorizacion para el uso del material bioldgico.
En cuanto a los valores, se conceptud que el consentimiento informado para
usar los resultados o las muestras residuales en la investigacion entraha

los valores de transparencia, autonomia y no maleficencia por evitar dafos
no justificados al neonato. Por otro lado, los encuestados opinaron que el
beneficio social de la investigacién podria verse limitado por el requisito del
consentimiento informado.

En la misma categoria, mas del 35 % de los funcionarios estuvo en
desacuerdo con el requisito de la autorizacion para hacer la tamizacién con
beneficio directo para el neonato (cuadro 2). Se evidencié una tendencia a que
los profesionales de campos diferentes a la salud y la biologia consideraban
mas necesario el consentimiento (cuadro 3). Por el contrario, la opinién de
que no es necesario el consentimiento fue cuatro veces mas frecuente entre
los profesionales relacionados con el cuidado directo del paciente, es decir,
de enfermeria, que entre el resto de los encuestados (OR=4,96; IC,,, 1,34-
18,22; p=0,019). Ademas, tenian mayor experiencia en su profesion aquellos
funcionarios que no consideraron necesario el consentimiento para la
realizacion de la tamizacién neonatal (17,7 Vs. 11,79 afios; p=0,007).

Quienes no consideraron necesario dicho consentimiento argumentaron
hacerlo a nombre de los valores de la salud, el bienestar y la calidad de
vida de los afectados. Por el contrario, quienes lo consideraron necesario
argumentaron el respeto a los valores de participacién de los padres y su
autonomia, ademas de la transparencia. Cabe mencionar que la opinion de

Cuadro 2. Opiniones con respecto a las controversias bioéticas en la categoria de
obligatoriedad de la tamizacién neonatal con beneficio directo para el neonato

Variable Si  Porcentaje
Tamizacién independiente del costo de oportunidad 79 89,8
Consentimiento para uso de muestras residuales en investigacion 72 81,8
Oferta obligatoria por parte del Estado (nacion) 71 80,7
Consentimiento para uso de resultados en investigacion 63 71,6
Consentimiento informado para autorizar tamizacion 56 63,6
Informacion detallada previa a la tamizacion 50 56,8

Cuadro 3. Distribucién porcentual de las profesiones de los encuestados y su relacion con
el consentimiento informado

Consentimiento

Profesion Numero Porcentaje informado’ %
Bacteriologia 19 21,6 68,4
Medicina 17 19,3 64,7
Enfermeria 12 13,6 33,3
Biologia 6 6,8 50,0
Odontologia 5 57 80,0
Medicina veterinaria 5 57 80,0
Nutricién 3 3,4 66,7
Otras profesiones de la salud? 4 4,5 75,0
No responden?® 3 3,4 N.A.
Otras profesiones* 12 13,6 83,3
Administrativos 2 2,3 100,0
88 100,0

" Porcentaje a favor del consentimiento informado en cada profesion

2 Terapia, instrumentacion y enfermeria auxiliar

3 Correspondientes a dos enfermeros y un biélogo

“ Profesiones diferentes a las del area de la salud y la biologia: quimica, ingenieria, disefio, economia
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que no es necesario el consentimiento informado para autorizar la tamizacion
neonatal fue ocho veces mas frecuente entre quienes creen que esta debe
ser obligatoria y a cargo del Estado (OR=8,6; IC,,,, 1,07-70,02; p=0,028), lo
cual evidencia la congruencia en las respuestas de quienes consideran que
lo prioritario es actuar para evitar un dano.

También en la categoria de obligatoriedad se observo el desacuerdo
con respecto al tipo de informacién que debe proporcionarse antes de la
tamizacién neonatal. La mitad de los encuestados considerd que esta debe
ser detallada y la otra mitad, que debe ser general (cuadro 2). A favor de la
informacion general se argumentaron los valores de una facil comprension y
su utilidad, dada la dificultad para entender en detalle el creciente nimero de
anomalias. Por el contrario, se considerd que la exactitud de la informacién
detallada era un valor para una adecuada adopcion de decisiones.

En la segunda categoria, correspondiente a la confidencialidad de
la tamizacion con beneficio directo para el neonato, mas del 80 % de
los encuestados considerd que todos los resultados, incluidos los de los
portadores sanos, debian ser revelados a los padres, y casi el 80 % opind
que todos los resultados debian consignarse en la historia clinica (cuadro 4).
Quienes propusieron entregar la totalidad de los resultados a los padres eran
funcionarios con una mayor experiencia en tamizacion neonatal (8,6 Vs. 0,6
meses en promedio; p=0,019) y en el manejo de sus aspectos bioéticos (2,6
Vs. 1 afio en promedio; p=0,023) que quienes proponian entregarlos solo
parcialmente. En cuanto a los valores, se considerd que la entrega Unicamente
de los resultados anormales de utilidad para el manejo del tamizado respondia
a los de eficacia de la deteccion y no maleficencia debido a que se mantenian
ocultos otros resultados que podrian estigmatizar a pesar de no beneficiar al
neonato tamizado. Por el contrario, la entrega total de los resultados rescata los
valores de verdad y seguimiento cercano por parte de los padres y los médicos
tratantes. Ademas, la consignacion de todos los resultados en la historia clinica
se funda en el valor instrumental de proteccidn de la informacién y de un
manejo manejo integral si se hace una adecuada interpretacion.

En cuanto al tipo de almacenamiento de las muestras residuales, casi
el 70 % se mostrd favorable a hacerlo a mediano y largo plazo, usualmente
mayor a tres afnos (9), lo que los encuestados relacionaron con el valor del
beneficio social por la generacion de conocimiento. Por el contrario, aunque
sin significacion estadistica, la mayoria de los miembros del Comité de Etica
se mostro favorable al almacenamiento de las muestras residuales a corto
plazo con base en los valores de privacidad, transparencia y eficiencia al
disminuir la necesidad de recursos.

Hubo un menor acuerdo, de alrededor del 64 %, con respecto al
seguimiento en salud publica sin ocultar la identificacion del neonato tamizado
(cuadro 4). En este sentido, se encontré que los funcionarios que proponian
el uso de cédigos para ocultar la identificacion en el seguimiento con fines de

Cuadro 4. Opiniones con respecto a controversias bioéticas en la categoria de
confidencialidad en la tamizacién neonatal con beneficio directo para el neonato

Variable Si  Porcentaje
Revelacién a los padres del estado de portador sano 84 95,5
Entrega de todos los resultados a los padres 73 83,0
Envio de todos los resultados a la historia clinica 68 773
Almacenamiento de muestras a mediano y largo plazo 61 69,3
Seguimiento sin ocultar la identificacion del neonato 57 64,8
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salud publica tenian una mayor experiencia en aspectos bioéticos que aquellos
que propusieron la identificacién sin cédigo (4,5 Vs. 1,26 afos en promedio;
p=0,009). El seguimiento con fines de salud publica sin esconder los datos de
identificacién fue relacionado por los funcionarios con el valor de la eficacia, en
tanto que el uso de cddigos lo fue con el de confidencialidad.

En cuanto a la tercera categoria, es decir, cuando la tamizacioén no tiene
un beneficio directo para el neonato, se observo que casi el 80 % de los
encuestados estuvo de acuerdo en hacerla en el marco de investigaciones
y no por sugerencia de eminencias (cuadro 5). Se considerd que ello no
solo permite el beneficio social derivado del avance del conocimiento, sino
que rescata los valores de eficiencia en el uso de los recursos, la autonomia
mediante la participacion de los padres adecuadamente informados, ademas
de la beneficencia y la no maleficencia al equilibrar riesgo y beneficio.

Cuadro 5. Opiniones con respecto a controversias bioéticas relacionadas con la deteccién de
anomalias poco comprendidas o sin tratamiento de beneficio comprobado para el neonato

Variable Si  Porcentaje
Tamizacién en el marco de una investigaciéon 70 79,5
Revelacioén en todos los casos' 70 79,5

" Independientemente de su utilidad para el manejo del neonato

Asimismo, casi el 80 % estuvo de acuerdo en revelar la totalidad de los
resultados de la tamizacion, aunque no hubiera beneficio directo para el
neonato y sin importar si su utilidad para el manejo médico hubiera sido
demostrada (cuadro 5). Los encuestados consideraron que este proceder
se cimentaba en los valores de transparencia y verdad. No obstante, una
minoria considerd que solo deben revelarse los resultados cuando sean de
beneficio para el neonato, o cuando este tenga edad para autorizarlo, lo cual
se cimienta en el respeto a la intimidad.

Deberes de la tamizacion en el contexto colombiano

En la categoria de obligatoriedad hubo acuerdo con respecto al deber
estatal de la oferta obligatoria de la tamizacién neonatal con base en todos
los valores propuestos por los encuestados, independientemente de la
ignorancia, la falta de recursos de los padres o las diferencias culturales.

En contraste, en esta misma categoria hubo controversia en cuanto a la
necesidad del consentimiento informado para autorizar la tamizacion neonatal
con beneficio directo para el neonato.

Asimismo, hubo controversia con respecto al tipo de informacién que
debe proporcionarse antes de hacerla, por lo que se evaluaron las siguientes
combinaciones de cursos de accién con base en los valores asociados:

1. Consentimiento informado e informacioén detallada cimentados en los
valores de autonomia, transparencia, participacion y exactitud.

2. Tamizacién obligatoria sin consentimiento e informacion general
en virtud de los valores de salud, bienestar, calidad de vida, facil
comprension y utilidad en situaciones clinicas de falta de tiempo y
multiples focos de atencién, como lo es el momento del nacimiento.
La informacién general debe mencionar, no solo los beneficios, los
riesgos y la necesidad de confirmacion de un resultado positivo (2),
sino también, la posible utilizacion de los resultados y las muestras de
sangre en la investigacién con lo que, incluso, se rescataria el valor de
transparencia.
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Tamizacion obligatoria sin consentimiento e informacion general

con posibilidad de que sea detallada, esto en virtud no solo de los
valores mencionados en el numeral 2, sino también, de la exactitud en
respuesta a solicitudes especificas, aunque sin incluir la autonomia y
la participacion.

Consentimiento informado e informacion general con la posibilidad

de que sea detallada ante una solicitud especifica, con lo cual se
rescatan los valores de autonomia, transparencia, participacion, facil
comprensién, utilidad y exactitud, pero no los de salud, bienestar y
calidad de vida.

Tamizacion obligatoria con posibilidad de rechazarla por razones
especificas que tengan como fin al neonato, e informacién general
entregada antes de la tamizacion con posibilidad de detallarla

ante un requisito especifico, con lo que se rescatarian todos los
valores planteados y se constituiria como un deber ser a partir de la
deliberacion en el contexto colombiano.

En cuanto al manejo de la informacion, no hubo acuerdo sobre la
posibilidad de integrar la entrega de resultados y el seguimiento de casos
positivos para alguna anomalia. En este sentido, se plantearon las siguientes
combinaciones de cursos de accion:

1.

Como punto de referencia se establecio la entrega parcial de los
resultados anormales Unicamente, lo que no permite un manejo
integral ni un seguimiento cercano, valores instrumentales que facilitan
la deteccion precoz de falsos negativos, como en algunos casos de
fibrosis quistica cuando no se identifica una segunda mutacion (23), o
déficits funcionales parciales como los descritos entre los portadores
de la anemia de células falciformes (24). Ademas, su combinacién con
el seguimiento de casos sin ocultar la identificacién pondria en riesgo
la confidencialidad de la informacion.

El envio de todos los resultados a la historia clinica y su entrega
completa a los padres, combinado con el seguimiento de casos sin
ocultar la identificacion, lo cual rescata, ademas de la eficacia de
la deteccion, la proteccion de los datos en un documento sometido
a reserva y el seguimiento cercano. Sin embargo, hay riesgo de

no honrar la no maleficencia cuando se entregan incluso aquellos
resultados cuyo equilibrio entre riesgo y beneficio es desfavorable
para el neonato.

La entrega de todos los resultados y el seguimiento de los casos con
identificacion codificada, lo que rescata el valor de la confidencialidad
del seguimiento, pero requiere de un sistema agil de acceso a la
informacion por parte los responsables para satisfacer el principio de
la eficacia de la intervencion.

La consignacion de todos los resultados en la historia clinica

y su entrega a los padres acompafnadas de un asesoramiento
especializado y un seguimiento que garantice la codificacion de la
identidad, con lo que se rescata parcialmente la no maleficencia al
reducir el riesgo de dafios por falta de comprension de los hallazgos

En este sentido, el envio de todos los resultados a la historia
clinica y su posterior entrega completa a los padres mediante un
asesoramiento especializado en el marco de un programa de salud
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publica que reconozca la importancia de la diversidad humana, asi
como un seguimiento que garantice la identificacion codificada y
sea de rapido acceso para los responsables, se presentaria como el
deber ser al cabo de la deliberacién en el contexto real colombiano.
Este curso de accion tiene la particularidad de reducir aun mas el
riesgo de dafo sin justificacion por el estigma o la discriminacion

en una sociedad en la que un alto porcentaje de individuos podria
ser portador de mutaciones o tener variaciones correspondientes a
hallazgos de significado incierto (25).

Por otra parte, hubo acuerdo en cuanto al deber de contar con el
consentimiento informado para el uso en la investigacion de las muestras
residuales o los resultados de la tamizacion neonatal. En este contexto, el
almacenamiento de las muestras con el consentimiento de los interesados por
mas de tres afios no amenaza el respeto por la privacidad y la transparencia
en su uso y honra el principio del beneficio social propio de la obtencién de
conocimiento en diferentes areas. Sin embargo, debe reconocerse que se
arriesga el valor de la eficiencia, pues implica costos adicionales que incluyen
las locaciones y las condiciones requeridas, aunque en este sentido cabe
mencionar que los programas de tamizacion neonatal en paises desarrollados
como el Reino Unido, donde se almacenan las muestras durante cinco afios,
por lo menos, han demostrado ser costo-efectivos (23).

En cuanto a las pruebas cuyos resultados no conlleven la posibilidad de
una intervencioén temprana en beneficio del neonato, hubo acuerdo en que,
para honrar los valores mencionados por los encuestados, estas deben
realizarse en el marco de proyectos de investigacion que garanticen el
respeto por el recién nacido. Asimismo, al entregar los resultados en todos
los casos, independientemente de que se haya demostrado el beneficio para
el neonato mediante un estudio, o que este autorice su revelacion al llegar
a la edad necesaria, se rescatan los valores de transparencia y verdad.

Sin embargo, los valores de autonomia e intimidad del neonato solo se
respetarian si esta revelacidon se hace segun un plan establecido en el marco
de un estudio aprobado por un comité de ética de la investigacion.

Discusion

En el ambito local hubo acuerdo entre los funcionarios involucrados en la
investigacion y la vigilancia de programas de salud publica en torno a algunas
de las controversias bioéticas sobre la forma de implementar la tamizacién
neonatal. Sin embargo, el desacuerdo persistié en torno a otras de estas
controversias, aunque fue posible encontrar cursos de accién basados en la
deliberacion que, en algunos casos, armonizaron incluso valores aparentemente
opuestos. En consecuencia, fue posible hacer una propuesta para la
implementacion de la tamizacion neonatal en Colombia, complementando las
caracteristicas aceptadas con los deberes acordados por consenso (figura 1).

No hubo controversia en cuanto a que la oferta de la tamizacion neonatal
no debe depender del costo de oportunidad. Se considerd que el Estado debe
garantizar el acceso de todo neonato a las pruebas para detectar anomalias
cuya deteccion precoz permita un tratamiento de reconocida eficacia que
disminuya la probabilidad de enfermedades que produzcan discapacidad
o de muerte. En consecuencia, el criterio de justicia fue congruente con un
Estado garante de derechos y concuerda con lo propuesto por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (26) y lo promulgado en la Constitucion Nacional y
la normatividad colombiana sobre la tamizacion neonatal y los derechos de los
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nifos (17,27-29). En este contexto, es fundamental evaluar cada prueba que se
incluya en la tamizacidn con base en el equilibrio entre riesgo y beneficio, el cual
es desfavorable en anomalias leves o de inicio tardio en la vida, cuya deteccion
no seria relevante en la atencién neonatal pero podria provocar ansiedad en las
familias, pues el recién nacido se convierte en un “paciente en espera” (30).

Por otra parte, la deliberacion fue favorable a la tamizacién neonatal
obligatoria con la posibilidad del disentimiento informado reconocido como
valido y suficiente para rescatar la autonomia en cuanto a las pruebas y
tratamientos que cumplan con los criterios de una tamizacion responsable
(24), lo cual debe complementarse con otras consideraciones bioéticas
como la de dar previamente una informacion general de facil comprension,
pero con la posibilidad de ser detallada ante solicitudes especificas. En este
contexto, es necesario un mecanismo normativo para asegurar que se dé la
informacion en forma adecuada, considerando que la principal desventaja
del disentimiento es que puede socavar los esfuerzos para garantizar que
los padres estén adecuadamente enterados (31). Con este fin, se pueden
implementar diferentes estrategias ya probadas, como cursos de certificacion
obligatorios, auditorias, e informacioén a la poblacién (32), o requerir que el

médico tratante deje constancia escrita de este hecho en la historia clinica,

tal como se hace en el Reino Unido (23), y en concordancia con la vigente ley
para la realizacién de la tamizacién neonatal (15).

Anomalias con intervencion temprana de Anomalias sin posibilidad de intervencion,
beneficio para el menor evaluado pobremente entendidas o ambas

Oferta obligatoria
por el Estado (equidad de acceso)

Realizacion de pruebas
- En proyectos de investigacién
- Previo consentimiento informado

Tamizacién neonatal obligatoria para
prevenir un dafio en neonatos afectados

Asesoramiento
por médicos con estudios
especializados relacionados
con errores innatos del
metabolismo

Informacién general (detallada
ante requerimientos especificos)

Fijacién de responsables
de implementacion y evaluacion
continua de programas y proyectos

Posibilidad de rechazar la tamizacién

Envio de todos los resultados a una
historia clinica con privilegios de
acceso seguin experiencia

Muestras residuales y resultados
- Conservacién codificada sin
identificacion personal
- Uso en seguimiento, control de
calidad, evaluacion clinica o ambas
- Autorizacion paterna* para
almacenamiento de mas de tres
afios y uso en investigacion

Entrega de todos los resultados a
padres, en el contexto de un programa
de salud publica que valore la

variacion humana

Entrega de los resultados de
investigacion

- Interpretados

- De acuerdo a un plan preestablecido

Seguimiento en salud publica
con procedimientos que fijen
responsables y garanticen
confidencialidad y privacidad

* Dispensable por un comité de ética independiente en investigacion sin riesgo con resultados del tamizaje

Figura 1. Propuesta de deberes en la préctica de la tamizaciéon neonatal en Colombia

En cuanto a la entrega de resultados de la tamizacion, se dio prioridad a la

accidon moralmente obligatoria de beneficencia al revelar todos los resultados
para honrar el derecho a la vida y la salud de un individuo vulnerable
comparada con la no maleficencia, que pretende evitar la discriminacion
comunicando solo los resultados anormales. Asi, en un contexto de
incertidumbre principalmente visibilizado por los funcionarios con mayor
experiencia en tamizacion neonatal o en aspectos bioéticos, la deliberacion
evidencio que se confia en los padres como garantes del mejor interés para
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el menor (33) a pesar de su dificultad para mantener la confidencialidad en
ambientes como el familiar, escolar o social (34). El ocultar informacidn iria
en contra del seguimiento cercano, cuyo fin es el neonato en si mismo, es
decir, en contra de su dignidad. Al respecto, es pertinente recordar que, en lo
relacionado con la informacion, el derecho de referencia establece que no se
pueden consentir practicas contrarias a la dignidad (35).

Con este panorama, para el manejo adecuado de la informacion es
fundamental un correcto asesoramiento que disminuya el riesgo de dafos
derivados del estigma o la discriminacion. Debe contemplarse la posibilidad
de restringir el acceso a los datos de la tamizacién neonatal; en este sentido,
en algunos paises se ha establecido el requisito de contar con profesionales
especializados en genética médica para esta actividad (6). Por lo tanto,
es recomendable adoptar medidas para preservar la confidencialidad
de la historia clinica, blindandola con altos estdndares de seguridad y
procedimientos que estipulen los privilegios de cada usuario en atencion a
su caracter de documento privado y sometido a reserva (36). Por otra parte,
la probabilidad de provocar dafios debidos al estigma o la discriminacion
es aun menor si los programas de salud publica de crecimiento y desarrollo
se articulan con la medicina personalizada que reconoce la diversidad
humana como un valor. Un enfoque de salud publica es fundamental ante la
posibilidad de medicalizacion de poblaciones sanas debido a la rotulacién de
gran parte de los individuos como genéticamente en riesgo (34).

En cuanto al seguimiento en salud publica, no se discute su importancia
en los casos que han sido positivos en la tamizacion, pero hacerlo sin ocultar
la identidad de los implicados pone en riesgo la confidencialidad de la
informacion. En el Reino Unido, con excepcién de la enfermedad de células
falciformes y la talasemia (23), se reportan los resultados del diagnédstico
de manera individual y anénima al organismo que coordina el programa de
tamizacion, y en los laboratorios se conserva la informacidn y se capturan
los datos de seguimiento y sus resultados (7). En esta misma linea, los
funcionarios con mayor tiempo de experiencia en aspectos éticos participantes
en el presente estudio, recomendaron reflexionar en torno al uso de cddigos
en el seguimiento, de manera que quienes no tienen responsabilidades
en el proceso, pero pueden tener acceso a los resultados en razén de sus
funciones, no puedan identificar al individuo del cual provienen.

En cuanto al manejo de muestras residuales, es indiscutible el beneficio
social derivado de resolver preocupaciones publicas, especialmente en el ambito
de agentes infecciosos, exposiciones ambientales, genética de poblaciones,
exposiciones farmacoldgicas, defectos congénitos y discapacidad, asi como en la
introduccion de nuevas pruebas (31). En el contexto colombiano de salud publica,
se considerd necesario el consentimiento informado para el almacenamiento
de las muestras y su utilizacién en la investigacion, como sucede en otras
poblaciones (37) y segun lo estipulado por el derecho de referencia, aunque
en dichas normas se otorgan facultades en el campo del derecho interno para
reglamentar su utilizacion, especialmente por motivos de interés publico (38). En
este sentido, la alternativa éticamente aceptable es el disentimiento informado,
el cual requiere que los padres hayan sido informados de manera comprensible
y tengan la opcidn de rechazar la propuesta mediante un proceso que no
sea dispendioso. Ademas, las muestras deben mantenerse anénimas, pero
etiquetadas con codigos que permitan identificar al individuo del que provienen
para comunicar hallazgos clinicamente valiosos cuando sea necesario (31).
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Al igual que con las muestras residuales, la utilizacion de los resultados
de la tamizacion neonatal con fines de investigacion debe basarse en la
obligacion de no hacer dafo injustificado, es decir, en el principio de no
maleficencia (21), por lo que se justifica el requisito del consentimiento
informado. Sin embargo, la dificultad para obtener la autorizacién de los
padres lleva a plantearse cuan practica puede ser esta recomendacion
habiendo la opcién del disentimiento informado previo cumplimiento de los
mismos requisitos establecidos para el uso de muestras, o de lo estipulado
en la normatividad en cuanto a prescindir del consentimiento cuando se trata
de estudios que utilizan los datos consignados en las historias clinicas pero
no implican riesgo a juicio de un comité de ética de la investigacion (39).

La restriccion para el uso de los resultados de la tamizacién neonatal seria
menor que para el uso de muestras, ya que estas podrian permitir hallazgos
gue van mas alla del ambito de la tamizacion.

Por ultimo, en el caso de la realizacion de pruebas sin beneficio directo
para el neonato, la propuesta es admitirla en el marco de proyectos de
investigacion. Esto implica que el proyecto, incluido el consentimiento
informado, debe ser aprobado por un comité de ética de investigaciones.

Por otra parte, cuando la revelacion de los resultados no repercute en el
bienestar del neonato, es discutible el planteamiento de que los padres tienen
el derecho a conocer la totalidad de los resultados en el marco del derecho
fundamental a la intimidad por el cual tipicamente opta la norma (40). En

este contexto, un plan de entrega de la informacién revisado por un comité de
ética de la investigacién y debidamente consentido por los padres respetaria
tanto su derecho a la informacidn como el derecho a la intimidad del neonato.

Se pudo apreciar que el enfoque deliberativo permite proponer soluciones
a controversias internacionales que han persistido, y cuyas implicaciones han
justificado el pronunciamiento de la ley sobre lo que puede o no hacerse. En
el contexto de la revelacion de informacion, se cuestiona, no solo la entrega
de todos los resultados, sino, incluso, el seguimiento tradicional que no oculta
la identidad de los sujetos en aras de la eficacia. Se trata, en este caso, de
la intimidad de la persona, su ADN e, incluso, de sus posibilidades de tener
descendencia, por lo que esta en juego el respeto de los derechos humanos
(41). La necesidad del consentimiento informado se sustenta en el hecho de
que los riesgos de la tamizacion neonatal no son triviales, pero se considera
valido el principio legal de que incluso las intervenciones de alto riesgo
pueden justificarse si se cuenta con autorizacion del sujeto. Otros dafos que
podrian derivarse de revelar informacion confidencial incluyen la disminucion
de las oportunidades de empleo, de aseguramiento y de procreacion,
asi como la presencia de ansiedad prolongada (24). En otro sentido, hay
detractores del uso del consentimiento que argumentan el alto riesgo que
implica para la salud y la vida del neonato el rechazo de la tamizacion
neonatal por parte de los padres cuando se trata de anomalias para las
cuales hay tratamientos con un claro beneficio (30).

En sintesis, entre los profesionales relacionados de manera estratégica con
la implementacion local de la tamizacidén neonatal, y con larga vinculacién a la
investigacion o los programas de salud publica, no hubo controversia en cuanto
a que el Estado debe garantizarla cuando hay claros beneficios para el neonato
y que, mas alla de los costos, es necesario evaluar el equilibro entre riesgos y
beneficios independientemente de los intereses de los grupos de presion.
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Por otra parte, a pesar del conflicto entre los principios éticos de no
maleficencia y beneficencia, hubo acuerdo sobre la necesidad de revelar
toda la informacion de la tamizacion neonatal mediante estrategias basadas
en la deliberacion, con el fin de rescatar los valores involucrados teniendo
como referente la dignidad del recién nacido. También, hubo acuerdo en la
necesidad del consentimiento para el uso de los resultados y las muestras
residuales en la investigacion, pero planteando alternativas de aplicacion que
concilien el respeto por los principios éticos y su utilidad practica.

Po otro lado, a pesar de la falta de acuerdo sobre el tipo de informacién
que debe revelarse y la necesidad de autorizacién de los padres para
realizar la tamizacién neonatal de reconocido beneficio para el neonato, y
dada la debida consideracion al seguimiento en salud publica, se plantearon
estrategias que rescatan la adecuada apropiacion de la doctrina del
consentimiento informado y la confidencialidad, todo ello en el marco de
la reflexion sobre la implementacién de la tamizacién neonatal en nuestro
medio, respetando integralmente los aspectos éticos involucrados.
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