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Editorial
El reto de ganar credibilidad para poder innovar desde la provincia

¢ Qué sostiene el desarrollo econdmico en un mundo fisico
caracterizado por la disminucion de los recursos y la escasez?
La respuesta: la manera en que las sociedades tratan los avances tecnoldgicos.

Paul M. Romer

Colombia es un pais que invierte muy poco en investigacion, menos del
0,3 % del producto interno bruto (PIB) por lo que esta condenado a seguir en
su dependencia tecnolégica y al subdesarrollo.

Iniciativas esporadicas, temporales y focalizadas han tratado de cambiar
este panorama y lograr, al menos, que alguna ciudad o regién sirva de
ejemplo y muestre que si es posible investigar, innovar, transformarse y ser
competitivos, independientemente de las aberrantes politicas nacionales
donde la ciencia, la tecnologia y la innovacién son las cenicientas en las
prioridades del Estado.

Ya hace mas de 20 afios que la llamada Primera Comision de Sabios, luego
de un trabajo juicioso, traz6 un rumbo para que Colombia, por fin, fuera un pais
innovador y pidié que en pocos anos la inversién en Ciencia y Tecnologia fuera
del orden del 3 % del PIB. Sin embargo, como se dijo, en el afio 2023 esta
inversién no llega al 0,3 % con tendencia a disminuir en los proximos afnos.

En la primera década del presente siglo, Medellin creé un ecosistema de
ciencia, tecnologia e innovacion, en parte como respuesta ciudadana a la
época vergonzosa del narcotrafico y del sicariato, que llevé a esta ciudad a
ser considerada como la mas peligrosa del mundo.

Gracias al llamado de la Academia, en el 2003 se cred el Comité Universidad
Empresa Estado y se tendieron puentes entre la universidad publica y la
universidad privada; la universidad y la empresa; y la universidad, la empresa
y el Estado en un trabajo armonico con las alcaldias y las gobernaciones qué
duro 17 afos, al menos en lo que se refiere a la participacion de la Alcaldia de
Medellin. Uno de los hitos importantes en esta alianza fue la creaciéon de Ruta N
en el afio 2009: el Centro de Innovacién y Negocios de Medellin, cuyo propésito
es “contribuir al mejoramiento de la calidad de vida de los habitantes de la
ciudad, a través de la ciencia, la tecnologia y la innovacion”.

En este ambiente de innovacién se inscribe la puesta en marcha de una
medida novedosa para combatir la principal enfermedad transmitida por
vectores del valle de Aburrd que es el dengue, medida que implicaba la
liberacion de millones de zancudos portadores de una bacteria cuyo nombre
practicamente nadie conocia: Wolbachia spp.

Fue gracias a la invitacion y al acompafamiento del World Mosquito
Program que la Universidad de Antioquia, por medio del PECET y con el apoyo



del Comité Universidad Empresa Estado y de la Ruta N, llev6 a cabo este reto.
Porque fue un reto conseguir la aprobacién de las autoridades, de los comités
de ética y de la sociedad en general, para liberar millones de Aedes aegypti
infectados con la bacteria Wolbachia spp. en los territorios de las ciudades de
Bello, Medellin e ltagtii, donde viven cerca de 3,5 millones de personas.

Para ello, inicialmente en el 2015 se llevé a cabo una prueba piloto en
el barrio Paris de Bello, la cual demostré la aceptacion voluntaria de la
comunidad para la liberacién de los mosquitos con Wolbachia spp. y el
establecimiento de la bacteria entre los mosquitos locales, que ocho afios
mas tarde persiste en niveles cercanos al 100 %.

Dadas las epidemias sucesivas de chikungunya (2014), zika (2015) y
dengue (2016), todas transmitidas por A. aegypti, en América, se atendié el
llamado de la OPS/OMS de evaluar, con ensayos controlados, la eficacia del
control biolégico con Wolbachia spp.

¢En qué consiste el control biolégico con Wolbachia spp.?

Investigadores australianos encontraron que una bacteria exclusiva
de insectos llamada Wolbachia spp. impide que los virus se reproduzcan
en el mosquito. Lo interesante de Wolbachia spp. es que es una bacteria
intracelular obligatoria, no vive por fuera de las células, no infecta otros seres
diferentes y esta ampliamente distribuida en los insectos del mundo.

Los australianos lograron transferir Wolbachia spp. de la mosca de
las frutas al A. aegypti. La bacteria Wolbachia spp. solo se transmite por
los huevos del mosquito e impide la transmisién, no solo del dengue sino
también del virus del zika, del chikungunya, de la fiebre amarilla y de otros
virus. Para controlar estas enfermedades se cre6 el World Mosquito Program.

Con el fin de lograr la aceptacion comunitaria, el World Mosquito Program
desarrollé el modelo de aceptacion publica, una metodologia transparente,
ética y responsiva, para que la comunidad conozca los fundamentos del
programa, participe del mismo, tenga rapidamente respuesta a todas
sus inquietudes y decida voluntariamente sobre la liberaciéon o no de los
mosquitos con Wolbachia spp. en su barrio y ciudad.

El expandir las liberaciones a tres ciudades que suman mas de 130 km?,
implicé crear un insectario moderno que permitiera la produccién de millones
de mosquitos por semana. Insectario que, actualmente, prepara material para
otros paises de América.

La metodologia implicé dividir las ciudades en cuadrados de 50 x 50 m y cada
uno de estos fue un punto de liberacion semanal de alrededor de 120 mosquitos,
durante 20 semanas. Un trabajo arduo, coordinado y multidisciplinario.

Para evaluar la eficacia de Wolbachia spp. en la disminucién de los
casos de dengue, se inscribié el ensayo en el portal Clinical Trials, se
publicé en una revista indexada y se incluyeron en el disefio del estudio, las
series interrumpidas de tiempo: el comportamiento del dengue, el zika y el
chikungunya, antes de las liberaciones y después ellas, de acuerdo con los
registros de las secretarias de salud y del Instituto Nacional de Salud.

Ademas, se llevd a cabo un estudio de casos y controles (nivel de
evidencia |) para lo cual se seleccionaron cuatro comunas de Medellin,
hiperendémicas para dengue, con 500.000 habitantes, aproximadamente.
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En la mitad del territorio se liberaron mosquitos con Wolbachia spp. y la otra
mitad sirvié de control.

Gracias al sistema de aseguramiento de salud que tiene la poblacion
colombiana, fue facil establecer las clinicas y hospitales donde consultan las
personas residentes en estas cuatro comunas de Medellin y se solicito la
colaboracion de 11 de ella. A las muestras de casos sospechosos se les hizo
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, para la amplificacién
de los virus de dengue, zika y chikungunya; presencia del gen NS1 para dengue
y busqueda de anticuerpos IgG e IgM. Posteriormente, los casos positivos se
fueron ubicando en el mapa de acuerdo con su direccién de residencia.

Los resultados han sido extraordinarios. Las series de tiempo muestran
disminucién del 90 % de la incidencia de dengue en las tres ciudades, siendo
la menor (89 %) en Medellin, donde por una decisién de la Secretaria de
Salud, se fumigaron zonas donde se estaban liberando los mosquitos con
Wolbachia spp. con el argumento de que, si habia muchos Aedes, habia
riesgo de brote, jasi no hubiera casos humanos!

Sin embargo, y a pesar de esto, desde el 2020, luego de haber terminado
la liberacion de los mosquitos con Wolbachia spp., Medellin ha presentado
la menor tasa de incidencia y del numero total de casos de los ultimos 20
anos. La Ultima epidemia fue en 2016 con cerca de 17.000 casos y, desde el
afno pasado, Medellin deberia estar en época de brote, pero en los primeros
cuatro meses del 2023 el nimero de casos es menor a un centenar.

El estudio de casos y controles mostré que la incidencia de dengue fue un
70 a 73 % menor entre los participantes residentes en las areas con mayor
establecimiento de mosquitos con Wolbachia spp., en comparacién con los
participantes de los niveles més bajos de exposicién.

Estos contundentes resultados estan en poder de las autoridades de
salud. Sin embargo, a pesar del incremento del dengue en el pais, de no
contar con otra herramienta efectiva, segura y sostenible, y de tener la
capacidad instalada para expandir el control biologico a otras ciudades,
desde la provincia se sigue a la espera de las decisiones politicas que se
tomen en la capital para incluir el control biolégico en el programa nacional
de control del dengue. Sin fundamento hay reticencia a innovar!

Debemos entender, como dijo Amparo Moraleda de IBM, que “La
innovacioén es un desafio y no un drama, una oportunidad y no una amenaza”.

Ivan Dario Vélez, M.D., M.Sc., Ph.D.

Fundador del Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales -PECET, Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia, e investigador principal del World Mosquito Program en el
valle de Aburra, Antioquia, Colombia
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Case presentation

Bone involvement in non-congenital syphilis

Daniela Trujillo’, Carlos Andrés Agudelo', Andrés Chavarriaga'?, Pablo Villa'?,
Alejandro Vélez'#, Ricardo Cardona?, Alicia Hidrén'?

"Programa de Enfermedades Infecciosas, Escuela de Ciencias de la Salud, Universidad
Pontificia Bolivariana, Medellin, Colombia

2Seccién de Reumatologia, Clinica CES, Medellin, Colombia

3Seccién de Enfermedades Infecciosas, Hospital Pablo Tob6n Uribe, Medellin, Colombia

4Seccion de Patologia, Hospital Pablo Tobén Uribe, Medellin, Colombia

We documented two stages of bone involvement due to syphilis in two adult patients
infected with human immunodeficiency virus. Bony lesions of secondary versus tertiary
syphilis cannot be differentiated on clinical or radiologic grounds alone. Given the rarity of
this clinical presentation, there is no consensus on treatment duration and related outcomes.

Keywords: Syphilis; bone and bones; bone neoplasms; neurosyphilis; HIV.
Compromiso 6seo por sifilis no congénita

Se describen dos etapas de compromiso 6seo por sifilis en dos pacientes adultos
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana. Las lesiones éseas de la sifilis
secundaria y de la sifilis terciaria no se pueden diferenciar Unicamente por caracteristicas
clinicas o radioldgicas. Dada la rareza de esta presentacion clinica, no hay consenso sobre
la duracién del tratamiento y los resultados relacionados.

Palabras clave: sifilis; huesos; neoplasias 6seas; neurosifilis; VIH.

The introduction of penicillin changed the natural history of syphilis:
The wide array of clinical manifestations reported in the pre-antibiotic era
was limited to a few case reports thereafter. However, there has been a
resurgence of previously uncommon clinical presentations owing to the HIV
epidemic. Here, we compare the type of bone involvement in secondary and
tertiary syphilis in two HIV-infected patients.

Case 1

A 27-year-old HIV-infected male on antiretroviral treatment (ARV) with a
CD4 count of 297 cells/mm?® and an undetectable viral load (<20 copies/ml)
presented to the emergency unit with a three-week history of progressive
frontal headache without any response to analgesics. He was diagnosed with
secondary syphilis three months before and underwent incomplete treatment
due to a severe anaphylactic reaction to penicillin.

On the physical exam, a 3 x 3 cm non-painful nodular lesion on his forehead
and erythematous macules in his palms were observed. The Rapid Plasma
Regain test (RPR) (1:32 dilutions) and the confirmatory test (Fluorescent
Treponemal Antibody Absorption - FTA-ABS) were positive. Cerebrospinal fluid
(CSF) studies revealed a glucose of 45 mg/dl, 20 white blood cells/ml, 61 mg/
dl of protein and a positive VDRL (1:8 dilutions). Computed tomography (CT) of
the head revealed a lytic lesion in the left frontal bone (figure 1A).

The bone lesion biopsy revealed a chronic granulomatous process with
no necrosis or perivascular lymphoplasmocytic infiltrate. Warthin Starry stain
was negative, but immunohistochemical staining was positive for spirochetes
(figure 1B). The lesion was cataloged as syphilitic gumma based on the
chronic granulomatous infiltrate and the presence of spirochetes (figure 1C).

After completing the desensitization protocol, the patient started treatment
with 4 x 108 units of intravenous penicillin every four hours. The patient
completed a 14-day course and at the 6-month follow-up, resolution of the
headache and all lesions was documented.
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Case 1 Case 2

Figure 1. Left column: Case 1 - Tertiary syphilis. (A) Three-dimensional
reconstruction of the skull computed tomography showing the bone lesion in
the frontal bone. (B) Syphilitic gumma with chronic granulomatous infiltrate,
hematoxylin eosin, 10X. (C) Immunochemistry of the lytic bone lesion
showing spirochetes in the tissue.

Right column: Case 2 - Secondary syphilis. (D) PET scan revealing lytic
lesions with increased metabolism on the frontal and temporal bones. (E)
Lymphoplasmocytic infiltrate in the bone biopsy, hematoxylin eosin, 100X. (F)
Warthin-Starry stain revealing the presence of numerous spirochetes, 100X

Case 2

A healthy 40-year-old male presented to the emergency unit with a 20-
day history of pain in the right side of his rib cage, more intense at night, and
weight loss.

In the physical exam, a painful nodular lesion on the right sixth rib was
detected. A chest computed tomography (CT) showed a lytic lesion on the
sixth rib. A bone scan and positron emission tomography (PET) revealed
additional lytic lesions with increased metabolism on the frontal and temporal
bones (figure 1D). A bone biopsy was performed.

During his hospital stay, the patient reported a new-onset headache,
pain in the nodular lesion in his forehead, and a diffuse erythematous
maculopapular rash on his palms and soles.

The bone biopsy showed a lymphoplasmocytic infiltrate without necrosis
or granuloma formation (figure 1E). The Warthin Starry stain revealed the
presence of numerous spirochetes (figure 1F). With this result, treponemal
and non-treponemal tests were ordered, both with positive results (Venereal
Disease Research Laboratory - VDRL 1:128 dilutions). Cerebrospinal fluid
(CSF) studies revealed glucose levels of 57 mg/dl, 19 WBC/ml, and 36 mg/dL
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of protein; the CSF VDRL was negative. The ophthalmologic evaluation found
vitritis and optic neuritis in the left eye. The HIV test was positive with a viral
load of 74,534 copies/mL, and the CD4 count was 476 cells/ml.

The patient’s diagnosis was secondary syphilis with cutaneous
involvement and neurosyphilis with ocular involvement. The patient started
treatment with 4 x 108 units of intravenous penicillin every four hours for 14
days and ARV. Three months later, the lesions were no longer painful or
clinically appreciable, the headache had resolved, and the ocular lesions had
disappeared. Serum VDRL was positive but only at a 1:2 dilution and CSF
parameters were all normalized.

In a literature review from 1946 to 2022, we found 39 published cases of
bone involvement in non-congenital syphilis (table 1). Most of these cases
were reported as secondary syphilis (34 cases, 87%), only four cases were
tertiary syphilis, and one was considered as late latent syphilis. The mean
age at presentation was 34 years (20-60 years) and only 13% of patients
were women; 30% (10) of cases were reported in HIV-infected patients with
an average CD4 count of 367 cell/mm? (130689 cell/mm?3). The most frequent
radiographic finding was lytic lesions, mainly in the frontal and parietal bones
(18 cases, 47%), followed by the tibia (45.9%).

Twenty patients presented headache (51%), bone pain (48%) and
maculopapular rash (17 patients, 43%). Among the five patients with
tertiary or late latent syphilis, bone pain was the most frequent symptom
(4/5 patients). Of the 39 patients, 35 (89%) were treated with intravenous
penicillin, 17 (43%) with intramuscular procaine penicillin, and 14 (35%) with
benzathine penicillin. The mean treatment duration was 24.6 days (10-150
days). No treatment failures were reported.

According to Resolution 8430 of 1993 of the Colombian Ministerio de Salud,
the present report implied no risk: it used retrospective documentary research
methods and information from medical records. The patients gave their
informed consent, and it had the approval of the institutional ethics committee.
There was no intervention or intentional modification of the patients’ biological,
physiological, psychological, or social variables, and their dignity, well-being,
and confidentiality were respected. Our research follows the bioethical
principles of beneficence, non-maleficence, respect, autonomy, and justice.

Discussion

The differential diagnosis of bone lesions in adult HIV-infected patients
varies according to the age of the patient, the number, and the characteristics
of the lesions. Non-infectious etiologies for patients under the age of 40
include primary bone tumors such as enchondromas, giant cell tumors,
osteoblastoma, and osteosarcoma, among others; in those older than 40,
non-infectious etiologies include hyperparathyroidism, enchondromatosis,
Langerhans cell histiocytosis, multiple myeloma, and metastatic lesions.

In contrast, infectious etiologies vary according to the severity of
immunosuppression. In patients with CD4 counts of less than 200 cells/
mm , infectious etiologies such as bacillary angiomatosis and disseminated
Mycobacterium haemophilum infection could be considered. Tuberculosis,
syphilis, and lesions due to bacterial osteomyelitis can appear independently
of the patient's CD4 count (1,2).
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Table 1. Published cases of bone involvement in non-congenital syphilis and the two cases presented here

Authors Age  HIV Radiographic Localization of . Stage of Length of
Do - Symptoms and signs " Treatment Response
(Year) sex status  examination lesions syphilis treatment
Lefkovits AM, 22/M No Nodular lesion and Skull Headache, alopecia, Secondary Procaine Twoanda  Decreased in size
et al. (1946) erosion of the outer generalized penicillin G half weeks  at three months
layer lymphadeno-pathy
Kellock 1A, et 47/M No Mixed lytic and Skaull, tibia, Bone pain, weight Secondary Benzathine Ten days Improvement of
al. (1956) sclerotic lesion humerus, femur, loss, headache penicillin G images at five
elbow months
Bauer MF, et 26/W No Osteolytic lesion in  Frontal bone Headache, maculo- Secondary Procaine Ten days Partial resolution at
al. (1967) frontal bone papular rash penicillin G three months
Parker JDJ. 35/M No Periosteal reaction Tibias Leg pain with Secondary Cephalori-dine Two weeks Almost complete
(1972) paraesthesia of the resolution of images
ankles at 11 months
Tigh RR, et 20/M No Multiple areas of  Skull, sternum, Headache, myalgia, = Secondary Benzathine Ten days Loss at follow-up
al. (1976) increased uptakea and clavicle maculo-papular rash, penicillin G
cervical lymphadeno-
pathy
Longstreth P, 30/M No Bone resorption of Clavicle Headache, shoulder ~ Secondary Benzathine Three weeks Recalcification at
et al. (1976) the distal clavicle pain, alopecia, spleno- penicillin G one month
megaly
Erlich R, et  25/M No Multiple lytic lesions Tibia, fibula, ulna, Headache, myalgia, = Secondary Benzathine Twoanda Imaging resolution
al. (1976) radius ankle pain, maculo- penicillin G half weeks  at three months
papular rash
Dismukes 32/M No Multiple osteolytic  Clavicle, frontal ~ Headache, fever, Secondary Procaine Ten days Asymptomatic
WE, et al. lesions and parietal bone weight loss, penicillin G
(1976) generalized lympha-
denopathy, maculo-
papular rash
Shore RN, et 37/M No Multiple lytic lesions Tibia, fibula, Pain in leg, ankles and Secondary Procaine Ten days -
al. (1977) radius, and ulna  arms, maculo-papular penicillin G
bilaterally rash
Graudal C, et 42/M No Osteitis changes®  Tibia Left leg pain, fever, Secondary Benzathine Ten days Imaging resolution
al. (1981) sore throat, weight lost penicillin G after treatment
Petersen LR, 48/M No Diffuseincreased Ribs, long bones, Leg and back pain, Secondary Parenteral Ten days Asymptomatic at
etal. (1983) activity? and spine headache, papular penicillin G two months
rash
Hansen K, et 31/M No Multiple areas of Parietal, occipital, Headache, fever Secondary Benzathine Five months 50% reduction
al. (1984) increased uptake® maxillary, penicillin G in activity at nine
mandibular, ribs, months
humerus, femur
Veerapen K, 35/W No Increased uptake? Frontal bone and Neck and leg pain Secondary Procaine Ten days No changes in
et al. (1985) tibia penicillin G the images at six
months
Meier JL, et 37/M No Increased activity? Tibias Fever, leg pain, Early Penicillin Ten days Asymptomatic at
al. (1986) headache syphilis one year
Rodriguez S, 39/M No Dense bony T10,L1 and L5  Weight loss Tertiary Procaine One month  Asymptomatic at
et al. (1988) sclerosis vertebral bodies penicillin G three months
Ollé-Goig JE, 32/W No Multiple diffuse Tibias, fibulas Leg pain, weight loss, Secondary Procaine Ten days Asymptomatic at six
et al. (1988) intracortical headache penicillin G months
destructive lesions
21/M No Osteolytic lesién Frontal and Asthenia, headache, Secondary Benzathine Ten days Asymptomatic at
parietal bone generalized lympha- penicillin G two months
denopathy, maculo-
papular rash
Middleton S, 31/M No Increased uptake® Tibias, ulnas, and Leg and forearm pain Secondary Benetha- mine Ten days Imaging resolution
et al. (1990) frontal bone penicillin at four months
Kastner RJ, 25/M No Increased uptake? Ulna, skull, and = Maculo-papular rash, Secondary Procaine Two weeks Markedly
etal. (1994) radius generalized lympha- penicillin G diminished uptake
denopathy at 30 days
Chung KY, et 29/W No Round osteolytic Frontal, temporal, Headache, maculo-  Secondary Benzathine Three weeks
al. (1994) lesions and parietal papular rash penicillin G
bones
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Rademacher 27/W
SE, et al.

(1996)

34/M
Gurland 1A,  20/M
etal. (2001)
Coyne K, et 36/M
al. (2006)
Huang |, et  40/M
al. (2007)
Kandelaki G, 20/M
et al. (2007)
Denes E. 37/M
(2009)
Naraghi AM, 64/M
etal (2010)
Samarkos M, 25/M
etal. (2011)
Liu Z-Y, et al. 62/M
(2011)
Egan KM, et 41/M
al. (2012)
Boix V, etal. 40/M
(2013)
Alraddadi B, 32/M
etal (2013)
Park KH, et  41/M
al. (2014)

Bezaley S, et 20/M
al. (2014)

Manriquez J, 50/M
etal. (2014)

Bai Y, etal. 44/M
(2017)
Kamegai K, 30/M

et al. (2022)

Jankowska L, 20/W
et al. (2022)

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No

Yes

No

No

No

No

Yes

Periosteal elevation Tibias, calcaneus Headache, fever,

with periostitis

Cortical thickening?

Tibias

Multiple lytic lesions Skull

Periostitis

Multiple lytic
lesions, “worm
eaten” appearance

Destructive lesion

Increased uptake?

Hetero-geneous
activity?
Increased uptake?

Focal osteolytic
lesions and onion-
like periosteal
reaction
Increased
enhancement?

Osteolytic lesions
and increased
uptake?

Osteolytic lesion

Bone destruction
and extra-skeletal
soft tissue
formation

Multiple osteolytic
and sclerotic
lesions with
periosteal reaction

Increased uptake?

Osteolytic lesion
and new bone
formation

Osteolytic lesion

Osteolytic lesion

Humerus, femur,
tibia, fibula, and
skull

Frontal and
parietal bone

Sternal bone
Tibia, radius, and
skull

Tibias, fibula,

femur, skull, orbit
Skull, ribs

Tibia and fibula

Skull

Skull, humerus,
and ulna

Skull

Multiple ribs and
L5 vertebra

Tibia, 11th rib,
parietal bone,
acromioclavicular
joint, and
sacroiliac joint
Tibia

Bodies of L4 and

L5 vertebras

Sternum and ribs

Clavicule

ulcerative rash, and
shin and heel pain

Fever, chills, night
sweats, weight loss,
painful skin lesions

Painful nodules

Headache, fever,
and sweats, maculo-
papular rash
Headache

Painful lump on chest
and maculo-papular
rash

Leg pain, loss of
appetite and weight,
skin ulcerations

Leg pain

Headache, maculo-
papular rash

Leg pain

Headache and papular
rash

Fever, headache,
weight loss,
generalized lympha-
denopathy

Headache

Weight loss, maculo-
papular rash,

and generalized
lymphadenopathy

Weight loss, leg,
shoulder and rib pain,
headache, maculo-
papular rash

Leg pain, maculo-
papular rash,
generalized lympha-
denopathy

Low back pain,
numbness below the
knees, and inability
to walk

Chest pain

Skin lesions, uveitis,
bone pain

Secondary

Secondary

Secondary

Secondary

Secondary

Secondary

Early
syphilis
Secondary

Late latent
syphilis

Secondary

Secondary

Secondary

Secondary

Secondary

Secondary

Tertiary

Tertiary

Tertiary

Intrave-nous
penicillin G

Intrave-nous
penicillin G then
benzathine
penicillin
Procaine
penicillin G
Benzathine
penicillin G

Penicillin

Procaine
penicillin G

Benzathine
penicillin G

Benzhatine
penicillin G
Intrave-nous
penicillin G
Penicillin G

Procaine
penicillin G
Doxycy-cline
and azithromy-
cin

Intrave-nous
penicillin G
Benzathine
penicillin

Penicillin

Benzathine
penicillin G

Benzathine
penicillin G

Ceftriax-one

Penicillin

Two weeks

One month

Three weeks

Two weeks

One and a

half months

Two weeks

Six weeks

Three weeks

One and a
half months

Two weeks

Four months

Two weeks

Three weeks

Three weeks

Three weeks

13 weeks

14 weeks

Sifilis 6sea

Lost at follow-up

Asymptomatic at
nine months

Imaging resolution
at three months

Asymptomatic
resolution at 1.5
months

Imaging resolution
at six weeks

Asymptomatic at
two months

Imaging resolution
at three years

Imaging resolution
at three months

Imaging resolution
at 1.5 months

Asymptomatic at
three months
Imaging resolution
at four months

Asymptomatic at
two weeks
Decreased uptake
at six months

Asymptomatic at
one month

Imaging resolution
at 12 months

Magnetic
resonance imaging
(MRI) showed
abnormal signals

Reduced tumor was
observed

2 Bone scintigraphy
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Since the advent of highly active antiretroviral therapy, cases of syphilis
have been increasing due to changes in sexual behavior (3). This growing
incidence, coupled with more aggressive and atypical presentations in HIV-
infected patients, explains why more exotic forms of the disease are being
reported again (4,5).

Although syphilitic spirochetes have a significant affinity for bone (6),
bone involvement is an infrequent clinical manifestation representing only
up to 8.7% of the lesions, actively looked for with X-rays in patients with
secondary syphilis (7). Treponemes can cause bone involvement during all
disease stages. During spirochetemia, treponemes can disseminate through
Haversian canals in the bone marrow until they reach the periosteum and
produce periostitis. This initial lesion can progress and produce a lytic or
blastic one. Depending on the degree of cortical destruction, these changes
will manifest according to time as osteitis, osteomyelitis, or gumma (8).

The most affected bones are the long bones, the cranium, and the ribs;
within the cranium, the frontal and parietal bones are most involved (9).
Characteristically, lesions are painful and often represent the only clinical sign
(10). A maculopapular rash may be seen concomitantly in 60% of patients
during secondary syphilis. However, during tertiary syphilis, associated
clinical findings are rare (11).

Differentiating bony lesions of secondary versus tertiary syphilis is not
possible on clinical or radiologic grounds alone. The presence of cutaneous
lesions does not help to differentiate the stage of bony lesions, as these can
recur in patients with tertiary syphilis, as happened in the first case reported
herein. Only histologic findings can help clarify the stage of the lesion.
Chronic granulomatous inflammation with or without necrosis characterizes
gummatous lesions, whereas lesions in secondary syphilis classically display
perivascular lymphoplasmocytic infiltrate. Spirochetes are only visualized
in 36% of bone lesions during secondary syphilis and are seen even less
frequently during tertiary syphilis (11). The two cases we present here
displayed typical histologic findings for the respective stage of the disease,
and the presence of spirochetes in bone tissue was confirmed in both.

Although it is not clear whether bone lesions should be treated as another
bacterial osteomyelitis or according to the stage of syphilis, all reported cases
were treated with penicillin for two or more weeks as authors expressed
concerns about beta-lactam penetration to bone (11). The treatment for
early disease stages of syphilis is 2,4 x 10° units of benzathine penicillin,
but there are no clinical studies to guide the treatment for bone compromise
during these early stages (12). Although follow-up time and type (clinical or
radiological) vary according to the case, no treatment failures were reported
(11). In contrast, the guide for treating syphilitic gumma as any other tertiary
syphilis manifestation is clear: 2,4 x 108 units of benzathine penicillin weekly
for three weeks. Given the lack of data regarding bone lesion-specific
treatment and response, it is important to determine the type of bone
compromise regardless of the symptoms to rule out neurosyphilis in tertiary
syphilis (12).

Here we presented the cases of two HIV-infected patients with different
stages of bone involvement in syphilis. Although the clinical presentation of
both cases was typical, syphilis-related with bone involvement was not initially
suspected since clinicians are not used to with this type of compromise. As
secondary versus tertiary syphilis bone lesions cannot be differentiated based
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on clinical or radiologic findings alone, clinicians should consider syphilis in
the differential diagnosis of blastic or lytic bone lesions, especially in HIV-
infected patients.
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Presentacion de caso

Colestasis intrahepatica por Treponema pallidum
en paciente inmunocompetente
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La hepatitis por Treponema pallidum es una entidad poco frecuente y su diagnéstico
representa un reto clinico. Treponema pallidum debe considerarse como etiologia
presuntiva en todo paciente con enfermedad hepatica aguda, en el cual se hayan
descartado otras causas mas frecuentes.

Se presenta el caso de un paciente joven, inmunocompetente, quien presenté elevacion
de los valores de las pruebas hepaticas con patrén colestasico y lesiones maculopapulares
en palmas y plantas. Dado su cuadro clinico, las pruebas diagnésticas y la respuesta a la
terapia antimicrobiana instaurada, se estableci6 el diagnostico de colestasis por una sifilis
secundario sifilitiao. Es importante incluir la sifilis secundaria entre las posibles causas de
enfermedad hepética aguda.

Palabras clave: Treponema pallidum; sifilis; colestasis; terapéutica
Intrahepatic cholestasis due to Treponema pallidum in an immunocompetent patient

Hepatitis due to Treponema pallidum is a rare entity and its diagnosis represents a clinical
challenge. Treponema pallidum should be considered as a presumptive etiology in all
patients with acute liver disease, when other frequent causes have been ruled out.

We present the case of a young, immunocompetent patient with elevated values in his
liver tests, a cholestatic pattern, and maculopapular lesions on his palms and soles. Given
his clinical picture, diagnostic tests, and response to the antimicrobial therapy, a diagnosis
of cholestasis due to secondary syphilis has been established. It is important to include
secondary syphilis within the possible causes of acute liver disease.

Key words: Treponema pallidum; syphilis; cholestasis; therapeutics

La sifilis es una enfermedad de transmision sexual, causada por
Treponema pallidum, la cual fue reconocida por primera vez en Europa
durante el siglo XV (1). En la actualidad, los factores de riesgo para adquirir
la enfermedad son la actividad sexual sin proteccion, la promiscuidad, la
infeccién de transmision sexual previa y el pertenecer a grupos vulnerables;
los hombres representan el 86 % de los casos (2,3). En el 2020, en los
Estados Unidos, se reportaron 133.954 casos de sifilis, con 41.655 de sifilis
primaria y secundaria. Se observo un aumento del 6,8 % en comparacién con
el 2019 (4). Para el 2021, los datos preliminares arrojaron un aumento de los
casos de sifilis primaria y secundaria en la poblacién adulta, con un aumento
del 34 % en mujeres y un incremento del 9 % en hombres (5).

Colombia dispone de un sistema de vigilancia de los casos de sifilis en
mujeres gestantes y sus hijos, con una incidencia de sifilis congénita de 1,1 por
100 nacidos vivos. Sin embargo, hay pocos estudios que evallen la sifilis en
la poblacién general o en los grupos de riesgo en Colombia (6). Los estudios
realizados en bancos de sangre del pais encontraron que la prevalencia de
sifilis era del 0,93 % en Barranquilla y del 0,6 % en Medellin (6).

Aunque los estadios de la sifilis estan bien definidos, las manifestaciones
clinicas pueden variar mucho entre ellas, por lo que se le conoce como “la
gran simuladora”. Por lo anterior, en algunos casos, la sifilis conlleva un reto
diagnostico (2,7). En la sifilis primaria se suele evidenciar una Ulcera indolora
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que se resuelve de manera espontanea. En la sifilis secundaria se pueden
encontrar lesiones papulares, eritematosas, presentes mas frecuentemente
en la region palmo-plantar. También encontramos alopecia en parches en el
cuero cabelludo, de aspecto apolillado y lesiones tipo placas, en ocasiones
eritematosas, en mucosa genital u oral (4). La sifilis terciaria aparece afios
después de la primera infeccion y para ese momento las afectaciones
pueden ser neuroldgicas, cardiacas, 6seas u oculares (1).

En relacién con el diagnéstico de la enfermedad, las serologias se han
convertido en el procedimiento mas frecuente. Las pruebas no treponémicas
miden simultdneamente inmunoglobulinas (Ig) G y M. Sin embargo,
su positividad no asegura la enfermedad sifilitica. Por el contrario, las
pruebas treponémicas producen escasos falsos positivos. Los ensayos de
inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA) pueden emplearse en sustitucién
de las pruebas treponémicas de hemaglutinacién (TPHA) y absorcion de
anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-ABS) ya que han demostrado
excelente sensibilidad y especificidad. Ademas, estas pruebas permiten la
automatizacién de grandes cantidades de muestras y lecturas objetivas (8,9).

La hepatitis por T. pallidum usualmente se presenta con sintomatologia
inespecifica y suele ser asintomatica. Su diagnéstico requiere evidencia
bioquimica de lesidn hepatica en el contexto de serologia treponémica
confirmada y exclusién de otras posibles causas de hepatopatia (7,10). Los
resultados de laboratorio suelen demostrar una alteracion de los niveles
de fosfatasa alcalina, transaminasas y bilirrubinas (7). Comidnmente se
presenta hepatomegalia. Se espera un incremento acentuado de la fosfatasa
alcalina y la gammaglutamil transferasa, con un modesto aumento de las
transaminasas y bilirrubinas.

La biopsia hepatica no es especifica para hacer el diagnéstico. Sin
embargo, se puede observar un infiltrado linfocitico periportal con necrosis
focal de células hepaticas. La presencia de espiroquetas en la biopsia
hepatica es diagnédstica, pero es poco frecuente encontrarlas (11).

Se presenta el caso de un hombre adulto que consultd por un cuadro
clinico inicial de dolor abdominal acompafado de ictericia, coluria y acolia;
ademas, presentaba lesiones eritematosas maculopapulares en palmas y
plantas. Los resultados de laboratorio evidenciaron alteraciones de la funcion
hepética con patron colestasico.

Dado su cuadro clinico, los resultados de las pruebas diagnésticas y la
respuesta a la terapia antimicrobiana instaurada, se establecio el diagndstico
de colestasis por una sifilis secundaria.

Presentacion del caso

Se trata de un paciente masculino de 31 afios, que acudio al servicio
de urgencias en marzo de 2022. Presentaba un cuadro clinico de seis dias
de evolucidn de dolor abdominal tipo urente, asociado a astenia, adinamia,
coluria, acolia y prurito generalizado. Durante la anamnesis, el paciente
refirid haber tenido relaciones sexuales con hombres, negé antecedentes
de enfermedades de transmisién sexual y manifesté haber tenido un solo
comparfiero sexual en los ultimos seis meses. El paciente negé la presencia
de alguna lesién primaria mucocutanea en genitales, ano o boca. Como
antecedentes médicos tiene hipertrigliceridemia familiar y trastorno depresivo
desde hace dos afios, manejado con antidepresivos.
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Figura 1. Escleréticas ictéricas

En el examen fisico se observé un tinte amarillento en los ojos,
esclerdticas ictéricas (figura 1), y costras en la piel por prurito generalizado.
Ademas, se evidenciaron lesiones maculopapulares en palmas y plantas
(figura 2). En los resultados de laboratorio se se documenté la elevacién
de las transaminasas en un valor no mayor de diez veces el valor superior
normal, con predominio de la alanina-aminotransferasa sobre la aspartato-
aminotransferasa. También se encontré aumento de la fosfatasa alcalina e
hiperbilirrubinemia a expensas de la conjugada. En el cuadro 1 se muestran
los resultados de las pruebas de laboratorio.

Ante los hallazgos anteriores, se ordené una ecografia abdominal total
que reportd hepatomegalia con dilataciéon de la via biliar intrahepatica, y
una pancreatocolangiografia por resonancia magnética en la que no se
evidenciaron anormalidades (cuadro 2).

Asimismo, se solicitaron serologias en busqueda de etiologia de
enfermedad hepatica aguda (IgM para herpes | y |l, hepatitis A, Toxoplasma
gondiiy Epstein Barr; anticuerpos contra la nucleocépside del virus de la
hepatitis B, antigeno de superficie para la hepatitis B, anticuerpos contra VIH
y hepatitis C). Todos los reportes de las serologias fueron negativos.

Alos seis dias de la asistencia del paciente al servicio de urgencias,
se practicaron nuevas pruebas de laboratorio de manera ambulatoria. Se
encontro persistencia de la alteracion del perfil hepatico (cuadro 1), con una
mayor hiperbilirrubinemia a expensas de la directa.

En la revisién del paciente en el Servicio de Dermatologia se evidenciaron
lesiones eritematosas maculopapulares en la regién palmar y en la plantar
de, aproximadamente, 0,5 x 0,2 cm (figura 2). La reagina plasmética répida
(RPR) present6 reactividad en la dilucién 1/128, la FTAABS con resultado
positivo y la prueba de VIH de cuarta generacién con resultado negativo.
También se reportd IgM positiva para citomegalovirus.
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Figura 2. Exantema maculopapular en palmas y plantas

Cuadro 1. Perfil bioquimico hepatico del paciente, antes y después del inicio del tratamiento

Prueba de laboratorio 24/03/2022 30/03/2022 31/03/2022* 07/04/2022 14/04/2022
Transaminasa glutamico oxaloacética (U/L) 96,8 111,21 133,06 97,55 101,90
Transaminasa glutamico-pirtvica (U/L) 265,6 225,81 246,78 202,21 189,84
Fosfatasa alcalina (U/L) 1814,2 1684,97 — 1256,43 859,69
Gamma-glutamil transferasa (U/L) — 305,53 — — —
Bilirrubina total (mg/dl) 3,0 5,13 5,62 2,89 1,86
Bilirrubina directa (mg/dl) 3,17 4,43 4,96 2,28 1,19
Tiempo de protrombina (s) 9.1 — 9,8 11,5 8,6
Tiempo parcial de tromboplastina (s) 48,0 — 52,1 35,8 31,9
RPR (diluciones) — 1/128 — — —
FTA-ABS — Positivo — — —
Anticuerpos para HIV — Negativo — — —

— no aplica, no se practicé en esta fecha
* Inicio de penicilina G benzatinica a dosis de 2,4 x 10¢ Ul
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Cuadro 2. Resultados de las imagenes diagnésticas

Imagen diagnostica Resultados

Ecografia de abdomen total Hepatomegalia con dilatacion de la via biliar intrahepética. Se observa
aumento de tamario del higado con longitud craneocaudal de 18,8 cm
de contornos y ecogenicidad normal. Las vias biliares intrahepaticas
muestran leve dilatacién hacia el lado izquierdo del higado.

Pancreatocolangiografia ~ Normal. Se descarta compromiso intrahepatico y extrahepatico.

por resonancia magnética

El paciente fue tratado con tres dosis de penicilina G benzatinica
intramuscular de 2,4 x 108 Ul, administradas semanalmente. Luego del inicio
de la terapia antibiética se observé mejoria clinica y descenso de los valores
de las pruebas hepéticas (cuadro 1).

Consideraciones éticas

El paciente autorizé el uso de los datos clinicos y de las imagenes
mediante un consentimiento informado.

Discusion

El caso evidencia un paciente con ictericia, coluria, acolia y lesiones
maculopapulares en palmas y plantas. En los exdmenes de laboratorio se
documento un patrén colestasico sin evidencia de obstruccion de la via
biliar en imagenes diagnosticas. Los resultados de las pruebas etiol6gicas
fueron positivos para T. pallidum. El paciente tuvo una rapida mejoria en los
hallazgos clinicos y las alteraciones de laboratorio después del tratamiento
con penicilina G benzatinica.

Actualmente ha aumentado la incidencia de enfermedades de transmision
sexual a nivel mundial lo cual ha generado un problema de salud publica.
Estas enfermedades suponen un reto diagnéstico, siendo importante
identificarlas de manera temprana para formular un tratamiento oportuno
(1,12,13). Ademas, es esencial realizar intervenciones y profilaxis no
farmacolégicas en los pacientes con factores de riesgo para disminuir la
morbilidad y mortalidad asociadas a las enfermedades de transmisidén sexual.
Se debe brindar educacion sexual y asesoria sobre practicas més seguras
como el uso de preservativos. Ademas, se recomienda la vacunacion contra
el virus de las hepatitis A, By C, y el virus del papiloma humano (8,14).

Aunque la hepatitis por T. pallidum es una entidad poco frecuente, la sifilis
tiene la capacidad de comprometer cualquier 6rgano o sistema (14). El primer
caso de compromiso hepatico por sifilis secundaria se describié en 1918
(11). Se han reportado pocos casos en las Ultimas décadas de compromiso
hepéatico por sifilis, siendo més frecuente la hepatitis y menos frecuente la
colestasis (15,16).

Se han considerado varios criterios diagnésticos de hepatopatia por sifilis
secundaria en diversos articulos, como son las pruebas no treponémicas
y treponémicas positivas, el perfil hepatico alterado con aumento de la
fosfatasa alcalina, las transaminasas y las bilirrubinas, la ausencia de otras
causas alternativas mas frecuentes y la completa recuperacion clinica tras el
inicio del tratamiento con penicilina (3,12,14).

Se ha sugerido que en la sifilis secundaria ocurre diseminacién hasta
el higado por via hematégena que va desde el sistema venoso hasta la
circulacion portal (13,14). La hepatopatia por T. pallidum se puede presentar
en la sifilis secundaria y terciaria (12). Cuando ocurre en el ultimo estadio
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de la sifilis, puede manifestarse como cirrosis, insuficiencia hepatica o
hepatitis fulminante (1). Aun no se conoce claramente la patogénesis del
dafo hepatico. Sin embargo, se sugieren dos teorias: un mecanismo de
autoinmunidad hepética basado en la presencia de anticuerpos contra los
hepatocitos infectados, o una invasion hepatica por las espiroquetas en la
fase de diseminacion que generan dano canalicular (1,12,16).

En este caso, no hubo caracterizacién histopatolégica del dafio hepatico.
No obstante, el diagndstico histolégico de colestasis por T. pallidum es poco
especifico y el hallazgo de las espiroquetas en el tejido hepatico es menor
del 50 % (16).

Conclusioén

La colestasis por T. pallidum es de dificil diagnostico por su baja
frecuencia. La colestasis por T. pallidum suele presentarse con signos y
sintomas inespecificos. Por esto es clave sospechar esta etiologia cuando se
descartan las causas mas frecuentes de hepatopatia colestasica estructural u
otros tipos de enfermedades infecciosas diferentes a la sifilis.

Con este caso observamos la importancia del examen fisico en la historia
clinica y su correlacion con las serologias y respuesta al tratamiento para
confirmar el diagnéstico. Es importante incluir la sifilis secundaria entre las
posibles causas de enfermedad hepatica aguda.
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Presentacion de caso

Mielopatia por déficit de cobre: serie de casos y
revision de la literatura

Ivan Pefa'?, Juan Sarmiento'?, Cristian Porras'?, Ximena Cediel’, Ana Camargo'?

' Fundacién Oftalmolégica de Santander (FOSCAL), Bucaramanga, Colombia

2 Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma de Bucaramanga, Bucaramanga,
Colombia

El déficit de cobre puede presentarse como una mielopatia y manifestarse como una ataxia
sensorial secundaria a una desmielinizacién de los cordones posteriores de la médula
espinal. Puede acompanfarse de citopenias, principalmente anemia y leucopenia.

Se presenta una serie de casos de tres pacientes con mielopatia por déficit de cobre,
diagnosticados y manejados desde el afio 2020 al 2022 en un hospital universitario de alta
complejidad en Colombia.

Dos de los casos eran mujeres. El rango de edad fue entre 57 y 68 afos. En los tres
casos, los niveles séricos de cobre estaban disminuidos y en dos de ellos, se descartaron
diferentes causas de mielopatia que afectan los cordones posteriores de la médula espinal
como el déficit de vitamina B, ,, vitamina E y &cido félico, tabes dorsal, mielopatia por virus
de la inmunodeficiencia humana, esclerosis multiple e infeccién por el virus linfotrépico
humano de tipo | y Il, entre otras. Sin embargo, un paciente tenia deficiencia de vitamina
B,, asociada con de cobre en el momento del diagnéstico de la mielopatia. En los tres
casos hubo ataxia sensitiva y en dos, la paraparesia fue el déficit motor inicial.

Se deben incluir siempre la determinacién de los niveles de cobre dentro del abordaje
diagnostico de todo paciente con enfermedad gastrointestinal crénica, con diarrea cronica,
sindrome de mala absorcién o reduccién significativa de la ingestion en la dieta, y que
desarrolle sintomas neurolégicos sugestivos de compromiso de los cordones, ya que se
ha reportado que el retraso en el diagnéstico de las mielopatias se asocia con pobres
desenlaces neuroldgicos.

Palabras clave: enfermedades de la médula espinal; sindromes de mala absorcién;
ataxinas; anemia; leucopenia; cobre.

Myelopathy due to copper deficiency: A case series and review of the literature

Copper deficiency can present as myelopathy by the manifestation of sensory ataxia,
secondary to demyelination of the posterior cords of the spinal cord, accompanied by
cytopenia, mainly anemia, and leukopenia.

Case series study of three patients with myelopathy due to copper deficiency, diagnosed
and managed from 2020 to 2022 in a highly complex university hospital in Colombia.
Regarding gender, two cases were female patients. The age range was between 57 and 68
years. In all three cases serum copper levels were decreased, and in two of these, different
causes of myelopathy affecting the posterior cords of the spinal cord were ruled out, such
as vitamin B,,, vitamin E and folic acid deficiency, tabes dorsalis, myelopathy due to human
immunodeficiency virus, multiple sclerosis and infection by the human lymphotropic virus
type | and Il, among others. However, at the moment of the myelopathy diagnosis, one
patient had vitamin B,, deficiency associated with copper insufficiency. All three cases
presented sensory ataxia, and in two, paraparesis was the initial motor deficit.

The diagnostic approach must include copper levels assessment in every case of patients
with chronic gastrointestinal pathology, chronic diarrhea, malabsorption syndrome, or
significant reduction in dietary intake; and the development of neurological symptoms that
may suggest cord involvement. It has been reported that a delay in diagnosis can lead to
poor neurological outcomes.

Key words: Spinal cord diseases; malabsorption syndromes; ataxins; anemia; leukopenia;
copper.
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El cobre es un metal del grupo de los oligoelementos esenciales y esta
presente en concentraciones variables en los tejidos. Tiene la capacidad de
adoptar dos estados en nuestro organismo: el oxidado o cuprico (Cu?') y el
reducido o cuproso (Cu'). Este Ultimo se encuentra en mayor porcentaje
en nuestro organismo, actuando como cofactor en funciones biol6gicas y
como regulador de vias fisioldgicas de produccién de energia, metabolismo
del hierro, captacién de radicales libres, respiracion mitocondrial, sintesis de
elastina, eritropoyesis y leucopoyesis, entre otras (1,2).

Desde las décadas de 1930 y 1940, el cobre ha despertado interés en la
investigacién médica: los estudios realizados en cadaveres identificaron su
concentracion tisular, estimando asi las necesidades de cobre en la dieta.

El cobre es absorbido por el organismo a través de la mucosa intestinal y
transportado por la circulacién portal (3), mediante la ATPasa transportadora
de cobre. En el plasma sanguineo se une a la histidina y a la albdmina,
incorporandose a la ceruloplasmina en el higado, que de ahi es secretada a
la circulacién sistémica para ser utilizada en diversos procesos fisiolégicos
(3). Es dificil establecer un valor recomendado para la dieta. Sin embargo, en
la literatura se han descrito valores que van de 0,6 a 1,44 mg por dia (4-6).

La deficiencia de cobre es una causa rara de manifestaciones
neurolégicas como la mielopatia o la mieloneuropatia, la neuropatia periférica
e incluso la neuritis éptica (7). Esta relacionada con la mala absorcion, y
las causas quirdrgicas son las mas relacionadas con esta deficiencia, como
la derivacion gastrica con una prevalencia descrita hasta del 9,6 % (8), las
cirugias del tracto gastrointestinal superior y las gastrectomias.

Ademas, existen otros factores de riesgo y condiciones asociadas con la
deficiencia de cobre, como suplementos de zinc (porque actda como agente
quelante) y sindromes de mala absorcién (9). Las principales manifestaciones
de esta deficiencia son neurolégicas, dadas por mielopatia posterior,
mieloneuropatia y neuropatia periférica, e incluso neuritis 6ptica como se
menciond anteriormente (7-9). Sin embargo, también se han descrito con
frecuencia manifestaciones hematoldgicas dadas por anemia macrocitica o
normocitica y leucopenia, y con menor frecuencia, trombocitopenia (10).

Presentacion de casos

A continuacién, se describe una serie de casos de tres pacientes con
diagnéstico de mielopatia por déficit de cobre que presentaron inicialmente
manifestaciones neuroldgicas motoras y sensitivas debidas al déficit de este
oligoelemento.

Caso 1

Se trata de una mujer de 58 afos que consulté al servicio de neurologia
de forma ambulatoria en julio de 2020 por debilidad de los miembros
inferiores, con diez meses de dolor urente, asociado a nueve meses de
parestesias bilaterales y paraparesia espastica progresiva, con incapacidad
para la marcha subsecuente.

Como antecedentes presentaba sindrome de mala absorciéon secundario
a enterocolitis actinica como consecuencia de 25 sesiones de braquiterapia,
hasta completar 5.000 cGy, por diagnéstico de cancer de endometrio en el
afio 2009; asimismo, adenoma tiroideo téxico en el 2016 con tratamiento
definitivo de ablacion con yodo e hipotiroidismo posterior a la ablacién
secundaria y, por ultimo, antecedentes de osteoporosis, déficit de vitamina D
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y anemia secundaria por déficit de hierro y vitamina B, ,, diagnosticados en
el 2016. Esta dltima no se resolvio a pesar del tratamiento y la correccién de
estos déficits. En la consulta, no refirié ningiin sintoma ni signo relevante en
la revision por sistemas.

En el examen fisico de ingreso presentd signos vitales normales; se
evidencio paraparesia, sensibilidad bilateral disminuida en patrén de bota
corta, hipopalestesia bilateral, hiperreflexia con clonus aquiliano y reflejo
plantar flexor bilateral; signo de I’hermitte negativo sin presentar dismetria, ni
adiadococinesia, sin lograr la marcha debido a ataxia sensitiva y sin presentar
signos de irritacién meningea. El resto del examen fisico fue normal.

Al ingreso, en el hemograma se encontr6 una citopenia doble dada por
anemia leve con hemoglobina de 11,1 g/dl y leucopenia (3.050 por mm?) con
neutropenia leve (1.189 por mm?) (cuadro 1).

La paciente aporté una electromiografia con conduccién nerviosa que
reportaba una radiculopatia de la vertebra lumbar L5. Se practicé una
resonancia magnética (RM) con gadolinio, de columna cervical y dorsal. Se
observé una hiperintensidad que comprometia los cordones posteriores de
la médula espinal cervical y dorsal, sin captacién del medio de contraste
(figura 1). Se sugiri6 una mielopatia por deficit metabdlico de vitamina B, ,,
acido folico o cobre, o un proceso inflamatorio de tipo infeccioso por virus
linfotrépico humano de células T de tipo | o Il (HTLV-I/11).

Los potenciales somatosensoriales evocados de miembros superiores
fueron normales, los de miembros inferiores no se detectaron. Teniendo en
cuenta estos hallazgos, el servicio de neurologia consideré que la paciente
cursaba con un sindrome de motoneurona superior bilateral relacionado con un
sindrome medular posterior y sensitivo bilateral de los cordones. Se analizaron
los niveles séricos de vitamina E, vitamina B,, y &cido félico, los cuales fueron
normales; ademas, los anticuerpos totales para HTLV I/ll, la prueba ELISA
para virus de la inmunodeficiencia humana y la serologia para sifilis (VDRL)
resultaron negativos (cuadro 1). Sin embargo, los niveles de cobre estaban
disminuidos, por lo que se diagnosticé mielopatia y citopenia doble.

Después de la administracion oral de 4 mg al dia de cobre elemental y un
plan nutricional guiado por un mes, se logré la resolucién de la citopenia con
valores de hemoglobina de 12,3 g/dl y 5.760 leucocitos por mm?. A pesar de
ello, se logré una mejoria leve de las manifestaciones neurolégicas.

Cuadro 1. Resultados de laboratorio de los pacientes al momento de realizar el
diagnostico de déficit de cobre

Valores de referencia Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Hemograma
Hemoglobina (12,3-15,3 g/dl) 11,1 8,2 13,2
Volumen corpuscular medio (80-96 fl) 92,5 94,3 93,2
Hemoglobina corpuscular media (28-33 pg) 29,8 31,0 30,7
Leucocitos (4.400-11.300 por mm?) 3.050 1.400 5.670

Plaquetas (150.000-440.000 por mm?®) 223.000 143.000 275.000
Etiologia infecciosa

HTLV I/1l, anticuerpos totales Negativo  Negativo  Negativo
VDRL No reactivo No reactivo No reactivo
FTA-ABS Negativo Positivo Negativo
Etiologia carencial

Vitamina B12 (197-771 pg/ml) 358 615 183
Acido félico (4,4-31 ng/ml) 12,4 11,6 20
Vitamina E (5,2-18,1 mg/L) 6,7 12 10
Cobre en suero (0,8-1,5 pg/ml) 0,19 0,17 0,2
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Figura 1. A. Corte axial de RM cervical con gadolinio en secuencia T2 en
el que se observa hiperintensidad de los cordones posteriores de la médula
espinal cervical, hallazgo descrito como el signo de la V invertida (flecha
amarilla). B. Corte sagital de RM de columna cervical y dorsal con gadolinio
en secuencia STIR con hiperintensidad de la médula espinal cervical que
se extiende hasta la region dorsal (flechas amarillas).

Caso 2

Se trata de un hombre de 57 afios que consulté de forma ambulatoria al
servicio de neurologia en julio de 2022 por cuadriparesia de tres meses de
evolucién de forma progresiva, asociada a astenia y adinamia.

Como antecedentes presentaba: infeccién por HIV desde hace 30 afos,
en estadio B3, con falla virolégica, en manejo antirretroviral con raltegravir
asociado a emtricitabina con tenofovir disoproxil fumarato; ademas,
uveitis posterior con desprendimiento de la retina por toxoplasma, tratada
farmacolégicamente y quirdrgicamente en marzo de 2022; asimismo,
pancitopenia (hemoglobina de 8,2 g/dl, 1.400 leucocitos por mm?y 143.000
plaguetas por mm?) diagnosticada en abril de 2022, y con etiologias
carencial, autoinmunitaria, infiltrativa y neoplasica descartadas; también,
refirié sifilis indeterminada en abril de 2022, la cual fue tratada con tres dosis
de penicilina benzatinica; y, finalmente, sintomas de desnutricién proteico-
caldrica desde hace un afio por baja ingestion.

En la valoracion inicial, los signos vitales se encontraban normales
y durante el examen neurolégico se documentd cuadriparesia asociada
a hiperreflexia, presencia de ataxia sensitiva e incapacidad para la
bipedestacién y la marcha. El resto del examen fisico fue normal.

Se orden6 RM cervical y dorsal con imagen de hiperintensidad lineal en el
aspecto posterior central de los cordones dorsales que comprometia toda la
médula espinal cervical (C1 a C6) y dorsal (T1 a T12) (figura 2).

Por el antecedente de sifilis indeterminada tratada se realizé puncién
lumbar, andlisis citoquimico y citolégico de liquido cefalorraquideo, y estudios
infecciosos (VDRL, prueba de KOH, tincién negativa con nigrosina, tinciéon
de Gram, antigeno para criptococo, baciloscopia, cultivo para gérmenes
comunes y para micobacterias), todos con resultado negativo. Se descarté
neurosifilis y mielopatia por HTLV I/II.
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Ax T2 PROPELLER

Figura 2. A. Corte axial de RM cervical con gadolinio en secuencia T2 en la que se
aprecia hiperintensidad en la regién posterior de la médula espinal cervical (flecha
amarilla). B. Corte sagital de RM de columna cervical y dorsal con gadolinio en
secuencia STIR en el que se evidencia hiperintensidad que compromete la médula
espinal cervical y dorsal en su totalidad (flechas amarillas).

Figura 3. Corte axial de RM cervical con gadolinio en
secuencia T2 en la que se observa hiperintensidad de los
cordones posteriores de la médula espinal cervical (flecha
amarilla).

Los niveles de vitamina B,,, vitamina E y &cido félico fueron normales.
Sin embargo, los niveles de cobre sérico se encontraron disminuidos (cuadro
1), por lo cual se diagnosticé mielopatia por déficit de cobre y se inicié
suplemento oral de 4 mg de cobre elemental al dia.

En el seguimiento de los tres meses, se evidencié una leve mejoria de
los sintomas neuroldgicos, con ligero aumento de la fuerza en los miembros
superiores y una resolucién completa de la pancitopenia con valores de
hemoglobina de 14 g/dl, 4.270 leucocitos por mm?y 229.000 plaquetas por mm?.

Caso 3

Se trata de una mujer de 68 afios que consultd al servicio de neurologia
en marzo de 2022 por paraparesia de seis meses de evolucion, de caracter
progresivo, asociada a disminucion de la sensibilidad en patron de bota corta.
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Como antecedente relevante refirié diarrea crénica sin sangre ni moco,
de un afio de duracién y secundaria a la realizacién de una colecistectomia,
debido a colelitiasis, previamente tratada con colestiramina. La revisién por
sistemas no sugirié ninguna alteracion relevante.

En el examen fisico, los signos vitales normales fueron normales; se
encontr6 paraparesia espastica y sensibilidad bilateral disminuida en patrén
de bota corta, hipopalestesia bilateral sin dismetria ni adiadococinesia, con
incapacidad para la marcha por ataxia y prueba de Romberg positiva.

En los resultados de la RM con contraste de columna cervical y dorsal
se apreciaron hiperintensidades en la regién posterior de la médula espinal
desde la C1 hasta T1 (figura 3), en el contexto de una mielopatia de los
cordones posteriores.

Las pruebas serolégicas para VIH, sifilis, infeccion por HTLV /1l fueron
negativas. Sin embargo, los niveles de vitamina B,, y de cobre sérico estaban
acentuadamente disminuidos (cuadro 1).

Se diagnosticé mielopatia de los cordones secundaria a estos déficits y se
inicié tratamiento. Después de recibir reposicion parenteral de vitamina B,, y
suplemento oral de 4 mg de cobre al dia por dos meses presentd una mejoria
neuroldgica leve.

Discusion

La deficiencia de cobre se ha definido como un nivel sérico de cobre
inferior a 0,8 pg/dl, asociado a un valor de ceruloplasmina menor de 20 mg/
dl. En la mayoria de los casos, esto se debe a condiciones que generan
reservas metabdlicas insuficientes de cobre como sindromes de mala
absorcidn por cirugias bariatricas (1). En un estudio retrospectivo de 40
pacientes con anormalidades hematolégicas y déficit de cobre se reporté una
prevalencia del 25 % en pacientes sometidos a cirugia bariatrica y del 35 %
en pacientes sometidos a cirugia gastrointestinal en general (11).

La revisién sistematica de Kumar et al., publicada en 2016, describio
el déficit de cobre hasta en el 10 % en pacientes sometidos a cirugia
de derivacién gastrica o en Y de Roux (12). Los estudios de Pellitero y
colaboradores, y de Gobato y colaboradores, reportaron un aumento en
la prevalencia del déficit del oligoelemento a los seis y doce meses de
seguimiento en pacientes sometidos a derivacién gastrica y gastrectomia en
manga, respectivamente. No se encontraron estudios describiendo el valor del
cobre sérico (13).

Asimismo, el déficit de cobre ha sido descrito en pacientes con
enteropatias (1), como en los casos numero 1y 3. No obstante, también se
han descrito como causas del déficit, la ingestion insuficiente de cobre y la
excesiva de zinc, debido a que este Ultimo actia como quelante del cobre
impidiendo su absorcién a nivel intestinal (1). Por otra parte, en poblaciones
vulnerables, afectadas por la desnutricion y la pobreza, la ingestion
insuficiente del oligoelemento ha sido descrita como la principal causa de
esta deficiencia (1), lo cual podria explicar el déficit en el paciente nimero 2,
quien presentaba el antecedente de desnutricion proteico-calérica por una
dieta baja en calorias y oligoelementos; ademas, no tenia antecedentes de
cirugias bariatricas, ni de enteropatias o sindrome de malabsorcién, ni de
ingestion de zinc.
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Este déficit también puede deberse a una mayor demanda del
oligoelemento, como ocurre durante el embarazo o la lactancia, entre otros,
0 a la presencia de enfermedades hereditarias como la enfermedad de
Menkes (1,14). Otras causas descritas son la nutricién entérica o parenteral
en pacientes con enfermedades que impiden la alimentacion natural. Por
ejemplo, en los casos de nutricién por yeyunostomia, anatdmicamente se
genera un salto en el sitio de absorcion, lo que provoca una presentacion
similar a la de los sindromes de mala absorciéon, como en la enfermedad
celiaca, la enfermedad de Crohn o el sindrome del intestino corto (1).

Sin embargo, como se mencioné anteriormente, la mayoria de los casos
de deficiencia de cobre se han relacionado con mala absorcion secundaria a
procedimientos quirdrgicos gastrointestinales como la cirugia bariatrica, los
procedimientos de cruce duodenal y los de derivacién gastrica (15-17).

En cuanto a su presentacion, en una serie de siete casos publicada en el
2018, se encontr6 que la edad media fue de 57,4 afos (14), lo cual concuerda
con los casos 1y 2. En la misma serie, los pacientes manifestaron como
primer sintoma, un trastorno de la marcha dado por ataxia sensitiva progresiva,
pérdida de la propiocepcion y sensacion vibratoria de ambos pies; también, una
alteracién en la discriminacién del dolor y la temperatura en las extremidades
inferiores relacionada con un sindrome de los cordones posteriores (14). Estos
hallazgos concuerdan con lo descrito en nuestros casos.

Poujois y colaboradores reportaron que el 70 % de los pacientes
presentaba parestesias ascendentes y el 50 % de ellos, signos y sintomas
de sindrome de los cordones laterales (14). No obstante, cabe resaltar que,
a pesar de que la principal manifestacion descrita relacionada con el déficit
de cobre es la mielopatia, como ocurri6 en los tres pacientes de nuestra
serie, también puede manifestarse por mieloneuropatia, neuropatia periférica
y excepcionalmente como una neuropatia éptica (8,9). Otros hallazgos de
Poujois et al. describen anemia normocitica o macrocitica en el 85,7 % de
los pacientes, asi como reportamos en los casos numero 1y 2, y también
reportaron linfopenia en el 71,4 % de los casos (14).

Otra serie de seis pacientes del 2009, que buscaba describir las
alteraciones clinicas y electrodiagnésticas en pacientes con mieloneuropatia
por déficit de cobre, encontré anemia asociada a leucopenia en todos los
casos. En el contexto de un sindrome mielodisplésico, esta citopenia doble
se presentd en el 50 % de los pacientes y se resolvio tras la suplementacion
con cobre (18). Otros estudios observacionales, como el caso publicado
por Wazir y Ghobrial, han descrito la triada de anemia, leucopenia y
mieloneuropatia en un mismo paciente (19).

Respecto a las etiologias metabdlicas que comprometen la regién
posterior de la médula espinal, especialmente en la columna dorsal, se han
descrito principalmente el déficit de vitamina B,,, vitamina E, cobre y acido
félico. La mielopatia de los cordones posteriores tiene un cuadro clinico muy
bien establecido. En los pacientes con HIV, cancer y cirugia gastrointestinal
es probable encontrar mas de una etiologia, lo que se debe tener en cuenta
al hacer el enfoque diagndstico. El déficit de vitamina B,, o cobalamina
es la causa mas conocida de mielopatia metabdlica y también puede
comprometer, en un grado menor, la regién lateral de la médula espinal. En
la RM se veria en la secuencia T2 una hiperintensidad bilateral en la columna
dorsal de la region cervical y toracica de la médula espinal, formando el signo
de la Vinvertida (20).
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Tipicamente no existe captacion del medio de contraste, sin embargo,
posterior a su administracion, se podria ver el realce de la region posterior
y lateral de la médula espinal en la secuencia T1 (21). Estos hallazgos
imagenoldgicos y clinicos son indistinguibles a los que se presentan en la
mielopatia por déficit de cobre (20). De igual forma, hay que resaltar que en
la secuencia STIR (Short Time Inversion Recovery) se observa usualmente
una hiperintensidad en la mayoria de las mielopatias (21), como en las
imagenes de RM presentadas en los casos 1y 2.

Por otra parte, la exposicidén a 6xido nitrico ya sea como anestésico
inhalado durante procedimientos dentales o como medicamento de abuso,
puede causar deficiencia funcional de vitamina B,,. Esto afecta la region
dorsal de la médula espinal, ya que esta molécula oxida el atomo de cobalto
necesario para el correcto funcionamiento de la cobalamina (20). Igualmente,
la ingestion excesiva de zinc puede comprometer la region dorsal de la
médula espinal, debido a que produce deficiencia de cobre, pues el zinc
estimula la unién de iones de cobre en el tracto gastrointestinal, lo cual
previene su absorcién adecuada (20).

El déficit de acido folico también puede causar mielopatia, neuropatia
periférica, atrofia Optica y problemas cognitivos. Sin embargo, este déficit
ocurre con menor frecuencia que el de cobalamina y usualmente esta
asociado con otras deficiencias nutricionales (22,23).

En cuanto a la deficiencia de vitamina E, esta se asocia con mayor
frecuencia a sindromes de mala absorcioén, pero también puede ser una
consecuencia de mutaciones en la proteina de transferencia del alfa
tocoferol, en la proteina de transferencia de triglicérido microsémico
causando abetalipoproteinemia, o defectos en la sintesis y secrecién
de quilomicrones. Aunque clinicamente puede generar alteraciéon en la
vibracién y propiocepcion por compromiso de los cordones posteriores
de la médula espinal, el déficit de vitamina E puede ocasionar sindromes
espinocerebelosos y neuropatias, teniendo como hallazgos principales en la
RM, la hiperintensidad de los cordones posteriores en la secuencia T2 con
atrofia cerebelar o sin ella (22).

El compromiso de la region dorsal de la medula espinal puede darse
también por etiologias paraneoplasicas de los tumores de pulmén
(especialmente el carcinoma de células pequefias), mama, timo y ovario; o
por etiologias autoinmunoldgicas e infecciosas como la tabes dorsal (20).

En cuanto al déficit de vitamina B,, en los casos nimero 1y 2 se
descartd, pero en el tercer caso si se documenté deficiencia de cobalamina
asociada a deficiencia de cobre: un déficit mixto ya descrito (24), que
eventualmente podria contribuir al desarrollo de una mielopatia. De igual
forma, como se describié previamente, otras condiciones como la exposicién
a 6xido nitrico, la ingestion excesiva de zinc, las etiologias neopléasicas,
autoinmunes e infecciosas —incluyendo la mielopatia por HTLV-I/Il y la tabes
dorsal— fueron descartadas en los tres casos con base en la historia clinica y
en los examenes diagndsticos practicados (cuadro 1).

No existen lineamientos especificos que indiquen como debe ser tratada
esta condicion. Sin embargo, las diversas revisiones narrativas y los reportes
de casos sugieren la reposicién de cobre por via oral o endovenosa,
refiriendo que, en pacientes con sintomas neurol6gicos, una dosis de 2 a 4
mg de cobre elemental diario es suficiente (17). Este fue el esquema utilizado



Biomédica 2023;43:171-80

Mielopatia por déficit de cobre: serie de casos

en los tres casos descritos. También se ha recomendado el esquema de

8 mg diarios durante una semana, seguido de 6 mg diarios durante una
semana, luego 4 mg diarios durante una semana y, finalmente, 2 mg diarios
(23). La guia de practica clinica de la Sociedad Americana de Medicina
Metabdlica y Bariatrica recomienda suministrar de 2 a 4 mg de cobre
intravenoso por seis dias, seguido de 3 a 8 mg de cobre oral hasta que los
niveles se normalicen (25).

Respecto al prondstico, las manifestaciones hematologicas como la
anemia y la leucopenia se resuelven en tres meses, aproximadamente (1),
como sucedi6 en los casos numero 1y 2. No obstante, la recuperacién de
los sintomas neuroldgicos es variable, y se presentan déficits neuroldgicos
residuales en la mayoria de los casos.

En la actualidad, se reporta Unicamente mejoria en los estudios de
conduccion nerviosa, potenciales evocados y hallazgos en la RM. En los tres
casos descritos hubo una leve mejoria de la paresia, tras varios meses con
suplemento oral de cobre. Sin embargo, los pacientes persistieron con ataxia
significativa que les impide la marcha independiente. Finalmente, se ha
descrito que el prondstico de los sintomas neurolégicos esté influenciado por
la gravedad y la duracién previa del déficit de cobre (1).

Conclusion

Se ha descrito que el retraso en el diagnéstico de mielopatias esté
asociado con pobres desenlaces neurolégicos. Por lo anterior, debe incluirse
el andlisis de los niveles de cobre en el abordaje diagnéstico de todo
paciente con patologia crénica gastrointestinal, diarrea crénica, sindrome de
mala absorcion o reduccién significativa de la ingestién y que tenga sintomas
neuroldgicos sugerentes de compromiso de los cordones nerviosos.
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Original article

Water consumption in 0-6-month-old healthy

infants and effective factors: A systematic review

Ozge Karakaya Suzan', Ozge Kaya?, Tugge Kolukisa?, Ojuz Koyuncu?, Seda Tecik?,
Nursan Ginar’

" Department of Nursing, Faculty of Health Sciences, Sakarya University, Sakarya, Turkey
2Institute of Health Sciences, Nursing Doctorate Program, Sakarya University, Sakarya, Turkey

Registration and protocol

Before starting the review, the protocol of the study was recorded in the PROSPERO
database, which enables systematic reviews and meta-analyses to be recorded (ID:
CRD42022322840 available from: https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.
php?ID=CRD42022322840).

Introduction: Early introduction of fluids and water affects the duration of breastfeeding,
the infant immune system, and possibly causes infants to consume less breast milk, which
may, in turn, affect their nutritional and immune status.

Objective: This study was carried out to determine water consumption in 0-6-month-old
infants and the factors affecting this consumption.

Materials and methods: A literature review was conducted in seven electronic databases
(Medline, Web of Science, PubMed, ScienceDirect, Scopus, Cochrane Library, and
TUBITAK) for studies published until April 25, 2022, using the keywords: drinking water,
infant, and breastfeeding.

Results: The systematic review included 13 studies. Five studies were crosssectional,
three were descriptive and quasi-experimental, and the others were case-control and
cohort studies. It was reported in the examined studies that 86.2% of the infants were
around 6 weeks old, 44 % of the infants were 1 month old, 77% were 3 months old, 2.5%
were 4 months old, and 2.5 to 85% of the infants were around 6 months old when they first
consumed water. The prominent reasons for making the infants drink water are the thought
that they need it and cultural reasons.

Conclusions: The exclusive breastfeeding of 0-6-month-old infants is the recommendation
of reliable health authorities. Nurses play a key role in implementing this practice. In this
systematic review, it was seen that families gave their infants water at varying rates in the
0-6-month period, and the factors affecting this situation were revealed. If nurses determine
which factors affect families in terms of the early introduction of fluids, they could be able to
plan the necessary education and interventions.

Keywords: Drinking; drinking water; infant; breastfeeding; systematic review.

Consumo de agua en lactantes sanos de cero a seis meses y factores efectivos: una
revision sistematica

Introduccion: La introduccion temprana de liquidos y agua afecta la duracion de la
lactancia, el sistema inmune del lactante y posiblemente hace que los lactantes consuman
menos leche materna, lo que a su vez puede afectar su estado nutricional e inmunitario.
Obijetivo: Este estudio se realizé para determinar el consumo de agua en bebés de cero a
seis meses y los factores que inciden en este consumo.

Materiales y métodos: se hizo una revision de la literatura en siete bases de dato
electronicas (Medline, Web of Science, PubMed, ScienceDirect, Scopus, Cochrane Library
y TUBITAK) para estudios publicados hasta el 25 de abril de 2022, utilizando las palabras
clave: agua potable, lactante y lactancia.

Resultados: La revision sistematica incluy6 13 estudios. Cinco fueron estudios
transversales, tres fueron descriptivos, cuasiexperimentales y los restantes fueron estudios
de casos y controles, y de cohortes. En los estudios examinados se informé que le dieron
agua al 86,2 % de los lactantes de seis semanas, al 44 % de los lactantes de un mes, al
77 % de los lactantes de tres meses, al 2,5 % de los lactantes de cuatro meses y al 2,5 %
a 85 % de los lactantes de seis meses. Las razones principales para dar agua a los bebés
son la idea de que los bebés necesitan agua y razones culturales.

Conclusiones: La lactancia materna exclusiva es la recomendacion de las autoridades
sanitarias para los bebés de cero a seis meses. Las enfermeras juegan un papel clave

en la implementacion de esta practica. En esta revisién sistematica se observé que las
familias daban agua a sus bebés en proporciones variables durante el periodo de cero a
seis meses y se revelaron los factores que inciden en esta situacion. Si las enfermeras
determinan qué factores afectan a las familias en cuanto a la introduccién temprana de
liquidos, podrian planificar las medidas educativas y las intervenciones necesarias.

1R1
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Palabras clave: ingestién de liquidos; agua potable; lactancia materna; revisién sistematica.

Nutrition in the first stage of life is very important for growth and
development (1). Infants between 0 and 6 months of age are in a critical
period of their growth regarding sustainable development goals (2,3). The
World Health Organization (WHO) and the United Nations International
Children’s Emergency Fund (UNICEF) recommend starting breastfeeding
within the first hour after birth, exclusively breastfeeding for a minimum
of six months and for two years or longer with the addition of appropriate
complementary foods at the end of the 6-month of life (4,5).

Only 38% of 0-6-month-old babies in the world are exclusively fed with
human milk (6). Exclusive breastfeeding rates in infants younger than six
months have been reported as 1% in the United Kingdom, 12% in Azerbaijan,
16% in Afghanistan, 16.4% in the United States, 30% in South Africa, 51% in
China, and 53% in Pakistan and Egypt (7-9). According to the 2018 Turkey
Demographic and Health Survey (TDHS) report, 41% of infants younger
than six months are exclusively breastfed. This rate rapidly decreases from
59 % in babies aged 0-1 months to 45 % in babies aged 2-3 months and to
14 in babies aged 4-5 months. Additionally, it was stated that 23% of infants
younger than 6 months old are given products like cow’s milk, and 12% are
given other food in addition to human milk (10).

Factors such as late initiation of breastfeeding, early or late transition to
complementary feeding, giving water or sweetened water to the baby as the
first food, using bottles and pacifiers, the education and employment status
of the mother, lack of information about breastfeeding, and lack of health
personnel/family support, result in inadequate levels of breastfeeding and
human milk intake (8,9,11-14). The beneficial effects of breast milk come from
its uniqueness and infant-specific content (15). Breastmilk meets all babies’
needs in their first six months; 50% of these needs between the 6th and the
12th month, and 30% of these needs after the 12th month (16). Families may
feel the need to give their babies water due to their concerns that their babies
will be dehydrated, but because water has essentially no calories, and it
increases the feeling of satiety in the infant, it can lead to lower consumption
of breastmilk by the infant, insufficient calorie intake, and thus, elevated
bilirubin levels (17). Nevertheless, human milk consists of macronutrients
such as proteins, carbohydrates, and fats; and micronutrients such as
vitamins and minerals; also it contains 85% water (18).

Early introduction of fluids affects the duration of breastfeeding, the infant’s
immune system, infant morbidity and mortality, mother-infant attachment,
infant growth and development, length of hospital stay, physiological jaundice,
maternal self-confidence, and the breastfeeding process. These possibly
cause infants to consume less human milk, which may, in turn, affect their
nutritional and immune status (17,19).

Parents may think that normal fluid loss and dehydration in babies
caused by inadequate feeding can be prevented by fluid supplementation;
however, the replacement of milk with water will reduce the calorie intake of
the baby, leading to more weight loss in the early postpartum period. Due to
the reduced calorie intake caused by malnutrition, the bilirubin levels will not
decrease (20-24). Therefore, the introduction of water to infants younger than
6 months old is problematic as it may replace the total amount of nutrient-
rich breast milk or infant formula to be consumed by the infant (25). While
significant evidence in the literature report that healthy infants do not require
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solid or liquid food for the first six months other than human milk, infants with
special conditions may need supplemental foods or liquids (17). Despite all
evidence, the rates of healthy 0-6-month-old infants given water have been
reported as 21%, 24.2%, 62.6%, and 70.7% (25-28).

Nurses and other health professionals are in an authorial position to guide
parents to exclusively breastfeed their babies for the first six months (29). As
a result of the care they provide with their consultancy roles, factors affecting
the water consumption of babies in the first six months can be determined
and water consumption rates can be reduced as a result of education to be
given to parents. To our knowledge, there is no systematic review examining
the consumption of water in addition to human milk in the first six months and
the factors affecting it. This review focuses on healthy infants and does not
address special cases.

This study was carried out to determine water consumption in 0-6-month-
old babies and the factors affecting this consumption.

Materials and methods

Before initiating the review, the protocol was registered in the International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) (CRD
42022322840). This study was based on the PRISMA-P guideline, which is
used to guide authors in improving the submission of systematic reviews (30).
Studies published between 2002 and 2022 investigating water consumption
in healthy 0-6-month-old babies and the factors affecting water consumption
were searched between March 17 and April 25, 2022, and the reviews of the
articles were completed by July, 2022.

Eligibility criteria

Studies were selected according to criteria regarding Population,
Intervention, Comparator, Outcome(s) of interest, and Study design (PICOS
framework) (31). These were detailed as follows:

Type of population: 0-6-month-old healthy infants
Type of exposure: Water consumption
Type of comparators: None

Type of outcome measurements: Prevalence of water given to 0-6-month-
old babies and factors affecting the introduction of water

Study design: Cross-sectional studies, case-control studies, cohort
studies, quasi-experimental studies, randomized controlled trials, and
descriptive/case series studies

Inclusion criteria
The inclusion criteria for the systematic review:

i. samples consisting of healthy 0-6-month-old babies;

ii. use of quantitative data analysis methods;

iii. samples consisting of healthy babies;

iv. studies published in Turkish or English between 2002 and 2022;
v. accessible full-text; and,
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vi. randomized controlled, experimental-quasi-experimental, cohort, cross-
sectional descriptive, and case-control studies.

Exclusion criteria

Studies with qualitative design or including infants diagnosed with a
chronic health problem or had special nutritional needs; expert opinions,
systematic reviews, unpublished thesis studies, and studies whose full text
was not available were not included in the study.

Research strategy

Keywords were created based on the research question. For the keywords
in English, MeSH (Medical Subject Headings) was used. The search was
conducted on the Medline, Web of Science, PubMed, ScienceDirect, Scopus,
the Cochrane Library, and TUBITAK Ulakbim databases by using the
following keyword string: (“drinking water”) AND (infant OR baby OR infancy)
AND (breastfeeding).

Selection of studies

The selection process consisted of three steps. These steps included
searching in databases and evaluating the titles, abstracts, and full texts
of the studies product of the searches. The searches in the databases
were performed by two independent authors, and then, the found studies
were evaluated in terms of suitability based on their titles and abstracts.
Disagreements on the evaluation of the studies, if any, were resolved by the
involvement of a third researcher. As a result of the evaluation, a consensus
was reached among the researchers. Studies that met the inclusion criteria
according to their abstracts were stored in an EndNote library (EndNote
software X9) with their full texts. Studies selected for the systematic review
are reported in a PRISMA flowchart (figure 1).

A total of 13 studies were included in the systematic review. The
systematic review was conducted separately by two researchers). In a
later comparison, the agreement rate between the inclusion criteria of the
researchers was found to be 100% (figure 1).

Data extraction and management

A data coding form was used to collect statistical data and study
characteristics (e.g., year of publication, country, method, sample,
measurement tool, and type of publication). The title, author, date of
publication, country, study type, design, sample size, demographic
characteristics of the infants and the family, the feeding style of the infant, the
properties of the water given to the infant, the time (0-6 months old) of the first
water intake by the infant, the frequency and the amount (ml/day) of ingested
water, and the reasons for giving water were coded for each study.

The reliability of the data was achieved by comparing the coding
processes of the first and second researchers. Disagreements about coding,
if any, were resolved through discussion with the involvement of another
researcher. Another researcher independently checked the extracted data for
accuracy and completeness.
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Identification of studies via databases and registers

Records identified from:
c Cochrane Library (n=2)
.g Scopus (n=112)
S Mediine (n=78) .| Records removed before screening:
£ PubMed (n=118) ”| Duplicate records removed (n=205)
c Sciencia Direct (n=310)
% TR Dizin (n=193)
- Web of Science (n=94)
Total registers (n=907)
Records excluded:
Participants not eligible (n=165)
Y Intervention not eligible (n=222)
Records screened Comparison not eligible (n=5)
(n=702) > Outcomes not eligiple (n=64)
Study type not eligible (n=63)
Language not eligible (n=3)
Publication time not eligible (n=4)
Y Animal study (n=5)
o ) Other (n=145)
£ Reports sought for retrieval
c (n=26)
§ > Reports not retrieved (n=26)
3]
(%2
Y
o Reports excluded
Reports assessed for eligibility - Participants not eligible (n=5)
(n=26) ” Intervention not eligible (n=3)
Study type not eligible (n=1)
Full text not available (n=1)
v > Poor quality (n=3)
g Studies included in review
© (n=13)
% Reports of included studies
£ (n=13)

Figure 1. Flow diagram of the selected studies

Assessment of risk of bias

A bias risk assessment was made, by two reviewers at independent
times, using the Joanna Briggs Institution (JBI) guidelines. These guidelines
included the Checklist for Analytical Cross-Sectional Studies, the MAStARI
critical appraisal tools for descriptive studies (32), the Checklist for Quasi-
Experimental Studies, the Checklist for Case-Control Studies, and the
Checklist for Cohort Studies. The scale items were scored as “Yes” = 1 point,
“Unclear” and “Not Applicable” = 0 points. A high total score indicated a high-
quality research methodology (33,34).

Statistical analysis

The interrater reliability of the researchers who undertook the scoring
process using the Quality List and the JBI-MAStARI control list was analyzed
using the SPSS 22.0 software and the kappa statistic. Descriptive statistics
are presented separately for each reviewed study as frequencies (N),
percentages (%), and standard deviation (SD) values.

Results

Figure 1 shows a flowchart summarizing the inclusion process of the
studies in this systematic review. A total of 907 studies were found in the
database search. Of these studies, 205 were eliminated due to duplication,
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and the remaining 702 were analyzed. As a result, 686 were eliminated based
on their abstracts/titles and full-text according to the PICOS framework and
inclusion criteria. Three studies were not included in the review as they were
considered to have poor quality.

Characteristics of the included studies

The systematic review included 13 studies. The sample sizes of these
studies varied between 44 and 3 235 infants. Ten of the studies (76.9%) were
conducted in Asian countries (India, Turkey, Bangladesh, and Indonesia), two
(15.3%) were conducted in African countries (Cameroon and Kenya) and one
(7.6%) was conducted in the USA.

As a result of the analyses of the study designs: we found that five studies
were cross-sectional (38.4%), three were descriptive (23%), two (15.3%)
were quasi-experimental, and the remaining were case-control, and cohort
studies (7.6% each). An e-mail was sent to the author of one of the studies for
additional information (35).

The examined studies reported that babies were born at term with birth
weights varying between 2.7 and 3.2 kg. The mean age of mothers ranged
between 18 and 29.5 years. Seven studies reported the percentages of water
intake in infants (%) (11-13,26,36,37,38) two studies reported the volumes
of daily water consumption (27,35), one study indicated the volume of water
consumption in the last 24 hours (38), and five studies showed the time of the
first water intake (27,28,39,40,41). One study reported the properties of the
consumed water (27), and only one study clearly stated the reasons for water
intake (27).

The characteristics of the studies included in this systematic review are
shown in Table 1.

Quality of included studies

One of the articles included in the systematic review (40) was evaluated
with the cohort studies quality list, one (41) was assessed with the case-
control studies checklist, five (11,13,35,37,38) were evaluated with the
cross-sectional studies checklist, three (12,27,28) were analyzed with the
descriptive studies checklist, and three (26,36,39) were assessed with the
quasi-experimental studies checklist (table 1).

Since the quality of the evidence in the articles was considered medium
or high, according to the requirements of the mentioned checkilists, these
were included in the systematic review. The cohort study met eight [40] of
the eleven criteria in the checklist, the case-control study met eight (41) out
of the ten, the cross-sectional studies met five (11,37), and six (13,35,38) of
the eight criteria, the descriptive studies met five (27), six (28), and eight (12)
out of the nine, and the quasiexperimental studies met six (39), and seven
(26,36) of the nine criteria.

The general quality scores of the studies ranged between 55 to 88%.
Additionally, the kappa value calculated to determine the interrater agreement
for the JBI quality assessment tools was 0.66 for the experimental and quasi-
experimental studies checklists, 0.87 for the descriptive studies checklist, 0.79
for the cohort studies checklist, 0.61 for the case-control studies checklist,
and 0.72 for the cross-sectional studies checklist. Accordingly, a high level of
interrater agreement was achieved (42).
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Table 1. Articles included in the systematic review

Water consumption in 0-6-month-old healthy infants

Authors/ Design/ Socio- Socio-demographic Infants’ Starting age of Frequency and Reasons for water S Stduies
Year/ sample size Aim of the demographic characteristics of the feeding Properties Effective water intake amount of water  consumption Qualit
Count 3 n* research characteristics famil patterns (0-6 of water factors (0-6 months) consumption in infants (0-6 Assessmyent
y of the infant Yy months) (0-6 months old) months old)
Ylzagulli  Cross This study was Gender % (n): Mother’s age % (n): Breast milk: - - The rate of those - 5/8
etal., sectional conducted in Male: 50 (142) <19 years: 1,1 (3) 37 % who give breast
(2018) (11), studies/ Cukurova county 20-24 years: 11,6 (33) milk and water
Turkey N=284 of Adana province  Femaje: 50 (142) ) Formula: 48,7 in the first six
: 25-29 years: 23,9 (68) o P o
. ) % months is 2.5 %.
To investigate 30-34 years: 40,5 (115)
mothers . 35-39 years: 16,5 (47)
sociodemographic
and 240 years: 6,3 (18)
psychopathological Mother's educational
characteristics status % (n):
that affect llliterate: 0,4 (1)
their exclusive Literate: 0,4 (1)
breastfeeding Pri ' ’h 1.3 (32
status for the first rimary school: 11,3 (32)
six months. Middle school: 27,8 (79)
High school: 27,8(79)
College/university: 32,4
(92)
Mother’s working status
% (n)
Working: 18,3 (52)
Not working: 68,0 (193)
Working but on leave:
13,7 (39)
Ozgirhan  Descriptive,  The aim of this Gender (male/  Mother Breastfeeding six months: 26 8/9
et al. (2020) prospective/ study was to female) (n) Age (years) (mean * SD) at 1-month-old: (7.3 %)
(12)/ Turkey n:355 examine the 175/180 28.3+5.2 68.4 %;
f;g‘tﬁgiid'”g ;*eight (chnl)D) Delivery method Briastfeeging
mean * N . at 4-months-
discontinue 50.141.2 Vaginal/cesarean section old- 56.5 %
exclusive (n) 179/176
. Weight (g) Breastfeeding
br'ee}stfeedl'ng . (mean * SD) at6
within the first six 3501 44469.2 months-:35.2 %
months of life.
Head
circumference
(cm) (mean +
SD) 34.9+0.8
Susanto et Cross- Maternal and Characteristics of Characteristics of the Exclusive - - Pre-lacteal feeds 6/8
al (2021) sectional child health status the children mothers breastfeeding given n (%)
(13)/ study (MCHS) plays Age(months) Age (years) 351 (74.7) (n=126)
Indonesia  N: 470 an Essem;al role  M+SD 3.911.63 MiSD 22.7146.22 No exclusive Plain boiled
. in the exclusive % . 119 (25.3)
n: 470 breastfeeding gsnsdzg 2 E 44) 3 Education water 3 (2.4)
practice (EBP), Gil}{s 215 (5.7 Not attending schools Post-lacteal
which in turn helps ) - 13 (2.8) feeds given n (%)
to determine the ~ WeIGtof bith  pemeniary schools 141 (n=124)
nutritional status ~ (9ram) (30.0) Plain boiled

and development
of children (NSC

& CD) aged 0-6
months. This study

M+SD
062.90+459.78
Height of birth
(cm)

aimed to determine \1+gp

the prevalence and
factors influencing
EBP, NSC, and
CD to MCHS in
Jember, East Java,
Indonesia.

49.04+2.71

Junior high schools. 118
(25.1)

Senior high schools. 151
(32.1)

Diploma-3 7 (1.5)
Bachelor 40 (8.5)

Is the mother working?
No 382 (81.3)

Yes 88 (18.7)

The family income per
month (IDR)

M+SD.
1547978.72+1172358.97

Parity status
Primipara 170 (36.2)
Multipara 300 (63.8)
Type of family
Elementary family 216
(46.0)

Extended family 254
(54.0)

water 3 (2.5)

187



Suzan OK,Kaya O, Kolukisa T, et al.

Oiye et al, Quasi-

(2017) (26), Experimental

Kenya Studie**
N=143
n=68

Demir et al. Descriptive/
(2020) (27)/ N: 187
Turkey

188

The study aimed to
compare exclusive
breastfeeding
practice between
HIV-positive versus
HIV-negative
mothers using the
maternal recall
method and DO
technique.

This study was
planned to
determine the
breastfeeding
status of the
mothers who
applied to family
health centers
(FHC) and who
have 0-24 months
old baby and
child, the feature
of giving water

to their baby, the
time to start giving
regular water, and
what type of water
they prefer to give
their child.

-Healthy babies

-Infants with birth
weight inferior to
2,500 g

Gender (n):
Male: 37
Female: 31

Median months
of infants and
children: 11.0
(5.0-20.0)

0-24 months-old
babies

Age of the mother
(years) (mean * SD):
25.6+6.4

Attended secondary
school or above (n): 21
Living in the rural areas
(n): 42

The mean age of 187
mothers participating in
the study was 29.1+5.0
years,

65.2 % of the mothers
stated they had a high
level of education, 63.1
% did not work, and
84.5 % stated that their
income level was not
high.

Breast milk -

Supplementary
food

Exclusive
breastfeeding
rate maternal
recall (DO
technique):

Six weeks: 76.9

% (13.8 %)

6 months: 59.

% (24.2 %)

Bias: 41 (63.1

°/o)
Mothers
with low
education
levels;
-tap water
21 (33.9 %),
-packaged
water 13
(21.0 %)
-boiled
water 28
(45.2 %)
Mothers with
a high level
of education;

-tap water
21 (19.3 %),
-packaged
water 16
(14.7 %)
-boiled
water 72
(66.1 %)

Of the
mothers,
58.5 %
stated

that they
preferred to
give boiled
water when
giving water
to their
babies for
the first time.
Also, 62.6
% of the
participants
stated

that they
never gave
tap water

to their
children,
and mothers
who gave
tap water to
their children
stated that
they gave

it to their
babies for
the first time
when they
were 8.0
(5.0-11.0)
months old.

The rate of
giving water
in the first
six months
was found

to be higher
in mothers
with lower
education
levels than

in mothers
with higher
education
levels
(p=0.001).
Those with
higher
education
levels

stated that
they mostly
preferred
boiled water
when giving
water to their
baby for the
first time (p =
0.026).

It has been
observed
that working
mothers have
lower rates of
giving water
to their babies
in the first six
months than
non-working
mothers. A
statistically
significant
difference was
found between
the income
levels of the
mothers and
the status

of giving tap
water to their
babies. (p =
0.020).

Of the mothers,
62.6% stated
that they gave
water to their
babies in the
first six months
and 14.5 % of
them reported
they gave
sweetened
water to their
babies in the
first days. Also,
34.2 % of the
participants
stated that they
gave water to
their babies

for reasons
other than the
transition to
complementary
foods or
formula
supplements.
Mothers

stated that
they started
giving water

to their babies
regularly when
they were

5.0 (2.0-6.0)
months old.

Biomédica 2023;43:181-99

DO technique:
Six weeks:
86.2 %

Six months:
75.8 %

Included infants
aged six months
and younger
were found to
consume 100.0
(50.0-100.0) mL
of water within 24
hours.

First reason of

the non-working
mothers for giving
water to the infants
-Complementary
food/formula
supplement 56
(52.8 %)

-Other 50 (47.2 %)
First reason of
working mothers
for giving water
-Complementary
food/formula
supplement 51
(78.5 %)

-Other 14 (21.5%)

In addition, 34.2 %
of the participants
stated that they
gave water to
their babies for
reasons other than
the transition to
complementary
foods or formula
supplements.
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Descriptive

(2019) (28)/ /N:164

Turkey

Medoua et
al. (2012)
(35)/
Kamerun

Cross-
sectional/
n:44

This study aimed
to examine the
feeding patterns

of 0-24-month-old
infants hospitalized
in the infant
service of a state
hospital.

The present study
measured breast
milk and non-
breast milk water
intake using the
dose-to-the-mother
deuterium-oxide
turnover technique
to validate
mothers’ reports
of infant feeding
practices.

0-24-months-old
healthy babies
Gender:

Girl: 65 (39.6 %)

Boy: 99 (60.4 %)
Month: 0-6: 61
(37.2 %)

Age of the infant
(month): 2.7
+1.3

Infant's
birthweight (kg):
32+0.6
Infant's weight
(kg): 6.1 1.4
Infant’s length
(cm): 56.0 + 5.0
Gender ratio
(male/female):
15/29

Average age of the
mothers: 26.82 + 5.47

Education level of the
mother

Primary school 79 (48.2
o/o)

Middle School 30 (18.3
o/o)

High School 13 (7.9 %)
Literate 32 (19.5 %)
lliterate 10 (6.1 %)
Mother’s Job
Housewife: 164 (100 %)
Family type

Elementary family: 111
(67.7 %)

Family type: 53 (32.3 %)
Perceived income status
Bad 126 (76.8 %)
Medium 34 (20.8 %)
Good 4 (2.4 %)

Age of the mother
(years):26.6 = 5.1
Mother’s BMI (kg m2-1):
26.8 3.7

0-6 month
Exclusive
breastfeeding:
18 (29, 5 %)
Breastfeeding
+ water: 14
(23,0 %)
Breastfeeding
+ Formula
feeding: 20
(32,7 %)
Breastfeeding +
complementary
feeding: 5 (8,2
%)
Breastfeeding
+ Formula
feeding +
complementary
feeding: 2 (3,3
%)

Other: 2 (3,3 %)

*The
statements of
the mothers
were confirmed
by the
deuterium oxide
technique.
Expression of
mothers and
deuterium
oxide results
were given
separately. The
bias difference
between the
two data was
also reported.

Dietary recall
since birth

% (n)
Exclusive
breastfeeding
(EBF): 45.4 %
(20)
Predominantly
breastfeeding
(PreBF): 15.9
% (7)

Partial
breastfeeding
(ParBF): 38.6
% (17)
Dose-to-
the-mother
deuterium-
oxide turnover
% (n)
Exclusive
breastfed
(EBF): 11.4

% (5)

Bias 34.06 %
(15)
Predominantly
breastfed
(PreBF): 45.4
% (20)

Bias: -29.5 (13)
Partially
breastfed
(ParBF): 43.2
% (19)

Bias: -4.6 (2)

Water consumption in 0-6-month-old healthy infants

Before six
months: 116
(70.7 %)

- Non-breast milk
water intake (mL
day-1)
EBF:24.0 £ 13.4
PreBF:113.5 =
41.8
ParBF:495.4 +
223.9
Total:268.2 +
250.3

189
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Onbasi
etal.,
2011(36)/
Turkey

Kay et al

Suzan OK,Kaya O, Kolukisa T, et al.

Quasi-
experimental
study
Intervention
group

(N:90)

Inform expectant  Intervention
mothers about group
breast-milk and Birth weight
breast-feeding via 5 134 4 613
prenatal training ’ B
and emphasize the
advantages of the

Control group training. 56.7 %

(N:100)

Cross-

(2018) (37)/ Sectional

us

Study
N:3235
(n =600)

190

Type of birth
28.9 %
Vaginal
Control group
Gender

56 % (Female)
Birth weight
3,113 6 20
Type of birth
32 %

Vaginal

The study used Gender (%)
data from the Female: 50 %
Feeding Infants LEQ o
and Toddlers Study Ma.le.! 50%
2016 to describe  Child's race/
the beverage ethnicity (%)
consumption Hispanic: 16
patterns of infants  White (non-
and young children Hispanic): 65
(0-47.9 months)  Bjack (non-
Hispanic): 13
Other (non-
Hispanic): 6.3

Gender (Female)

Intervention group
Mother’s average age
n (o/o)

18-24 years 17 (18.9)
25-34 years 61 (67.8)
35 years and older 12
(13.3)

Mother's educational
status n (%)

lliterate 1 (1.1)

Literate 1 (1.1)

Primary school 35 (38.9)
Middle School 13 (14.4)
High school 22 (24.4)
University 18 (20.0)
Job n (%)

Housewife 58 (64.4)
Working 32 (35.6)
Family structure n (%)

Elementary family 79
(87.8)

Extended family 11
(12.2)

Control group;
Mother age n (%)
18-24 years 15 (15.0)
25-34 years 64 (64.0)

35 years and over 21
(21.0)

Mother's educational
status n (%)

llliterate 4 (4.0)

literate 1 (1.0)

Primary school 30 (30.0)
Middle School 17 (17.0)
High school 27 (27.0)
University 21 (21.0)
Job n (%)

Housewife 63 (63.0)
Working 37 (37.0)
Family structure n (%)

Elementary family 82
(82.0)

Extended family 18
(18.0)

Mother's education
level (%)

Less than a high school
diploma or GED 4.1

Completed high school
or GED 19

Some college/post-
secondary 28

Completed college 38

Some graduate work/
degree 11

Household income level
(%)

Less than $10,000 9.3
$10,000 to $19,999 9.3
$20,000 to $34,999 18
$35,000 to $49,999 17
$50,000 to $74,999 20
$75,000 to $99,999 14

$100,000 to $149,999
8.3

$150,000 or more 3.7

Intervention
group

Only
breastfeeding
n(%):

6 months: 61
(67.8)

Less than six
months: 29
(32.2)

Mean: 4.9 +1.8
Formula food/
complementary
food use n (%):
29 (32.2)
Control group
Only
breastfeeding
n(%):

6 months: 28
(28.0)

Less than six
months: 72
(72.0)

Mean: 3.2+2.4
Formula food/
complementary
food use n (%):
72 (72.0)

Nutritional
Pattern of the
Infant:

% (* SE)
Breast milk
53.5 (2.8)
Infant formula
62.2 (2.6)
Whole milk 1,4
(0.6)

Reduced fat
milk 0.2 (0.2)
Low-fat milk 0.2
0.2)

Non-fat milk 0.1
(0.1)

Biomédica 2023;43:181-99

Intervention -
group

Water n (%)

25 (27.8)

Control group
Water n (%)

50 (50.0)

Water % (+ SE) -
10.0% (1.5)
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Islam et. al. Cross-
(2014) (38)/ Sectional
Bangladesh Study/ of arsenic in the
N: 120 human milk of
. lactating mothers
n:29 and relate this
with maternal and
children’s urinary
arsenic in arsenic-
contaminated
areas in
Bangladesh.

detect the amount

Geckil et al. Quasi- This study was
(2012) (39)/ experimental conducted to
Turkey Intervention  €xamine the

group: N:42  effect of the

Control Breastfeeding

group: Support' and

. Monitoring

N:52 Program"
implemented by
Family Health
Staff on effective
breastfeeding
behaviors of
mothers in the first
six months after
birth.

Samuel et  Cohort study/ This study was

al, (2012) =50 designed to

(40), India measure rates
of breastfeeding
in infants born in
a baby-friendly
hospital in
Bangalore, India,
and to capture
home based
compliance
to exclusive
breastfeeding.

Yilmaz et  Case/control This study aimed

al. (2022)*  Control group 1o investigate the

(41)/Turkey N:60 effect of dietary
factors on those
diagnosed with
“idiopathic”
infantile
urolithiasis.

The study aimed to Child’s gender,

Mother’s average age:

n (%): 24.6+5.0
Male: 15 (51.7  Religion

%) Muslim: 19 (65.5)
Female 14 (48.3 Hindu: 10 (34.5)

) Number of pregnancies:
Child’s birth 25+17

‘f%'%h‘ iNkg:3-2 Number of live births:
- 2416

Month: Healthy  Intervention group;
infants under six  Mother's average age:

months 29.52 +5.71

Gender Mother’s level of
Intervention: education

Girl: 47.6 % Primary School
Boy:52.4 % Graduate 24 (57.2 %)
Control Graduate Of Secondary
Girl: 57.7 % School 9 (21.4 %)

High school and
graduate 5 (11.9 %)

llliterate 4 (9.5 %)

Mothers with health
problems

Yes 7 (16.7 %)

No 35 (83.3 %)
Control group
Average mother age:
28.03 £5.30
Mother’s level of
education

Primary School
Graduate 31 (59.6 %)
Middle School 5 (9.6 %)

High school and
graduate 9 (17.3 %)

llliterate 7 (13.5 %)
Mother's health problem
Yes: 9 (17.3 %)
No: 43 (82.7 %)

Body weight (kg) Age of the mother

Boy: 42.35 %

(mean * SD): (years) (mean * SD):
At delivery/birth: 23.0+2.9
27+05 Parity (n):
Month 1: 3.8 Primiparous: 38
0.6 Multiparous: 12
Month 3: 5.6 Educational level (n):
+08 Up to high school (10th
Month 6: 7.2 grade): 24
;1'0 | h 8th grade and above:
(nfg;nefgstm(‘cm) Employment status

o (n): Employed outside
At delivery/birth: 0. g

+
;\lﬂ9.6t; 17 .58.0 Homemaker: 41
. Zn4 one: 9e: Monthly household
- income (INR) (mean):
Month three: 9000
60.8 +£2.8
Month six: 65.8
+27
Control Group -
month: 8.7
(2—24)

Gestational age
at delivery: term
birth

Control groups:
Female/male:
23/37

Water consumption in 0-6-month-old healthy infants

Food given in
the past 24
hours at six
months:
Breast milk: 26
(89.7)

Intervention
group

5.04 +£1.34
(n=42)
Control group
2.78 £1.70
(n=47)
(t=-6.888,
p<0.001)

Intervention
group

Time to start
complementary
feeding: 5.81 =
0.98 (n=38)
Control group

Time to start
complementary
feeding: 5.27
1.51 (n=43)

Breast milk, - Month one
formula, and
complementary
feeding
Mothers
reported
starting
complementary
foods (Infants
exclusively
breastfed were
assessed by
deuterium
dilution
method):

Month one: 0
(56 %)

Month three: 1
% (22 %)

Month six: 64 %

(14 %)

Control group: - Control group:
29 (48 %) 4.3 (1-6)
patients were months
breastfed

exclusively.

Findings
indicated that
96.5 % of
6-month-old
babies were
given water in
the last 24 hours.

Deuterium Oxide -
technique:
Month 1: 44%
Month 3: 77%
Month 6: 85%
Intake of
non-breastmilk
water intake
significantly
increased from
months one to
six (p<0.01).

6/8

6/9

8/11

8/10

* Since the babies of the study group were diagnosed with urolithiasis, the control group was written.
** The water consumption of infants of HIV-negative mothers was examined.

N: sample in the article

n: number of 0-6 month-old babies in the sample
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Nutritional status of infants

In the studies included in the systematic review, the rate of exclusive
breastfeeding in infants, aged 0-6 monthsold, ranged between 24.2%, and
74.7%, and the rate of feeding with formula varied between 11% and 62. %.
The rate of breastfeeding and formula feeding together was 41% in one study.
The nutritional status of infants was not reported in two studies (38,39).

Water consumption in infants

Details about the water consumption of 0-6-month-old babies included the
percentage of water intake (%), the volume of daily water consumption, the
volume of water consumption in the last 24 hours, and the time of the first
intake. The rates of water intake in infants were reported as 44% in 1-month-
olds (40), 86.2% in 6 weeks-olds (26), 77% in infants aging 3-months-old
(40), 2.5% in infants aging 4months-old (13), and 2.5-85% in infants aging
6-months-old (11,12,26,36,40). Moreover, the studies reported that 10% (37)
and 96.5% (38) of the 6-month-old babies consumed water in the last 24
hours. The volumes of daily water consumption were 268.2 + 250.3 ml/day in
1-3-month-old babies (40), and 100-268 ml/day in 6month-old and younger
babies in one study (27,35). The average time of the babies’ first water intake
was 1-5.04 months old (27,39,40,41). Seventy-point-seven percent (70.7%)
of mothers started giving water before the sixth month (28), and some others
started giving water to their infants in the first month (40).

Properties of the consumed water by infants

Demir et al. (2020) (27) stated that mothers with low levels of education
used tap water (33.9%), bottled water (21.0%), and boiled water (45.2%), and
mothers with high levels of education gave their babies tap water (19.3%),
bottled water (14.7%), and boiled water (66.1%).

Reasons for giving water to infants

Reasons for giving water to babies included the transition to complementary
food/formula (52.8-78.5%) and other reasons (21.5-47.2%) (27).

Water consumption effective factors

The rate of giving water to infants, in their first six months, was higher for
mothers with lower education levels than for mothers with higher education
levels (p=0.001). Those with higher education levels preferred boiled water for
the first water intake of their infants (p=0.026) (27).

Working mothers have lower rates of giving water to their babies in their
first six months of life than non-working mothers. A statistically significant
difference was found between the low-income levels of the mothers and
giving tap water to their babies (p=0.020) (27).

Discussion

This systematic review determined the water consumption of 0-6-month-
old infants and the factors affecting this consumption. The findings of this
study are discussed here in line with the relevant literature.
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Water consumption in 0-6-month-old healthy infants

Water consumption in infants

In this systematic review, the rates of 0-6-month-old babies fed with water
in addition to breastmilk were between 2.5% and 85% (11,12,26-28,36,40). In
the 24hour follow-ups of 6-month-old babies, the water consumption in one
study was 96.5% (38) and in another 10% (37); for the 3-month-old infants,
this consumption was 77% (40). In a study with babies younger than six
months, threequarters of caregivers (43) and 52.9% of the mothers (44) gave
water to their babies in the first six months (43,44).

The WHO (2022) actively promotes breastmilk as the best source of
nutrition for infants and toddlers and aims to increase the rate of exclusive
breastfeeding to at least 50 % during the first six months by 2025 (45).
Different studies have emphasized that giving water to babies within the
first six months of the postpartum period could be one of the reasons for the
cessation of breastfeeding in the early period and the reduced interest of the
babies in breastmilk (37,46,47).

This situation is a barrier to achieving 2025 WHO’s goals. In a Cochrane
systematic review examining early supplementary food and fluid intake in
healthy and breastfed term infants, the rate of continued breastfeeding in
exclusively breastfed infants was higher than that of infants drinking water/
sweetened water in their first days after birth (17). A randomized controlled
trial about decreasing water and herbal tea intake in breastfed infants in
the first six months of life reported that 35% of infants in the control group
stopped breastfeeding due to water and herbal tea intake (48).

In the reviewed literature, most studies did not specify the amount of water
intake in babies during their first six months. However, the findings of our
systematic review showed that infants consumed an average of 100 (50.0-
100.0) to 268.2 £ 250.3 mL of water in their first six months (27,35). Similarly,
Grimes et al. (2017) stated that 05.9-month-old babies consumed 15 + 2 ml
of water per day (49). Is possible that the difference between the reported
amounts is the starting moment of water consumption and complementary
foods in babies. Health professionals should emphasize the appropriate age
and timely introduction of supplemental water and complementary foods in
infant nutrition education. An excess of water can not replace human milk as
feeding, resulting in a lower intake of nutrients and premature termination of
exclusive breastfeeding (38).

In the studies included in this systematic review, the average time of
the first water consumption in babies was 1-5.04 months old in general
(27,39,40,41). Onah et al. (2014) found that 22.3% of their participants
gave water to their babies as the first food to be consumed (46). Khatun
et al. (2018) stated that more than half of mothers gave different foods to
their babies in the first three days of life, and water made up 10.8% of the
additional foods given to babies (43). In another study, it was revealed that
38.9% of mothers started giving water to their babies in their first month
(50). One study examined the first baby’s water intake in four different
stages: 47.8% of the participants gave water to their infants right after birth,
12.47% gave it when their babies were 1-2 months old, 14.7% gave it when
their babies were 3-4 months old, and 25% gave it when their babies were
5-6 months old (44). In line with the recommendations of reliable health
authorities, these studies showed that exclusive breastfeeding rates in the
first six months are low. The rates of exclusive breastfeeding in mothers who
first fed with breast milk their newborns were 3.36 and 6.22 times higher than
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the rates of the mothers who first fed their infants with water/water-based
solution and formula respectively (46).

In the studies included in this systematic review, it was not clear who
decided to give water to the infants, but in any case, this indication should
be made by health professionals. New studies are needed to reveal these
issues. Water intake in infants younger than six months old may result in
the premature termination of nutrient-rich human milk consumption which
can lead to troubling consequences (25). Martins and Giugliani (2012) found
that late intake of water, tea, and other types of milk to babies increased the
likelihood of continued breastfeeding for two years or longer (51). With regular
counseling sessions for adolescent mothers, which started in the maternity
ward and continued for the first four months, it was possible to reduce the
discontinuation rate of exclusive breastfeeding by 52%, avoiding unnecessary
water or tea intake (48).

Properties of the consumed water

The types of water used in the studies included in this systematic review
were classified as tap, boiled, and packaged (27). One study indicated that
water specifically produced for babies was preferred in the first four months
(50), while another one reported that tap water and bottled water were
preferred among the participants (49). A study conducted in Nigeria stated
that the most common types of drinking water included river/lake bed water,
especially well water, borehole water, and tap water (44). Demir et al. (2020)
associated the water preferences of mothers with their education levels.
mothers with lower education levels preferred tap water, while mothers with
higher education levels preferred boiled water (27).

Even the consumption of small volumes of water or other nutrients in
addition to human milk during the first six months may increase the risks of
diarrhea and infections (35,44,50). Nutritional practices, vital for infants and
children, are an important factor in the prevention of parasitic infections. The
longer 0-6-month-old infants are breastfed, the more they will be protected
from exposure to contaminated water and low-nutrient complementary
foods prepared with water. High-quality nutrition for the child in the first six
months will increase their immunity and resistance to pathogens (52). Health
professionals should encourage mothers to prefer safe and inexpensive water
from breast milk for their babies (27).

Reasons for giving water to infants

Among the studies included in this systematic review, only one study
was found to mention reasons for giving water to babies, which included
the transition to supplementary food/formula and other reasons, but these
reasons were not clearly stated (27). In other studies, the prominent reasons
for giving water to infants included the thought that the infant was thirsty
(43,44,50) and cultural reasons (53, 54). In some studies, it was observed
that mothers misunderstood the concept of exclusive breastfeeding. They
thought water could be given as long as they only feed the infant with
human milk (47,54). In another study, it was stated that although 82% of
mothers knew about exclusive breastfeeding, the rate of compliance with this
recommendation was 33.5%. This finding explained why having exclusive
breastfeeding knowledge does not necessarily turn it into a practice (55). In
the study conducted by Vygen et al. (2013), one mother stated that mothers
were taught about exclusive breastfeeding in the antenatal clinics of the
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health center, but they did not comply with it. She thought it would be unfair
to deprive the infant of water while she was drinking it. She felt like she was
punishing her infant (53).

The results of this study are important for nurses and other health
professionals. The visits of the infant to the hospital for vaccination, health
follow-ups, and growth follow-ups should be considered critical interaction
points of the mother with nurses and other healthcare professionals for
emphasizing the importance of exclusive breastfeeding (40). Nurses
and other healthcare professionals should reconsider their approach to
breastfeeding starting from pregnancy and provide mothers with scientific
evidence on reasons to avoid giving water to their babies.

Some studies reported the presence of social pressure and the influence
of grandmothers on giving water to the infant in the early period (54,55). In a
study with grandmothers conducted by Ferreira et al. (2018), the participants
emphasized the importance of giving water to babies in the first days of life to
calm them because they thought human milk did not quench thirst (54).

Water consumption effective factors

An included study showed that the education level, employment status,
and family income level of the mothers influenced the practice of giving water
to their babies in the first 6 months. Mothers with low education levels, not
working, and low family income gave water to their babies in the first six
months (27). In some studies, drinking water preferences of mothers involved
many factors such as taste, smell, hardness, quality, advertising, marketing,
and accessibility to drinking water resources; other studies considered
socio-demographic characteristics such as age, gender, education level, and
income level (56,57). Mothers with a higher level of education are more likely
to have more information about infant nutrition than mothers with lower levels
of education, which are usually more attached to traditions.

The results of this systematic review are important because they revealed
the points to be emphasized in infant nutrition education programs by nurses
and other health professionals. While deciding about breastfeeding, mothers
may often feel obligated to choose between the recommendations of health
authorities and the recommendations of elders, society, or traditions. Design
of interventions that target not only mothers but also family elders and society
can help to identify and overcome barriers to exclusive breastfeeding in
the first six months. The results of this systematic review showed that more
studies with high levels of evidence are needed on this topic.

Although this study had several strengths, it also had some limitations.
Most of the articles included in this systematic review did not adequately
explain the reasons for giving water to infants, the properties of the consumed
water, and the factors affecting the introduction of water into the infant’s diet.
In addition, three studies included in the systematic review are supported by
the use of the deuterium-oxide technique to confirm mothers’ statements.
The results of the research found lower levels of breast milk intake than those
declared by the mothers. Other studies included were based only on the
mothers’ statements. Additionally, in the selected articles was insufficient data
on whether water was introduced based on the recommendation of a health
professional as a result of a medical indication or for other reasons.
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Reported rates of water consumption in infants aged 0-6 months varied
between 2.5 and 70.7%. Liquids given to infants included tap, boiled, bottled,
packaged, sweetened, carbonated, enriched, fortified, and infant water. It
was noted that the most striking factors related to reasons for giving fluids to
infants were concerns about infant dehydration and the intense influence of
family members.

In line with the recommendations of reliable health authorities, it is
necessary to disseminate the information that 0-6-month-old babies do
not need water and other fluids when they are exclusively breastfed. We
recommend providing families with up-to-date evidence on this issue
starting from pregnancy. It is important to increase the quality of evidence by
conducting randomized controlled trials in different cultures that will provide
up-to-date information on the subject. Efforts to inform families about not
interfering with natural nutrition without consulting health professionals should
be supported.
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Introduction. The identity of Staphylococcus aureus virulence factors involved in chronic
osteomyelitis remains unresolved. SapS is a class C non-specific acid phosphatase and a
well-known virulence factor that has been identified in S. aureus strain 154 but in protein
extracts from rotting vegetables.

Objective. To identify the SapS gene and characterize the activity of SapS from S. aureus
strains: 12 isolates from bone infected samples of patients treated for chronic osteomyelitis
and 49 from a database with in silico analysis of complete bacterial genomes.

Materials and methods. The SapS gene was isolated and sequenced from 12 S. aureus
clinical isolates and two reference strains; 49 S. aureus strains and 11 coagulase-negative
staphylococci were tested using in silico PCR. Culture media semi-purified protein extracts
from the clinical strains were assayed for phosphatase activity with p-nitro-phenyl-
phosphate, O-phospho-L-tyrosine, O-phospho-L-serine, and OphosphoL-threonine in
conjunction with various phosphatase inhibitors.

Results. SapS was detected in the clinical and in-silico S. aureus strains, but not in the

in silico coagulase-negative staphylococci strains. Sec-type | lipoprotein-type N-terminal
signal peptide sequences; secreted proteins, and aspartate bipartite catalytic domains
coding sequences were found in the Sap$S nucleotide and amino acid sequence analysis.
SapS dephosphorylated with p-nitro-phenyl-phosphate and ophosphoLtyrosine were
selectively resistant to tartrate and fluoride, but sensitive to vanadate and molybdate.
Conclusion. SapS gene was found in the genome of the clinical isolates and the in silico
S. aureus strains. SapS shares biochemical similarities with known virulent bacterial,

such as protein tyrosine phosphatases, suggesting it may be a virulence factor in chronic
osteomyelitis.

Keywords: Staphylococcus aureus; virulence factors; osteomyelitis.

Deteccion y expresion de SapS, una fosfatasa acida no especifica de clase C con
actividad de fosfatasa O-fosfotirosina, en aislamientos de Staphylococcus aureus de
pacientes con osteomielitis cronica

Introduccidn. Se desconoce la identidad de los factores de virulencia de Staphylococcus
aureus implicados en la osteomielitis crénica. Sin embargo, SapS, una fosfatasa acida no
especifica de clase C, es un factor de virulencia reconocido y ya fue identificada en la cepa
154 de S. aureus, pero en extractos proteicos de vegetales podridos.

Objetivo. Detectar el gen SapS'y caracterizar la actividad de la fosfatasa SapS en cepas
de S. aureus aisladas de pacientes con osteomielitis crénica y en las reportadas en una
base de datos de andlisis in silico de genomas bacterianos completos.

Materiales y métodos. Se aisld y secuenci6 el gen SapS en los 12 aislamientos clinicos
de S. aureusy en dos cepas de referencia; estas secuencias se analizaron junto con las
secuencias de las cepas reportadas en la base de datos de genomas bacterianos: 49
cepas de S. aureus y 11 cepas de estafilococos negativos para coagulasa. Se evaluo la
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actividad de la fosfatasa SapS, presente en los extractos de los sobrenadantes de los
cultivos de las cepas clinicas, mediante la hidrélisis de fosfato p-nitrofenil, O-fosfo-L-
tirosina, O-fosfo-L serina y O-fosfo-L treonina junto con varios inhibidores de fosfatasas.
Resultados. Se detect6 el gen SapS en el genoma de las cepas clinicas y en las 49 cepas
de S. aureus analizadas in silico, pero no en las 11 cepas de estafilococos negativos para
coagulasa. La secuenciacion de SapS reveld un péptido sefial presente en el extremo
N-terminal de proteinas extracelulares y los dominios bipartitos de aspartato (DDDD) en su
sitio catalitico. SapS hidroliza selectivamente el fosfato p-nitrofenil y la O-fosfo-L-tirosina,
pero es sensible a vanadato y molibdato.

Conclusion. Se encontr6 SapS en el genoma de S. aureus de las cepas clinicas y de las
cepas de simulacién computacional. La SapS con actividad especifica para la hidrélisis

de la O-fosfo-L-tirosina comparte similitudes bioquimicas con las fosfatasas-tirosina
bacterianas, por lo que puede formar parte de la red de factores de virulencia de la
osteomielitis crénica.

Palabras clave: Staphylococcus aureus; factores de virulencia; osteomielitis.

Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen for humans and
the main cause of osteomyelitis, which can evolve from an acute to a
chronic stage characterized by bone loss and destruction. The temporary
or permanent disability that ensues, in addition to substantial increases in
hospitalization times and healthcare costs, are heavy social and institutional
burdens (1,2).

Staphylococcus aureus pathogenicity is due to the plasticity of its
genome and the expression of an arsenal of virulence factors (3,4). The
identity of active S. aureus virulence factors in chronic osteomyelitis remains
unresolved. Although the focus is currently on discovering new factors, there
is also interest in exploring the virulence of well-known S. aureus factors such
as protein A, Panton-Valentine leukocidin, and coagulase, that recently have
shown to play a role in bone loss and destruction in osteomyelitis (5).

Various genera and species of prokaryotes express non-specific acid
phosphohydrolases (NSAP), class A, B, and C, that can be attached to cell
membranes or are soluble extracellular enzymes capable of “non-specifically”
dephosphorylating a broad range of unrelated organic substrates. Initially, this
was understood as a mechanism to acquire inorganic phosphate, an essential
substrate for bacterial metabolism. However, further evidence proved that
these phosphatases play a role in bacterial pathogenicity (6,7).

Du Plessis et al. (8) characterized a soluble acid phosphatase (SapS)
from the culture supernatant of S. aureus (strain 154) isolated from rotting
vegetables. The phosphatase is magnesium chloride dependent and EDTA
and sodium molybdate can affect its function. The corresponding SapS gene
encodes a protein with an estimated molecular mass of 30 kDa and 296 amino
acids with a 31-residue signal peptide; four conserved sequence motifs were
identified with structural homology to the bacterial class C family NSAPs.

Our aim was to investigate the presence of the SapS gene in 12 strains
of S. aureus isolated from infected bone samples of patients treated for
chronic osteomyelitis and in 49 S. aureus strains from a database containing
in silico complete bacterial genomes, determine SapS presence and activity
in partially purified protein extracts from supernatants of the clinical strains
culture media, and compare them with those previously described (8).

The SapS gene was present in the 12 S. aureus clinical strains, in silico
the 49 strains, but not in the 11 coagulase-negative strains. SapS presents
N-terminal domain and belongs to the S. aureus system Sec-type | system of
extracellular proteins and their bipartite aspartate (DDDD) catalytic domain.
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Partially purified SapS of clinical strains was found to dephosphorylate
O-phospho-tyrosine but not O-phospho-serine or O-phospho-threonine and
it was resistant to sodium tartrate, but sensitive to tyrosine phosphatase
inhibitors.

Our results show that the SapS gene was present in the clinical
strains genome and that extracellular acid phosphatase preferentially
dephosphorylate O-phospho-tyrosine suggesting that during chronic
osteomyelitis this enzyme may interact with bone tissue cells favoring
pathological bone resorption. Detailed studies should be conducted to
elucidate its possible involvement in bone pathogenicity.

Materials and methods
Isolation and identification of Staphylococcus aureus clinical strains

The 12 S. aureus strains under study were isolated between 1997 and
1998 from infected bone chips (6-10 mm?, approximately) of adult patients
during surgical debridement treatment of tibiae and femurs in the Bone
Infection Service at the, then National Institute of Orthopedics, now the
National Institute of Rehabilitation in Mexico City.

Bone specimens were washed twice and suspended in 1.0 ml of phosphate-
buffered saline, grinded for one minute in a tissue grinder, and centrifuged
at 4000g. Supernatants were streak-seeded in blood agar media, mannitol
salt phenol red agar (Merck), and Baird-Parker agar (Merck), and incubated
aerobically at 37 °C for 24 h. Characteristic bacterial isolates were identified
using the standard biochemical tests and antibiotic susceptibility for S. aureus
(Uniscept 20GP System). Gram staining, coagulase (Bactident Coagulase,
Merck), and catalase (Catalase Assay Kit, Merck) assays were performed.
Clinical strains were methicillinsensitive and were grouped according to
infection description: chronic osteomyelitis (17 CPJ, 69 GGT, and 92 HM);
infected pseudarthrosis (54 SL, 68 FFC, 88 VTM, 89 RTC, and 93 EMC); and
chronic bacterial osteitis (76 1QM, 101 AOC, 105 IMO, and 107 FMR).

Clinical and reference strains (S. aureus ATCC-6538 and S. epidermidis
ATCC12228) were preserved in casein peptone-soymeal peptone broth
(CASO, Merck) in a solution with 10 % of glycerol at -80 °C.

Bacterial DNA extraction

Genomic DNA was extracted as described by Novick (9) with modifications.
Bacterial suspensions grown in brain-heart infusion medium (value of
absorbance at 620 nm = 0.8 ) were centrifuged for five minutes at 10,000g;
bacterial pellets were resuspended in 20 pl of a mixture of lysostaphin-lysozyme/
Tris-EDTA buffer (TE) at a final concentration of 5.0 pg/ul each (Sigma Chem).
After 30 minutes at 37 °C, DNA was extracted using the Genomic DNA
Purification Kit (Promega) and resuspended in 50 pl of TE buffer; purity was
tested by agarose gel electrophoresis and concentration by ultraviolet (UV)
spectroscopy. Extracted DNA was stored in 20 pl aliquots at -20 °C.

SapS gene molecular detection

SapS gene (accession number AY061973) was detected in
genomic DNA extracts by end-point polymerase chain reaction
(PCR) with the oligonucleotide primers SapS-forward (FW)

5 - GGCATGAATAAAATTTCAAAG 3 and SapS-reverse (RV)
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5 GGCTGCAGTTATTTAACTTCGCCTGT - 3, as previously reported (5).
The expected fragment size was 891 base pairs (bp) in the location 1-891.

We also amplified the nucleotide sequence encoding the mature
extracellular peptide with acid phosphatase activity using oligonucleotide
primers designed by us with the Primer3 software, named SapS2-

FW 5 CCAAAAGTTCTGCTGAAGTTC - 3’ and SapS2-RV
5 TTATTTAACTTCGCCTGTTTT 3>. The expected fragment size was 800
bp in the location 92-892.

The reaction mixture (20 pl) consisted of 30 ng of target DNA, 200 uM
of deoxynucleotide triphosphates (ANTP) (100 mM dNTP set, Invitrogen),
0.5 uM of each oligonucleotide primer pair, 2.0 mM of MgCl,, and 1.0 unit of
thermostable DNA polymerase (Platinum Tag DNA Polymerase, Invitrogen).
Amplifications were performed in a thermal cycler (Eppendorf Mastercycler
gradient) programmed as follows: an initial 3-minute cycle at 94 °C, 35 cycles
of 1-minute steps at 94 °C, 52 °C and 72 °C, and a final 5-minute cycle at 72
°C. After the agarose gel electrophoresis, PCR products were analyzed under
UV transilluminator device.

SapS gene detection in Staphylococcus aureus and coagulase-negative
staphylococci strains from the database of complete bacterial genomes

An in-silico PCR was performed with the DNA sequences of 49 S. aureus
and 11 coagulasenegative Staphylococcus strains found in the database,
with in silico analysis of complete bacterial genomes, reported by Bikandi and
peers (10). We used the same primer pairs described above. However, given
the requirements to fill out the FASTA format for the SapS gene, restriction
sites for both forward (FW: 5 GGC 3’) and reverse (RV: 5 GGCTGCA 3)
primer sequences were deleted. Thus, the trimmed primers used for in
silico SapS amplification were FW: 5 — ATGAATAAAATTTCAAAG - 3’ and
RV: 5 — GTTATTTAACTTCGCCTGT - 3'.

Experiments were designed to allow two nucleotide mismatches at the
5’ end, no mismatches at the 3’ end, and a maximum number of 3,000
nucleotides for the amplified fragments. Results were obtained 60 seconds
after the starting program. A screen capture was made showing fragment
amplifications with their molecular sizes.

Sequencing of PCR products and molecular analysis of SapS gene

Sequencing was performed with an Abi Prism 310 sequencer (Genetic
Analyzer, Applied Biosystems) using a commercial reagent kit (BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems). We used 120
ng of each PCR product as DNA template, and 0.5 pM of the SapS forward
primer. Electropherograms and nucleotide sequences were stored and
analyzed using the Chromas V2 program.

A comparative multiple nucleotide sequence paired global alignment was
performed among the nucleotide sequences, and also with the SapS coding
sequence (GenBank® AY061973) (5), using the Clustal Omega program (11).
The nucleotide sequences from S. aureus clinical and reference strains were
translated using the in silico web page (3); the amino acid sequences of the
SapS protein were used for analyzing the N-terminal signal peptide domain,
its cleavage sequence, and its type of protein secretion system category using
the SignalP 5.0 server platform (12). The subcellular location of SapS for
Gram-positive bacteria was analyzed on the Gpos-mPloc platform (13). The
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bipartite signature of aspartate (DDDD) motifs of class C non-specific acid
phosphatases was searched using BLAST tools (14).

Isolation and concentration of protein extracts from bacterial culture
media

All bacterial strains were grown in a casein peptone-soymeal peptone broth
(CASO, Merck) for 18 h at 37 °C under constant shaking. Bacteria were then
separated by centrifugation at 10,0009 for 10 minutes at 4 °C; supernatants
were sterilized by filtration through 0.22 pm membranes (S-Pak Millipore),
aliquoted, and stored at -80 °C. Supernatant (or uninoculated CASO culture
medium) protein extracts were obtained by mixing one volume of each
supernatant with four volumes of cold (-20 °C) ultrapure acetone (Merck
EM Science); the protein was allowed to precipitate at -75 °C for one hour,
recovered by centrifugation at 14,000g for 15 minutes at 4 °C, dried at 4 °C,
and resuspended in 1.0 ml of 0.1 M sodium acetate solution, pH 5.0 (buffer A).
Aliquots (200 pl) were stored at -80 °C. Protein was measured using detergent
compatible colorimetric technique (DC Protein Assay, BioRad).

Acid phosphatase activity

Acid phosphatase activity in bacterial culture media was measured as
described by Golovan et al. (15) with p-nitro-phenyl phosphate (p-NPP
disodium salt, hexahydrate, Sigma Chem). Reaction mixtures (100 pl)
containing 10 or 20 pl of the protein extracts and 200 pl of 10 mM p-NPP in
buffer A were incubated for 30 minutes at 37 °C; reactions were stopped with
100 pl of 1.0 M NaOH solution, and the p-nitrophenol (p-NP) formed was
measured by absorbance at 405 nm (Beckman DU 800 spectrophotometer).
Specific acid phosphatase activity was defined as pmoles p-NP/min/mg
protein. All measurements were made in triplicate.

To 10 pl of protein extracts, we added one of the following phosphatase
inhibitors: 20 mM dibasic dihydrate sodium tartrate, 10 mM sodium fluoride, 2
mM ammonium molybdate tetrahydrate, and 10 mM sodium ortho-vanadate
dissolved in buffer A. Reaction mixtures were adjusted to a final volume of
100 pl and incubated initially at 37 °C for 15 minutes. Then, 200 pl of 10
mM p-NPP were added and reaction mixtures were further incubated for
30 minutes at 37 °C. The reaction was stopped with 100 pl of 1.0 M NaOH
solution. Specific acid phosphatase activity was calculated as mentioned
above.

Identification of extracellular Sap$ in protein extracts of clinical and
reference strains culture media supernatants

SapS presence in protein extracts from culture media supernatants was
analyzed by zymography. We seeded 10 pl per well of each clinical and
reference protein extract, the noninoculated culture medium together and
a standard pre-stained protein molecular weight marker (Precision Plus
Protein, All Blue Prestained Protein Standards, BioRad). Protein extracts
were run in a 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDSPAGE) under nonreducing conditions, basically as described by
Hamilton et al. (16).

After electrophoresis, SDS was removed by washing gels twice with
deionized water and once with 1.0% Triton X-100 solution. Then, gels were
incubated in renaturing buffer (100 mM Tris HCI, 2 mM MgSO,-6H,0, 1%
Triton X-100 pH 7.0) for 15 minutes at room temperature and equilibrated
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in buffer A. Acid phosphatase activity was assessed by adding 0.1 % of
a-naphthyl phosphate and 0.2% of Fast Garnet GBC (Sigma. Chem) to the
buffer and further incubating at 37 °C for 45 minutes. a-naphthol appeared
as a brownish-red precipitate on the protein band with phosphatase activity.
The reaction was stopped by washing the gel twice with deionized water.
Protein bands on parallel gels, run under similar conditions, were stained with
Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad).

SapS specificity for phospho-L-amino-acids and the effect of
phosphatase inhibitors

SapS substrate specificity for O-phospho-aminoacids was also determined
by zymography according to Slotnick and Gottlieb (17), with modifications.
After SDS-PAGE and renaturation as described above, gel were incubated
at 37°C for 45 minutes in 10 ml of Buffer A solution with 4 mM of each of
the following substrates: O-phospho-L-serine, O-phospho-L-threonine, and
OphosphoLtyrosine (Sigma Chem). Then, gels were washed twice with
deionized water. The released inorganic phosphate was detected by gel
incubation with a mixture of 0.045% malachite green (oxalate salt, Sigma
Chem) and 4.2% ammonium molybdate for 10 minutes at room temperature.
The reaction was stopped with two washes of deionized water followed by
5% of acetic acid solution. A positive phosphatase reaction was a green
precipitate on the SapS protein band stained with Coomassie Brilliant Blue in
a parallel gel, run under similar conditions.

Similarly, phosphatase inhibitors for SapS catalysis were tested by
zymography. Renatured gels were incubated at 37 °C for 30 minutes in 10
ml of a 10 mM sodium tartrate, sodium fluoride, sodium ortho-vanadate, or
ammonium molybdate (Sigma Chem) solution. Gels were washed once in
buffer A and further incubated at 37 °C for another 30 minutes in 10 ml of
0.1% a-naphthyl phosphate or 4 mM of each of the three O-phospho-amino
acids as substrates. The corresponding reaction products, a-naphthol and
released phosphate, were stained as described above with 0.2% Fast Garnet
GBC or malachite green/ammonium molybdate, respectively.

Statistical analysis

The statistical significance of differences among the means of acid
phosphatase measurements with and without enzyme inhibitors was
determined with an ANOVA test and a comparative Tukey post-hoc test using
the GraphPad Prism 5.0 software. Significance was set at p<0.05.

Results

SapS gene is present in the genomes of isolated S. aureus clinical
strains from chronically osteomyelitic patients

Using the primers designed for S. aureus 154 (8), we detected the presence
of the complete SapS gene as a single 891 bp-long fragment in the 12 clinical
strains and S. aureus ATCC-6538, but not in S. epidermidis ATCC-12228. With
SapS2 primer set we obtained a single 805 bp-long fragment that matched the
nucleotide sequence of the extracellular mature peptide with acid phosphatase
activity. These results show that the SapS gene and the nucleotide sequence
encoding the extracellular phosphatase are present in the clinical and the
reference S. aureus strains, but not in S. epidermidis ATCC-12228.
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Figure 1. In silico PCR amplifications. A. SapS gene amplifications using the oligonucleotide
primers described by du Plessis, et al. (8). B. Amplifications of the SapS gene region encoding
for the mature extracellular acid phosphatase (SapS2) using our set of oligonucleotide primers.
In both cases, DNA templates were from the 49 S. aureus strains and the 11 coagulase-negative
Staphylococcus strains, and from the plasmids housed in the database with the in silico analysis
of bacterial genomes (10). Amplifications of six coagulase-positive S. aureus strains are shown
as examples. No amplifications were found for coagulase-negative strains.

SapS gene is present in S. aureus strains but not in the coagulase-
negative Staphylococcus strains from the database with complete
bacterial genomes.

In silico PCR confirmed the presence of the SapS gene only in the S.
aureus species. Using the original primer set (8), the 892 bp-long fragment
was obtained for all the 49 S. aureus strains tested with the in silico PCR
(figure 1A) and none for any of the 11 coagulase-negative Staphylococcus
strains. Similarly, with the SapS2 primers, only a single 800 bp-fragment was
obtained for S. aureus strains (figure 1B); no amplifications were obtained
with either primers for any of the plasmids contained in the complete bacterial
genomes database.

The Sap$S gene nucleotide and amino acid sequences reveal the
presence of the protein SapS catalytic domain and the signal peptide
cleavage site.

The multiple nucleotide sequence analysis performed with the SapS
sequences of S. aureus 154 (8), the 12 clinical S. aureus strains, and the S.
aureus ATCC-6538 reference strain showed an identity percentage of 92-96%
(table 1) suggesting that SapS gene from the assessed S. aureus strains
are homologous. The built phylogenetic tree (data not shown) revealed the
closeness among the sequences implying they could share a common ancestor.

The amino acid sequence analysis of the SapS gene on the SignalP 5.0
server showed the presence of the signal peptide in the N-terminal amino
acid sequence (27 - STAFAKSSAEVQQ - 39) in the 12 clinical S. aureus
strains (table 2) as previously reported (7). It included the recognition site for
signal peptide cleavage between residues alanine and lysine in the positions
31 and 32 (AK) respectively.
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Table 1. Identity percentage of nucleotide sequence similarities between the SapS gene secuences of our 12 clinical
Staphylococcus aureus isolates, the American Type Culture Collection Staphylococcus aureus strain, code ATCC-6538; and
the Staphylococcus aureus 154 strain (accession number AY61973.1) (5).

Clinical

105 76 17 . ATCC 107 101 69 88 68 93 89
i;:{::s MO 1aM cpy AY081973.1% goage 54SL ey aoc GaT vim Frc MM eyc Rrc
105IMO 1000 9501 9473 9628 9448 9530 9519 94.20 94.77 9248 92.37 91.93 91.98 9168
761QM 9501 1000 9676 9589 9629 96.76 9595 96.42 96.30 92.06 93.34 92.60 93.67 93.67
17CPJ 9473 9476 1000  99.30 9817 96.34 97.26 96.69 96.80 92.30 93.64 92.24 93.40 93.29
AY61973.1* 96.28 9589 99.30  100.0  99.07 97.68 98.38 98.03 97.92 9278 94.97 93.65 9519 9484
ATCC6538" 9448 96.29 9817  99.07  100.0 96.10 97.02 96.56 96.45 93.41 93.39 92.09 93.26 93.15
54 SL 9530 96.76 96.34  97.68  96.10 100.0 96.46 96.23 96.80 92.49 93.63 92.81 93.97 94.09
107FMR 9519 9595 97.26  98.38  97.02 96.46 100.0 96.70 97.27 93.08 9353 92.70 93.99 93.99
101AOC 9420 9642 9669  98.03 9656 96.23 96.70 100.0 96.60 92.17 9255 92.48 96.55 93.00
69GGT 9477 9630 96.80 9792 9645 96.80 97.27 96.60 100.0 92.62 9323 92.94 93.56 93.68
B8VTM 9248 9206 9200 9278  93.41 92.49 93.08 9217 92.62 100.0 9316 93.36 9419 9419
68 FFC 9237 9334 9364 9497  93.39 93.63 9353 92.55 9323 93.16 100.0 94.72 93.39 92.62
92 HM 9193 9260 9224 9365 9209 92.81 9270 92.48 92.94 93.36 9472 100.0 9527 9529
93EMC 9198 9367 9340 9519 9326 93.97 93.99 92.65 93.56 9419 93.39 9527 100.0 92.72
BORTC 9168 9367 9329 9484 9515 9409 93.99 93.00 93.68 9419 92.62 9529 97.72 100.0

*Known sequences

Table 2. Conserved and relevant SapS amino acid sequences in Staphylococcus. aureus clinical strains.

S. aureus strain

Signal peptide

Signature motif A

Signature motif B

154 (5)
17 CPJ
54 SL
68FFC
69 GGT
76 1QM
88 VTM
89 RTC
92 HM
93 EMC
101 AOC
105 IMO
107 FMR

ATCC 6538

27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSCSCST-39

27-STAFAKSSGEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39
27-STAFAKSSAEVQQ-39

101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114
101-ALDLDETVLDNSPY-114

213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224
213-LVMLFGDNLLDF-224

The predictive analysis on the Gpos-mLoc server suggested that SapS
is a typical extracellular protein belonging to the S. aureus secretome

(18). Its bipartite motifs A (101 - ALDLDETVLDNSPY - 114) and B

(213 —LVMLFGDNLLDF - 224), and the associated four invariant residues
of aspartate (19) — with dephosphorylating enzymatic activity of class “C”
NSAPs (20) — were also found to be highly conserved in our 12 clinical S.
aureus strains (table 2).

SapS resistance to sodium tartrate and sodium fluoride, and sensitivity
to sodium ortho-vanadate and ammonium molybdate

The average acid phosphatase-specific activity was 25.35 mmoles of
p-nitrophenol per minute and per mg of protein at pH 5.0 (figure 2) in the
extracts from the culture media of the 12 S. aureus clinical strains incubated
with p-nitro-phenyl phosphate as substrate. Staphylococcus aureus ATCC-
6538 showed the lowest level of activity (4.5 mmoles p-NP/min/mg of protein)
and S. epidermidis ATCC-12228 strain showed no activity at all. Moreover,
this extracellular acid phosphatase activity was resistant to inhibition by both
sodium tartrate, a general phosphatase inhibitor, and sodium fluoride, an
inhibitor of acid phosphatases (figure 3). However, this activity was inhibited
by sodium ortho-vanadate (~ 50%) and ammonium molybdate (80-95%)
(figure 2).
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Figure 2. Percentage of SapS activity in the presence and absence of phosphatases inhibitors. Sap$S activity was assessed
from protein extracts of culture media of clinical strains; 10 mM of p-nitro-phenyl-phosphate was used as substrate. Assays
were run in triplicate from three independent experiments; results are expressed as mean + standard error of the mean.

Statistical analysis was performed using ANOVA and significance was set at *p<0.05.

Figure 3. Non-reducing gel electrophoresis and zymographic analysis of
protein extracts obtained from the culture media of clinical bacterial strains,
reference strains, and the sterile culture medium (SCM). A. Coomassie
Brilliant Blue for protein staining. B. Brown red a-naphthol-Fast Garnet GBC
complex for SapS activity assessment, and C. Phosphate/green malachite/
ammonium molybdate complex for SapS phosphatase activity on O-phospho-
L-tyrosine. Lanes from left to right: 1, pre-stained protein molecular weight;
2 13, clinical bacterial strains; 17, CPJ, 54 SL, 68 FFC, 69 GGT, 76 IQM,
88 VTM, 89-RTC, 92-HM, 93-EMC,101-AOC,105-IMO,107-FMR; 14,
Staphylococcus aureus ATCC-6538 strain; 15, Staphylococcus epidermidis
ATCC-12228; 16, SCM.

SapS is present in semi-purified culture media supernatant protein

extracts of S. aureus clinical strains.

Non-reducing SDS-PAGE of partially purified culture media supernatant
protein extracts of S. aureus clinical strains and S. aureus ATTC-6538 (figure
3A) showed remarkably similar extracellular protein profiles (Coomassie
brilliant blue-staining) ranging from 30 to 100 kDa. Zymograms analysis
showed only one extracellular protein band with phosphatase activity for
clinical S. aureus and S. aureus ATCC-6538 strains, as revealed by the
appearance of a-naphthol at the same migration distance as the protein
band run in a parallel gel, stained with Coomassie brilliant blue. Both bands
showed an approximate molecular mass of 30 kDa (figures 3A and 3B)
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strongly suggesting their identity with SapS. The protein extract from the S.
epidermidis ATCC-12228 (figures 3A and 3B, lane 15) showed no 30 kDa-
protein band, nor associated enzymatic activity.

SapS exhibits O-phospho-L-tyrosine phosphatase activity and is
sensitive to sodium vanadate and ammonium molybdate.

The zymograms analysis of the culture media protein extracts of all S.
aureus clinical strains and S. aureus ATTC-6538 strain in the presence of
Ophospho-amino-acids showed a green malachite/molybdate/phosphate
complex precipitate at the same migration distance as the 30 kDa observed
in the Coomassie stained-gel and the brownish-red a-naphthol/Fast Garnet
GBC precipitate staining. These results confirmed SapS phosphatase activity
(figure 3C).

However, SapS showed O-phospho-L-tyrosine phosphatase activity while
neither OphosphoLserine, nor O-phospho-L-threonine was dephosphorylated.
It appears, therefore, that SapS and the o-phospho-L-tyrosine phosphatase
are the same enzyme.

Furthermore, in another set of parallel zymograms including one of the
four phosphatase inhibitors mentioned, we found that the green malachite/
molybdate/phosphate complex precipitate, formed after O-phospho-tyrosine
dephosphorylation, was resistant to sodium tartrate and sodium fluoride,
but did not appear in the presence of sodium vanadate and ammonium
molybdate.

Discussion

Bone destruction in chronic staphylococcal osteomyelitis is due to
an inflammatory process induced by the expression of many S. aureus
exoproteins whose number and function remain unresolved (1). Notably, since
the initial characterization of SapS in the S. aureus 154 strain, the presence
of the SapS gene and the activity of the coding extracellular acid phosphatase
have not been examined in the context of bone infections caused by S.
aureus. Here we have identified and sequenced SapS gene in our 12 clinical
strains and 49 others from a database containing in-silico analysis of complete
bacterial genomes. We also found and characterized SapS in the partially
purified protein extracts from the culture media of the same clinical strains.

The SapS gene and the coding region for the extracellular mature peptide
(8) found in our clinical strains and in the database’s genomes (S. aureus
strains clinically relevant of diverse origins) suggest that this gene could
be part of an S. aureus “core” genome shared by all the strains and likely
encodes for functions related to the bacteria basic cellular nutrition (20). S.
aureus “core” genome has been studied in large groups of S. aureus strains
and no significant genotypic differences have been found between strains
from asymptomatic carriers and patients with invasive infections (21).

NSAP, the superfamily of acid phosphatases presents in prokaryotes
and eukaryotes, exhibit non-specific activity on many structurally unrelated
phosphoesters. Prokaryote NSAPs are usually grouped into three classes,
namely A, B, and C, based on their amino acid sequence relatedness and
the highly conserved bipartite sequences of their signature motif of aspartate
(DDDD); the two couples of invariant aspartate residues present in each
domain are essential for its enzymatic activity (7).
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Our Sap$S gene amino acid sequence analysis corroborated the presence
of this bipartite domain in the 12 chronic osteomyelitis-causing S. aureus
strains and others of clinical importance. We further disclosed one of the four
known types of staphylococcal Nterminal signal peptide domains for SapS.
The previous result suggest SapS is exported, since this type of N-terminal
signal peptide domain directs proteins to a particular transport pathway (22).
Moreover, its predictive analysis indicated, with high probability (95.56%),
that SapS could be released as an extracellular class C non-specific acid
phosphatase lipoprotein with a protein component of roughly 30 kDa. In that
case, SapS would be part of the S. aureus secretome (23).

The N-terminal signal peptide domain feature differs from the targeted
subcellular location anticipated for other NSAP class C of pathogenic
bacteria like Clostridium perfringens that are devoid of an N-terminal
consensus lipoprotein-signal peptide-like motif (24); or for Flavobacterium
meningosepticum, Bacillus anthracis, Helicobacter pylori, Streptococcus
pyogenes, and Haemophilus influenza, whose acid phosphatase N-terminal
signal peptide sequences show a 98.75% probability of being membrane-
bound lipoprotein-type enzymes and only a 1.22% probability of being
extracellular phosphatases as expected for SapS.

The biochemical analysis of Sap$S activity, in partially purified protein
extracts from the culture media of the clinical strains of S. aureus, showed the
presence of the 30 kDa protein with a highly selective phosphatase activity
for O-phospho-L-tyrosine, and sensitive to vanadate and molybdate. Notably,
these characteristics are shared with the extracellular 28 kDa type of NSAP
class C: SapM, and the low molecular weight-phosphorylated-tyrosine protein
phosphatases (LMW-PTP) MptpA of pathogenic Mycobacterium tuberculosis,
which are proven virulence factors (23,25).

Staphylococcus aureus genome contains all the information required for its
development and functioning, including an arsenal of virulence genes coding
for proteins involved in the adherence and colonization of infected tissues along
with their immune evasive properties (26). Some of these proteins are well-
known virulence factors with newly identified mechanisms of action, while the
functional characterization of newer ones is currently under investigation (27).

Considering the structural and functional similarities of the SapS from
our S. aureus osteomyelitis-causing strains with the NSAPs class C and
LMW-PTPs, which are well-known virulence factors in various pathogenic
strains, we suggest that SapS may also be a virulence factor in S. aureus.
Since inorganic phosphate is a vital element for S. aureus metabolism, it
is not freely available, and is limited during infection, SapS might be the
extracellular processing enzyme required by the bacteria to extract inorganic
phosphates from host organophosphates (phosphorylated nucleotides,
sugars, and amino acids). These inorganic phosphates are then imported
through the inorganic phosphate transporters to ensure bacteria survival and
probably helps to enhance bone damage during infection (28,29).

Proving that SapS is in fact a virulence factor will require a detailed
series of studies aimed at establishing the precise physiological function of
the purified enzyme in the metabolism of bone tissue and cells. These are
needed to determine if this newly identified and partially characterized NASP
class C contributes to the pathogenicity of S. aureus in chronic osteomyelitis.
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Articulo original

Caracteristicas de la trombosis venosa cerebral
en pacientes de dos hospitales universitarios de
Colombia en el periodo 2018-2020

Adriana Marcela Ruiz', Gabriel Esteban Acelas?, Hernan Mauricio Patifio?3, Jean Paul

Vergara?, Miguel Arturo Silva?, Maria Daniela Camargo?

' Seccién de Neurologia, Neuromédica, Medellin, Colombia

2Seccién Neurologia, Hospital de San José, Fundacién Universitaria de Ciencias de la Salud,
Bogota, D.C., Colombia

3 Seccion Neurologia, Hospital Universitario San José Infantil, Bogotd, D. C., Colombia

Introduccion. La trombosis venosa cerebral es una causa infrecuente de enfermedad
cerebrovascular que viene en aumento a nivel mundial. A pesar de ello, actualmente,

en Colombia no se cuenta con estudios suficientes que nos permitan caracterizar
epidemiolégicamente la enfermedad en nuestra poblacion para identificar los factores de
riesgo y las complicaciones mas frecuentes en nuestro medio.

Obijetivo. Describir las caracteristicas clinicas, demogréficas y radiolégicas, y los factores
de riesgo de una serie de pacientes con trombosis venosa cerebral de dos hospitales de
Colombia.

Materiales y métodos. Es un estudio descriptivo retrospectivo de pacientes
hospitalizados, atendidos en el servicio de neurologia de dos hospitales de Bogota desde
diciembre de 2018 hasta diciembre del 2020.

Resultados. Se incluyeron 33 pacientes. Las frecuencias mas altas correspondieron a
muijeres en edad fértil, en puerperio (n=7; 33,3 %) y pacientes con patologias autoinmunes
(n=10; 30,3 %). El sintoma inicial mas comun fue la cefalea (n=31; 93,9 %), seguido de
focalizacién neuroldgica (n=9; 27,2%,) y crisis epiléptica (n=8; 24,2 %). El 51 % (n=17)

de los pacientes tuvo un examen fisico normal. El infarto venoso cerebral se present6

en el 21,1 % (n=7), la hemorragia subaracnoidea en el 12,1 % (n=4) y el hematoma
intraparenquimatoso en el 9 % (n=3) del total de pacientes. El 60,6 % (n=20) quedo con
nivel independiente en la escala funcional de Barthel. Ningun paciente fallecié.
Conclusiones. Se encontraron caracteristicas sociodemograficas, clinicas y radiolégicas
similares a lo reportado en la literatura mundial. Con respecto a las diferencias, se encontré
en nuestro estudio compromiso de la circulacion venosa cerebral profunda en un porcentaje
ligeramente mayor a lo descrito, pero sin aumento de complicaciones, ni mortalidad.
Palabras clave: trombosis de los senos intracraneales; factores de riesgo; cefalea;
trombosis venosa; hemorragias intracraneales.

Characteristics of cerebral venous thrombosis in patients from two university
hospitals in Colombia between 2018-2020

Introduction. Cerebral venous thrombosis is an uncommon cause of cerebrovascular disease,
which has been increasing worldwide. In Colombia, there are not enough recent studies that
allow us to determine epidemiological characteristics of the disease in our population to identify
more frequent risk factors and complications according to our living conditions.

Objective. To describe clinical, demographic, and radiographic characteristics, and risk factors
in a cohort of patients with cerebral venous thrombosis attended at two hospitals in Colombia.
Materials and methods. Retrospective descriptive study with patients treated in the
hospitalization neurology service of two hospitals in Bogoté, Colombia from December 2018
to December 2020.

Results. Thirty-three patients were included. There was a higher incidence of cerebral
venous thrombosis in women of childbearing age in the puerperium (n=7; 33.3%) and
associated with autoimmune diseases (n=10; 30.3%). The most common initial symptom
was headache (n=31; 93.9 %), followed by neurological focal signs (n=9; 27.2%) and
seizures (n=8; 24.2%). Fifty-one percent (n=17) of the patients had a normal physical
examination. Cerebral venous infarction occurred in 21.1 % (n=7), subarachnoid
hemorrhage in 12.1 % (n=4), and intraparenchymal hematoma in 9 % (n=3) of all the
patients. Sixty-point six percent (n=20) of the patients had a total independent Barthel
functional scale. None of those died.

Conclusions. We found similar sociodemographic, clinical, and radiography characteristics
to those reported in the world literature. Regarding the differences, deep cerebral venous
circulation was higher than that described in previous studies but without complications
increase or mortality.
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Keywords: Sinus thrombosis, intracranial; risk factors; headache; venous thrombosis;
intracranial hemorrhages.

La trombosis venosa cerebral se define como la formacién de un trombo
que ocluye las estructuras venosas intracraneales. Se presenta con mayor
frecuencia en mujeres entre los 20 y los 50 afios y se ha asociado a una
variedad de factores de riesgo incluidos los estados protrombéticos, el uso de
anticonceptivos orales, el embarazo, el puerperio, las infecciones y algunos
factores mecanicos (1).

Se considera una causa infrecuente de enfermedad cerebrovascular que
se presenta entre el 0,5 y el 1 % de la poblacion adulta. Sin embargo, se ha
documentado que tanto su incidencia como su prevalencia esta en aumento
mundialmente (2,3). Esto puede explicarse por el acceso a los nuevos
métodos diagnosticos y el desarrollo de técnicas mas especializadas tales
como la resonancia magnética cerebral (4,5).

A pesar de ello, actualmente, en Colombia no hay estudios suficientes que
nos permitan caracterizar epidemiolégicamente la enfermedad en nuestra
poblacioén, para una correcta estratificacion de la presentacion clinica y
diagnéstico temprano, con el fin de planificar estudios futuros de prevencién
con datos propios de factores de riesgo y complicaciones de la enfermedad
en nuestro pais.

Por todo lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar las
caracteristicas clinicas, radioldgicas y factores de riesgo de pacientes con
diagnéstico de trombosis venosa cerebral en dos hospitales universitarios
de Bogota entre los afios 2018 y 2020, por ser de referencia de enfermedad
vascular a nivel nacional.

Materiales y métodos

Se disefié un estudio observacional retrospectivo de tipo serie de casos,
en el que se revisaron las historias clinicas de los pacientes en la base de
datos de hospitalizacién del Servicio de Neurologia del Hospital de San José
y del Hospital Infantil Universitario de San José. Se incluyeron todos los
pacientes que cumplian los criterios de elegibilidad entre diciembre del 2018
y diciembre del 2020.

Los criterios de elegibilidad fueron: pacientes de edad mayor o igual
a 18 anos con diagnostico de trombosis venosa cerebral confirmada por
angiorresonancia venosa cerebral, angiografia cerebral por tomografia
computarizada o arteriografia cerebral, que hayan ingresado al servicio de
hospitalizacién de alguno de los dos hospitales.

Se recolectaron los siguientes datos: edad, sexo, sintomas de consulta,
estancia hospitalaria, estancia en unidad de cuidados intensivos, factores de
riesgo, examen neuroldgico, quimica sanguinea, perfil autoinmune, perfil de
trombofilias, marcadores tumorales, liquido cefalorraquideo, caracteristicas
radiolégicas, complicaciones y escala de Barthel al final de la hospitalizacion.

La distribucién de los datos por variable se analizé con la prueba de
Shapiro-Wilk. La descripcion de las caracteristicas clinicas y demograficas
de la serie de participantes se realizé por medio de frecuencias absolutas
y relativas para las variables cualitativas, y por medio de mediana y rango
intercuartilico para las variables cuantitativas. El andlisis de los datos se llevo
a cabo con el programa Stata 15™.,
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El presente trabajo fue aprobado por el comité de ética de los dos
hospitales involucrados.

Resultados

Treinta y tres pacientes cumplieron los criterios de inclusion, con una
mediana de edad de 33 afnos [rango intercuartilico (RIC): 24-48]; fue
mas comun en mujeres (n=27; 81,8 %), de las cuales el 78 % (n=21) se
encontraban en edad reproductiva (18-49 afnos) (cuadro 1).

Se identificaron factores de riesgo en el 81 % (n=27) de los pacientes.
Del total de la poblacién se encontré con mayor frecuencia el antecedente
de enfermedades autoinmunes en un 30,3 % (n=33), siendo hipotiroidismo
(n=5; 15,1 %) la mas comun, seguida del sindrome de anticuerpos
antifosfolipidicos (n 3; 9,1 %) y lupus eritematoso sistémico (n=2; 6 %). En
mujeres en edad fértil se determin6 el embarazo como factor en el 14,3 %
(n=3), el puerperio en el 33,3 % (n=7) y uso de anticonceptivos orales en el
25,9 % (n=7) del total de mujeres.

Entre otros factores temporales de riesgo en todos los participantes,
hombres y mujeres, se encontrd: anemia en el 21,2 % (n=7), obesidad en
el 18,2 % (n=6), tabaquismo en el 15,1 % (n=5), antecedentes de cancer en
el 12,1 % (n=4) e infeccion del sistema nervioso central en el 9,1 % (n=3).
Teniendo en cuenta la pandemia por el virus SARS-CoV-2, se documentd un
solo paciente con la infeccién activa asociada a trombosis venosa cerebral
(cuadro 2).

En los pacientes hospitalizados se obtuvo el perfil de trombofilias al 33,3 %
(n=11). Solo en un paciente se encontré deficiencia de antitrombina Ill (9 %) y
en otro, deficiencia de la proteina C de coagulacion (9 %) como factor de riesgo
definitivo (cuadro 3).

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas y sintomas de consulta

Caracteristicas sociodemograficas % (n)
Edad (afos) Mediana de edad: 33
RIC: 24-48
Sexo Masculino: 18,2 (6/33)
Femenino: 81,8 (27/33)
Sintomas de consulta % (n)
Cefalea 93,9 (31/33)
Unico sintoma 36,3 (12/33)
Focalizacién neurolégica 27,2 (9/33)
Crisis epiléptica 24,2 (8/33)
Alteracién del lenguaje 18,2 (6/33)
Alteracién del contenido de conciencia 12,1 (4/33)
Compromiso de pares craneales 12,1 (4/33)
Alteracién de estado de conciencia 9,1 (3/33)
Alteracién de agudeza visual 6 (2/33)
Fiebre 3 (1/33)
Examen neurologico
Normal 51,5 (17/33)
Estado de conciencia, alerta 10 33/33)

1
0 (
Alteracién del contenido de la conciencia 6 (
Compromiso del lenguaje y/o del habla 12,1 (
Compromiso de pares craneales 21,2 (7/33
Compromiso motor 18,1 (
Alteracién sensitiva 15,1 (
Alteracién de la marcha 6 (
Alteracién de la coordinacion 6 (
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Cuadro 2. Factores de riesgo

Factores de riesgo temporales % (n)

Anticonceptivos orales 25,9 (7/27)
Puerperio 33,3 (7/21)
Embarazo 14,3 (3/21)
Obesidad 18,2 (6/33)
Tabaquismo 15,1 (5/33)
Infeccién del sistema nervioso central 9,1 (3/33)
Anemia 21,2 (7/33)
Fistula dural 3 (1/33)
Hipertension intracraneal espontanea 3 (1/33)
Antecedente de cancer 12,1 (4/33)
Infeccién por SARS CoV-2 activa 3 (1/33)
Trauma craneoencefalico 0 (0/33)

Factores de riesgo definitivos
Antecedente de enfermedad autoinmune 30,3 (10/33)

Deficiencia de antitrombina IlI 9,09 (1/11)
Deficiencia de proteina C 9,09 (1/11)
69,60%
60,60%
33,30%
24,20%
18,10%
12,10%
30/0 .
|
Seno sagital Seno Seno Senorecto  Senosagital Venayugular  Circulacion

superior transverso sigmoideo inferior interna posterior

Figura 1. Localizacion de la trombosis venosa cerebral

Entre los sintomas de presentacion clinica del total de pacientes, el mas
comun fue cefalea en el 93,9 % (n=31), seguido por focalizaciéon neurolégica
en el 27,2 % (n=9), crisis epilépticas en el 24,2 % (n=8) y alteracién del
lenguaje en el 12,1 % (n=4). La mediana de estancia hospitalaria fue de seis
dias (RIC=4,5-9,8 dias), con estancia minima de un dia y maxima de 37 dias.
Solo dos pacientes (6 %) requirieron unidad de cuidados intensivos (cuadro 1).

En los estudios imagenolégicos, el seno longitudinal superior fue el mas
afectado (n=22; 67 %), seguido del seno transverso (n=20; 60 %) y el seno
sigmoideo (n=11; 33,3 %). Hubo compromiso del sistema venoso profundo
en el 12,1 % (n=4) (figura 1). Identificamos la presencia de infarto venoso
cerebral en el 21,2 % (n=7), hemorragia subaracnoidea en el 12,1 % (n=4) y
hematoma intraparenquimatoso en el 9 % (n=3) del total de pacientes a los
que se les realizé resonancia, angiorresonancia magnética cerebral o ambas
(cuadro 4). El 42,8 % (n=3) de los pacientes con infarto venoso cerebral
tenian compromiso de sistema venoso profundo.

De las complicaciones inmediatas a la hospitalizacion se documenté
un paciente con hipertension intracraneal y segun la evaluacion de escala
funcional de Barthel, dos pacientes con dependencia total, dos con
dependencia grave y siete con dependencia moderada (figura 2). En el
presente estudio, ningun paciente fallecio durante la hospitalizacién.
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Cuadro 3. Examenes de laboratorio

Marcadores tumorales

No realizado: 78,7 % (26/33)
Positivo: 0 % (0/7)

Perfil de trombofilia

Realizado: 33,3 % (11/33)
- Deficiencia de antitrombina Ill: 9,09 % (1/11)
- Deficiencia de proteina C: 9,09 % (1/11)

Perfil inmunologico

Anticuerpos antinucleares Positivo: 9,5 % (2/21)

No realizado: 36,3 % (12/33)
Anticuerpos nucleares extractables Positivo: 0 % (0/18)

No realizado 45,4 % (15/33)
Anticoagulante ltpico Positivo: 16,6 % (2/12)

No realizado: 63,6 % (21/33)
Anticuerpos Smith Positivo: 16,6 % (1/6)

No realizado: 81,8 % (27/33)
Anticuerpos para anticuerpos antifosfolipidicos Positivo: 9 % (2/21)
No realizado: 36,3 % (12/33)

Complemento C3/C4 Consumido: 11,1 % (2/18)
No realizado: 45,4 % (15 /33)
Anticuerpos anti-ADN Positivo: 0 % (0/13)

No realizado: 60,6 % (20/33)

61%

21%

6% 6% 6%
Dependencia total Dependencia Dependencia Dependencia Independencia

Figura 2. Escala de Barthel
Discusion

Basandonos en la literatura revisada, en nuestro medio son pocos los
estudios que describen las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes
con trombosis venosa cerebral. Sin embargo, se ha reportado una baja
prevalencia de trombosis venosa cerebral (0,7 %) entre las enfermedades
cerebrovasculares, segun un estudio del Instituto Neurolégico de Colombia (6).

Aunque no fue el objetivo de esta investigacién evaluar la prevalencia
de trombosis venosa cerebral, de acuerdo con los datos estadisticos de las
dos instituciones, entre el 1° diciembre del 2018 y el 1° diciembre del 2020,
el total de pacientes con enfermedad cerebrovascular fue de 884. Teniendo
en cuenta esta totalidad de pacientes, la prevalencia de la trombosis venosa
cerebral en la poblacion estudiada fue del 3,7 %, lo que nos permite inferir
que en nuestro medio es més frecuente esta patologia neuroldgica. Esto se
evidencié también al compararla con un estudio recientemente publicado
en Argentina, en el que se estudié la enfermedad durante 30 afos en 53
pacientes (7). Las diferencias en cuanto a poblacién quizas se deban a
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que nuestro estudio fue realizado en dos hospitales que son referentes
nacionales de enfermedad vascular en Colombia.

Con respecto a los datos demograficos, estos fueron similares a los
reportados a nivel mundial como los de un estudio australiano, una serie de
casos de Argentina, una revision realizada en Norteamérica y otros estudios
colombianos (1,5-7). La Trombosis venosa cerebral es mas frecuente en
mujeres en edad fértil y esta asociado a factores de riesgo temporales
como la anticoncepcién hormonal y los estados procoagulantes propios del
embarazo y el puerperio (8). Ademas, durante la investigacién se observo
con mayor frecuencia el antecedente de enfermedades autoinmunes,
similar a lo descrito en el estudio local publicado en el 2012 por Amaya y
colaboradores (9), y con cifras parecidas a las documentadas en el estudio
prospectivo observacional realizado por 89 centros en 21 paises, en el que
se reporté 59 % de un sindrome antifosfolipidico (10).

En otros estudios controlados, otras condiciones asociadas a la trombosis
venosa cerebral son las trombofilias, el cancer, los trastornos inflamatorios y
las alteraciones metabdlicas como la obesidad (8), también documentadas
en nuestro estudio, a pesar de que el perfil de trombofilias y la busqueda
activa paraneoplésica no se hizo en todos los pacientes.

Complementando los factores de riesgo y teniendo en cuenta la pandemia
por el virus de SARS-CoV-2, que se report6 por primera vez en Colombia
en marzo del 2020, se documenté un solo paciente con la infeccién activa
asociada a trombosis venosa cerebral. Este caso fue publicado en la revista
Ictus, en enero 2021 por Patifio et al. (11) y se relacioné con esta infeccion
teniendo en cuenta que el SARS-CoV-2 produce una inflamacion sistémica
y una tormenta de citocinas por un mecanismo posinfeccioso directo
inmunomediado. Esta respuesta esta asociada a endoteliopatia y estasis y,
por lo tanto, a complicaciones tromboticas y con menor frecuencia a trombosis
venosa cerebral (12). Li y colaboradores encontraron una frecuencia del 5,9 %
de enfermedad cerebrovascular aguda después de COVID y en esa cohorte,
un solo paciente con trombosis venosa cerebral (13). Sin embargo, cuando se
presenta es extensa y se asocia a mortalidad (11).

En relacion con la presentacién clinica, la trombosis venosa cerebral se
manifiesta como un cuadro muy variable debido a su progresion y evolucion
dinamica (14). En nuestro estudio, el sintoma de consulta més frecuente fue
la cefalea como Unico sintoma en el 36 % de los pacientes, como se reporta
en otros estudios (3,6,7,9), por lo cual la trombosis venosa cerebral se debe
sospechar en aquellos pacientes que manifiesten este sintoma.

Para realizar el diagnostico de trombosis venosa cerebral se recomienda
la utilizacion de técnicas no invasivas como la angiografia por tomografia, la
resonancia magnética nuclear o ambas (15), siendo estas realizadas en este
estudio en el 79 % y el 100 % de los casos respectivamente. Tan solo para
dos pacientes nos apoyamos en la arteriografia cerebral para el diagnéstico
de la trombosis venosa cerebral. Segun las guias de la American Heart
Association (AHA) / American Stroke Association (ASA) tan solo 30 % de
los pacientes tienen anormalidades en la tomografia computarizada (TC)
simple inicial de craneo, siendo la hiperdensidad de la vena cortical el signo
principal, seguido del signo delta denso e infarto cerebral con componente
hemorragico. También reportaron hemorragia subaracnoidea del 0,5 al 0,8 %
(16), a diferencia de la proporcion encontrada en nuestro estudio: el 100 %
de los pacientes a los que se les realizé la TC simple de craneo tenian signos



Biomédica 2023;43:213-21

Trombosis venosa cerebral en pacientes de Colombia

indirectos de trombosis venosa cerebral. Documentamos infarto cerebral en
el 26,9 %, hematoma intraparenquimatoso 9 % y hemorragia subaracnoidea
en el 11 % de pacientes (cuadro 4). Sin embargo, estos porcentajes fueron
menores al compararlos con los obtenidos en estudios locales y en un
estudio internacional de cohorte multicéntrica, en donde se documento infarto
cerebral en el 36,4 % y transformacién hemorragica en el 17,3 % (3,5,6,17).

En referencia a los senos venosos cerebrales en nuestro estudio, los
mas afectados fueron: el seno sagital superior, el seno transverso y el seno
sigmoideo. Esto es similar a lo descrito en estudios locales realizados por
Amaya et al., Zuluaga et al. y Bermudez et al. (3,6,9). Sin embargo, durante el
estudio se evidencié compromiso de la circulacion venosa cerebral profunda
en un 12,1 % del total de los pacientes, siendo un porcentaje ligeramente
mayor a lo descrito, aunque sin aumento de complicaciones, ni mortalidad.

Con respecto a las complicaciones tempranas se encontré aumento de
presién intracraneana secundaria al bloqueo del flujo venoso y malabsorcion
de liquido cefalorraquideo (18,19). En este estudio se documento un paciente
con hipertensién intracraneana, ninguno present6 hidrocefalia comunicante,
probablemente por diagnéstico e inicio temprano de tratamiento (cuadro 5).
Otra de las complicaciones tempranas son las crisis epilépticas descritas
hasta en el 37 % de los adultos (1); en nuestro estudio sélo el 24 % de
los pacientes presentaron crisis epilépticas como sintoma inicial. Las
complicaciones tardias no se evaluaron en este estudio.

En la actualidad, a pesar de la mejoria de las técnicas diagnésticas y el
tratamiento oportuno, la trombosis venosa cerebral es todavia una causa frecuente
de discapacidad permanente, aunque el 80 % de los pacientes presenta una
adecuada recuperacién con buena independencia posterior al evento trombotico
(20). En nuestro estudio, al final de la hospitalizacién la mayoria de los pacientes
quedaron con independencia total segun la escala de Barthel. Sin embargo, no
podemos escatimar los valores de dependencia moderada (21 %), total (6 %)

y seria (6 %), por lo que debemos realizar un diagndstico e inicio temprano de
terapia tanto farmacoldgica como de rehabilitacién.

Cuadro 4. Caracteristicas radiologicas

Tomografia simple de craneo [79 % (26/33)] % (n)

Hiperdensidad de seno venoso 69 (18/26)
Hiperdensidad de vena cortical 23  (6/26)
Signo delta 4 (1/26)
Infarto cerebral 26,9 (7/26)
Infarto talamico 38 (3/7)

Hemorragia subaracnoidea 15 (4/26)
Hematoma intraparenquimatoso 11 (3/26)

Hallazgos en resonancia magnética cerebral y
angioresonancia magnética cerebral

Infarto cerebral en la resonancia magnética 21,2 (7/33)
El 42,8% (n=3) tenia compromiso de sistema

venoso profundo.

Hemorragia subaracnoidea en la resonancia 12,1 (4/33)
magneética cerebral

Hematoma intraparenquimatoso en la 9,09 (3/33)
resonancia magnética

Cuadro 5. Complicaciones

Complicacion % (n)

Hidrocefalia 0 (0/33)
Fistula dural 0 (0/33)
Herniacién transtentorial 0 (0/33)
Hipertension intracraneal 3  (1/33)
Muerte 0 (0/33)
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Con respecto a la mortalidad, ningn paciente fallecié durante la
hospitalizacién (cuadro 5), diferente a lo documentado en estudios
internacionales en los que, aproximadamente, del 3 al 15 % de los pacientes
mueren durante la fase aguda de la enfermedad (10,16,21,22). Es probable
que el inicio temprano de la anticoagulacién y una menor cantidad de
complicaciones tempranas en nuestro estudio favorezca la supervivencia de
los pacientes. No obstante, es necesario tener en cuenta que en nuestros
centros no se realizd seguimiento posterior al egreso.

Con este trabajo concluimos que las caracteristicas sociodemogréficas,
clinicas y radiologicas de nuestro estudio son similares a las de las cohortes
locales e internacionales de pacientes con trombosis venosa cerebral. A
diferencia de los otros estudios, en el analisis realizado se comprometié la
circulacion venosa cerebral profunda en un porcentaje ligeramente mayor a
lo descrito, pero sin aumento de complicaciones, ni mortalidad.

En resumen, la trombosis venosa cerebral afecta con mayor frecuencia
a mujeres en edad fértil, a pacientes que usan anticonceptivos orales y
a aquellos que presentan enfermedades autoinmunes de base. Estas
condiciones requieren un alto nivel de sospecha para el diagnéstico de
trombosis venosa cerebral en la poblacion de nuestros hospitales junto con la
cefalea migrafiosa ya que es el sintoma mas frecuente.

La trombosis venosa cerebral es aun una enfermedad poco comuin. No
obstante, su incidencia va en aumento, por lo que su estudio es esencial para
conocer factores de riesgo, comportamiento en la fase aguda, respuesta al
tratamiento y complicaciones en la poblacion. Esto servira para establecer
medidas de prevencion y de diagnéstico temprano con el fin de evitar
secuelas neurologicas permanentes en nuestros pacientes. A futuro, podrian
plantearse estudios multicéntricos en los que se incluyan pacientes con mas
afos de observacién en fase aguda y seguimiento, logrando un tamafo de
muestra mayor que nos permita obtener este conocimiento en Colombia.

Para finalizar, después de la pandemia es importante tener en cuenta la
infeccién por SARS-CoV-2 en pacientes con diagnéstico de trombosis venosa
cerebral que presenten sintomas sugestivos, pues la infeccidn por este virus
se relaciona a un peor desenlace de la enfermedad por compromiso del
sistema venoso profundo.
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Articulo original

Evaluacion de la eficacia bioldgica y de la
sensibilidad de Aedes aegypti a los insecticidas
piretroides deltametrina y ciflutrina durante el brote
del virus Zika en Kuna Yala, Panama

Lorenzo Caceres', Cipriano Ayarza?, Damaris Bernal'

" Departamento de Entomologia Médica, Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la
Salud, Ciudad de Panama, Panama

2Seccién de Control de Vectores, Regién de Salud, Kuna Yala, Panama

Introduccion. El desarrollo de la resistencia a insecticidas de Aedes aegypti representa
una gran amenaza para la salud publica. La vigilancia y el monitoreo de la eficacia
bioldgica a los insecticidas y la sensibilidad de las poblaciones de Aedes aegypti es de
fundamental importancia para prolongar la vida Gtil de estas moléculas.

Objetivo. Evaluar la eficacia bioldégica de los insecticidas deltametrina y ciflutrina y

la sensibilidad de poblaciones de Aedes aegypti a estos insecticidas durante el brote
epidémico de virus del Zika en Kuna Yala, Panama.

Métodos y materiales. Se evalué la eficacia bioldgica de la deltametrina y la ciflutrina,

y la sensibilidad a estos insecticidas de poblaciones de la cepa Aedes aegypti Ustupo,
mediante bioensayos estandarizados por la Organizacién Mundial de la Salud durante el
brote epidémico de virus del Zika en Kuna Yala, Panama.

Resultados. En los bioensayos con Aedes aegypti Ustupo se observé posible

resistencia a deltametrina y a ciflutrina con un porcentaje de mortalidad del 95,3 y 94 %,
respectivamente. Se registro baja eficacia biolégica con la cepa Aedes aegypti Ustupo para
la deltametrina y la ciflutrina, con medias de porcentajes de mortalidad de 75y 31,1 %, en
el intradomicilio, mientras que en el peridomicilio fue de 63,7 y 26,1 %, respectivamente.
Conclusiodn. Los resultados de este estudio representan un desafio que debe enfrentar el
Programa Nacional de Control de Aedes para lograr cuidar y mantener el efecto téxico de
los insecticidas aplicados contra las poblaciones de Aedes. Es necesario que el Programa
Nacional de Control de Aedes establezca unos lineamientos de manejo de la resistencia
para caracterizarla y evaluar la distribuciéon geografica de las poblaciones afectadas. Lo
anterior con el propésito de garantizar la sostenibilidad de las intervenciones antivectoriales
contra las poblaciones de Aedes.

Palabras clave: Aedes; resistencia a los insecticidas; control de vectores de las
enfermedades; dengue; virus Zika.

Evaluation of the biological efficacy and susceptibility in Aedes aegypti to the
pyrethroid insecticides deltamethrin and cyfluthrin during the Zika virus outbreak in
Kuna Yala, Panama

Introduction. The development of resistance to insecticides in Aedes aegypti represents

a major threat to public health. Surveillance and monitoring of the biological efficacy and
sensibility of Aedes aegypti populations to insecticides is fundamental to prolong the useful
life of insecticide molecules.

Objective. To evaluate the biological efficacy of deltamethrin and cyfluthrin and sensibility
to insecticides in Aedes aegypti during the zika epidemic outbreak in Kuna Yala, Panama.
Methods and materials. We assessed the biological efficacy of deltamethrin and cyfluthrin,
and sensibility in the strain Aedes aegypti Ustupo using bioassays standardized by the
World Health Organization during the Zika epidemic outbreak in Kuna Yala, Panama.
Results. In the bioassays with Aedes aegypti Ustupo, we observed a possible resistance to
deltamethrin and cyfluthrin with a mortality rate of 95,3 and 94%, respectively. The obtained
results registered low biological efficacy of deltamethrin and cyfluthrin with average
percentages of mortality of 75 and 31.1% in the intradomicile, and 63,7 and 26.1% in the
peridomicile.

Conclusion. The results of this study represent a challenge for the National Aedes Control
Program to care for and maintain the toxic effect of insecticides applied against Aedes
populations. There is a need for the National Aedes Control Program to establish some
guidelines about resistance assessment and resistant populations’ geographic distribution
to guarantee the sustainability of anti-vector interventions against Aedes populations.

Keywords: Aedes; insecticide resistance; vector control of disease; dengue; Zika virus.
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Evaluacién de insecticidas piretroides en Aedes aegypti

Los virus del dengue (DENV) son transmitidos por dos especies de
mosquitos, Aedes aegyptiy Aedes albopictus, que se crian y distribuyen
en ambientes urbanos. Por esta razoén, el dengue es una enfermedad
predominantemente urbana. Segun estimaciones recientes, unos 390
millones de personas se infectan anualmente con los virus del dengue y
96 millones llegan a manifestar clinicamente la infeccion (1). El virus del
chikungunya (CHIVK) y el virus del Zika (ZIKV), otros dos virus causantes
de arbovirosis, son transmitidos por los mismos vectores y en las ultimas
décadas han tenido un gran impacto en los brotes epidémicos urbanos de las
Américas, Africa y Polinesia (2).

Una epidemia generalizada de infeccidn por ZIKV fue reportada en
2015 en Centroamérica, Suramérica y el Caribe (3). En mayo del 2015, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) registré la primera transmision local
de ZIKV en el continente americano y se identificaron casos autéctonos en
Brasil (4,5). El ZIKV se ha confirmado con transmision local en 51 paises y
territorios de América (6,7). En Panama, desde la reemergencia del dengue
en 1993 hasta el 2021, se han registrado 98.581 casos acumulados de
dengue, 219 casos de dengue grave y 79 defunciones. Desde que emergio
en el 2014, el chikungunya ha registrado 410 casos acumulados hasta el
2021, mientras que desde que se registraron los primeros casos de Zika en
el 2015 hasta el 2021, se han registrado 1.371 casos acumulados (8).

En los ultimos afos ha ocurrido un incremento significativo de los casos
de dengue en algunos paises de las Américas, que unido a la introduccion de
ZIKV y CHIKV, han generado una situacion epidemiolégica mas compleja y
representan un desafio adicional para los sistemas de salud publica (9).

El principal vector de DENV en todo el mundo son los mosquitos Aedes
aegypti. Esta especie se ha adaptado a las zonas urbanas, en las areas
del peridomicilio, se cria a menudo en recipientes artificiales y pica casi
exclusivamente a los humanos (10,11). La circulacién de la enfermedad va
emparejada con la distribucién geografica de Ae. aegypti (12). El control
vectorial es el método principal disponible para controlar las infecciones
transmitidas por vectores y tiene como obijetivo limitar la transmisién de
agente patégenos al reducir o eliminar el contacto hombre-vector (13). Este
es el método utilizado para controlar el CHIKV y el ZIKV y proteger asi a las
poblaciones humanas. Para algunas enfermedades, como el dengue, existe
una vacuna que esta autorizada, pero no ampliamente utilizada debido a
problemas de seguridad (14).

Algunos programas de control de Ae. aegypti se centran en la vigilancia
y en la eliminacién de los sitios de cria, y en campanas de saneamiento
ambiental para minimizar los riesgos de proliferacién del vector. No obstante,
enfrentan desafios operativos por la presencia de multiples tipos de criaderos
en los sitios donde se aplican estas estrategias.

Por esta razén, y ante la presencia de elevados indices de infestacion de
Ae. aegyptiy riesgos potenciales de transmisién, se lleva a cabo una etapa
intensiva basada fundamentalmente en el uso de insecticidas (15,16). Las
aplicaciones de insecticidas en aerosol a volumen ultrabajo son utilizadas
para controlar los mosquitos en estadio adulto cuando estan en vuelo o en
reposo. Durante méas de 60 afos, la aspersion de insecticidas en forma de
aerosol ha sido una herramienta crucial para combatir los mosquitos. Dos
tecnologias han dominado su aprovechamiento y uso continuo en todo el
mundo: la nebulizacion térmica (17), y los aerosoles de niebla fria (18).
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De este modo, se ha logrado prevenir y controlar la transmision viral. Sin
embargo, la mayoria de las veces, quedan poblaciones sobrevivientes de
Ae. aegypti que, junto con los riesgos ambientales y sociales, representan un
peligro potencial para la ocurrencia de nuevos brotes o epidemias.

Los estudios llevados a cabo en numerosos lugares del mundo han
demostrado la capacidad que tiene Ae. aegypti para desarrollar resistencia
a los insecticidas, lo que se constituye en el principal problema que
afecta las estrategias de los programas de control de vectores (19,20). La
resistencia de Ae. aegypti a los insecticidas piretroides y organofosforados
representa una amenaza creciente para la sostenibilidad de las estrategias
de los programas de control vectorial (21,22). Desde la introduccion de
los insecticidas sintéticos en los programas sanitarios de las Américas, la
presion selectiva ejercida contra poblaciones de Ae. aegypti ha generado
el desarrollo de resistencia a varios de ellos, ademas de la aparicion de
resistencia cruzada y multiple con otros insecticidas, lo cual reduce el nimero
de alternativas efectivas y adecuadas para el control del vector (16,23).

En Panama, desde el inicio del programa de control de vectores en 1956,
las poblaciones de mosquitos transmisores de agentes patégenos han estado
sometidas a una continua presién selectiva de insecticidas organoclorados,
carbamatos, organofosforados y piretroides (24). El Programa Nacional de
Control de Aedes del Ministerio de Salud, debido al registro constante de
elevados indices de infestacién, casos de dengue y la circulacién de sus
cuatro serotipos, y la emergencia de CHIKV y ZIKV en el pais, ha mantenido
el uso constante de los insecticidas piretroides deltametrina y ciflutrina para
tratar de controlar la transmisién de estas entidades virales.

Durante el registro del primer brote epidémico de Zika en el pais, ocurrido
en la comarca de Kuna Yala en el 2015, con el registro de 38 de los 39 casos
(97,4 %) de la enfermedad registrados a nivel nacional, la comunidad de
Ustupo reportd 29 casos de Zika, el 74,4 % de los registrados a nivel nacional
(25). En consideracion a esta situacion, el Gobierno Nacional declard una
“alerta sanitaria en todo el territorio nacional” y se declar6 el territorio de la
comarca Kuna Yala como “zona epidémica” sujeta a control sanitario, ante el
riesgo de propagacién de la enfermedad por tratarse de un evento de salud
publica de importancia nacional e internacional (26).

La principal accion antivectorial que se llevé a cabo fue la aplicacion de
los insecticidas deltametrina y ciflutrina con equipo de nebulizacién térmica
de volumen ultrabajo en areas peridomésticas o perifocales de las casas
donde se sospechaba o se habian reportado infecciones humanas. También,
se realizaron intervenciones de control fisico para reducir las fuentes
de transmisién que consistieron en la eliminacién de criaderos activos y
potenciales con participacion comunitaria, y en la ejecucion de actividades
educativas. El control quimico larvario se realizé mediante la aplicacioén de
diflubenzurén y temefds en depédsitos de agua de uso doméstico (25).

El Programa Nacional de Control de Aedes ha manifestado la necesidad
de determinar el estado actual de la sensibilidad y la eficacia biolégica de
los insecticidas aplicados contra las poblaciones de Aedes en las distintas
regiones endémicas del pais. Lo anterior con el propésito de generar nuevas
estrategias para evitar o retrasar el desarrollo de la resistencia en las
poblaciones de Aedes.
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Evaluacién de insecticidas piretroides en Aedes aegypti

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia biolégica y la sensibilidad
de poblaciones de Ae. aegyptide la regién de Ustupo a los insecticidas
piretroides deltametrina y ciflutrina durante el brote de Zika en la comarca
indigena de Kuna Yala.

Materiales y métodos
Descripcion del area de estudio

La comarca —division politica o territorio asignado a una poblacién
indigena definida dentro de Panaméa— de Kuna Yala comprende alrededor de
2.341 km? de superficie continental; esta conformada por bosques tropicales
intervenidos y areas costeras de tierras bajas utilizadas por la poblacién
indigena kuna para cultivar principalmente palma de coco, platano, banana
y yuca, entre otros. Esta region cuenta con un archipiélago constituido por
cerca de 365 pequenas islas de coral, cuya ecologia ha sido fuertemente
modificada por acciones antropogénicas (27,28).

Kuna Yala esta subdividida politicamente en cuatro corregimientos con
49 comunidades oficialmente reconocidas, la mayoria ubicadas en islas
cercanas a la costa continental. En el 2015, la poblacién de Kuna Yala estaba
estimada en unos 42.395 habitantes (29). Cada comunidad est4 regida por
autoridades tradicionales representadas por un lider politico y espiritual
llamado “Sahila” y por el Congreso General Kuna (30).

En general, las comunidades mantienen un saneamiento basico, pero
carecen de un suministro de agua entubada las 24 horas. Debido a esto, la
poblacion tiene que almacenar agua en diferentes tipos de depdsitos que se
convierten en criaderos de Ae. aegypti. La temperatura promedio mensual en
la region es de 26 a 27 °C, con una humedad relativa entre el 78 y el 90 % y
una precipitacién anual que oscila entre los 1.600 y los 3.000 mm? (31). Esta
region tiene normalmente un patrén de lluvia unimodal con una temporada
seca que inicia generalmente a mediados de diciembre y va hasta abril, y una
temporada lluviosa que inicia a mediados de mayo y va hasta diciembre.

Sitio seleccionado

El Programa Nacional de Control de Aedes, considerando la magnitud
del problema de salud publica que representa el registro continuo de
brotes de los virus dengue, Zika y chikungunya, y la reciente emergencia
de Zika en la comarca de Kuna Yala, planteé la necesidad de determinar
el comportamiento de la eficacia biolégica de los insecticidas piretroides
deltametrina y ciflutrina, utilizados en aplicaciones de volumen ultrabajo,
contra poblaciones de Aedes en las principales regiones endémicas (25).

Para la evaluacién de la sensibilidad y de la eficacia biol6gica de los
insecticidas se selecciond, en conjunto con el Ministerio de Salud de
Panama, la comunidad de Ustupo ubicada a los 9°07’ 48.44” Ny 77°55’
38.21” O, que cuenta con 120 viviendas y 2.300 habitantes (figura 1). Esta
comunidad tiene reportes frecuentes de casos de dengue, altos indices de
infestacion, aplicaciones frecuentes de insecticidas y registro de la mayoria
de los casos de zika en Kuna Yala (25).
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* Comunidad seleccionada para el estudio

Figura 1. Localizacion geogréfica de la comunidad de Ustupo en la comarca de Kuna Yala,
Panama

Recolecta de individuos de Aedes aegypti en Ustupo

Las muestras de Ae. aegypti de Ustupo en fases inmaduras (larvas y
pupas) se recolectaron en criaderos activos localizados en el domicilio y
en el peridomicilio de las viviendas entre las 08:00 y las 16:00 horas con
ayuda del personal técnico del Programa Nacional de Control de Aedes.
Todo el material bioldgico recolectado se coloc6 en envases especiales
debidamente codificados y se transporté al Departamento de Entomologia
Médica del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud para su
identificacion, a nivel de especie, mediante el uso de claves taxondémicas de
larvas de mosquitos (32).

Cria y mantenimiento de cepas de mosquitos en condiciones de
laboratorio

Una vez identificada la especie del material biol6gico recolectado en
el campo, se obtuvieron los mosquitos adultos a partir de las larvas y las
pupas de Ae. aegyptirecolectadas en Ustupo. A estos se les denominé
la generacion F,. A partir de las posturas producidas de la F, se obtuvo la
primera generacion (F,) de la cepa denominada “Ae. aegypti Ustupo” con
la cual se levantd una colonia que fue criada y mantenida en condiciones
controladas de laboratorio: con una temperatura promedio minima de
28,5 °C (desviacion estandar: DE = 0,5703) y maxima de 30,0 °C (DE =
0,0912), humedad relativa del 70 al 80% (DE = 0,3939) y con fotoperiodo
de 12 horas dia y 12 horas noche (33). El material bioldgico de la cepa Ae.
aegypti Ustupo fue utilizado posteriormente para realizar los bioensayos de
sensibilidad y pruebas de eficiencia bioldgica. Bajo las mismas condiciones
se mantuvo la cepa de referencia sensible Ae. aegypti Rockefeller.
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Evaluacién de insecticidas piretroides en Aedes aegypti

Insecticidas utilizados

Deltametrina: (s)-a-cyano-3-phenoxybenzyl cis-(IR)-3-(2,2-dibromovinyl)-
2,2-dimethyl cyclopropane carboxylate. Tiene un 96,8 % de pureza y fue
suministrada por Bayer, S. A. Central América, Costa Rica, y la presentacion
comercial K-Othrine® CE 0,27 % w/v (Deltametrina), producto formulado en
Guatemala por Bayer, S. A.

Ciflutrina: (RS;SR)-alpha-cyano-4-fluoro-3-
phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR) -3-(2,2-dichlorovinyl)
-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate del 98 % de pureza, suministrada por
Bayer, S. A. Central América, Costa Rica y el formulado comercial Solfac®
UBV 1,5% w/v (Cyflutria), producto formulado en Guatemala por Bayer, S. A.

Nebulizacion térmica con piretroides en el intradomicilio y el
peridomicilio

Como medida de control de calidad, las aplicaciones de las
nebulizaciones térmicas de volumen ultrabajo de los insecticidas piretroides
en el intradomicilio y en el peridomicilio estuvieron a cargo de un mismo
operario técnico del Programa Nacional de Control de Aedes de la comarca
de Kuna Yala, con el fin de disminuir los sesgos inducidos por la manera de
aplicar la técnica de nebulizacién dentro de las viviendas y fuera de ellas.

El equipo utilizado en las aplicaciones fue un nebulizador térmico portétil
de volumen ultrabajo, marca Dyna-Fox Super Hawk II®, previamente calibrado
de acuerdo con las normas de la OMS (34). El promedio de la temperatura y
la humedad relativa durante los bioensayos fue de 27 = 2 °C y del 70 al 80%m
respectivamente. La velocidad del viento durante la aplicacién fue de 5a 8
km/h. Luego de terminar la jornada de aplicacion, el equipo se recalibré para
garantizar una aplicacién adecuada en dias subsiguientes.

Para la aplicacion de la deltametrina se hizo una mezcla de un litro del
formulado comercial K-Othrine CE 0,27% en cuatro litros de diésel (1:4)
para una concentracion final de 0,068 %. Por su parte, para la solucion de
ciflutrina se mezclo un litro del formulado comercial Solfac 1,5 % en 12 litros
de diésel (1:12) para una concentracion final de 0,125 % (35). La descarga
para ambos insecticidas con el nebulizador térmico fue de 177 mi/min.

Se seleccionaron 60 viviendas para la aplicacion de los insecticidas
piretroides durante tres dias consecutivos. La mayoria de las viviendas
estaban construidas de acuerdo con el modelo de la cultura kuna (techo
vegetal de hojas de palma, paredes de pequefios troncos de arboles
colocados verticalmente, sin ventanas y piso de tierra) (36).

Para la seleccién de las casas se tuvo en consideracion la accesibilidad
y el permiso de los propietarios para poder ingresar y realizar los trabajos
en las viviendas (37). Se seleccionaron seis sectores y diez viviendas por
cada sector. Tres sectores fueron tratados con deltametrina durante tres dias
consecutivos y tres sectores con ciflutrina durante tres dias consecutivos.

Las viviendas utilizadas como control estaban ubicadas a una distancia
aproximada de 500 m de las viviendas tratadas. Las nebulizaciones térmicas
de volumen ultrabajo se realizaron durante las primeras horas de la mafiana
(07:00 - 09:00), para evitar altas temperaturas y vientos variables, siguiendo
la metodologia de la OMS (34).
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Antes de las aplicaciones de los insecticidas en el intradomicilio y el
peridomicilio se solicité a los duenos de las viviendas que cubrieran todos
los alimentos, utensilios y agua, mantuvieran cerradas las ventanas y las
puertas y, salieran de las casas por 30 minutos después de la nebulizacion
térmica con el insecticida. El tiempo de aplicacion de los insecticidas en el
intradomicilio fue de cinco a diez segundos segun el tamafo de la vivienda,
mientras que el tiempo de aplicaciéon promedio en el peridomicilio fue de 10 a
15 segundos, segun el tamafio del peridomicilio (figura 2, imagenes Ay B).

Bioensayos de sensibilidad en mosquitos adultos Aedes aegypti

Las muestras de hembras adultas de la primera generacién (F ) de Ae.
aegypti Ustupo fueron expuestas a bioensayos de sensibilidad médiante
papeles impregnados con los insecticidas piretroides deltametrina (0,1 %)

y ciflutrina (0,1 %), usando la dosis diagnostica y los tiempos de exposicion
establecidos por las normas estandarizadas de la OMS (38,39). Se utilizaron
lotes de 25 hembras de dos a cuatro dias de emergidas y alimentadas con
sangre de equino preservada. Los bioensayos se hicieron una hora después
de alimentar a los mosquitos.

La temperatura promedio registrada durante los bioensayos fue de 27
+2°Cy 70 £ 80% de humedad relativa. Cada prueba con los insecticidas
evaluados contd con cuatro réplicas y sus respectivos controles. El tiempo
de exposicion fue de 60 minutos, durante los cuales se registré el nimero de
mosquitos caidos a los 15, 30, 45 y 60 minutos.

Después del periodo de exposicidn, los mosquitos se trasladaron a las
camaras de recuperacion y se colocé algodén humedecido en solucion al
10 % de sacarosa como alimento durante el periodo de recuperacién. El
porcentaje de mortalidad se registré a las 24 horas. Se utilizé como patrén
estédndar de sensibilidad la cepa de referencia Ae. aegypti Rockefeller.

Se define como mosquitos resistentes a los insecticidas a aquellos
que sobreviven 24 horas después de finalizar el bioensayo, y mosquitos
sensibles, a los que murieron durante los 60 minutos siguientes al tiempo de
exposicion o dentro de las 24 horas del periodo de recuperacién.

Evaluacion de la eficacia bioldgica de los insecticidas piretroides

En cada una de las 60 viviendas seleccionadas se realizaron aplicaciones
para cada uno de los insecticidas (deltametrina y ciflutrina), durante tres dias
consecutivos.

En el estudio se colocaron un total de 360 jaulas codificadas, cada
una con 15 hembras adultas de la cepa Ae. aegypti Ustupo (n=5.400). Se
ubicaron tres jaulas en el intradomicilio y tres en el peridomicilio e igual
cantidad de jaulas y mosquitos de la cepa sensible Ae. aegypti Rockefeller,
colocadas a diferentes alturas (0,6 - 1,2 m).

En el intradomicilio se colocd una jaula en el dormitorio, una en la sala y otra
en la cocina. En el peridomicilio las tres jaulas se colocaron en los costados
de las viviendas o lugares que se prestaban como sitios de reposo para los
mosquitos que estuvieran a la sombra, frescos y himedos (figura 2C y 2D).
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Figura 2. Comunidad de Ustupo, Kuna Yala, Panama. Nebulizacién de las areas. A. Peridomicilio.
B. Intradomicilio. Colocacion de las jaulas de exposicion. C. Intradomicilio. D. Peridomicilio.

Los mosquitos utilizados en este estudio tenian tres o cuatro dias de
emergidos. Las jaulas se colocaron en las viviendas 15 minutos antes de la
aplicacion del insecticida y las viviendas tratadas permanecieron cerradas
durante 30 minutos después de la aplicacion para evitar el escape de
insecticida y lograr asi el efecto deseado.

Posteriormente, se procedio a extraer las jaulas de las viviendas y se
anoté el nimero de mosquitos caidos en cada una. Las jaulas con mosquitos
fueron llevadas a la base y alli los mosquitos fueron trasladados a envases
de reposo limpios, con algodén humedecido en solucion al 10 % de sacarosa
como alimento durante el periodo de recuperacion. Los individuos se
mantuvieron hasta las 24 horas en condiciones adecuadas de temperatura
de 27 +2°Cy 70 - 80% de humedad relativa. El porcentaje de mortalidad
de las muestras de Ae. Aegypti, expuestas a la aplicacion de insecticidas
piretroides, se registro 24 horas después.

Analisis

La nebulizacion térmica con equipo de volumen ultrabajo se considera
eficaz cuando la mortalidad de los mosquitos expuestos y la cobertura de
aplicacién del insecticida de las viviendas de un area son del 80 al 100 % (40).

Las poblaciones de mosquitos se clasificaron como resistentes o
sensibles considerando los resultados de los bioensayos de adultos
estandarizados por la OMS. Estos indican que indican que entre el 98 y
el 100% de mortalidad es senstible; entre el 90 y el 97 % de mortalidad
sugiere que puede estar desarrollandose resistencia, y menos del 90 % de
mortalidad, indica resistencia (38). Se tuvo en cuenta la formula de Abbott,
para corregir la mortalidad de los mosquitos expuestos a insecticidas, cuando
esta oscilé entre el 5y el 20 % (41).

Los datos de porcentaje de mortalidad de Ae. aegypti Ustupo y Ae. aegypti
Rockefeller, expuestos a deltametrina y ciflutrina, fueron analizados usando
un modelo lineal binomial generalizado que considerd las siguientes variables:
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sitio de aplicacion (intradomicilio o peridomicilio), exposicién al insecticida
(control, ciflutrina o deltametrina) y tiempo de exposicién (1 y 24 horas).

Consideraciones éticas

Antes de realizar el trabajo, se contactaron las autoridades tradicionales
del Congreso Indigena de Ustupo para obtener el permiso para realizar el
estudio.

Antes del inicio del trabajo de investigacion se contd con el apoyo del
personal técnico local de la etnia kuna, perteneciente al Programa Nacional
de Control de Aedes. Ellos estaban acostumbrados a recibir a la poblacién
en sus casas durante las actividades de vigilancia y control del Aedes que se
llevan a cabo entre dos y seis veces al afio y fueron los encargados de dar a
cada residente de las viviendas seleccionadas, una explicacién completa, en
su lengua, relacionada con el trabajo que se realizaria. Dicha esta explicacion
sefialaba la relevancia y el objetivo del estudio. Sélo después de recibir el
consentimiento verbal de los duefios de las viviendas se inicid el estudio.

No se solicitd la aprobacién del Comité de Bioética del Instituto
Conmemorativo Gorgas, porque no se obtuvo ninguna informacién personal
de los responsables de las viviendas. La aplicacion de la nebulizacion fue
realizada con la colaboracion y participacion del personal de control de
vectores de la Regién de Salud de Kuna Yala, quienes se ocupan de realizar
los trabajos antivectoriales de rutina en las comunidades, siguiendo las
directrices del Programa Nacional de Control de Aedes del Ministerio de
Salud de Panama.

Resultados
Bioensayos de sensibilidad con mosquitos adultos

Segun los resultados obtenidos en los bioensayos de sensibilidad, la cepa
Ae. aegypti Ustupo mostrd una posible resistencia a la deltametrina con 95,3
% de mortalidad promedio y a la ciflutrina con 94 %. Los resultados de los
bioensayos de sensibilidad se presentan en la figura 3 y en el cuadro 1.

Figura 3. Porcentaje de mortalidad en bioensayos de sensibilidad con adultos
de Aedes aegypti de Ustupo y de la cepa Rockefeller. La linea roja marca el
umbral del 90 %, por debajo de este valor se considera que la poblacién es
resistente a los insecticidas. Los porcentajes de mortalidad estan expresados
como media geométrica mas o menos el intervalo de confianza del 95 %.
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Cuadro 1. Estado de la resistencia a insecticidas piretroides de adultos de Aedes aegypti de Ustupo, Comarca Kuna Yala, Panama

Mosquitos Efecto knock-down 1 h  Mortalidad 24 h después Sobrevivientes 24 h

- . . Estado de la
Insecticida expuestos después de la exposicion de la exposicién después de la exposicion ™
N sensibilidad
(n) n (%) n (%) n (%)
Deltametrina 400 341 (85,3) 381 2(0,5) Posible resistencia
95,3 (93,1-97,4)
Ciflutrina 400 329 (82,3) 376 4 (1,0 Posible resistencia

94,0 (91,6-96,4)

* Los porcentajes de mortalidad estan expresados como media geométrica + el intervalo de confianza del 95 %.

Pruebas de eficacia biolégica con insecticidas piretroides deltametrina
y ciflutrina

Durante la evaluacion de los insecticidas piretroides, aplicados mediante
nebulizacion térmica de volumen ultrabajo, la velocidad del viento no supero
los 10 km/h y su direccion fue de norte a sur; la variacion de la temperatura
se mantuvo entre los 25 y los 31 °C y la humedad relativa oscilé entre el 70 y
el 80 %.

Los resultados del experimento se reportaron en términos de porcentaje
de mortalidad para la cepa Ae. aegypti Ustupo y para los controles con la
cepa sensible Ae. aegypti Rockefeller. El rango del porcentaje de mortalidad
registrado en las pruebas de eficacia bioldgica en el intradomicilio para la
cepa Ae. aegypti Ustupo con deltametrina en los tres dias de aplicacion fue
entre el 74 y el 76 % de mortalidad y para ciflutrina entre el 31 y el 39,1 %
(figura 4 y cuadro 2. El rango del porcentaje de mortalidad en el peridomicilio
para la Ae. aegypti Ustupo con deltametrina en los tres dias de aplicacion
estuvo entre el 63,6 y el 63,9 % y para ciflutrina entre el 25,2 y el 27,1 %. El
rango del porcentaje de mortalidad en los controles con la cepa Ae. aegypti
Rockefeller estuvo entre el 99,2 y el 100 %. Estos resultados muestran una
baja eficacia bioldgica de la ciflutrina, y mas baja para la deltametrina, contra
mosquitos de la cepa Ae. aegypti Ustupo en comparacién con la cepa control
(Rockefeller), cuando son aplicadas con nebulizacién térmica de volumen
ultrabajo (figura 5 y cuadro 3).

Figura 4. Porcentaje de mortalidad en el intradomicilio de Aedes
aegypti de Ustupo y de la cepa Rockefeller, 24 horas después de

su exposicién a piretroides con nebulizacién térmica de volumen
ultrabajo. La linea roja marca el umbral del 90 %, por debajo de este
valor se considera que la poblacion es resistente a los insecticidas.
Los porcentajes de mortalidad estan expresados como media
geomeétrica mas o menos el intervalo de confianza del 95 %.
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Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad registrada para Aedes aegypti en jaulas colocadas en el intradomicilio durante la nebulizacién
con insecticidas piretroides en Ustupo, Kuna Yala, Panama

I . .. Replica Jaulas Mosquitos Efecto knock Mortalidad 1 h Mosquitos Mortalidad 24
nsecticida Concentracion expuestos o muertos 24 horas horas
n n downih (%) n (%)
Deltametrina 0,54% 2 30 450 281 62,4 333 74,0
2 30 450 286 64,0 338 751
2 30 450 275 61,1 342 76,0
Ciflutrina 0,12% 2 30 450 125 27,8 139 31,0
2 30 450 131 29,1 176 39,1
2 30 450 128 28,4 158 35,1

Figura 5. Porcentaje de mortalidad en el peridomicilio de Aedes
aegypti de Ustupo y de la cepa Rockefeller, 24 horas después de

su exposicién a piretroides con nebulizacién térmica de volumen
ultrabajo. La linea roja muestra el umbral del 90 %, por debajo de este
valor se considera que la poblacién es resistente a los insecticidas.
Los porcentajes de mortalidad estan expresados como media
geométrica mas o menos el intervalo de confianza del 95 %.

Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad registrada de Aedes aegypti en jaulas colocadas en el peridomicilio durante la nebulizacién
con insecticidas piretroides en Ustupo, Kuna Yala, Panama

. Mosquitos . Mosquitos Mortalidad
Insecticida Concentracion Replica Jaulas expuestos Efecto knock Mortal:dad1 h muertos 24 horas 24 horas
n n downih (%)
n n (%)
Deltametrina 0,54% 2 30 449 256 57,0 286 63,7
2 30 449 261 58,1 287 63,9
2 30 448 253 56,4 285 63,6
Ciflutrina 0,12% 2 30 450 103 23,0 118 26,2
2 30 449 99 22,0 122 27,2
2 30 449 105 23,4 113 25,2
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Cuadro 4. Proporcion de las probabilidades de mortalidad de individuos Aedes aegypti de
Ustupo, después de ser expuestos a los insecticidas piretroides ciflutrina y deltametrina

Variable P;:)opg I;:illci,ga(:ie Estimaciéon eslf:n‘:'.lrar Valor z Pr(>|z|)
Control intradomicilio 1 h - -6,264 0,166 37,67 <2x107'¢
Peridomicilio 0,681 -0,384 0,050 7,62 <2x10%
Ciflutrina 20,640 3,027 0,161 -18,83 < 2x1018*
Deltametrina 102,427 4,629 0,161 -28,84 < 2x10716*
24 h 13,890 2,631 0,060 -44,07 <2x107®

* Estadisticamente significativo (P<0,005); valor z: coeficiente de regresion dividido entre el error
estandar; Pr(>|z|): p valor asociado al valor z
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Evaluacion de insecticidas piretroides en Aedes aegypti

El cuadro 4 muestra el cociente de probabilidades de mortalidad de
los mosquitos después de la exposicion a ciflutrina y deltametrina. Con
este modelo, se ajustaron los datos (DE = 42,636; gl = 43, p = 0,487). El
nivel de referencia es el control de mosquitos Rockefeller en el ambiente
domiciliario, una hora después de la exposicién al insecticida. Los mosquitos
en el peridomicilio tenian 32 % menos de probabilidades de morir que los
que estaban dentro de los domicilios. Mientras tanto, la mortalidad de los
mosquitos aumento en casi 21 y 102 veces, cuando se expusieron a ciflutrina
y deltametrina respectivamente. Independientemente del insecticida y el
lugar de aplicacion, 24 horas después de la aplicacién del insecticida, los
mosquitos tenian casi 14 veces mas probabilidades morir.

Discusion
Bioensayos de sensibilidad

La deltametrina y la ciflutrina han sido utilizadas por el Programa Nacional de
Control de Aedes desde 1996 contra las poblaciones de Ae. aegypti mediante
aplicaciones de volumen ultrabajo con equipo pesado, portatil en frio y térmico.
A pesar del uso de estos insecticidas desde hace 25 afos, son pocos los
trabajos que se han hecho para determinar la eficacia bioldgica y la sensibilidad
de estos insecticidas piretroides en las poblaciones de Aedes de Panama.

En la actualidad, los insecticidas piretroides siguen siendo los mas
utilizados, por lo que la resistencia de mosquitos vectores de arbovirus,
altamente competentes como Ae. aegypti, esta muy extendida (42). También
se ha confirmado la resistencia de Ae. albopictus a estos compuestos (43).

Hasta 1962 se habia logrado en las Américas, por medio del programa
de erradicacioén, una efectiva lucha contra las poblaciones de Ae. aegypti,
mediante la aplicacién de dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (44). Sin embargo,
el fracaso de las medidas implementadas y su seguimiento contribuy6 a la
repoblacion del vector y la generacion de poblaciones de mosquitos resistentes
(45). En un gran numero de paises de las Américas, se ha estudiado la
resistencia de Ae. aegypti a los insecticidas cominmente utilizados para el
control vectorial (22), como parte de las estrategias para evaluar la eficacia de
los programas implementados y generar estrategias adicionales de control.

Los resultados de este estudio muestran por primera vez que la cepa
de Ae. aegypti Ustupo presenta una posible resistencia a los adulticidas
deltametrina y ciflutrina. La posible resistencia obervada en los bioensayos
estandarizados por la OMS puede deberse a las aplicaciones continuas de
estos insecticidas piretroides por parte del Programa Nacional de Control
de Aedes. Generalmente las aplicaciones de estos insecticidas contra Ae.
aegypti se hace a nivel de perifocos, alrededor de los casos reportados,
en 4reas delimitadas donde se registran los brotes de las enfermedades
arbovirales y en areas con altos indices de infestacién.

Es importante indicar que la cobertura de aplicacién de insecticidas no
se realiza a gran escala y esto hace que las poblaciones de mosquitos de
Ae. aegyptino estén expuestas continuamente a los insecticidas aplicados.
Es posible que, por esta razdn, la cepa Ae. aegypti Ustupo no presente una
resistencia confirmada o establecida. La comunidad de Ustupo esta ubicada
en una isla, regiones que se consideran menos expuestas al uso excesivo de
insecticidas o agroquimicos (46).
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En consideracion a lo observado en las pruebas biolégicas de campo,
que registraron poca eficacia biologica de los insecticidas deltametrina y
ciflutrina, versus los bioensayos de sensibilidad que registraron una posible
resistencia, cabe mencionar que la posible resistencia encontrada para
deltrametrina y ciflutrina registré porcentajes de mortalidad (95,3 y 94 %,
respectivamente) que pueden considerarse eficaces para el control de las
poblaciones de Aedes spp. Sin embargo, debe mantenerse una vigilancia del
comportamiento de dicha resistencia para que no se intensifique.

También debe considerarse que las diferencias observadas pueden
deberse a las bajas concentraciones utilizadas de deltametrina (0,068 %) y
ciflutrina de (0,167 %) para las nebulizaciones térmicas de volumen ultrabajo
y, por ello, no se obtuvieron porcentajes de mortalidad mas altos en las
poblaciones de Ae. aegypti evaluadas.

Las concentraciones operativas probadas tienen mas de 25 afios de
uso y no han sido evaluadas en el transcurso del tiempo. Por esta razén, el
control de calidad de las aplicaciones de volumen ultrabajo y las pruebas
de resistencia a los insecticidas deben ser un componente integrado a los
programas nacionales de control de vectores (47).

Por otra parte, con este estudio se ha podido establecer que las
poblaciones de Ae. aegypti de las zonas urbanas y semiurbanas muestran
una resistencia, moderada a muy alta, a los insecticidas piretroides
permetrina y deltametrina, y con una prevalencia mucho menor, también se
ha detectado resistencia en sitios rurales (48).

La comarca de Kuna Yala es una de las principales regiones endémicas
de malaria en el pais, incluyendo Ustupo. El Programa Nacional de Malaria
utiliza como una de las intervenciones, durante el registro de casos o brotes,
las aplicaciones de deltametrina o ciflutrina con equipo termonebulizador de
volumen ultrabajo, portatil, igual a las realizadas por el Programa Nacional de
Control de Aedes, de manera que etas continuas aplicaciones pueden llegar
a ejercer una presion selectiva contra las poblaciones de Ae. aegypti.

Varios trabajos indican que el uso intensivo de insecticidas es una fuerte
presién de seleccién para los mosquitos y puede favorecer el aumento de
las frecuencias alélicas asociadas con resistencia en poblaciones naturales.
La resistencia ofrece una gran ventaja selectiva en entornos bajo presion
de seleccién de insecticidas y, como consecuencia, los alelos resistentes
a los insecticidas generalmente aumentan su frecuencia muy rapidamente
en poblaciones de mosquitos naturales expuestas a aplicacién intensa
de insecticidas (49,50). En otro estudio se reporté que las nebulizaciones
realizadas por los programas de malaria también pudieron haber afectado
el estado de la resistencia de Ae. aegypti a insecticidas piretroides en las
tres localidades estudiadas y que el uso de insecticidas domésticos también
puede constituir una fuente importante de seleccion (51,52).

Es importante considerar los antecedentes genéticos de Ae. aegypti de
diferentes lugares ya que podrian presentar distintos perfiles y mecanismos
de resistencia a los insecticidas, segun la regién geogréfica. Esta posible
multiplicidad de situaciones justifica la importancia de monitorear la dindmica
de resistencia a insecticidas de las poblaciones naturales de vectores, ya sea
que estén expuestas a la presién de un determinado insecticida o para su
intervencién en el campo (53).
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Considerando los resultados obtenidos en este estudio, es muy importante
que el Programa Nacional de Control de Aedes desarrolle un programa que
regularmente haga evaluaciones de la sensibilidad y la eficacia bioldgica
de los insecticidas aplicados con nebulizaciones de volumen ultrabajo, pero
en condiciones de campo para determinar el estado de la resistencia de las
poblaciones de Ae. aegypti. Estos trabajos son de critica importancia para los
programas de control de vectores.

El conocimiento del nivel de sensibilidad y la eficacia biolégica de los
insecticidas aplicados en las intervenciones antivectoriales es esencial,
especialmente en aquellas que buscan una reduccion rapida de las
densidades de las poblaciones de Ae. aegyptiy la intensidad o el riesgo de
transmision de virus como CHIKV, DENV y ZIKV durante brotes epidémicos.
Uno de los grandes problemas que limita la vigilancia y el control eficaz y
efectivo de las poblaciones de Ae. aegypti, y en consecuencia la transmision
de las arbovirosis, es la pérdida de la capacidad de respuesta para prevenir
y controlar estas enfermedades por parte de los programas sanitarios
nacionales, lo cual constituye otro determinante de la expansion de esta
enfermedad (54-56). Basado en estos hechos, en general los programas
sanitarios y los sistemas de vigilancia son reactivos al reporte de actividades
relacionadas con enfermedades como el dengue, por ende, el control es
tardio y muy poco efectivo (57).

Eficacia bioldgica de los insecticidas piretroides contra Aedes aegypti

Los estudios sobre la eficacia biolégica de las aplicaciones de insecticidas
con nebulizadores de volumen ultrabajo varian sustancialmente (58,59), ya
que hay multiples factores involucrados. Por ejemplo, cuando se aplican
insecticidas con el equipo montado en un vehiculo, la disponibilidad, las
condiciones de las calles, la presencia y la altura de las paredes o muros, la
ubicacion de las casas dentro de los lotes y la presencia y el estado de las
puertas y ventanas (abiertas o cerradas), todos influyen en la eficacia. Cuando
se utiliza un equipo manual o portatil para este tipo de nebulizaciones, la
eficacia puede variar en funcion del tiempo de aplicaciéon en una casa, la
minuciosidad de la aplicacién y la presencia de sitios de reposo del mosquito
inaplicables. Se sabe que Ae. aegypti reposa en lugares apartados e
inalcanzables, como dentro de los armarios y debajo de las camas (60,61).
Los factores relacionados con los insecticidas (tipo, dosis, tamafio de las
gotas) y los factores ambientales (temperatura, direccion y velocidad del
viento) también influyen en la eficacia de las aplicaciones (58,61).

Ustupo es una pequefia isla donde no existe ningun tipo de vehiculo al
igual que en todas las islas de la comarca de Kuna Yala. Tiene una sola calle
principal y numerosas veredas, situacién que hace imposible utilizar equipo
pesado para la aplicacion de nebulizaciones de volumen ultrabajo y en frio.
Lo anterior, considerando que este tipo de aplicacion no logra realizar una
cobertura completa en sitios donde las calles son muy estrechas o no existen.

En los estudios realizados con equipo pesado de volumen ultrabajo
se menciona que la nube del insecticida no logra penetrar en los sitios
que sirven de refugios a Ae. aegypti, particularmente en zonas urbanas,
donde los muros, edificios y otras estructuras obstruyen la deriva de las
particulas de insecticidas. Asimismo, la nube de insecticida no logra penetrar
eficazmente dentro de las viviendas y sitios que sirven de refugios para el Ae.
aegypti en el peridomicilio (61).
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Las aplicaciones de insecticidas a volumen ultrabajo con equipos portatiles,
en frio o térmicas, son consideradas mucho mas eficaces que las del equipo
pesado, debido a que el personal técnico puede entrar a las viviendas y aplicar
la nube de insecticidas, de forma mas directa, en el interior de las viviendas y
en diferentes sitios del peridomicilio que sirven de refugio a los mosquitos.

Este estudio presenta por primera vez evidencia de la baja eficacia
bioldgica registrada de los insecticidas deltametrina y ciflutrina en Ae.
aegypti Ustupo. Esta puede estar asociada a la limitada efectividad de las
aplicaciones de piretroides con equipos de nebulizaciones de volumen
ultrabajo y su capacidad para disminuir o controlar las poblaciones de
mosquitos como medida para reducir la transmisién de los arbovirus. Los
bioensayos con las jaulas de exposicién demostraron que las dosis operativas
utilizadas con el equipo de nebulizacion portatil, para deltametrina y ciflutrina,
no lograron un porcentaje de mortalidad efectivo contra las muestras de
Ae. aegypti Ustupo mientras que la totalidad de mosquitos de Ae. aegypti
Rockefeller mueriron bajo las mismas condiciones experimentales.

Como se ya menciond, estas dosis operativas para deltametrina
y ciflutrina han sido utilizadas por 25 afos y no se han evaluado
periddicamente para determinar su eficacia biolégica por parte del Programa
Nacional de Control de Aedes, lo que puede constituir una falla en el control
de las poblaciones de Aedes. La falta de efectividad de la deltametrina y
la ciflutrina fue confirmada por los datos obtenidos a partir del andlisis de
las jaulas de exposicion colocadas en el intradomicilio y en el peridomicilio.
En estos bioensayos se obtuvo que, después de tres rondas diferentes de
aplicacion de los insecticidas piretroides, en dias diferentes, no se tuvo un
efecto acentuado en el nimero de hembras muertas de Ae. aegypti.

Teniendo en cuenta la mortalidad por encima del 90 % de los bioensayos
de sensibilidad, que indicaba una posible resistencia a los insecticidas
piretroides evaluados, y la baja eficacia biologica de las dosis operativas
probadas, podemos asumir que el porcentaje de mortalidad registrado en los
bioensayos de sensibilidad puede resultar eficaz para disminuir y controlar
hasta cierto nivel las poblaciones de Ae. aegypti. No obstante, es necesario
mantener una vigilancia estrecha del comportamiento de la resistencia para
prevenir que se intensifique.

Ademas, se requiere que el Programa Nacional de Control de Aedes
evalue aplicar nuevas dosis o diferentes concentraciones operativas para
ambos insecticidas, que puedan aplicarse en nebulizaciones de volumen
ultrabajo, y que resulten més eficaces y efectivas para controlar las
poblaciones de Aedes. Esto permitiria, al mismo tiempo, mantener una
vigilancia y monitoreo de la eficacia biolégica de las nuevas dosis operativas
mediante investigaciones técnicas.

Por otra parte, la mortalidad total de las hembras de Ae. aegypti
Rockefeller mantenidas en las jaulas de exposicion, colocadas en el
intradomicilio y el peridomicilio, demuestra que el insecticida pudo penetrar
en los diferentes sitios de las casas. Sin embargo, estos resultados deben
tomarse con precaucion ya que, en condiciones naturales, parte de la
poblacion de mosquitos reposa en lugares confinados y protegidos (por
ejemplo, debajo de las camas y muebles, dentro de armarios) donde es
posible que el insecticida no siempre entre en contacto con los mosquitos.
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A pesar de que la deltametrina registré una mayor eficacia biolégica
en comparacién con la ciflutrina, este porcentaje de mortalidad puede
considerarse bajo para lograr un impacto en la reduccién de las poblaciones
de Ae. aegypti. Se puede considerar entre un 80 y un 90 % de mortalidad
como un porcentaje capaz de causar un impacto para lograr disminuir
significativamente las poblaciones de mosquitos y prevenir la transmisién de
los ZIKV, CHIKV y DENV. Esto debe ir acompafado por una buena cobertura
espacial y frecuencia de aplicacién.

Aedes aegypti es una especie endofilica que pasa gran parte de su
tiempo en sitios protegidos, en el interior de las viviendas como, por
ejemplo, entre la ropa en los armarios. En un estudio realizado en México se
encontrd que la mayoria (99 %) de las hembras de Ae. aegypti reposaban en
dormitorios, salas, bafos y cocinas, donde los individuos predominantemente
(82 %) descansan a menos de 1,5 m del piso, y ho necesariamente en las
paredes, por lo cual el rociado residual intradomiciliario no es una opcion
adecuada para su control (62,63). Por el contrario, Ae. albopictus muestra
una preferencia por sitios extradomiciarios (64).

En experimentos a pequefa escala, cuidadosamente controlados, se
realizaron nebulizaciones de volumen ultrabajo con el equipo portatil en
espacios interiores. Como resultado se obtuvo que a menudo las poblaciones
de adultos de Ae. aegypti disminuian en mas del 80 %. Las aplicaciones
de aerosoles espaciales en interiores logran altos niveles de mortalidad de
adultos a pesar del comportamiento de reposo de Ae. aegypti (65,66). Sin
embargo, las densidades poblacionales se recuperaban rapidamente (60)
debido a la aparicion de hembras nuliparas que migran desde el habitat fuera
de las areas nebulizadas y hembras que sobrevivieron en casas donde se
nebulizé con insecticidas (67).

En un trabajo similar con Ae. aegypti en Venezuela, la mortalidad fue
superior al 90 % en mosquitos que estaban en jaula en sitios abiertos, pero
fue cerca de cero en sitios del intradomicilio donde los mosquitos estan
frecuentemente en reposo (68). Por su parte, Andis et al. registraron una
mortalidad del 90 % de mosquitos expuestos en jaulas y entre el 34 y el 67 %
en mosquitos que se encontraban reposando sobre la vegetacion (69).

El reporte de Bonds indica que hay una probabilidad 100 veces mayor
de que una gotita aplicada con un equipo térmico portatil para aplicacién de
volumen ultrabajo entre en contacto con un mosquito colocado en una jaula
versus una aplicacion del mismo tipo, pero con equipo pesado. Esto se debe
a que el personal técnico de vectores puede entrar a las viviendas con el
equipo portatil y hacer la aplicacion del insecticida en los diferentes sitios del
intradomicilio y el peridomicilio, mientas que el equipo pesado, montado en
un vehiculo, realiza la aplicacion del insecticida desde la calle y no penetra
con gran efectividad en el intradomicilio (70).

En muchos paises, la aplicacion de insecticidas con equipo de
nebulizacion de volumen ultrabajo, pesado y portatil, se considera el método
primario de eleccién durante las emergencias de salud publica (71). La
estrategia principal para el control del dengue consiste en controlar las
poblaciones de los vectores mediante la nebulizacién con insecticidas como
una intervencién reactiva a la transmision local en curso. Sin embargo, esta
practica rara vez se ha evaluado en términos de su impacto en la transmisién
de dengue en situaciones de la vida real (62,72). Dicha evaluacion se dificulta
por las interacciones intrinsecamente complejas entre las poblaciones de
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mosquitos, la transmisién viral, la absorcién de insecticidas en espacios
estructurados y las condiciones ambientales variables en el tiempo (70).

En una revision sobre la efectividad del control de vectores para el dengue
(73), se concluyé que, aunque la nebulizacion espacial de volumen ultrabajo
es la respuesta de salud publica estandar a un brote de dengue en todo el
mundo, y que la OMS (74) recomienda para este fin, existe poca evidencia
disponible que evalle este método. En otro trabajo realizado, se indica
que los ensayos de campo con aplicaciones de volumen ultrabajo no han
demostrado un impacto significativo contra poblaciones de Ae. aegypti en
ambientes urbanos y que no hay evidencia del impacto favorable de estas
aplicaciones sobre la disminucion de la transmision viral (68).

Ademas, incluso si la aplicacién de insecticidas con nebulizaciones de
volumen ultrabajo lograra una reduccion importante en las poblaciones de
mosquitos, el efecto seria probablemente transitorio en la reduccion de la
transmision viral por la recuperacion rapida de las poblaciones (72).

Con el andlisis realizado mediante el uso del modelo lineal binomial
generalizado, se pudo confirmar que la cepa Ae. aegypti Ustupo fue
significativamente mas sensible a la interaccién de la deltametrina aplicada
en el intradomicilio que con la ciflutrina. Estudios que utilizaron este mismo
método de analisis sefialaron que cuando se monitorea la aparicion
de resistencia en una poblacioén, es importante mantener las variables
constantes para hacer comparaciones soélidas entre las réplicas de la prueba
e identificar cambios reales en los resultados a lo largo del tiempo (75,76).
En un estudio previo con Ae. aegypti, en el que se realiz6 la prueba estandar
de senesibilidad de la OMS, las hembras de mosquitos de diez dias de
emergidas fueron significativamente mas sensibles a la deltametrina que las
de tres a cinco dias (77).

Reportes previos registraron que las densidades de Ae. aegypti
disminuyen significativamente después del primer ciclo de rociado y luego
fluctdan a niveles relativamente bajos durante los ciclos de rociado restantes.
En tres intervenciones realizadas, las poblaciones adultas se recuperaron
parcialmente dentro de las dos semanas posteriores al cese del rociado
(78,79). Estudios realizados en Honduras y Costa Rica demostraron una
reduccién, aproximadamente, del 90 % de mosquitos adultos en la primera
semana después de la nebulizacion, pero el efecto de la aplicacién no fue
significativo después de la semana seis a siete (80,81).

Un aspecto técnico para destacar es que, por lo general, en los sitios
donde se hacen aplicaciones de insecticidas con equipo de nebulizacién de
volumen ultrabajo, se desconoce o no se tienen datos sobre los niveles de
resistencia a los insecticidas aplicados en la zona (82). Dado el fuerte efecto
negativo que la resistencia a los insecticidas puede tener sobre la eficacia
de las intervenciones (83), es crucial que las nebulizaciones de volumen
ultrabajo y cualquier otra intervencién con insecticidas se implementen dentro
de un plan de manejo de la resistencia a estos insecticidas. La aplicacion
de emergencia exitosa durante los brotes requeriria mecanismos para
la adquisicién de insecticidas que sean rapidos y basados en el perfil de
resistencia de las poblaciones locales de Ae. aegypti.

Con base en los resultados de este estudio, se puede concluir que
el estado de la resistencia en las distintas regiones de importancia
epidemioldgica y entomoldgica representa un desafio que debe enfrentar



Biomédica 2023;43:222-43

Evaluacién de insecticidas piretroides en Aedes aegypti

el Programa Nacional de Control de Aedes para mantener el control de las
poblaciones de Ae. aegypti con los insecticidas regularmente utilizados.

Es necesario que el Programa Nacional de Control de Aedes establezca
unos lineamientos de vigilancia y manejo de la resistencia para evaluar su
distribucién e intensidad. Esto con el proposito de garantizar la sostenibilidad
de las intervenciones antivectoriales contra las poblaciones de Ae. aegypti.
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Description of changes in clinical outcomes
following the implementation of an antibiotic
stewardship program in a level IV hospital

Raul Eduardo Reyes', Maria José Lopez?, Jairo Enrique Pérez®, Gustavo Martinez'
' Servicio de Medicina Interna, Hospital Militar Central, Bogot4, D.C., Colombia

2 Servicio de Infectologia, Hospital Militar Central, Bogota, D.C., Colombia

3 Servicio de Infectologia, Fundacién Cardioinfantil, Bogota, D.C., Colombia

Introduction. Inadequate prescription of antibiotics has been recognized as a public health
problem by the World Health Organization. In this context, antibiotic stewardship programs
have been implemented as a tool to mitigate its impact.

Obijective. To describe the changes in clinical outcomes after the implementation of an
antibiotic stewardship program in a level IV hospital.

Materials and methods. We conducted a unique cohort study of patients hospitalized for
infectious pathologies that were treated with antibiotics in an advanced medical facility. We
collected the clinical history before the implementation of the antibiotic stewardship program
(2013 to 2015) and then we compared it to the records from 2018 to 2019 collected after
the implementation of the program. We evaluated changes in clinical outcomes such as
overall mortality, and hospital stay, among others.

Results. We analyzed 1,066 patients: 266 from the preimplementation group and 800 from
the post-implementation group. The average age was 59.2 years and 62% of the population
was male. Statistically significant differences were found in overall mortality (29% vs 15%;
p<0.001), mortality due to infectious causes (25% vs 9%; p<0.001), and average hospital
stay (45 days vs 21 days; p<0.001); we also observed a tendency to decrease hospital re-
admission at 30 days for infectious causes (14% vs 10%; p=0.085).

Conclusions. The antibiotic stewardship program implemented was associated with a
decrease in overall mortality and mortality due to infectious causes, as well as in average
hospital stay. Our results evidenced the importance of interventions aimed at mitigating the
impact of inadequate prescription of antibiotics.

Keywords: Antimicrobial stewardship; mortality; hospitalization; antibacterial agents.

Descripcion del cambio en desenlaces clinicos posteriores a la implementacién de un
programa de gestién de antibiéticos en un hospital de cuarto nivel de atencién en salud

Introduccion. La inadecuada prescripcion de antibiéticos es un problema de salud
publica, reconocido por la Organizacién Mundial de la Salud. Los programas de gestion de
antibiéticos son implementados como una herramienta para mitigar su impacto.

Objetivo. Describir los cambios observados en los desenlaces clinicos después de la
implementacion de un programa de gestion de antibidticos en un hospital de IV nivel de
atencién.

Materiales y métodos. Se llevé a cabo un estudio de cohorte Unica de pacientes
hospitalizados por patologias infecciosas y tratados con antibiéticos en una institucion
médica de alta complejidad. Inicialmente, se recolectaron las historias clinicas anteriores
a a la implementacién del programa de gestién de antibiéticos (2013 a 2015) y luego

se compararon con los datos obtenidos después de la implementacién del programa de
gestion de antibidticos de 2018 a 2019. Se evaluaron los cambios en los desenlaces
clinicos como mortalidad y estancia hospitalaria, entre otros.

Resultados. Se analizaron las historias clinicas de 1.066 pacientes: 266 con historia
previa a la implementacion del programa y 800 con historia posterior a la implementacion.
El promedio de edad fue 59,2 afios y 62 % de la poblacién era masculina. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en mortalidad global (29 Vs. 15 %; p<0,001),
mortalidad por causa infecciosa (25 % Vs. 9 %; p<0,001) y promedio de estancia
hospitalaria (45 Vs.21 dias; p<0,001), con tendencia a disminuir nuevas hospitalizaciones
en 30 dias por patologia infecciosa (14 Vs.10 %; p=0,085)

Conclusiones. El desarrollo del programa de gestién de antibiéticos se asocié con a

una disminucion en la mortalidad global, la mortalidad por causa infecciosa y la estancia
hospitalaria. Esto demuestra la importancia de desarrollar intervenciones dirigidas a mitigar
el impacto de la prescripcién inadecuada de antibiéticos.

Palabras clave: programas de optimizacién del uso de los antimicrobianos; mortalidad;
hospitalizacion; antibacterianos.
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Impact of an antibiotic stewardship program

The inappropriate use of antimicrobial therapy is a problem currently
recognized by the World Health Organization and other control institutions
(1,2). The increase in inadequate prescriptions of antibiotics has proven
to have an impact on clinical and microbiological outcomes in healthcare
institutions, such as the increase in bacterial resistance and nosocomial
infections, increased health costs, and longer hospital stays, among others.
These conjoin with the limited therapeutic arsenal currently available and the
lack of other control tools (3-5) that simultaneously stimulate the search for
strategies to mitigate its impact.

In this context, antimicrobial stewardship programs represent a structured
solution in charge of multidisciplinary groups that include a set of actions,
such as audit and feedback on antibiotic prescription, education guidelines,
restriction on prescribing certain drugs, or pre-approval strategies, among
others. These interventions mitigate the harms of the inadequate prescription
of antibiotics (6,7) and impact microbiological outcomes as evidenced in
the medical literature, although the clinical outcome landscape lacks solid
scientific support (3,4).

In Colombia, several studies have assessed the effects of antimicrobial
stewardship programs in terms of restricting the use of certain groups of
antibiotics based on the local epidemiology, hospital stay, cost reductions,
and the incidence of multidrug-resistant bacteria isolates. These programs
encourage results and have no negative effects on patients’ evolution.
However, none of them has focused specifically on evaluating the impact on
clinical outcomes (8-10).

In this sense, our study aimed to describe the change in clinical outcomes
after the implementation of an antimicrobial stewardship program in a level IV
hospital.

Materials and methods

We conducted a single cohort study with addressed patients before
and after the antimicrobial stewardship program implementation. The
program intervention included a prospective post-audit model in charge
of a surveillance committee of specialists in infectious diseases, internal
medicine residents, and nursing groups. This committee used a database
of antibiotic initiation formats focused on broad-spectrum antibiotics and
did not include restricted drugs. The committee also consulted clinical
histories and held counseling with the medical staff providing feedback on
antibiotic prescriptions and promoting educational awareness campaigns
on the rational use of these drugs, including information on the institutional
guidelines for infectious diseases.

In cases where the inadequate prescription was detected, we consulted
with the Infectiology Department to select the appropriate medication, dosing,
and administration pathway. Additionally, the antimicrobial stewardship group
programmed visits to the intensive care unit and the emergency department
to review specific cases and check the proper filling out of the initiation format.

We included patients over 18 years of age, diagnosed with infectious
diseases requiring antibiotic treatment, and enrolled in the institution’s
antimicrobial stewardship program database, from January 2018 to January
2019. We did not use data from 2016 and 2017 considering this a prudential
time to consolidate the implementation and stabilization of the program.
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We selected a control group from the hospital’s microbiology database,
which included patients from 2013 to 2015, before the implementation of the
antimicrobial stewardship program. Patients who died 72 hours after hospital
admission were excluded as the time was insufficient to evaluate the effect
of the program interventions on clinical outcomes. We also excluded those
records that did not have all the clinical variables of interest.

We evaluated the following clinical outcomes: overall mortality, mortality
due to infectious causes (grouped among the institution’s top ten causes of
morbidity due to infection), hospital stay length (days), hospital readmission
due to infectious causes in the 30 days following discharge, and average
duration of antibiotic therapy.

Urinary infection was defined as urinary tract symptoms with positive
microbiological isolation from urine culture. Pneumonia was defined by
new or persistent radiographic features with no other obvious cause and
two of the following findings: leukocytosis or leukopenia, cough or sputum
production, fever or hypothermia, abnormal lung examination, or increase of
oxygen requirements. Sepsis of unknown origin was considered in patients
with organic dysfunction defined by a Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) score greater than two points, secondary to a presumably infectious
cause without an evident focus of infection after a rationale clinical study.
Bacteremia was diagnosed with a positive blood test culture associated with
sepsis without potential infectious foci.

The antimicrobial stewardship program active surveillance also considered
the population’s sociodemographic characteristics, the most frequent
pathologies with the wrong prescription of antibiotics, and the proportion of
patients whose antimicrobial therapy was adjusted as part of the program. The
research ethics committee of the Hospital Militar Central approved the study.

Considering a minimum of 252 in the before-implementation program
group and a 774 after-implementation program group, we calculated a
proportion difference of 7%, a sample size ratio of 3, a confidence level of
95%, and a power of 90%.

First, we described the obtained data in terms of frequencies and
percentages for the qualitative variables. For the quantitative variables, data
distribution was expressed as mean and standard deviation or median and
interquartile range.

We analyzed two groups of patients: from 2013 to 2015 (before the
antimicrobial stewardship program) and from 2018 to 2019 (after antimicrobial
stewardship program) to evaluate potential differences between them (p<0.05
was considered significant) (table 1). All clinical outcomes before and after the
program implementation were evaluated (table 2), and an exploratory analysis
of mortality due to infectious causes before and after the program was also
performed and grouped into the five most prevalent etiologies (table 3).

Numerical differences were explored with a bivariate analysis to look for
differences between proportions. Quantitative variables were cross-checked with
Student’s t test when they presented a normal distribution, and with the Mann-
Whitney U test when they did not. The most frequent infectious pathologies
requiring the prescription of antibiotic therapy were described and analyzed
according to the original strata and expressed as total values and percentages.
The hospital’s group of specialists on infectious diseases also described the
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relationship between infections and inadequate antibiotic prescription regarding
the relevance, dosage, and route of administration (table 4).
Table 1. General characteristics of the population.

Total population Pre-ASP Post-ASP

Characteristics N=1,063 n=266 n=797 p
Age, years (X; SD) 59.2;22.7  58.1;22.6 59.5;22.7  0.387
Males, [n (%)] 659 (62) 153 (58) 506 (63) 0.131
Infectious disease n (%) n (%) n (%) p
Urinary tract infection 322 (30) 83 (31) 239(30) 0.657

(
Pneumonia 174 (16) 46 (17) 128(16) 0.604
Operative site infection 53 (5) 22 (8) 31 (4) 0.04
Bacteremia 100 (9) 25 (9) 75(9) 0.977
Invasive fungal infection 5(0.4) 1(0.1) 4(1) 0.8
Soft tissue infection 88 (8) 18 (7) 70 (9) 0.316
Osteomyelitis 42 (4) 0(0) 42 (5) <0.001
Gut-origin sepsis 73 (7) 21 (8) 52 (7) 0.426
Febrile neutropenia 49 (5) 18 (7) 31 (4) 0.049
Neuroinfection 17 (2) 93 8(1) 0.007
Superinfected ulcers 15 (1) 1(0) 14 (2) 0.1
Exacerbated chronic obstructive 10 (1) 0(0) 10 (1) 0.067
pulmonary disease
Sepsis of unknown origin 115 (11) 22 (8) 93 (12) 0.131
Antibiotic treatment
Duration of antibiotic therapy, days (X; SD) 10.4; 8.3 12.5;7.7 9.7;84 <0.001
ASP-modified antibiotic therapy, [n (%)] - - 187 (23) NA

ASP: antibiotic stewardship program

Table 2. Clinical outcomes before and after implementation of the antimicrobial stewardship

program

. Total population Pre-ASP Post-ASP
Clinical outcome N=1,063 Nn=266 n=797
Overall mortality [n (%)] 195 (18) 78 (29) 117 (15) <0.001
Mortality due to infectious diseases [n (%)] 136 (13) 65 (25) 71 (9) < 0.001
Length of hospital stay, days 43.1(24) 77.8(45) 31.6(21) <0.001
(range) (1-959) (1-959) (2-693) 0.085

Re-entry after 30 days due to infection, [n (%)] 118 (11) 37 (14) 81 (10)

Table 3. Pre-ASP and post-ASP mortality due to infectious causes
Pre-ASP (n=78) Post-ASP (n=117)

Infectious disease n (%) n (%) p

Urinary tract infection 16 (21) 7 (6) <0.001
Pneumonia 18 (27) 19 (14) 0.001
Bacteremia 5(7) 11 (14) 0.529
Gut-origin sepsis 4 (6) 10 (19) 0.986
Soft tissue infection 5(8) 23 < 0.001

ASP: antimicrobial stewardship program

Table 4. Diseases related to inadequate prescription of antibiotics

Infectious disease Cases Inappropriate prescription

(n) (n)

Urinary tract infection 241 49 20.3
Pneumonia 128 18 141
Sepsis of unknown origin 93 28 30.0
Bacteremia 75 12 16.0
Soft tissue infection 70 12 17.1
Gut-origin sepsis 52 6 1.5
Osteomyelitis/septic arthritis 42 1 24
Operative site infection 31 0 0.0
Febrile neutropenia 31 2 6.4
Superinfected ulcer 14 4 28.5
Exacerbated chronic obstructive 10 2 20.0
pulmonary disease

Neuroinfection 8 1 125
Invasive fungal infection 5 0 0.0
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Initially eligible patients

n=1,546
Excluded from the study n=480
428 did not have all required
variables. .
52 deaths within 72 hours. B Analyzed: n=1,063
Pre-ASP group Post-ASP group
Patients analyzed: n=266 Patients analyzed: n=797

ASP: antimicrobial stewardship program
Figure 1. Selection of candidates for the study

Results

We compiled information on 1,546 patients. Of these, we excluded 483
from the analysis: 431 because all the clinical variables of interest were not
registered, and 52 died within 72 hours of hospital admission. We finally
included 1,063 patients in the study: 266 in the before-implementation
program group and 800 after its implementation (figure 1).

No statistical differences were found regarding the age of both groups
(p=0.387). The average age of the sample was 59.2 years and 62% was
male. The distribution of the infectious etiology was similar in both groups
except for osteomyelitis and febrile neutropenia, which were less frequent
in the group before the program implementation. The most frequent etiology
was urinary tract infection (80%), followed by pneumonia (16%), and sepsis
of unknown origin (11%). A statistically significant reduction in the average
duration of antibiotic therapy was found after the program implementation
(12.49 days vs. 9.74 days; p< 0.001) with a total difference of 2.75 days
between the two groups.

As for the clinical outcomes evaluated, there were statistically significant
differences after the implementation of the antimicrobial stewardship program
in overall mortality (29% vs. 15%; p<0.001), mortality due to infectious causes
(25% vs. 9%; p<0.001), and average hospital stay (45 days vs. 21 days;
p<0.001) with a tendency to decreasing hospital re-admission after 30 days
due to infection (14% vs.10%; p=0.085).

The analysis of mortality due to infectious causes, classified among the
five most prevalent etiologies in the hospital, showed a statistically significant
difference in the after-implementation group mortality in urinary tract infection
(21% vs. 6%; p<0.001), pneumonia (27% vs. 14%; p<0.001), and soft tissue
sepsis (8% vs. 3%; p< 0.001), but no statistically significant difference in
mortality due to bacteremia (7% vs. 14%; p=0.529) and gut-origin sepsis (6%
vs. 19%; p=0.986).

The infectious pathologies mostly associated with an inadequate antibiotic
prescription, defined by the antimicrobial stewardship program surveillance
committee, were superinfected ulcers (28.5%), urinary tract infection (20.3%),
and pneumonia (14.1%).
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As a result of the antimicrobial stewardship program active surveillance,
antibiotic therapy (suspension or drug change) was modified in 23% of the
cases (187/800 patients) in the after-implementation program group.

Discussion

The conduction of this study addresses inadequate antibiotic prescription,
a public health problem that has grown exponentially and requires a
measurable impact mainly on microbiological results but also on clinical
outcomes (3,11-13). The benefits of antimicrobial stewardship programs,
in terms of clinical indicators, remain a challenge since there is divergent
evidence that does not allow reliable conclusions (14).

In the present study, we reduced the average duration of antibiotic
therapy by 2.75 days. According to previous studies, this translates into
cost reduction, lower antibiotic use, and lower bacterial resistance selection
pressure because of reduced antibiotic exposure (15). Additionally, the active
surveillance process on the antimicrobial stewardship program allowed
modifications of the antibiotic therapy, according to the recommendations by
the infectious disease group, in approximately one out of four patients, which
probably had an impact on the clinical outcomes obtained.

The main reasons for therapy modification were an inadequate
prescription, treatment adjustment to the microorganisms isolated from
cultures, dosage or incorrect route of administration. These factors were
discussed in educational sessions in our institution as part of antimicrobial
stewardship program feedback. The population characterization allowed us to
identify the most prevalent infectious pathologies needing antibiotic treatment
and those with a higher proportion of cases receiving an inadequate
prescription. These data are relevant to consider in subsequent analyses.

Considering that 25 to 40% of hospitalized patients received antibiotic
therapy as part of their treatment, our results will help improve and adjust the
medical personnel’s training processes and awareness as part of the derived
plan from the antimicrobial stewardship program (16). In our study, 16.8% of
the patients had an inadequate antibiotic prescription to treat superinfected
ulcers, urinary tract infections, and soft tissue infections, very similar to the
findings of other studies (13).

Regarding the observed mortality, discriminated by infection, it is known
that adherence / the accomplishment of antimicrobial stewardship programs
represents a reduction in mortality in specific clinical scenarios (17,18). Our
study showed a reduction in mortality from urinary tract infection, pneumonia,
and soft tissue sepsis after the antimicrobial stewardship program
implementation. These can be explained to some extent as the effect of the
program’s active surveillance. In the case of bacteremia and gut-origin sepsis,
we did not find statistically significant differences, probably because these
clinical outcomes are affected by factors other than antibiotic medication,
such as the complexity of these conditions, the use of medical devices like
intravascular catheters, and the importance of quality care in intra-abdominal
surgical pathologies including post-surgical infection control.

The impact of the antimicrobial stewardship program implementation
on the different clinical outcomes yielded diverging results due to some
methodological limitations (3). The meta-analysis published by Agents et al.
included a large number of studies about antibiotic stewardship programs
and assessed their impact in terms of clinical and economic outcomes. The
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research reported decreases in total antibiotic consumption, length of hospital
stays, use of restricted antibiotics, and nosocomial infections by some
multidrug-resistant bacteria. However, overall mortality and mortality due to
infection were not significantly different after the program implementation. The
authors concluded that studies with longer follow-up periods and antimicrobial
stewardship standardization are required to draw more precise conclusions
(14). Likewise, the systematic review by Kaki et al. claimed that the absence
of studies with better methodological quality is the main limitation in
determining the impact of this type of program on clinical outcomes. Mortality
and length of hospital stay did not adversely vary with the introduction of the
antimicrobial stewardship program (3).

Regarding the study’s limitations, we acknowledge an absence of
standardization in the clinical variables of interest that forced us to discard
a significant group of patients registered in the database, which prevented
a more precise analysis of the results. The average age of the analyzed
population (59.3 years) implies higher overall mortality rates, comorbidity
rates, and a higher probability of adverse effects related to the prescription
of antibiotics, which can limit results interpretation. The study’s hospital is
the healthcare referral center for all military forces in the country, which can
impact on the complexity of the observed clinical cases as reflected in the
high mortality related to most of the infectious etiologies evaluated.

Despite the observational type of the study and its potential risk of inherent
bias, our data suggest that antimicrobial stewardship program implementation
favorably impacts the evaluated clinical outcomes, such as overall mortality,
mortality due to infectious causes, length of hospital stay, and average duration
of antibiotic therapy. There was also a quantitatively though not statistically
significant difference in the reduction of hospital readmission for infection.

However, these results should not be explained exclusively by the program
implementation since the strategy was accompanied by other interventions
that may have influenced the results, such as stricter handwashing policies,
systematic visits of infectious disease specialists to the intensive care unit
to provide counsel on the best alternatives for antibiotic therapy, training
processes and socialization of clinical practice guidelines, and stricter policies
on antibiotic prescription processes. These factors should certainly be
considered when interpreting these findings.

Our results should be interpreted with caution. We emphasized that the
impact on clinical outcomes was probably a consequence of the overall
care quality improvement of infected patients in this institution and that the
antimicrobial stewardship program was an adjunct tool in this enhancement plan.

The inadequate prescription of antibiotics is a latent threat to public
health. Hence, we must intensify the search for tools to mitigate its impact.
Antimicrobial stewardship programs are part of the available strategies with
scientific support. However, its standardization and generic introduction into
health systems should be encouraged to allow the development of studies
with bigger sample sizes and better methodological designs to enable precise
conclusions on their impact on clinical outcomes.
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Introduction. Workplace bullying and sexual harassment are concerns among general
surgery residents in Colombia.

Objective. To explore the prevalence and impact of workplace bullying and sexual
harassment incidents among general surgery residents in Colombia.

Materials and methods. This nationwide study was conducted in 2020. Residents self-
rated their exposure to workplace bullying and to sexual harassment in the forms of gender
harassment, unwanted sexual attention, and sexual coercion. We analyzed demographic
variables, perpetrator’s characteristics, and differences between victims and non-victims.
Results. The study included 302 residents. It found that 49% of general surgery residents

in Colombia suffered from workplace bullying and 14.9% experienced sexual harassment.
The main forms of sexual harassment were gender harassment (47%) and unwanted sexual
attention (47%). Women reported significantly higher rates of being sexually harassed.
Surgeons were the main perpetrators of sexual harassment.

Conclusions. Workplace bullying and sexual harassment are frequent events in general
surgery residency in Colombia. These findings suggest the need for interventions to improve
the educational culture of surgical departments and decrease the prevalence of these
behaviors.

Keywords: Occupational stress; sexual harassment; medical staff, hospital; crosssectional
studies

Acoso laboral y sexual en residentes de cirugia general en Colombia

Introduccidn: El acoso laboral y el acoso sexual son preocupaciones en la formacion
quirdrgica.

Objetivo: Exploramos la magnitud de estos problemas entre los residentes de cirugia
general en Colombia.

Materiales y métodos: se realizé un estudio nacional en junio de 2020. Los residentes
autoevaluaron su exposicion a la intimidacion y el acoso sexual en forma de acoso

de género, atencion sexual no deseada y coercion sexual. Se analizaron variables
demograficas y perpetradores entre victimas y no victimas.

Resultados: Se incluyeron un total de 302 residentes. Las tasas de acoso laboral y
sexual fueron del 49% y 14,9%, respectivamente. Las principales formas de acoso sexual
correspondieron al acoso de género (47%) y la atencion sexual no deseada (47%). El
acoso sexual fue significativamente mayor entre las mujeres. Los cirujanos fueron los
principales perpetradores.

Conclusiones: El acoso laboral y el acoso sexual son frecuentes en la formacion
quirdrgica en Colombia. Estos hallazgos conducen a intervenciones para mejorar la
cultura educativa de los departamentos quirdrgicos para disminuir la prevalencia de estos
comportamientos.

Palabras clave: Acoso laboral; acoso sexual; discriminacion; cirugia; personal médico
hospitalario; estudios transversales

Workplace bullying and sexual harassment are serious problems in
general surgery residency. Incidents of workplace bullying and sexual
harassment occur worldwide. A recent systematic review revealed a global
pooled prevalence as high as 63% for workplace bullying and 27% for sexual
harassment (1). The consequences of these negative behaviors have been
extensively explored. In a residency learning environment, workplace bullying
and sexual harassment are problematic due to physical and psychological
implications for the resident, such as burnout, depression, and post-traumatic
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stress disorder. They also affect the quality of education and patient safety
(2-8). Unfortunately, despite their negative consequences, workplace bullying
and sexual harassment events are rarely reported by victims (9-11). Lately,
workplace bullying and sexual harassment are enabled by a poor educational
and ethical cultures in surgical departments, conditions closely related to the
hierarchical and competitive structure of surgical training (12,13).

Surgical training takes place in a working and learning environment. In
this workplace, workplace bullying occurs in “situations where an employee
is persistently exposed to negative and aggressive behaviors at work,
primarily of a psychological nature, with the effect of humiliating, intimidating,
frightening, or punishing the target” as defined by Smith-Han et al. (14).

According to the United States National Academy of Sciences,
Engineering, and Medicine, sexual harassment represents a type of
discrimination in the form of (1) Gender harassment, described as
“verbal and non-verbal behaviors that convey hostility, objectification,
exclusion, or second-class status about members of one gender”.

(2) Unwanted sexual attention, described as “verbal or physical
unwelcome sexual advances, which can include assault”, and

(8) Sexual coercion, described as “favorable professional or educational
treatment... conditioned on sexual activity” (15).

Assessment of workplace bullying and sexual harassment in Latin America
requires attention. The region offers as many as 300 general surgery residency
programs, in countries like Brazil, Argentina, Mexico, and Colombia, among
others (16-18). According to the Lancet Commission on Global Surgery, Latin
America also holds a representative proportion of the global surgical workforce.
The ratio of surgeons in the region ranges from 40-59.9 per 100,000 population
(19). In the region, information on workplace bullying and sexual harassment
is limited and studies on occurrences are conducted from limited perspectives.
Few studies provide information from the perspective of active surgeons, and
even fewer report information from the viewpoint of residents (20).

By focusing on the perceptions of general surgery residents, the present
study provides evidence on the prevalence of workplace bullying and sexual
harassment in Colombia. This study also responds to increasing societal
calls for periodic screening (22) in an era of zero tolerance for workplace
bullying and sexual harassment (21). This study may also potentially lead to
customized interventions (23-25).

Material and methods
Research design, context, and participants

This cross-sectional, multi-institutional study took place in June, 2020.
Colombia has 20 university-based general surgery residency programs
distributed in four regions: Northern, Central, Western, and Southern. Programs
in the Central Region have a surgical tradition based on the Halstedian model
of training. Surgical training spans four years. The estimated number of
categorical residents is 380. We invited all residents, regardless of age, sex,
year of training, or type of program, to participate in this research.

Measures and instruments
Residents self-rated their exposure to workplace bullying on a shortened
version of the Negative Acts Questionnaire (NAQ) published in Spanish (26).
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Using 14 questions, the NAQ assessed the frequency of workplace bullying
in the prior six months, ranging from one (never) to five (daily). Additionally,
residents rated the frequency for each negative behavior by different
perpetrators (i.e., surgeons in charge of training, peers, patients) on a Likert
scale. The scale ranged from one (extremely infrequent) to ten (extremely
frequent). The coefficient of reliability of the questionnaire is 0.85.

To assess exposure to sexual harassment, researchers presented to
participants the definition of the three forms of sexual harassment according to
the United States National Academy of Sciences, Engineering, and Medicine
(15). The authors asked if the residents were victims of any of those behaviors
during the prior six months. For positive responses, participants rated the
frequency of exposure on the Likert scale from one (never) to five (daily).

Data collection

The Division of Education of the Colombian Association of Surgery, in
cooperation with program directors, coordinated data collection. Participants
received an online survey containing the questionnaire and asking for
demographic information (program, age, sex, and year of residency training).
Once the anonymous questionnaire was completed and returned, researchers
coordinated data transcription and organization to assure confidentiality and
integrity of the information.

Statistical analysis

The authors analyzed the information when at least 60% of the available
programs and 60% of the total number of active residents per program
completed the questionnaires. Measurement of frequencies and descriptive
statistics were used to gain insight into the relevant characteristics of the
population.

For NAQ, a total score resulted from adding the scores given to each
behavior by residents. Interpretation of the total score used percentiles. A
NAQ score below the 25" percentile was interpreted as “not bullied”, a score
from the 26M-75™ percentile was considered as “occasionally bullied”, and
participants who scored above the 75™ percentile were considered “victims
of continuous workplace bullying”. The results present workplace bullying as
percentages and ranges. Similarly, the mean scores, standard deviations, and
95% confidence intervals (Cl) were computed for the frequency of workplace
bullying per perpetrator based on the 1-to-10-point Likert scale.

For residents who rated any form of sexual harassment during the prior six
months, the percentages of sexual harassment were computed, irrespective
of its frequency (i.e., daily, monthly). Ultimately, univariate comparisons of the
demographic variables between victims and non-victims of workplace bullying
and sexual harassment were determined with the chi square test (p<0.05).
The Stata 15™ software used for the statistical analyses.

Ethical considerations

The study obtained individual informed consent from all participants. The
Institutional Review Board of the Faculty of Medicine of Pontificia Universidad
Javeriana gave ethics approval for the study (reference number: FM- CIE
084220).
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Table 1. Population characteristics associated with workplace bullying according to the
shortened version of the Negative Acts Questionnaire

Total Non-victim Occasional WPB Continuous WPB

Characteristic n (%) n (%) n (%) n (%) p value
Residents 302 154 (51) 83 (274) 65 (21.5)
Sex NS
Male 175 (579) 88 (50.2) 50 (28.5) 37 (21.1)
Female 127 (42.0) 66 (51.9) 33 (25.9) 28 (22.0)
University NS
Public 96 (31.7) 51 (53.3) 30 (31.2) 15 (15.6)
Private 206 (68.2) 103 (50) 53 (25.7) 50 (24.2)
Year of residency NS
1 81(26.8) 45 (55.53) 20 (24.6) 16 (19.7)
2 91 (30.1) 43 (472) 29 (31.8) 19 (20.8)
3 73 (24.1) 32 (43.8) 23 (31.5) 18 (24.6)
4 57 (18.8) 34 (59.6) 11 (19.3) 12 (21.0)
Region 0.001
Central 164 (54.3) 66 (40.2) 56 (34.1) 42 (25.6)
Northern 52 (172) 39 (75) 9 (17.3) 4 (76)
Western 59 (19.5) 33 (55.9) 13 (22) 13 (22.0)
Southern 27 (8.9) 16 (59.2) 5 (18.5) 6 (22.2)
WPB: workplace bullying; NS: non-significant
Table 2. Frequency of negative behaviors according to the shortened version of the Negative Acts Questionnaire
. . Total Never Sometimes Monthly Weekly Daily
Negative behaviors n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%)
1 Being shouted at or being the target of spontaneous anger 204 (675) 98 (32.4) 141 (46.4) 35(11.5) 25(8.2) 3(0.9)
2 Being ordered to do work below your level of competence 202 (66.8) 100 (33.1) 129 (42.7) 28(9.2) 32 (10.6) 13 (4.0)
3 Having your opinions and views ignored 202 (66.8) 100 (33.1) 150 (49.6) 27(8.9) 19(6.2) 6(1.9)
4 Persistent criticism of your errors and mistakes 201 (66.5) 101 (33.4) 141 (46.4) 21(6.9) 29(9.6) 10(3.3)
5 Being humiliated or ridiculed in connection with your work 200 (66.2) 102 (33.7) 141 (46.6) 26 (8.6) 26(8.6) 7 (2.3)
6 Spreading of gossip and rumors about you 184 (60.9) 118 (39.0) 120 (39.7) 32(10.6) 15(4.9) 17 (5.6)
7 Being exposed to an unmanageable workload 171 (56.6) 131 (43.3) 132 (43.7) 16(5.3) 17(5.6) 6 (1.9)
8 Having insulting or offensive remarks made about your person 158 (52.3) 144 (476) 113 (37.4) 22(72) 20(6.6) 3(0.9)

(i.e., habits and background), your attitudes, or your private life

9 Someone withholding information that affects your perfformance 157 (51.9) 145 (48.0) 103 (34.1) 25 (8.2) 24 (7.9) 5(1.6)

10 Excessive monitoring of your work 141 (46.6) 161 (53.3) 99 (32.7) 18 (5.0) 18(5.9) 6(1.9)

11 Being ignored or excluded 125 (41.3) 177 (58.6) 94 (31.1) 16 (5.3) 13 (4.3) 2(0.6)

12 Pressure not to claim something you are entitled to by right 115 (38.08) 187 (61.9) 77 (25.5) 19(6.2) 13(4.3) 6(1.9)

13 Intimidating behavior such as finger-pointing, invasion of personal 46 (15.2) 256 (84.7) 30 (9.9) 12(3.9) 2(0.6) 2(0.6)
space, shoving, blocking/barring the way

14 Threats of violence or physical abuse or actual abuse 20 (6.6) 282 (93.3) 14 (4.6) 2(0.6) 3(0.9 1(0.3)

Results

A total of 302 residents from 20 general surgery residency programs in
Colombia participated in the study, a 79.4% response rate. Table 1 shows
the characteristics of the participants. Female residents made up 42. % of
respondents. The mean age of participants was 28.9 *+ 3.33 (23-42) years.

The global rate of workplace bullying was 49% (148/302). Occasional
workplace bullying occurred in 27.4% (83/302) and continuous workplace
bullying in 21% (65/302) of the cases. There were no differences between
victims and non-victims of workplace bullying based on sex, type of
program (private vs. public), or year of residency training. However, we
found significant differences by geographical distribution of programs (Table
1). Of the 164 residents in programs of the Central Region, 80 (59.7%)
experienced workplace bullying, a much higher percentage than those from
other regions (Northern: 25%; Western: 44%, and Southern: 40.7%). The
most frequent negative behavior was “being shouted at or being a target of
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spontaneous rage” (67.5%). Table 2 presents the absolute frequencies of
negative behaviors. The main perpetrators of workplace bullying in Colombia
were surgeons in charge of training, 5.31 + 2.97 (Likert scale: 1-10). Figure 1
presents negative behaviors by perpetrators.

The global rate of sexual harassment was 14.9 (45/302 cases). A total
of 21 cases (47%) corresponded to gender harassment, 21 cases (47%)
to unwanted sexual attention, and 3 cases (7%) to sexual coercion. The
study found no differences between victims of and non-victims of sexual
harassment according to the type of program (private vs. public) or year of
residency training. There were significant differences between males and
females (4.5% vs. 29.1%, p<0.05, respectively), and among geographical
regions. Of the 45 cases in the country, 27 (60%) occurred in the Central
region (p<0.05) (table 3).

Figure 1. Perpetrators and frequency of workplace bullying
Figure 1. Frequency of workplace bullying behaviors by perpetrators
Peers
Patients
Medical auditors
Other consultants
Managers
Anesthesiologists
Technicians
Nurses
Senior residents

Surgeons

e e e L S e e I B e e I B a e |
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Frequency of WPB
0 = Extemely infrequent; 10 = Extremely frequent

WPB: workplace bullying

Table 3. Characteristics of the population associated with
sexual harassment

Total Non-victim Victim

Characteristic n (%) n (%) n (%) p value

Residents 302 257 (85.1) 45(14.9)

Sex 0.001
Male 175 (57.9) 167 (95.4) 8(4.57)
Female 127 (42.0) 90 (70.8) 37 (29.1)

University NS

Public 96 (31.7) 82(85.4) 14(14.5)
Private 206 (68.2) 175(84.9) 31 (15.0)

Year of residency NS

1 81(26.8) 70(86.4) 11(13.5)
2 91(30.1) 71(78.0) 20 (21.9)
3 73(24.1) 64(876) 9(12.3)

4 57(18.8) 52(912) 5(8.7)

Region 0.04
Central 164 (54.3) 137 (83.5) 27 (16.4)
Northern 52 (172) 50(96.1) 2(3.8)

Western 59 (19.5) 49(83.0) 10(16.9)
Southern 27 (8.9) 21(777) 6(22.2)

NS: non-significant
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Discussion

This study found that 49% of residents in Colombia experienced workplace
bullying, and 14.9 % were victims of sexual harassment in 2020. Females
were the most frequently victimized, with surgeons in charge of training as
the main perpetrators. There were no differences in the negative behaviors
related to the year of residency training. The predominant behavior related to
workplace bullying was “being shouted at or being a target of spontaneous
rage.” Unwanted sexual attention and gender harassment were the most
frequent forms of sexual harassment.

For general surgery residents, Gianakos et al. reported global pooled
rates of workplace bullying at 63% and sexual harassment at 27% (1). The
present study reports a lower rate of occurrence of workplace bullying and
sexual harassment in Colombia. However, the prevalence of the problem is
higher in Colombia than in Spain. A NAQ-based study in Spain reported a
37.7% incidence of workplace bullying (27). Despite data discrepancy, some
patterns of the problem in Colombia are like patterns in other countries. For
example, as in other studies, workplace bullying and sexual harassment were
significantly higher among females. Also, surgeons in charge of training were
the most likely perpetrators (21,28-33).

The rates of workplace bullying and sexual harassment were higher
among programs located in the Central region of Colombia. The training
there is characterized by a long-standing tradition of hierarchies and
competitiveness. These findings are consistent with previous studies reporting
that the educational culture influences workplace bullying and sexual
harassment in surgical training (12,13).

Results in the present study point to unwanted sexual attention and
gender harassment as the most common forms of sexual harassment. Some
studies describe these as crude, demeaning, explicit comments and/or racist
or homophobic attitudes (33,34). In some reports, the problem seems more a
concern for junior residents (2), but findings of this study do not support this
observation. The results also differ in the type of workplace bullying attitudes.
In other studies, the most frequent forms of workplace bullying, perceived
by residents, were “ignoring the opinions”, “exposing to unmanageable
workload”, and “reminding mistakes” (11,35).

This is the first study reporting workplace bullying and sexual harassment
among surgical trainees. Some other studies available in Latin America
described workplace bullying and sexual harassment prevalence only among
practicing surgeons. A study in Ecuador reported a rate of 55.2% sexual
harassment among practicing women surgeons (20). Similarly, a study in Mexico
reported rates of 84% of workplace bullying and 24 % of sexual harassment in
neurosurgery residents (36). This study included more than 90% of the general
surgery residents in Colombia. This percentage ensured a thorough exploration
of workplace bullying and sexual harassment in the country.

Even so, this study has a few limitations. The study asked for residents’
perceptions six months prior to filling out questionnaires; as the study was
carried out four months after the onset of COVID-19 pandemic, the authors
acknowledge the possible influence of the pandemic on the study results.
Also, the study lacks qualitative perspective, such as voices of residents
and surgeons in charge of training, to explore the main findings in greater
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depth. Ultimately, the study does not address the consequences of workplace
bullying and sexual harassment for residents, institutions, and patients. These
limitations call for future research. Longitudinal studies are also needed to
compare the prevalence of workplace bullying and sexual harassment to

the baseline measures of this study. Additionally, mixed methods research
can investigate the dynamics of this complex problem. New studies on the
consequences of workplace bullying and sexual harassment for different
stakeholders and the educational culture would be welcome.

In response to growing concerns about workplace bullying and sexual
harassment, this study also supports practices that strive for a healthy
educational culture in surgery. The participant institutions received a report
of baseline measures describing the magnitude of workplace bullying and
sexual harassment in each program.

Similarly, in meetings of the CAS Division of Education, the authors
discussed the study’s key findings with the directors of the residency
programs. The authors anticipate that feedback and regular measures will
help programs reflect on and appropriately react to this problem.

Finally, the findings of this study can create awareness about workplace
bullying and sexual harassment among residents. Considering that residents
are often victims, but also sometimes perpetrators of these behaviors, we
call for their heightened awareness as a potential solution to the problem.
Residents must speak up and report these unethical behaviors and promote
a candid social discussion about them (1,23,24). We fervently hope this
study contributes to the design of strategies to diminish workplace bullying
and sexual harassment. These strategies should focus on transforming the
educational culture of residency and medical practice and promoting healthy
climates for learning.

In conclusion, workplace bullying and sexual harassment continue to be a
serious, persistent, and widespread problem in general surgery training. This
study describes the prevalence of workplace bullying and sexual harassment
and its associated characteristics in Colombia. This is a Latin American
country with a long tradition of surgical training at high standards, though not
without its problems. The authors provide these findings to the existing body
of evidence on workplace bullying and sexual harassment around the world.
This study has implications for current practice and other future research.
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Introduccidn. Los cursos en linea, masivos y abiertos, brindan la oportunidad de formar
profesionales e investigadores en Latinoamérica sobre salud global.

Obijetivos. Determinar la oferta global de los cursos en linea, masivos y abiertos, sobre
salud global y conocer las caracteristicas de su contenido.

Materiales y métodos. Se examinaron las plataformas especializadas en cursos en
linea, masivos y abiertos, para recopilar aquellos sobre salud global. La busqueda no
tuvo restriccion de tiempo y se realizé por Ultima vez en noviembre de 2021. La estrategia
de busqueda solo incluy6 el descriptor “global health”. Posteriormente, se obtuvieron las
caracteristicas del curso, su contenido y el dominio abordado de salud global. Estos datos
fueron analizados descriptivamente, y se reportaron frecuencias absolutas y relativas.
Resultados. La estrategia de busqueda identificé 4.724 cursos en linea, masivos

y abiertos. De ellos, solo 92 estaban relacionados con salud global. La mayoria de

estos cursos (n=44; 47,8 %) se ofrecieron mediante la plataforma Coursera. Mas de

la mitad de los cursos (n=50; 54,4 %) fueron realizados por instituciones de Estados
Unidos y en idioma inglés (n=90; 97,8 %). La mayor parte de los cursos se centré en

la “globalizacién de la salud y la asistencia sanitaria” (n=24; 26,1 %), seguido de los
dominios “fortalecimiento de capacidades” (n=16; 17,4 %), “carga global de enfermedad” y
“determinantes sociales y ambientales de la salud” (n=15; 16,3 %).

Conclusiones. Se encontr6 una importante oferta de cursos en linea, masivos y abiertos,
sobre salud global. Estos cursos abordaron las competencias de la salud global que se
requieren para los profesionales sanitarios.

Palabras clave: aprendizaje; autoaprendizaje como asunto; educacion a distancia; salud
global; educacién continua; educacién en salud.

Massive open online courses: learning opportunities about global health for Latin
American countries

Introduction. Massive open online courses provide the opportunity to train health
professionals and researchers from Latin America in global health.

Objective. To determine the global offer of massive open online courses in global health
and the characteristics of their content.

Material and methods. We examined massive open online course platforms to compile
the global health offerings. The search had no time restriction and was last conducted

in November, 2021. The search strategy only included the descriptor “global health”. We
obtained the characteristics of the courses, their content, and the global health domain
covered. These data were analyzed using descriptive statistics, reporting absolute and
relative frequencies.

Results. Our search strategy identified 4,724 massive open online courses. Of these,

only 92 were related to global health. Most of these courses (n=44; 47.8%) were offered
through Coursera. More than half (n=50; 54.4%) of the MOOCs were conducted by U.S.A.
institutions and in English language (n=90; 97.8%). Most courses focused on “globalization
of health and healthcare” (n=24; 26.1%,), followed by the domains “capacity building” (n=16;
17.4%), “global burden of disease” and “social and environmental determinants of health”
(n=15; 16.3%).

Conclusions. We found a high offer of massive open online courses on global health.
These courses covered the global health competencies required for health professionals.

Keywords: Learning; global health; self-directed learning as topic; education, distance;
education, continuing; health education.
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La salud global es un area de estudio, investigacion y practica, con
pocos afnos de introduccioén, encargada de priorizar problemas, cuestiones
y preocupaciones sanitarias que trascienden las fronteras nacionales y que
se abordan mejor mediante acciones y soluciones cooperativas (1). Ademas,
busca lograr la equidad en salud en todas las regiones del mundo por medio
de un enfoque multidisciplinario, multisectorial y culturalmente sensible (2,3).
La salud global aborda la reduccién de disparidades y vela por la proteccion
contra las amenazas para la salud mundial como la creciente carga de
morbilidad, las barreras de acceso a los medicamentos, el cambio climatico y
los brotes de enfermedades emergentes y reemergentes (4-6).

Por ende, la ensefianza de esta area es de importancia para los
estudiantes y médicos de todas las regiones, quienes enfrentaran las
consecuencias de lascrisis globales y deberan plantear medidas preventivas
y de solucién para disminuir tales impactos (7,8). No obstante, en las Ultimas
décadas, la educacion sobre salud global solo ha crecido en los programas
de especializacion de paises de Europa y Norteamérica (9), mientras que en
paises en desarrollo, como los de Latinoamérica, su ensefianza recién esta
en crecimiento (7).

La educacion virtual ha sido una estrategia importante para el aprendizaje
de conocimientos y habilidades en diferentes areas, siendo los cursos en
linea, masivos y abiertos una de las herramientas més utiles. Estos cursos
ofrecen acceso a educacién con estandares de alta calidad (respaldados
por universidades, institutos o empresas) a un gran nimero de participantes
de todo el mundo, con acceso a internet y a bajo costo o sin costo alguno
(10). Los cursos pretenden acercar a los estudiantes a nuevas disciplinas,
estimular nuevos intereses, generar ideas y crear una comunidad de
aprendizaje (10), al ofrecer una amplia gama de tematicas: desde ciencias
bésicas hasta especializaciones en salud (11).

Desde su aparicidn, estos cursos se han extendido rapidamente en todo
el mundo favorecidos por el mayor uso y acceso a internet (12). Hasta el
2020 se habian contabilizado 180 millones de participantes en 16.300 cursos,
de los cuales el 7,7 % corresponde a salud y medicina (13). Los cursos
han facilitado la ensefianza de multiples areas de la salud (14), a pesar
de esto y la calidad demostrada en los estandares de educacion virtual,
su incorporacion y uso es desigual, lenta y heterogénea en Latinoamérica
(15,16), por las dificultades de acceso a la tecnologia, las barreras del
idioma y una baja contribucién por parte de instituciones latinoamericanas,
especialmente en ciencias de la salud (17).

Se ha descrito que la ensefianza de salud global tiene el propoésito de
alcanzar competencias en la carga global de la enfermedad, globalizacién
de la salud y la asistencia sanitaria, determinantes sociales y ambientales
de la salud, fortalecimiento de la capacidad, colaboracion, asociacion y
comunicacion; se enfoca en la ética, la practica profesional, la equidad
sanitaria y la justicia social, la gestién de programas, la conciencia
sociocultural y politica, y el andlisis estratégico (18). Sin embargo, los planes
de estudio de programas sobre salud global varian mucho en los tépicos del
curso, la calidad del contenido y los costos (8), siendo impartidos, sobre todo,
en paises de altos ingresos (9,19).

En Latinoamérica, la oferta académica en salud global es limitada, siendo
pocas las instituciones que ofrecen cursos o programas de pregrado o
posgrado en esta area. Se destacan experiencias limitadas en Chile, México
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y Pert (20). Ante la necesidad de formacién en salud global en paises de
la regidn, los cursos en linea representan una herramienta Util para formar
profesionales e investigadores en el campo de la salud global. A pesar de
ello, no se ha descrito en la literatura la oferta educativa de estos cursos
sobre salud global.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la oferta global de
los cursos en salud global y conocer las caracteristicas de su contenido,
asi como las oportunidades, las barreras y las lecciones ofrecidas en
las plataformas que existen hasta la fecha (noviembre de 2021) para la
formacion continua de profesionales. Se espera que el auge de los ellos
pueda ser (til como herramienta para la formacién continua y equitativa de
los profesionales de todo el mundo en salud global.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio descriptivo para identificar la oferta de cursos
en linea sobre salud global y caracterizar sus contenidos. Para ello, se hizo
una busqueda de los cursos en linea sobre salud global entre el 15y el 21 de
noviembre de 2021 en plataformas de aprendizaje virtual que los ofrecen.

Dado que no existen bases de datos que integren sisteméaticamente
los cursos en linea de diferentes plataformas, se realizé una busqueda
individual en los siguientes sitios: Coursera, edX, FutureLearn, Canvas
Network, Miriadax, iversity, Blackboard Open Education, NovoEd, Udacity,
Cryptdyou, Alison, Stepik, FUN MOOC, openHPI, NPTEL, Independent,
UPVX, OpenWHO, Udemy y XuentangX. Ademas, te, se hizo una busqueda
en dos sitios web que recopilan cursos de distintas plataformas cursos en
linea: Class-Central y MOOC List. El empleo de las anteriores plataformas
de cursos en linea para identificar aquellos sobre salud global se sustenta en
Su uso previo para el estudio de la oferta de cursos en linea en otros temas
relacionados con salud (11,14,17,21).

Se disefd una estrategia de busqueda utilizando como guia los términos
DeCS y MeSH para “Global Health”. En la primera etapa, se utilizaron estos
términos de busqueda en inglés, debido a que, hasta la fecha, el mayor
numero de cursos y plataformas de cursos en linea se encuentran en ese
idioma (22). Posteriormente, se hizo una busqueda complementaria con el
término “salud global” para localizar los cursos ofrecidos en espafol en las
plataformas en inglés y en aquellas que solo los ofrecen en esparol.

Los criterios empleados para la inclusion de los cursos en linea en este
estudio fueron: un enfoque total o parcial sobre la salud global y contar con el
respaldo de instituciones académicas o cientificas, independientemente del
idioma, afio de publicacién, o si el curso era o no gratuito.

Dos de los autores realizaron un tamizaje independiente de cada uno de
los cursos encontrados como resultado de las busquedas en las distintas
plataformas revisadas, siguiendo los criterios de inclusion. En caso de
discrepancias, un tercer autor resolvio la inclusién o no de los cursos para el
estudio. Una vez identificados, se procedid a la identificacion y eliminacién
de duplicados con base en la comparacion de los titulos, los autores y la
institucién que los ofrece.

Luego de la eliminacién de duplicados, se recopilaron las siguientes
caracteristicas de cada curso sobre salud global, registrando los datos en
una hoja de célculo del software Microsoft Excel: plataforma que ofrece los
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cursos en linea, institucién y pais de la institucion, idioma disponible de audio
y subtitulos/transcripcidn, duracion y horas estimadas por semana, dominio
de la salud global principalmente abordado (acorde con lo propuesto por el
Global Health Competency Subcommittee del Consortium of Universities for

Global Health) (18).

Se excluyeron los cursos sobre salud global que no tenian la informacion
sobre las caracteristicas recopiladas en este estudio. Finalmente, los datos
registrados sobre cada curso fueron exportados al soffware Stata™, version
16.0, para el andlisis descriptivo y reportar las frecuencias absolutas y relativas.

Resultados

De los 4.724 cursos encontrados con la estrategia de busqueda aplicada
en las distintas plataformas, 139 estaban relacionados con salud global. De
estos Ultimos, se excluyeron 47 por ser duplicados. Con ello, se analizaron

las caracteristicas de 92 cursos en linea sobre salud global.

La mayoria de los cursos incluidos se encontraron en la plataforma
Coursera (n=44; 47,8 %), seguido de FutureLearn (n=18; 19,6 %) y EdX
(n=16; 17,4 %). Norteamérica, como region de origen, representd mas de
la mitad de los cursos encontrados (n=52; 56,5 %), seguido de Europa
(n=37; 40.2 %). No se encontraron cursos en linea sobre salud global en
Latinoamérica, ni en Africa; se identificaron Unicamente dos de origen

asiatico y uno perteneciente a Australia (Oceania).

Cuadro 1. Caracteristicas de los cursos en linea

relacionados con salud global (n=92)

Caracteristicas

Frecuencia Porcentaje

Plataforma
Coursera
FutureLearn
EdX
Alison
FUN MOOC
iversity
Independent
Udemy

Region
Norteamérica
Europa
Asia
Australia

Pais
Estados Unidos
Reino Unido
Francia
Australia
Dinamarca
Otros*

Institucién
Johns Hopkins University
Coventry University
University of Michigan
Imperial College, London
Harvard University
University of Geneva
Otras*

50

= n
HWO1L N0 0N NWWo w

I

47,8
19,6
17,4
5,4
3,3
2,2
2,2
2,2

56,5
40,2
2,2
1,1

54,4
25,0
6,5
3,3

7,6

18,5
8,7
8,7
7,6
5,4

47,9

* Menos de tres cursos en linea
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A nivel de pais, 50 (54,4 %) de los cursos en linea fueron realizados por
instituciones de Estados Unidos; el Reino Unido (n=23; 25,0 %) y Francia
(n=6; 6,5 %) fueron los otros dos paises con mayor nimero de cursos sobre
salud global. Respecto a las instituciones generadoras, Johns Hopkins
University (n=17; 18,5 %) fue la que realizé el mayor nimero de cursos
en linea sobre salud global, seguida de la Universidad de Coventry y la
Universidad de Michigan, cada una con ocho cursos (8,7 %) (cuadro 1).

En cuanto al idioma, 90 (97,8 %) de los cursos se ofrecieron con audio
en inglés y sélo dos cursos (2,2 %) en francés. Respecto a la opcion
de transcripcion o subtitulos de los cursos, se encontraron diez idiomas
disponibles: 32 cursos (34,8 %) estaban subtitulados en espafol, portugués,
francés y ruso; y otras opciones de subtitulos, menos frecuentes, fueron el
arabe (n=12; 13,0 %), el italiano, el vietnamita y el aleman (n=11; 12,0 %) y el
chino (n=3; 3,3 %) (cuadro 2).

La mediana de la duracién de los cursos fue de cinco semanas [rango
intercuartilico (RIC): 4-7 semanas] mientras que la mediana del tiempo
requerido por semana para completarlos fue de 4,4 horas (RIC: 3-10 horas).

Cuadro 2. Caracteristicas de los contenidos de los cursos en linea
relacionados con salud global (n=92)

Caracteristicas Frecuencia Porcentaje
Idioma del curso (audio)
Inglés 90 97,8
Francés 2 2,2
Idioma de los subtitulos
Inglés 61 66,3
Francés 32 34,8
Espanol 32 34,8
Portugués 32 34,8
Ruso 32 34,8
Arabe 12 13,0
Italiano, vietnamita o aleman 11 12,0
Chino 3 3,3
Forma parte de un programa de especializacion
No 56 60,9
Si 36 39,1
Duracién*
Duracién del curso (semanas) 5 4-7
Tiempo estimado por semana (horas) 44 3-10
Acceso
Gratuito 73 79,4
Pagado 19 20,7
Dominios en salud global
Globalizacion de la salud y la asistencia sanitaria 24 26,1
Fortalecimiento de capacidades 16 17,4
Carga global de enfermedad 15 16,3
Determinantes sociales y ambientales de la salud 15 16,3
Equidad sanitaria y justicia social 8 8,7
Conciencia sociocultural y politica 6 6,5
Gestién de programas 4 4.4
Practica profesional 2 2,2
Etica 1 1,1
Andlisis estratégico 1 1,1
* Mediana (RIC)
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De los cursos incluidos, 73 (79,4 %) eran de acceso libre y el dominio de
salud mas abordado fue “globalizacion de la salud y la asistencia sanitaria”
(n=24; 26,1 %), seguido de “fortalecimiento de capacidades” (n=16; 17,4 %),
“carga global de la enfermedad” y “determinantes sociales y ambientales de
la salud” (n=15; 16,3 %). Los dominios de la salud global con menos cursos
ofertados fueron ética y andlisis estratégico (n=1; 1,1 % para ambos cursos).

Discusion

El proposito de este estudio fue caracterizar la oferta de cursos en linea
sobre salud global. Luego de la revisién en distintas plataformas que ofrecen
cursos en linea, se encontraron cerca de 100 cursos con contenido sobre
salud global. Las plataformas Coursera y FutureLearn ofertaron casi la
mitad de los cursos sobre salud global. En cuanto al origen de los cursos,
la mayoria fueron desarrollados por instituciones de Estados Unidos y del
Reino Unido. Asimismo, casi la totalidad de cursos se dictan en idioma
inglés. Sobre las opciones de subtitulos, menos de la mitad de los cursos
presentaban traducciones a idiomas distintos del inglés. La mayoria de los
cursos fueron de acceso gratuito. En torno al dominio de la salud global
principalmente abordado por estos cursos, la globalizacién de la salud y la
asistencia sanitaria fue el mas desarrollado.

La oferta encontrada de cursos en linea sefiala que estos son una
alternativa disponible para el aprendizaje sobre salud global, ya que son
gratuitos y pueden dictarse en diferentes idiomas (subtitulos). Se resalta que
el niumero de cursos sobre salud global encontrados es superior al descrito
para otras areas de la salud como la salud mental (23) y la educacion en
ciencias de la salud (24).

La oferta de cursos en linea permitiria a los interesados conocer sobre
las distintas competencias requeridas en la formacion sobre salud global,
descritas por el CUGH (18).

De los cursos en linea en salud global encontrados en el presente
estudio, existe un mayor nimero de cursos que cubren las competencias de
globalizacion de la salud y la asistencia sanitaria; la creacion de capacidades;
la carga global de la enfermedad, y los determinantes sociales y ambientales
de la salud. Aunque aun existen limitaciones en la oferta educativa en salud
global, sobre todo en paises de medianos y bajos ingresos, los cursos
en linea serian una opcién que tener en cuenta para el entrenamiento y
formacién continua de estudiantes y profesionales de la salud de estas
regiones. Esto se ve reflejado en la contribucion de los cursos en linea para
el desarrollo profesional en paises de Latinoamérica, donde su oferta y
demanda sigue creciendo (7,25).

Especificamente en salud, las instituciones de paises de altos ingresos,
como Estados Unidos y Reino Unido, son las que lideran la elaboracion de
cursos en linea (14). Esto refleja la desigualdad en la ensefianza en areas de
la salud, ademés de la menor difusidén y uso de tecnologias de la informacién
y la comunicacién, para el desarrollo de cursos en linea en paises de bajos
ingresos (7). Latinoamérica, el nimero de cursos en linea ofrecidos es bajo
con respecto a otras regiones (17). Para el 2016, se reporté que menos
del 10,6 % de universidades de Latinoamérica ofertan este tipo de cursos
(16). Esto concuerda con la ausencia de cursos en linea sobre salud global
elaborados por regiones de paises de bajos y medianos ingresos encontrado
en el presente estudio.
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Respecto a la duracién de los cursos, se encontrd que estos, en
promedio, demandaban unas cinco semanas, con una disponibilidad de
cuatro horas y veinticuatro minutos por semana para culminar con las
actividades de los cursos. Se ha reportado que los cursos ofertados por
instituciones latinoamericanas cuentan con una duracién promedio inferior
a los ofertados en otras regiones (16). Asimismo, se conoce que las
instituciones que los ofrecen los invierten mas tiempo en la preparacién del
curso que el estimado para culminarlo (11).

Dado que los cursos en linea estan pensados para abordar las
competencias de un area en especifica, la duracién de estos cursos seria la
adecuada para el estudiante de pregrado o profesional interesado en recibir
entrenamiento en salud global. Por otro lado, la mayoria de los cursos no
requieren que los participantes realicen un pago para acceder a los cursos,
ya que estan concebidos con la filosofia de democratizar el acceso a la
informacion (10). En este sentido, los cursos en linea serian una herramienta
util de capacitacion porque Unicamente se requiere acceso a internet y un
equipo que permita navegar por este servicio. Una persona interesada en
capacitarse sobre salud global podria tomar un curso sin restricciones para
su participacion, tales como las barreras geograficas y econémicas.

La mayoria de los cursos en linea en salud global se ofrecen en idioma
inglés y son elaborados por reconocidas instituciones académicas de paises
anglosajones, como ha sido previamente indicado para otras areas de
salud (11,14). En el 2013, se report6 que el 94 % de los cursos en salud
y medicina, se ofrecian en ese idioma (14). Si bien, se describe que la
proporcién de cursos en inglés se ha reducido ligeramente, pasando del 80
% en 2014 al 75 % en 2015 (26), este idioma sigue siendo el predominante
en la oferta de cursos en linea, con un 82,5 % para el 2021 (27).

El aumento de proveedores de otras partes del mundo ha permitido que,
hoy en dia, se oferten cursos en linea en varios idiomas como espariol, francés,
chino, arabe y portugués (17,27). Considerando que los cursos en linea buscan
brindar un acceso a la informacién de forma global, se hace necesario que las
instituciones que los ofertan los diversifiquen el idioma de los cursos, para que
estos puedan ser utilizados por un nimero mayor de personas.

Como cualquier modelo de aprendizaje, los cursos en linea tienen sus
problemas y sus desafios. La formacién de un grupo masivo de participantes
es fundamental para encontrar un modelo de sostenibilidad de estas
iniciativas, ya que hay un gran nimero de alumnos que no terminan los
cursos (27). Ademas del alto costo de realizar un curso en linea, teniendo en
cuenta que son gratuitos, son muchas las universidades que no apuestan
por desarrollarlos porque no ven un retorno de la inversién. Sin embargo,
los cursos en linea permiten una amplia visibilidad y posicionamiento tanto
para los profesores como para las instituciones (28). Muchos estudiantes
y educadores los reconocen como una experiencia de aprendizaje
interesante, pero no necesariamente los reconocen como cursos con
calidad, considerando que un curso debe estar mas estructurado que un
curso en linea (11). Asimismo, es importante que se promueva la creacion
de mas cursos en linea en paises de bajos y medianos ingresos como los
de Latinoamérica, ofertando cursos con trascendencia en salud publica, en
idiomas locales y, con una estructura y duracion adecuada, ya que favorecen
el desarrollo de mejores profesionales en estas regiones.
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Entre las limitaciones de este estudio, se debe precisar que presenta
un reporte histoérico de los cursos en linea sobre salud global ofertados en
distintas plataformas. Con ello, algunos de los cursos encontrados podrian no
estar disponibles de forma ilimitada o en el momento actual, pues su oferta
se da de acuerdo con las consideraciones de cada plataforma o institucion.
Por otro lado, los cursos en linea ofertados presentaron en sus contenidos
mas de un dominio sobre salud global, pero por criterio de los autores, sélo
se consideré el principal. Sin embargo, consideramos que la busqueda
especifica para cada una de las plataformas de los cursos en linea, asi como
en los sitios que los congregan de distintas plataformas, fue adecuado para
identificar la oferta cursos en linea en salud global.

En conclusién, se encontré una importante oferta de cursos en linea sobre
salud global. Estos cursos en su mayoria abordaron las competencias de
globalizacion de la salud y asistencia sanitaria, fortalecimiento de capacidades,
carga global de la enfermedad y determinantes sociales y ambientales de
la salud. En general, la oferta de cursos en linea permitiria a estudiantes y
profesionales de muchas regiones del mundo aprender sobre las distintas
competencias requeridas de salud global. Sin embargo, seria adecuado
aumentar la oferta de cursos en linea en diferentes idiomas, asi como promover
su desarrollo por parte de instituciones de paises de bajos y medianos ingresos
como los de Latinoamérica, los cuales suelen ser los mas vulnerables frente a
problemas de salud global y necesitan de tomadores de decisiones en salud
publica que cuenten con la perspectiva desde la salud global.
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Articulo original

Asociacioén entre preocupacion frente a la
COVID-19, el apoyo social y el conocimiento sobre
tuberculosis con el cumplimiento del tratamiento
antituberculoso en Lima, Peru

Yuli L. Quiroz', Susan O. Choqueza', Anderson N. Soriano-Moreno?, Jorge L. Alave'

' Escuela de Medicina, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad Peruana Unién, Lima, Perl

2 Unidad de Investigacién Clinica y Epidemiolégica, Escuela de Medicina, Universidad Peruana
Unién, Lima, Perl

Introduccién. En el contexto de la pandemia por la COVID-19 es escasa la informacién
de factores asociados al cumplimiento del tratamiento antituberculoso en las zonas de alta
prevalencia de tuberculosis.

Objetivo. Evaluar si existe asociacién entre el apoyo social, la preocupacion por el
contagio de COVID-19 y el conocimiento de la tuberculosis, frente al incumplimiento del
tratamiento antituberculoso.

Materiales y métodos. Se trata de un estudio transversal de pacientes en tratamiento
antituberculoso durante los meses de enero a marzo del 2022 en centros ubicados en
areas de alta prevalencia de tuberculosis en Lima. Se utilizé el cuestionario de Morisky
Green-Levine para evaluar el cumplimiento del tratamiento como variable dependiente; las
variables independientes se evaluaron usando el Medical Outcomes Study Social Support
Survey para determinar el apoyo social percibido y la preocupacion por la infeccion

de COVID-19, y el test de Batalla para evaluar el conocimiento del paciente sobre su
enfermedad. Se utilizé la regresion de Poisson con varianza robusta para determinar la
asociacion entre las variables.

Resultados. De un total de 101 participantes (73,3 % hombres y edad media 35,1 + 16
afios), el 51,5 % no observaron el tratamiento antituberculoso. El nivel de preocupacion
medio o alto de contagiarse y desarrollar COVID-19 se asocié con una mayor prevalencia
de incumplimiento del tratamiento (razén de prevalencia: 1,68; intervalo de confianza del
95 %: 1,09-2,57) (ajustada por las variables de confusion consideradas).

Conclusiones. El incumplimiento del tratamiento antituberculoso es una condicién
frecuente entre los pacientes de una zona de alta prevalencia de tuberculosis en Lima
especialmente entre aquellos con mayor preocupacion al contagio por el virus de SARS-
CoV-2, causante de la COVID-19.

Palabras clave: COVID-19; tuberculosis pulmonar; cooperacién del paciente; apoyo social.

Association between concern about COVID-19, social support and knowledge about
tuberculosis with adherence to antituberculosis treatment in Lima, Peru

Introduction. In the context of the COVID-19 pandemic, information on factors associated
with adherence to antituberculosis treatment in areas with high prevalence of tuberculosis
is scarce.

Objective. To evaluate whether there is an association between social support, concern
about COVID-19 infection and knowledge about tuberculosis, and non-adherence to
antituberculosis treatment.

Materials and methods. A cross-sectional study was carried out on patients under
antituberculosis treatment, from January to March, 2022, in centers located in areas with a
high prevalence of tuberculosis in Lima. We used the Morisky Green-Levine questionnaire
to assess adherence to treatment as the dependent variable; the independent variables
were evaluated using the Medical Outcomes Study Social Support Survey for perceived
social support and concern about COVID-19 infection, and the Battle Test to assess
patients’ knowledge about their disease. We used Poisson regression with robust variance
to evaluate the association between the independent variables and the dependent one.
Results. Out of 101 participants (73.3% male with an average age of 35.1 = 16 years),
51.5% were non-adherent to antituberculosis treatment. Medium or high level of concern
about getting COVID-19 was associated with a higher prevalence of non-adherence to
treatment (odds ratio: 1.68; 95 % confidence interval: 1.09-2.57) (adjusted for considered
confounding variables).

Conclusions. Non-adherence is a frequent condition among patients living in an area with
a high prevalence of tuberculosis in Lima, especially among those with a higher concern for
COVID-19 infection.
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En el Perd, el Programa Nacional de Prevencion y Control de Tuberculosis
continta implementando estrategias con la finalidad de controlar y reducir
los casos nuevos de tuberculosis (1). La pandemia por la COVID-19 afect6
los ambitos social, econémico y de salud publica (2). Se redujo la oferta
de servicios de salud en el primer, el segundo y el tercer nivel de atencidn.
Ademas, se restringieron las consultas y el seguimiento de los pacientes con
enfermedades crdénicas, limitando la atencién a solo urgencias y emergencias
relacionadas con estas enfermedades (3).

Para el Ministerio de Salud peruano, el abordaje de la COVID-19 fue
prioridad, lo que provocé el debilitamiento de la gestion del Programa
Nacional de Prevencion y Control de Tuberculosis, reduciendo las actividades
de deteccion y prevencion de casos nuevos de tuberculosis, el acceso a los
medicamentos y a los métodos diagnésticos oportunos (1). Por otro lado, las
medidas de distanciamiento social y la cuarentena, entre otras disposiciones
creadas con la finalidad de atenuar el contagio de la COVID-19, generaron
miedo, preocupacion e incertidumbre por el riesgo de contagio (4). Al
comparar el afio 2019 con el 2020 de pandemia por COVID-19 en Perd, el
porcentaje de casos diagnosticados de tuberculosis disminuyé de 89,1 %
(32.970/37.000) a 66,4 % (24.581/37.000); y el de abandonos al tratamiento
de tuberculosis resistente aumento de 6,9 % (237/3.422) a 7,8 % (215/2.744),
respectivamente (5). Esto representé una amenaza al cumplimiento del
tratamiento antituberculoso (6).

Distintos estudios han encontrado que el cumplimiento del tratamiento
antituberculoso depende de factores como la influencia de la familia, la
supervision de su medicacion mediante el tratamiento bajo observacién
directa, el apoyo de la comunidad, el apoyo del hogar, el apoyo espiritual, la
carga financiera y el conocimiento de la enfermedad, entre otros (7,8). Los
mas propensos al incumplimiento del tratamiento fueron aquellos con escaso
apoyo familiar (7).

Asimismo, en otro estudio determinaron que, para lograr la cura de la
tuberculosis, debe existir un sistema de apoyo social estable basado en la
familia, que se constituye en un factor imprescindible para acompanar al
paciente durante la duracién del tratamiento (9). Por otro lado, otra forma
de valorar el cumplimiento del tratamiento es mediante el conocimiento
que el paciente posee sobre su enfermedad, reportandose que a mayor
conocimiento mayor cumplimiento (10). Del mismo modo, se ha encontrado
que un nivel educativo alto y el conocimiento de la tuberculosis tuvieron una
asociacion significativa con la observancia de la terapia antituberculosa (11).

El conocer los factores asociados con el cumplimiento del tratamiento
antituberculoso en el contexto de la actual pandemia de COVID-19 constituye
una informacion importante y necesaria debido al contexto social, econémico
y de salud publica. El factor de apoyo social desde el numero de personas
que conforman su entorno, las interacciones afectivo-emocionales y las
actividades cotidianas que las conforman, son de gran interés para que el
paciente cumpla su tratamiento, asi como también, la preocupacion por la
posibilidad de contagiarse con el virus que genera la COVID-19.

Se llegaron a implementar estrategias de prevencion y promocion en
la lucha contra la pandemia como el distanciamiento social, el uso de
mascarillas, el lavado de manos, la telemedicina en el primer nivel de
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atencion, etc. Este contexto nos ha demostrado deficiencias en el sector
salud que sirven como lecciones que deben ser analizadas y aprendidas con
la finalidad de comprometernos a resguardar y disefar futuras estrategias
que mejoren la observancia del tratamiento en esta poblacion.

Por las razones expuestas, este estudio tuvo el objetivo de evaluar la
frecuencia del incumplimiento del tratamiento para la tuberculosis y explorar
su asociacion con el apoyo social, el conocimiento de la enfermedad y
la preocupacién por el contagio el virus que genera la COVID-19, en dos
centros de primer nivel de atenciéon y un hospital publico de areas de alta
prevalencia de tuberculosis de Lima, Peru.

Materiales y métodos
Estudio, lugar y participantes

Se trata de un estudio transversal realizado de enero a marzo del 2022.
Se encuestaron los pacientes pertenecientes al Programa Nacional de
Prevencion y Control de Tuberculosis de los centros de salud San Hilarién,
San Cosme y del Hospital de Huaycén, ubicados en tres distritos de Lima:
San Juan de Lurigancho, La Victoria y Ate-Vitarte, respectivamente.

En el 2019, Lima registré el 57,47 % (23.580/41.032) de los casos
de tuberculosis del Perl y los establecimientos de salud en los que se
realizd nuestra investigacion se encuentran en los distritos de Lima con
alta incidencia de tuberculosis (12). Por ejemplo, la jurisdiccién del centro
de salud San Cosme reporta altos niveles de hacinamiento y posee una
tasa de morbilidad por tuberculosis de 1.347 por 100.000 habitantes,
aproximadamente diez veces el promedio nacional (13).

Se incluyeron pacientes adultos de 18 a 70 afos que recibieron
tratamiento para tuberculosis sensible, multirresistente (MDR-TB) y
extremadamente resistente (XDR-TB), al menos, por un mes. Se excluyeron
los pacientes con tuberculosis extrapulmonar por la dificultad de su manejo
sobre todo en centros de primer nivel de atencién.

La muestra final estuvo compuesta por 101 pacientes, lo que nos permitid
alcanzar una precision del 10 % en la deteccidn de una prevalencia esperada
del 50 %, considerando un nivel de confianza del 95 % y asumiendo una
poblacion infinita. La seleccién de los pacientes se llevd a cabo mediante un
método por conveniencia.

Variable dependiente

Se consider6 como variable dependiente el cumplimiento del tratamiento y
para su analisis se utilizé el cuestionario de Morisky-Green-Levine, empleado
para evaluar la observancia del tratamiento de distintas enfermedades
como la hipertension arterial, la del virus de inmunodeficiencia humana y la
tuberculosis (14-16). Este cuestionario fue validado en su versién en espafiol
por Val Jiménez et al. (17). Consta de cuatro preguntas con respuestas de no
o si. Este cuestionario define como cumplidor si el participante responde las
cuatro preguntas con la siguiente secuencia de respuestas: no, si, no, no. En
caso contrario, se considera que no cumple.
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Variables independientes

Se consideraron como variables independientes el apoyo social, la
preocupacion de contagio por el virus causante de la COVID-19 y el
conocimiento del paciente sobre la tuberculosis.

Para explorar el apoyo social se utilizo el cuestionario Medical Outcomes
Study Social Support Survey (MOS-SSS), empleado con pacientes con
enfermedades crénicas (18). La validacion en espanol se hizo en diferentes
paises de Iberoamérica (19,20). Se compone de 20 items: la primera
pregunta estima el apoyo social cuantitativo (nGmero de personas que
conforman su entorno social) y para este estudio usamos los 19 items
posteriores. Estos valoran cualitativamente el apoyo social dividido en cuatro
dimensiones: afectiva, interaccion social positiva, instrumental y apoyo
emocional. Esta herramienta categoriza los valores en apoyo social maximo
(71 a 95 puntos), medio (45 a 70 puntos) y minimo (19 a 44 puntos) (21).

Ademas, se utiliz6 la escala de preocupacion por el contagio con el virus
SARS-CoV-2, causante de la COVID-19 para evaluar su efecto en el estado
animico y en el desarrollo de las actividades cotidianas de los pacientes. Esta
escala fue disefiada y validada por Caycho R. et al., en Peru en 2020 (22).
Este es un cuestionario que consta de seis preguntas con cuatro opciones
de respuesta segun una escala de calificacion (tipo Likert). Para este estudio
se categorizaron los resultados de este cuestionario en terciles: tercil uno o
preocupacion baja (6 a 11 puntos), tercil dos o preocupacion media (12 a 14
puntos), tercil tres o preocupacion alta (15 a 24 puntos).

Finalmente, se utilizé el cuestionario de Batalla para evaluar el conocimiento
que tiene el paciente sobre su enfermedad. Este ha sido utilizado en
enfermedades crénicas (11,23,24). Consta de tres preguntas y si responde
correctamente la secuencia: no, si, si, se considera que el paciente conoce su
enfermedad; si falla una de ellas, se considerara no conocedor (25).

Covariables

También evaluamos las siguientes variables sociodemograficas: edad
en afnos, sexo (masculino, femenino), nivel de estudios (secundaria
completa, preuniversitario, universitario), comorbilidades (diabetes mellitus
de tipo 2, VIH, hipertension arterial, obesidad, hipotiroidismo, artritis
reumatoidea), ocupacion (estudiante, ama de casa, con empleo, pensionado
o desempleado), estado civil (casado, soltero, viudo, divorciado, unién libre),
institucién (centros de salud San Hilarion, San Cosme y Hospital Huaycan) y
tipo de esquema de tratamiento contra la tuberculosis (tuberculosis sensible y
multirresistente o extremadamente resistente).

Procedimiento de recoleccion de Ia informacion

Se coordiné con los directores de los establecimientos de salud para que
los investigadores obtuvieran el consentimiento informado, aplicaran los
cuestionarios y recolectaran la informacién demografica y clinica de las fichas
individualizadas de los pacientes que aceptaron participar en el estudio y que
pertenecian al Programa Nacional de Prevencién y Control de la Tuberculosis.

Los potenciales participantes fueron captados durante su asistencia al
Programa Nacional de Control y Prevencion de la Tuberculosis de los tres
establecimientos de salud. Luego de autorizar el consentimiento informado se
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aplicaron los cuestionarios mencionados entrevistando a los participantes en
cada centro de salud, luego de que recibieran su medicacién antituberculosa.

Analisis estadistico

Se describieron las variables categéricas con frecuencias absolutas y
relativas, y las variables numéricas con media y desviacién estandar. Se
utilizé la prueba de ji al cuadrado en el analisis bivariado para comparar la
proporcién del incumplimiento del tratamiento segun las categorias de las
variables independientes. Ademas, se crearon modelos de regresion de
Poisson con varianza sélida para evaluar la asociacion entre el apoyo social,
la preocupacion por la COVID-19 y el conocimiento de la tuberculosis con la
variable dependiente “incumplimiento del tratamiento”.

Se calcularon razones de prevalencias (RP) con sus intervalos de
confianza del 95 % (IC,,, ) crudos y ajustados por sexo, edad, estado civil
soltero, nivel de educacion secundaria y presencia de comorbilidades, dado
que estas variables se consideraron potencialmente de confusion con base
en el criterio epidemiolégico.

Se hizo un andlisis estratificado segun las categorias de las variables
“apoyo social’ y “conocimiento de la enfermedad tuberculosa”, considerando
que podrian ser modificadoras del efecto de la preocupacion frente a la
COVID-19 y el incumplimiento. Se consider6 un valor de p menor de 0,05
como significativo. Los andlisis se realizaron con el programa estadistico R,
versién 4.

Aspectos éticos

El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica Institucional
de la Universidad Peruana Unién (cédigo: 2021-CE-FCS-UPeU-00333). La
encuesta fue anénima y voluntaria para los participantes previa firma del
consentimiento informado.

Resultados
Caracteristicas generales

De los 101 participantes, el 51,5 % no cumplié con el tratamiento. El sexo
masculino predominé en el 73,3 % de los pacientes y la edad promedio fue
de 35,1 £ 16 afos. El 53,5 % tenia estudios secundarios completos, el 51,5
% eran solteros y el 22,8 % report6 alguna comorbilidad, la mas frecuente
fue la diabetes en el 11,9 %. Ademas, el 56,4 % resulté con apoyo social
maximo, el 58,4 % era conocedor de su enfermedad y el 55,4 % tuvo un
nivel de preocupacién medioalto de contagiarse con el virus causante de la
COVID-19 (cuadro 1).

Analisis bivariado

Los participantes que tuvieron una preocupacion media o alta por la
COVID-19 observaron el tratamiento en el 33,6 % y un 15,8 % menos que
aquellos con una preocupacion baja (p=0,019). Por otro lado, los participantes
que tenian un apoyo social medio o minimo mostraban menos cumplimiento del
tratamiento en el 13,9 y el 11,5 % respectivamente, en comparacion con aquellos
que tenian un apoyo social maximo (p=0,379). Y de aquellos participantes que
no conocian su enfermedad, cumplen con el tratamiento un 13,7 % menos
respecto a aquellos participantes que conocian su enfermedad (cuadro 2).
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Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de los participantes

Caracteristicas % (n)
Sexo femenino 74 (73,3)
Edad, media (desviacion estandar) 35,1 (16,0)
Secundaria completa 54 (53,5)
Soltero 52 (51,5)
Con comorbilidades 23 (22,8)

Institucién
San Cosme 50 (49,5)
San Hilarién 22 (21,8)
Hospital Huaycan 29 (28,7)

Esquema
Sensible 81 (80,2)
MDR o XDR 20 (19,8)

Ocupacion
Estudiante 18 (17,8)
Ama de casa o con empleo 55 (54,5)
Pensionado o desempleado 28 (27,7)

Apoyo social (MOS-SSS)

Maximo 57 (56,4)
Medio 37 (36,6)
Minimo 7 (6,9)

Cumple con el tratamiento (Morisky-Green)

No 52 (51,5)
Si 49 (48,5)

Conocedor de su enfermedad (Batalla)

No 42 (41,6)
Si 59 (58,4)

Preocupacién frente a la COVID-19
Baja (6 a 11 puntos) 45 (44,6)
Media (12 a 14 puntos) 28 (27,7)
Alta (15 a 24 puntos) 28 (27,7)

Cuadro 2. Apoyo social, preocupacién por la infeccién de COVID-19 y
conocimiento sobre la tuberculosis, segun el cumplimiento del tratamiento

Cumplimiento del
tratamiento (Morisky-Green)

Variables
Si (N=49) No (N=52)
n (%) n (%)
Apoyo social (MOS-SSS) 0,379
Maximo 31 (54,4) 26 (45,6)
Medio 15 (40,5) 22 (59,5)
Minimo 3 (42,9) 4 (57,1)
Preocupacion frente a la COVID-19 0,019
Baja 28 (62,2) 17 (37,8)
Media 8 (28,6) 20 (71,4)
Alta 13 (46,4) 15 (53,6)
Conocedor de su enfermedad (Batalla) 0,245
Si 32 (54,2) 27 (45,8)
No 17 (40.5) 25 (59,5)

* Valor de p calculado con la prueba de ji al cuadrado
Analisis multivariado

En el andlisis de regresion de Poisson observamos que aquellos que
tenian una preocupacion media o alta por la COVID-19 presentaron una

prevalencia de incumplimiento del tratamiento 1,91 veces (IC,,: 1,222,98) y

1,42 veces (IC,,: 0,852,36) mas comparados con aquellos que tenian una
baja preocupacién. Al combinar las categorias media y alta encontramos

que estos participantes veces menos al tratamiento (IC,,,: 1,25-6,667)
comparado con los de la categoria de preocupacion baja. Ademas, se
observé que los participantes que tenian un apoyo social medio (RP=1,35;
IC,.,: 0,902,04) 0 minimo (RP=1,27; IC,, : 0,65-2,47) cumplieron menos
con el tratamiento antituberculoso en comparacion con aquellos que tenian
un apoyo social maximo; aquellos que no conocian su enfermedad tuvieron

una prevalencia de 1,32 veces menor (IC,,: 0,89-1,95) de cumplimiento
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en relacién con aquellos que si conocian de su enfermedad. Sin embargo,
ninguno de estos resultados fue estadisticamente significativo (cuadro 3).

Analisis de modificacion de efecto

Se observo que la asociacién entre la preocupacién frente a la
COVID-19 y el incumplimiento se mantuvo estadisticamente significativa
entre aquellos con un apoyo social medio (RP=2,42; IC,,, : 1,14-5,15), pero
perdio significancia estadistica entre aquellos con un apoyo social maximo
(RP=1,63; IC,,,: 0,85-3,10). Al estratificar entre aquellos con conocimientos
de la enfermedad tuberculosa y sin ella, se observé que la asociacion entre
preocupacion por COVID-19 e incumplimiento incremento su significancia
estadistica entre aquellos que no tenian conocimientos sobre la enfermedad
(RP=2,12; IC,,,: 1,15-3,93), mas no entre aquellos con conocimientos
(RP=1,37; 1C,,,,: 0,76-2,44) (cuadro 4).

Cuadro 3. Andlisis multivariado entre el incumplimiento del tratamiento antituberculoso, el
conocimiento de la tuberculosis, el apoyo social y la preocupacién por la COVID-19

E Modelos crudos Modelos ajustados*

actores RR IC,, p RR IC, »p
Apoyo social (MOS-SSS)

Maximo 1,00 1,00

Medio 1,30 0,88—1,92 0,181 1,35 0,90 —2,04 0,150

Minimo 1,25 0,62—-2,53 0,529 1,27 0,65—2,47 0,487
Preocupacién frente a la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media 1,89 1,22—-2,94 0,005 1,91 1,22—2,98 0,004

Alta 1,42 0,85—-2,36 0,179 1,42 0,85—2,36 0,181
Preocupacion frente la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media-alta 1,65 1,08—2,53 0,021 1,68 1,09—2,57 0,018
Conocedor de su enfermedad (Batalla)

Si 1,00 1,00

No 1,30 0,90—1,89 0,167 1,32 0,89-1,95 0,165

* Modelos ajustados por edad en afos, sexo, educacion secundaria, estado civil y presencia de
comorbilidades.

Cuadro 4. Evaluacion de la asociacion entre la preocupacion frente a la COVID 19y el
incumplimiento del tratamiento antituberculoso, seguin apoyo social y conocimiento de la enfermedad

Modelos crudos Modelos ajustados*

RR IC,,, p RR IC,,, p

Factores

Apoyo social maximo

Preocupacién frente a la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media o alta 1,70 0,92-3,16 0,093 1,63 0,85—3,10 0,139
Apoyo social medio

Preocupacién frente a la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media o alta 2,16 0,94—-4,99 0,071 2,42 1,14—5,15 0,022
Apoyo social minimo

Preocupacién frente a la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media o alta - -
Conoce de su enfermedad

Preocupacion frente la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media o alta 1,34 0,74—-2,41 0,330 1,37 0,76 —2,44 0,293
No conoce su enfermedad

Preocupacién frente la COVID-19

Baja 1,00 1,00

Media o alta 2,12 1,13-3,98 0,018 2,12 1,15—-3,93 0,016

* Modelos ajustados por edad en afos, sexo, educacion secundaria, estado civil y presencia de
comorbilidades.
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Discusion

Evaluamos si durante la pandemia por COVID-19, el apoyo social, la
preocupacion a contagiarse con el virus causante de la COVID-19 y el
conocimiento de tuberculosis estaban asociados al incumplimiento del
tratamiento antituberculoso en zonas de alta prevalencia de la enfermedad en
Lima. Se encontr6 que més de la mitad de los encuestados no observaron el
tratamiento antituberculoso, especialmente aquellos con nivel medio-alto de
preocupacion de contagio. Por otra parte, observamos que esta asociacién
no tenia relevancia significativa en aquellos con un apoyo social maximo y
entre aquellos que conocian sobre la enfermedad tuberculosa.

Con respecto a la frecuencia alta de participantes que incumplieron con
el tratamiento antituberculoso encontrada en nuestro estudio, Veldsquez et
al. describieron también un alto porcentaje de pacientes con tuberculosis
que lo habian hecho (67,3 %) en Peru. Utilizaron el cuestionario de Morisky-
Green-Levine y realizaron el estudio durante la pandemia de COVID-19 (26).
Contrario a lo reportado en tiempos previos a esta pandemia, el estudio
europeo de Khomova et al. aplicé el cuestionario de Morisky-Green-Levine
en pacientes con TBC-MDR y encontraron que el 55 % habian cumplido con
el tratamiento (27). Asimismo, en Africa, Fagundez et al. determinaron que el
cumplimiento del tratamiento antituberculoso habia sido de 78,57 % (11).

La variacion de los niveles de cumplimiento entre los diversos estudios,
puede explicarse por el contexto de la pandemia de COVID-19 que provocd
serias dificultades en los sistemas de salud de los paises con alta prevalencia
de tuberculosis y en nuestro estudio particularmente debido a la preocupacién
de contagio por el virus causante de la COVID-19. No obstante, en Argentina,
De Pereira et al. reportaron una experiencia interesante para mejorar el
cumplimiento del tratamiento mediante el seguimiento activo via telefénica
durante el 2020 y 2021, demostrando que, a pesar de las medidas de
aislamiento social preventivo y obligatorio, se pudo alcanzar un porcentaje de
cumplimiento del tratamiento antituberculoso del 70 %, aproximadamente (28).

Se requiere mas informacion de la tasa de observancia del tratamiento
antituberculoso y del reporte de estrategias que hayan permitido mantener
niveles altos de cumplimiento en las zonas de alta prevalencia de
tuberculosis en el contexto de la pandemia de COVID-19.

Un hallazgo novedoso de nuestro estudio fue la preocupacién de
contagiarse con el agente etiolégico de COVID-19 como factor asociado
al incumplimiento del tratamiento antituberculoso. Este factor ha sido
evaluado en otros contextos; por ejemplo, en los estudios realizados con
enfermeras, Carranza et al. encontraron que la ansiedad y la preocupacién
de contagio estaban asociados a la depresién (29). Otro estudio de Carranza
y colaboradores, en el cual se buscaba validar la escala de preocupacion
por contagio del virus SARS-CoV-2, encontré que al salir del trabajo, por el
personal de salud se preocupaba por contagiar a familiares o personas con
las que convivian (30,31).

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que destaca a la
preocupacion de contagio del coronavirus causante de la COVID-19 como
factor asociado al cumplimiento del tratamiento antituberculoso. Esto se
puede explicar por la desinformacion y el miedo producido por los medios de
comunicacion que puede llevar a sobreestimar el riesgo de contagio. Por esta
razon, los pacientes con tuberculosis pueden temer exponerse a personas
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que pudieran tener COVID-19 y, por lo tanto, contindan en aislamiento (32).
En nuestro estudio, los pacientes con preocupacién de contagio por SARS-
CoV-2 no acudieron regularmente a recibir sus medicamentos o abandonaron
su tratamiento.

La asociacion entre la preocupacion frente a la COVID-19 y el
incumplimiento del tratamiento no se observé en aquellos con un apoyo
social maximo o aquellos que conocian la enfermedad tuberculosa. Esto es
similar a un estudio publicado en Colombia sobre los factores relacionados
con el cumplimiento del tratamiento antituberculoso. Duefies sefiala que
la carga social es un factor subjetivo relacionado al cumplimiento del
tratamiento mientras los factores objetivos son la afiliacion con el sistema de
salud y la tolerancia a los medicamentos (33).

El apoyo social es un soporte para que los pacientes puedan combatir
la tuberculosis (34), ya que se asoci6 con buenos niveles de cumplimiento
del tratamiento en enfermedades crénicas como la infeccion por VIH, las
enfermedades neoplasicas, la hipertensién arterial, la diabetes mellitus y la
tuberculosis (35-38).

Chen Xu et al. evaluaron cumplimiento del tratamiento contra la
tuberculosis en pacientes con reciente diagnostico y encontraron que una
mejor observancia estaba asociada con tener familiares que supervisaran la
medicacion, brindaran aliento espiritual, tuvieran conocimiento relacionado
con la tuberculosis. Otro factor clave fue el apoyo de las politicas del Estado
para el control de la tuberculosis (39).

Por otro lado, el desconocimiento de la enfermedad tuberculosa fue otra
caracteristica entre los participantes con preocupacion frente a la COVID-19.
Algunos estudios mencionan que el tener un mayor conocimiento de la
tuberculosis, como por ejemplo conocer que la tuberculosis es curable,
fomenta el deseo de curarse y, por ende, de completar el tratamiento (40).
De igual forma, el conocimiento de diferentes enfermedades crénicas por
parte de los pacientes contribuy6 positivamente con el cumplimiento del
tratamiento de estas (41,42).

El hallazgo de la interaccion de la preocupacién de contagio con el apoyo
social y el nivel de conocimiento de la enfermedad tuberculosa sugiere
que las estrategias deben continuar reforzando las politicas de apoyo
social y familiar, asi como programas de capacitacidon de conocimiento de
la enfermedad tanto para los pacientes y la comunidad en zonas de alta
endemia de tuberculosis. Se requieren estudios con mayor tamafio de
muestra con la finalidad de verificar nuestros hallazgos y encontrar otras
potenciales asociaciones e interacciones.

Nuestro estudio tuvo las siguientes limitaciones: primero, el tamafo de
la muestra fue pequefo y se selecciond por conveniencia, lo que limita la
extrapolacién de los resultados a otras poblaciones y produce el riesgo
de error tipo dos. Segundo, dado que los datos fueron referidos por los
participantes, existe la posibilidad de sesgo en la informacion. No se
revisaron las historias clinicas, ni las tarjetas de control del tratamiento
antituberculoso, pero hubiese sido ideal. Sin embargo, los instrumentos
utilizados han sido validados previamente y nos permiten explorar las
variables propuestas. Tercero, aunque en el modelo multivariado incluimos
algunas variables potencialmente de confusion, falté ajustar los datos con el
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estado socioeconémico ya que esto podria afectar los resultados, por lo cual
se recomienda incluir esta variable en el andlisis de estudios futuros.

Por otra parte, nuestro estudio, cuenta con la fortaleza de ser uno de los
primeros en analizar factores poco evaluados en investigaciones previas y de
desarrollarse en una zona de alta prevalencia de tuberculosis.

En conclusion, en diversos estudios se ha descrito que existen factores
determinantes relacionados al incumplimiento del tratamiento antituberculoso.
Sin embargo, estos no se habian evaluado en el contexto de una pandemia
que constituyd un problema de salud publica. Nuestros hallazgos sugieren
que incumplimiento del tratamiento de la tuberculosis durante la pandemia
fue frecuente y que el temor o preocupacién frente a la COVID-19 podria ser
un factor clave en estas circunstancia.

Por otra parte, un adecuado apoyo social y el conocimiento de la
enfermedad por parte del paciente podrian ser factores que contribuyan a
disminuir dicha asociacién aumentando el cumplimiento del tratamiento.
Aunque, el tamafo de la muestra de nuestro estudio fue pequefio para
poder precisar asociaciones, debemos fomentar e impulsar la importancia de
fortalecer el vinculo del apoyo social, la aplicacion de programas de difusién
de conceptos basicos sobre la tuberculosis, su cura y su tratamiento para un
mejor cumplimiento de este.
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Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation
on the intestinal barrier during sodium dextran
sulfate-induced colitis in Wistar rats

Aline Garnevi-Favero', Karina Nascimento-da Silva’, Willian Rodrigues-Ribeiro?,
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Introduction. Anti-inflammatories, immunosuppressants, and immunobiological are
commonly used in the treatment of inflammatory bowel disease. However, some patients do
not present an adequate response or lose effective response during the treatment. A recent
study found a potential anti-inflammatory effect of the hydroalcoholic extract of Mimosa
caesalpiniifolia on trinitrobenzene sulfonic acid-induced colitis in Wistar rats.

Objective. To evaluate the effects of M. caesalpiniifolia pre-formulation on the intestinal
barrier using dextran sulfate sodium-induced colitis model.

Materials and methods. Leaf extracts were prepared in 70% ethanol and dried with

a Buchi B19 Mini-spray dryer using 20% Aerosil® solution. Thirty-two male Wistar rats

were randomized into four groups: basal control, untreated colitis, pre-formulation control
(125 mg/kg/day), and colitis treated with pre-formulation (125 mg/kg/day). Clinical activity
index was recorded daily and all rats were euthanized on the ninth day. Colon fragments
were fixed and processed for histological and ultrastructural analyses. Stool samples were
collected and processed for analysis of the short-chain fatty acid.

Results. Treatment with the pre-formulation decreased the clinical activity (bloody
diarrhea), inflammatory infiltrate, and the ulcers. Pre-formulation did not repair the epithelial
barrier and there were no significant differences in the goblet cells index. There was a
significant difference in butyrate levels in the rats treated with the pre-formulation.
Conclusions. The pre-formulation minimized the clinical symptoms of colitis and intestinal
inflammation, but did not minimize damage to the intestinal barrier.

Keywords: Mimosa; colitis, ulcerative; inflammatory bowel diseases; herbal medicine.

Efectos de la preformulacion de Mimosa caesalpiniifolia sobre la barrera intestinal
durante la colitis inducida por sulfato de dextrano sédico en ratas Wistar

Introduccidn. Los antiinflamatorios, inmunosupresores e inmunobioldgicos se utilizan
comunmente para tratar la enfermedad intestinal inflamatoria. Sin embargo, algunos
pacientes no presentan una respuesta adecuada o pierden respuesta efectiva durante

el tratamiento. En un estudio reciente, se encontré un potencial efecto antiinflamatorio

del extracto hidroalcohdlico de Mimosa caesalpiniifolia en la colitis inducida por el acido
trinitrobenceno sulfénico utilizando ratas Wistar.

Objetivo. Evaluar los efectos de la preformulacion de M. caesalpiniifolia sobre la barrera
intestinal durante la colitis inducida por sulfato de dextrano sédico.

Materiales y métodos. Los extractos de hojas se prepararon con una solucién que contenia
70 % de etanol y se secaron con un secador por aspersién Mini B19 de Buchi usando

una solucién con 20 % de Aerosil®. Treinta y dos ratas Wistar macho se aleatorizaron

en cuatro grupos: control basal, colitis sin tratar, control con preformulacién (125 mg/kg/

dia) y colitis tratada con preformulacién (125 mg/kg/dia). El indice de actividad clinica se
registré diariamente y todas las ratas se sacrificaron el noveno dia. Los fragmentos de colon
se fijaron y se procesaron para analisis histolégicos y ultraestructurales. Se recolectaron
muestras de heces y se procesaron para el andlisis de acidos grasos de cadena corta.
Resultados. El tratamiento con la preformulacion disminuy6 la actividad clinica (diarrea
sanguinolenta), el infiltrado inflamatorio y las Ulceras. La preformulacién no reparé la barrera
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epitelial y no hubo diferencias significativas en el indice de células caliciformes. Se obtuvo una
diferencia significativa en los niveles de butirato en las ratas tratadas con la preformulacion.
Conclusiones: La preformulacién minimizé los sintomas clinicos de colitis e inflamacion
intestinal pero no minimiz6 el dafo a la barrera intestinal.

Palabras clave: Mimosa; colitis ulcerosa; enfermedades inflamatorias del intestino;
medicina de hierbas.

Inflammatory bowel diseases are characterized by chronic inflammation.
Crohn’s disease and ulcerative colitis are the most prevalent forms of this
group of diseases. The etiology of inflammatory bowel diseases is not well
understood, but it is known that environmental, genetic and immune response
factors are involved in the development of the inflammatory response (1-3).

In one of the hypotheses raised, the dysregulated mucosal barrier would
facilitate the access of luminal antigens through the epithelium. This would
induce the recruitment of lymphocytes and macrophages with the release of
cytokines and several inflammatory mediators causing intestinal damage (4). To
promote symptomatic remission, antiinflammatories, immunosuppressants, and
immunobiological are commonly used in the treatment of inflammatory bowel
disease (5). However, some patients do not present an adequate response
or loss of effective response during the treatment (5-7). For this reason, the
interest in plants with medicinal properties is extensively investigated.

Mimosa caesalpiniifolia (Fabaceae: Mimosoideae) is a medicinal plant
popularly known as “sansédo-do-campo” or “sabia” (8) in the northeastern
region of Brazil. The leaves and the bark were prepared as an infusion,
decoction or “bottled” against hypertension, inflammatory diseases and
infections (9,10). Mimosa caesalpiniifolia hydroalcoholic extract also exhibited
antimicrobial, antioxidant (11) and cytotoxic activity against the human breast
cancer cell line MCF7 (12) and reduced DNA damage in blood cells from
cadmium-affected mice (13).

A phytochemical study of a M. caesalpiniifolia leaf extract with antifungal
activity allowed the identification of 28 compounds. Apigenin 6-C-B-
boivinopyranoside, apigenin 8CRoliopyranoside, (E)-6-(2-carboxyethenyl)
apigenin, (E)8(2carboxyethenyl) apigenin and 7,5"-anhydroapigenin 6-C-a-
(2,6-dideoxy-5-hydroxy-arabinohexopyranoside had not been previously
described (14,15).

In a recent study, we found a potential anti-inflammatory effect of the
hydroalcoholic extract of M. caesalpiniifolia on trinitrobenzene sulfonic
acid (TNBS)-induced colitis in Wistar rats (16). Since the incorporation
of plant extracts into pharmaceutical forms can improve their solubility
and bioavailability, the present study proposes to evaluate the effects of
M. caesalpiniifolia pre-formulation on the intestinal barrier during dextran
sulfate sodium (DSS)induced colitis.

In the study of Silva et al., members of the Mimosoideae family were well-
characterized by phytochemical diversity. Polyphenols including flavonoids
and tannins are the most commonly found bioactive compounds in M.
caesalpiniifolia. Catechins were present both in the ethyl acetate fraction
and in the alcoholic extract. The hydroalcoholic extract and the ethyl acetate
fraction were effective for the treatment of induced colitis (16).

It has been suggested that M. caesalpiniifolia is able to contain TNBS-
induced tissue damage as a result of down-regulation of the tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) expression when using low doses of Mimosa (16).
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In that same study, M. caesalpiniifolia demonstrated the ability to inhibit
cyclooxygenase-2 (COX-2) expression when administered at a dose of
250 mg after colitis induction and 50 mg of the ethyl acetate fraction.
Therefore, COX-2 inhibition was only achieved when M. caesalpiniifolia was
administered at higher doses. It appears that TNF-a and COX-2 play a key
role during chronic colitis caused by TNBS (16).

In summary, the results suggest that M. caesalpiniifolia attenuated colonic
lesions as a result of reduced inflammation (16). The main difference between
the previous study and the present one, in addition to the model, is that in this
case a pre-formulation was made with the vegetal extract of the plant.

Materials and methods
Ethics approval

The study was approved by the Commission for the Use of Animals in
Research (CEUA 4362180119) of UNIFESP-EPM.

Plant material

To prepare the preformulation, the leaves of M. caesalpiniifolia were
collected in January 2012, in the city of Alfenas, Minas Gerais, Brazil. The
geographic coordinates of the collection site are 21° 24' 44.1" S, 45° 55’ 19.9"
W. The plant was authenticated by Dr. Geraldo Alves da Silva at the Federal
University of Alfenas (UNIFAL-MG). A voucher sample (695) was deposited in
the Herbarium of UNIFAL-MG.

Pre-formulation of Mimosa caesalpiniifolia plant extract

To create the pre-formulation for rat colitis treatment, dried and
powdered leaves (256 g) of M. caesalpiniifolia were extracted individually by
simple percolation. The ethanolic extract (4 g) was dissolved in distilled water
(300 ml) and then, subjected to the liquid-liquid extraction process (partition)
for seven days. After extraction, the solvent was removed by a rotary
evaporator and lyophilized.

Mimosa caesalpiniifolia lyophilized extracts were prepared in a solution
with 70% ethanol and dried with a Buchi B19 Mini-spray dryer with a 20%
Aerosil® solution. The operational conditions used were followed by the
Medicinal Plants and Herbal Medicines Laboratory of UNIFAL-MG (16).

The pre-formulation was diluted in 1.0 ml of water and given orally (gavage)
to the rats, according to the experimental groups, at a dose of 125 mg/kg/day.

Experimental design

We used 32 male Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) from the Center
for the Development of Experimental Models for Medicine and Biology
(CEDEME) of UNIFESP-EPM. These animals weighted between 200 and
250 g and were kept in rooms with restricted access, controlled temperature
(23°C) and a 12 hours-light period, 12 hours-dark cycle. Standard laboratory
chow and drinking water were provided ad libitum. The rats were randomized
into four groups: basal control (BC), 5% untreated DSS-induced colitis (DSS),
MC pre-formulation control (125 mg/kg/day) (MCC), and 5% DSS-induced
colitis treated with MC pre-formulation (125 mg/kg/day) (DSSMC).
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Induction of colitis and euthanasia

A 5% DSS solution (MP Biomedicals) was administered to induce colitis,
diluted in water and offered ad libitum for five days. Vials containing the
DSS solution were changed to maintain drug efficacy on the third day.

The DSS solution was changed back to drinking water after five days.
The M. caesalpiniifolia pre-formulation was diluted in 1.0 ml of water and
administered by oral gavage per six days. The clinical activity index (CAl)
—percentage of weight loss, stool consistency and rectal bleeding— was
recorded daily using the score (17).

All rats were euthanized on the ninth day with a lethal dose of halothane
(Tanohalo®). Cardiac puncture was performed to confirm death ten minutes after
the total loss of reflexes. Abdominal cavity was open to extract the entire colon,
and then we washed it with 0.9% saline solution to remove fecal residues.

Histopathological analysis

After dissection, the distal colon was fixed in 10% buffered formalin and
soaked in paraffin. Tissue sections of 3 um were stained with hematoxylin and
eosin for histopathological analysis of colon damage by light microscopy. The
images were captured at 250X magnification with an Axio cam MRc5 camera
attached to an Axioskop 40 Zeiss™ optical microscope. Setting and image
acquisition were performed using Axio Vision software. The scale bar was
inserted with the same software (18).

Transmission electron microscopy

To analyze colon damage, samples from rat’s colon (two from each group)
measuring 1 mm x 1 mm x 2 mm were fixed in 2% formaldehyde plus 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) for two hours at
4°C. Subsequently, samples were fixed in 2% osmium tetroxide in 0.1 M
sodium cacodylate buffer for the same period. The samples were washed in
phosphate buffered saline solution (PBS), dehydrated with ethanol, soaked in
mounting medium at 37 °C for three hours and finally polymerized with EPON
epoxy resin at 60 °C for 36 hours.

We used semithin sections (300-500 pm) for area delimitation. The slides
were subjected to light microscopy and hot stained with 1% toluidine blue
solution. Subsequent analyzes were carried out using a transmission electron
microscope, model EX 11 1200 (JEOL, Japan).

Goblet cells index

For mucin analysis of the goblet cells, the material was stained using
alcian blue histochemical technique and counterstained with hematoxylin for
identification and quantification of goblet cells.

The alcian blue dye (Ventana) was added to the sections for 20 minutes
and rinsed in distilled water. Hematoxylin was applied to the sections for
30 seconds, followed by rinsing in running water, alcohol and xylene, and
mounted in Entellan resin (Merck).

About 15 fields were captured in five different sections for each animal,
containing approximately 1,000 consecutive cells. Indistinctly of alcian blue
positivity, we quantified the cells with an Olympus BX 40™ optical microscope
at 200X magnification. The ratio between the number of goblet cells and the
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number of enterocytes in the mucosa was defined as the goblet cell index (Cl),
as follows: Cl = (Number of goblet cells / total number of mucous cells) x 100.

Short-chain fatty acids measurement

To indicate the level of intestinal epithelial barrier protection we measured
short-chain fatty acids according to the protocol of Ribeiro et al. (19) with
adaptations.

To quantify short-chain fatty acids, we generate a standard curve for the
concentration range of 0.15610 mmol/L using rat feces as a matrix.

Fecal samples were weighed into microtubes (approximately 30 mg per
sample) and homogenized with 100 pl of distilled water. Then, we added 40
mg of sodium chloride, 50 pl of 1M hydrochloric acid and 300 pl of n-butanol.
The microtubes were vortexed for two minutes and centrifuged at 18,000g
for 15 minutes. The organic phase was transferred to chromatographic vials
and analyzed using a GC-FID 2010 (Shimadzu) equipped with an AOC20i
Autosampler and fused silica capillary wax columns (Rtx) of 30 mm x 0.25
mm (Restek Corp.) coated with 0.25 pm polyethylene glycol. Samples (1 pl)
were injected at 260 °C using a 20:1 split ratio. High-grade pure nitrogen
was used as carried gas at 1 ml/minute constant flow and the results were
expressed in terms of concentration (UM).

Statistical analysis

We performed one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s
post-hoc test using Graph Pad Prism (version 6.0). The significance level
adopted was p<0.05 (a = 5%). Data were recorded as mean plus or minus
standard deviation (SD): mean + SD.

Results

Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on the clinical activity
index

As expected, the animals in the basal control group remained healthy from
the beginning to the end of the experiment, showing gain weight. The only
administration of M. caesalpiniifolia preformulation in the control group did not
cause diarrhea or weight loss, demonstrating therapeutic safety. On the other
hand, the animals in the untreated DSS-induced colitis group showed all the
clinical signs such as weight loss, diarrhea, and rectal bleeding. Treatment
with the M. caesalpiniifolia pre-formulation attenuated colitis symptoms
(p=0.0003). The results of this analysis are summarized in figure 1.

During the macroscopic evaluation, the rats of the basal control and M.
caesalpiniifolia control showed total integrity of the colon, without signs of
edema, inflammation, or ulcers. In contrast, the untreated DSS-induced
colitis group showed thickening, edema, and ulcers. Rats with DSS-induced
colitis treated with M. caesalpiniifolia pre-formulation showed mild edema and
hyperemia. The macroscopic representation of the colon from each group can
be viewed in figure 2.
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Figure 1. Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on the clinical activity index. A) Total
clinical score activity index: 2 basal control vs 5% untreated dextran sulphate sodium (DSS)
induced colitis — p=0.0003; ® 5% untreated DSS-induced colitis (DSS) vs Mimosa caesalpiniifolia
pre formulation control and 5% DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-
formulation (DSSMC) — p=0.0003; B) Body weight. There were non-significant diferences
between groups according to Tukey’s test (eight rats per group).

A B C D

Figure 2. Images of Wistar rat’s intestine in each of the
four groups. A) Basal control — without macro-scopic
changes; B) 5% untreated DSS-induced colitis presented
intestinal thickening, edema, and ulcers; C) Mimosa
caesalpiniifolia pre-formulation control (125 mg/kg/
day) did not present macroscopic chang-es; and D) 5%
DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia
pre-formulation (125 mg/kg/day) presented mild edema
and hyperemia
Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on the microscopic

score

There were no changes in the colonic cellular architecture of the basal
and M. caesalpiniifolia groups. In the DSS-induced colitis group, we observed
intense inflammatory exudate and the presence of ulcers, permeated by
healthy areas. On the other hand, rats treated with M. caesalpiniifolia pre-
formulation showed a decrease in histological score. There was a reduction
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of the inflammatory infiltrate cells and the absence of ulcers, but no significant
differences. The representative photomicrographs of each group and the
histological score are in figure 3.

Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on goblet cell’s index

There were no significant differences in the goblet cells index between the
group treated with M. caesalpiniifolia pre-formulation when compared with the
DSS-induced colitis group. The results are summarized in figure 4.

Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on ultrastructural
changes

The basal control group showed preserved organelles, absorptive
epithelium, and tight junctions. The DSS-induced colitis group displayed
disorganization of the mitochondrial crest, endoplasmic reticulum edema,
nucleus fragmentation, collagen fiber deposit (healing process indicative),
junctions, and absorptive epithelium loss. We observed that the treatment
with M. caesalpiniifolia pre-formulation stalled the inflammatory process, but
was not able to restore the absorptive epithelium and the tight junctions. The
ultrastructural changes can be viewed in figure 5.
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BC: basal control; DSS: dextran sulphate sodium; MCC: Mimosa caesalpiniifolia pre formulation control;
DSSMC: DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation

There were significant differences (p=0.0187) between * 5% untreated DSS-induced colitis and Mimosa
caesalpiniifolia pre-formulation control according to Tukey's test (eight rats per group).

Figure 3. Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on intestinal tissue stained with
hematoxilin-eosin, 250X. A) Basal control with typical cellular architecture; B) 5% untreated
DSS-induced colitis showed intense inflammation and presence of ulcer (arrow) alternated
by healthy areas; C) Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation control with typical cellular
architecture; D) 5% DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation
with typical cellu-lar architecture; and E) Histological score.
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BC: basal control; DSS: dextran sulphate sodium; MCC: Mimosa caesalpiniifolia pre formulation
control; DSSMC: DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation

Statistically significant differences (p<0.0001) were found comparing BC versus DSS and
DSSMC; DSS versus MCC; MCC versus DSSMC. Analyses were performed with five rats per
group applying ANOVA and Tukey’s post-hoc test.

Figure 4. Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on goblet cell’s index.
Samples stained with Alcian blue staining, 500X. A) Basal control with preserved
goblet cells (arrow); B) 5% untreated DSS induced colitis showed depletion of goblet
cells (arrow); C) Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation control with preserved goblet
cells (arrow); D) 5% DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-
formulation with preserved goblet cells; and E) Goblet cells index.

Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on SCFAs
measurement

The retention time for the short-chain fatty acids was 7.53 minutes for
acetic acid, 8.28 for propionic acid, and 9.18 for butyric acid. The total run
time was 13 minutes. Overall, the results show that the levels of short-chain
fatty acids are decreased in rats of the DSS-induced colitis group, mainly
for butyrate levels (p=0.0040). Although no significant differences were
evident, we observed that treatment with M. caesalpiniifolia pre-formulation
demonstrated a trendy increase of short-chain fatty acids (figure 6).

Discussion

Researchers are highly attracted to using plants in folk medicine, as this
is ancient knowledge. Bioactive compounds such as flavonoids and catechin
derivatives that have antioxidant, anti-inflammatory, and healing actions, among
others, are revealed through phytochemical screening of different species (20).
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desmosome; M: mito-chondria; F: collagen fiber

Figure 5. Representative transmission electron micrographs: Basal
control displaying typical morphology of mucosal villus: zonula

adherens preserved, normal rugous endoplasmic reticulum, preserved
desmosome, and mitochondria. A) 2 pm scale, and B) 0.5 pm scale; 5%
untreated DSS-induced colitis displaying edema of rugous endoplasmic
reticulum, swollen mitochondria, a deposit of collagen fiber, loss of
mucosal villus and zonula adherens. C) 0.5 pm scale and D) 2 ym scale;
E) and F) 5% DSS induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia
pre-formulation displaying a deposit of collagen fiber, loss of mucosal
villus and zonula adherens, at a 2 pm scale.

Other species of Mimosa have also been applied to treat other diseases
(21). Mimosa pudica, for example, is used in the treatment of various activities
and has shown anthelmintic action (22) and anti-inflammatory properties (23).
The M. pudica root extract contains high levels of antioxidants (24).

Mimosa tenuiflora is a popular remedy used in Mexico and Brazil. The
bark of this plant is an effective remedy for treating burns and wounds, and is
also used to prevent inflammation (23-26).

Another species, the Mimosa hostilis, also known as jurema, is culturally
used in Candomblé rituals of indigenous heritage (27). The ingestion
of jurema wine, or the consumption of the stem and root in the form of
smoke, triggers psychotropic effects such as euphoria, visual and oneiric
hallucinations, and perception distortion of time, space, shape and colors,
among other symptoms. In addition, M. hostilis is also used against coughs
and it aids in wound healing (27).
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BC: basal control; DSS: dextran sulphate sodium; MCC: Mimosa caesalpiniifolia pre formulation
control; DSSMC: DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation

Statistically significant differences (p=0.0040) were found for butyrate levels (C) comparing: BC
versus 5% untreated DSS-induced colitis; DSS versus Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation
control, and MCC versus 5% DSS-induced colitis treated with Mimosa caesalpiniifolia pre-
formulation (DSSMC). Analyses were per-formed with six rats per group applying ANOVA and
Tukey’s post-hoc test.

Figure 6. Effects of Mimosa caesalpiniifolia pre-formulation on short-chain fatty acids

(SCFAs) measurements. Non-significant differences were found in SCFAs for acetate

(A), propionate (B) and total SCFAs levels (D) in each of the four assessed groups

In a previous study, we found that administration of hydroalcoholic extract
of M. caesalpiniifolia at a dose of 125 mg/kg after induction of colitis by TNBS
was able to mitigate the harmful effects by decreasing colon inflammatory
process through negative regulation of TNF-a expression (16,28). With these
findings and to evolve in the development of a plantbased medication, the
extract of M. caesalpiniifolia was incorporated into the adjuvant Aerosil®,
obtaining the pre-formulation at a promising dose of 125 mg/kg. We tested
the preformulation as a possible restorer of the intestinal barrier in rats with
DSS-induced colitis.

It is well-established that during the clinical activity of inflammatory bowel
diseases in humans, there is disruption of the intestinal barrier caused by the
intense inflammatory response triggered, powering the process of intestinal
injury (4,29). In this context, the DSSinduced colitis is the most assertive way
to evaluate the mechanisms of intestinal barrier injury (30-32). Initially, the
disruption of the colon epithelial monolayer allows the dissemination of pro-
inflammatory stimuli (microorganisms and their secreting proteins) into the
underlying tissue (30-32). Indeed, in our study we successfully induced colitis
with bloody diarrhea and weight loss as main symptoms. We emphasized the
therapeutic safety of the M. caesalpiniifolia pre-formulation, since the control
group did not show intestinal alterations. The rats with DSSinduced colitis and
treated with the pre-formulation demonstrated a significant decrease in the
clinical signs of colitis, eliminating episodes of diarrhea and promoting gradual
weight gain.

In the clinical management of inflammatory bowel diseases, the goal is
remission of the clinical symptoms and complete healing of the intestinal
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mucosa. In this point of view, the M. caesalpiniifolia pre-formulation might be
a good option due to its healing and antiinflammatory properties. Although
there were no significant differences, we observed decreasing histological
damage, stalling of the inflammatory process, and a massive deposit of
collagen fiber in animals treated with M. caesalpiniifolia pre-formulation.
However, there was no evidence of barrier restoration. Like the untreated
DSS-induced colitis group, there was a loss of absorptive epithelium and
tight junctions, endoplasmic reticulum stress, and disorganization of the
mitochondrial crest.

These findings corroborate the mechanisms of injury in classical human
inflammatory bowel diseases, where disturbances in the intestinal barrier
lead to mitochondrial damage, alteration in the ATP production causing
reactive oxygen species (ROS) accumulation, hindering cellular metabolism,
and macromolecules anabolism for effective repair (33-38). Also, the
endoplasmic reticulum stress promotes ROS increasing, which leads to the
goblet cells’ death, affecting the processes of synthesis, modification and
folding of proteins, particularly those of the mucin 2 protein (MUC-2), secreted
continuously to replenish the mucus layer (39). Based on this fact, we also
evaluated the effects of M. caesalpiniifolia pre-formulation in the goblet
cells index, but there was no significant differences. Therefore, our findings
suggested that the treatment could prevent the death of goblet cells by
minimizing the damage caused by DSS.

Butyrate, acetate, and propionate are considered energy sources for
colonocytes, stimulating smooth muscle contractions, intestinal blood
flow, transepithelial chloride secretion chloride, and exerting stimuli of
colonic epithelial cells (40,41). In addition, some studies reported that
low concentrations of butyrate stimulate MUCZ2 expression suggesting
a protective effect on intestinal barrier function (40,41). Although no
significant differences were observed, our findings of the short-chain fatty
acid measurement suggest that M. caesalpiniifolia preformulation treatment
positively affected the levels of acetate, propionate, and butyrate.

The M. caesalpiniifolia pre-formulation minimized the clinical symptoms
of colitis and intestinal inflammation but did not minimize damage to the
intestinal barrier. We hypothesized that a new experimental protocol with
a prolonged treatment period could demonstrate more effective results
regarding the role of M. caesalpiniifolia pre-formulation on epithelial barrier
restoration.

Therefore, we can conclude that the treatment with the pre-formulation of
the M. caesalpiniifolia plant extract in the experimental colitis induced by the
DSS reduced the clinical symptoms when administered alone, and helped
reduce microscopic lesions. On the other hand, it did not restore the damage
to the intestinal barrier and did not modify the index of goblet cells, nor
interfere significantly with the levels of short-chain fatty acids. In addition, we
suggest that the DSS model may demonstrate a better reproducibility of UC in
the animals compared to the TNBS model, which would be better for a colitis
disease model.

Phytotherapy requires more in-depth studies and care by qualified
professionals, remembering that it is not because it is natural that it is not
harmful. Popular medicine in Brazil has not finished its course, it is in constant
formation and transformation, incorporating new elements at every moment.
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Introduccioén. El dengue es un problema de salud publica para el departamento de La
Guajira. El control se ha enfocado en el vector con el uso de insecticidas, entre ellos los
organofosforados.

Objetivo. Evaluar el estado de la sensibilidad a insecticidas organofosforados de quince
poblaciones de Aedes aegypti (L.) en el departamento de La Guajira, Colombia.
Materiales y métodos. Se realizaron bioensayos para temefos, malatién y pirimifos-

metil en larvas de tercer estadio y mosquitos adultos de Ae. aegypti en los municipios de
Albania, Barrancas, Dibulla, Distraccion, EI Molino, Fonseca, Hatonuevo, La Jagua del Pilar,
Maicao, Manaure, Riohacha, San Juan del Cesar, Uribia, Urumita y Villanueva, siguiendo

la metodologia de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la técnica de botellas
usando la guia de los de los Centers for Disease Control and Prevention, respectivamente.
Se determino la sensibilidad por medio de la relacion de resistencia a CL y CL,, (RRCL,,
RRCL,,) para temefos y a dosis y tiempo diagnéstico para temefos, malation y pirimifos-metil
en las poblaciones de campo evaluadas, usando como control la cepa sensible Rockefeller.
Resultados. Las 15 poblaciones del departamento de La Guajira son sensibles a: temefos
(relacion de la resistencia a CL,<5,0; relacion de resistencia a CL,<5,0; 98 a 100 % de
mortalidad); pirimifos-metil (99 a 100 % de mortalidad) y malatién (100 % de mortalidad).
Conclusién. Con base en los resultados obtenidos, es factible el uso de temefos, malatiéon
y pirimifos-metil para el control de Ae. aegypti en las poblaciones evaluadas.

Palabras clave: Aedes aegypti; resistencia a los insecticidas; insecticidas
organofosforados; temefos; malation; Colombia.

Evaluation of susceptibility to organophosphates in populations of Aedes aegypti (L.)
(Diptera: Culicidae) in La Guajira, Colombia

Introduction. Dengue is a public health problem in La Guajira region. Control has focused
on the vector using insecticides, including organophosphates.

Obijective. To evaluate the state of susceptibility to organophosphates insecticides in fifteen
Aedes aegypti (L.) populations in La Guajira, Colombia.

Materials and methods. We collected samples of third-instar larvae and adult mosquitoes
of Ae. aegypti in the municipalities of Albania, Barrancas, Dibulla, Distraccién, EI Molino,
Fonseca, Hatonuevo, La Jagua del Pilar, Maicao, Manaure, Riohacha, San Juan del Cesar,
Uribia, Urumita, Villanueva. Bioassays for temefos, malathion, and pirimiphos-methyl

were carried out following the methodology of the World Health Organization, and the
bottle technique using the guidance of the Centers for Disease Control and Prevention.
Susceptibility to temefos was determined through the resistance ratio between lethal
concentration 50 and lethal concentration 95; for the compounds temefos, malathion and
pirimiphos-methyl, susceptibility was calculated using diagnostic dose and diagnostic time
in the populations evaluated. Rockefeller susceptible strain was used as a control.

Results: All evaluated populations of Ae. aegypti from La Guajira were found to be
susceptible to temefos (ratio resistance to CL,<5.0; ratio resistance to CL,.<5.0; 98 - 100 %
mortality); pirimiphosmethyl (99 - 100 % mortality), and malathion (100 % mortality).
Conclusion. Based on the results, the use of temefos, malathion, and pirimiphosmethyl is
feasible for the control of Ae. aegypti in the evaluated populations.

Keywords: Aedes aegypti; insecticide resistance; insecticides; organophosphate; temefos;
malathion; Colombia.
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Sensibilidad de Aedes aegypti a organofosforados

Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) es una especie de interés en salud
publica por ser vector de los virus del dengue, del chikungunya, del Zika y de
la fiebre amarilla (1). Estas arbovirosis tienen un alto impacto en el continente
americano por su tasa de morbimortalidad. Particularmente, la incidencia del
dengue tiende a incrementarse en los paises de la region al pasar de 1,5
millones de casos acumulados en la década de los 80 a 16,2 millones de
casos en la década comprendida entre 2010 y 2019 (2).

Colombia es uno de los paises en América con mayor incidencia de
dengue (3), con un comportamiento creciente en el nimero de casos: pas6
de 272.360 casos acumulados en la década de los 90 a 999.102 casos entre
el 2010 y 2021 (4-8).

En el departamento de La Guajira, el dengue mantiene un
comportamiento endemo-epidémico con una incidencia acumulada de 6.346
casos, aproximadamente, en el periodo 2015 a 2021. Los municipios con
mayor incidencia de dengue por cada 100.000 habitantes en el departamento
son: Riohacha (477,0), Dibulla (318,0), Uribia (281,8) y Manaure (275,1).
Sumado a lo anterior, entre los afios 2014 a 2015 se introdujeron los virus del
chikungunya y del Zika. Se notificaron 221 casos de chikungunya y 741 de
Zika en el periodo 2015 a 2021 (9).

Para el control de estas enfermedades, durante brotes o epidemias,
se han usado por mas de tres décadas los compuestos organofosforados
como el malatién y el temefos; desde la década de los 90, los piretroides
como la lambdacialotrina y la deltametrina; y en los Ultimos cinco afios, la
alfacipermetrina. Con el tiempo, la presién de seleccién ejercida por los
insecticidas ha generado poblaciones resistentes a los organoclorados
como el dicloro-difenil-tricloroetano y a los piretroides en los municipios de
San Juan del Cesar y Riohacha. Se ha reportado que esta resistencia, tipo
knockdown, esta asociada a mutaciones en la secuencia de los canales de
sodio dependientes de voltaje (10,11).

Para el caso de los organofosforados solo existen antecedentes de
sensibilidad a temefos, malation y pirimifos-metil en los municipios de San Juan
del Cesar, Maicao y Riohacha, y para fenitrotién en San Juan del Cesar (12).

Es importante aclarar que estos reportes datan de hace 10 afios, por
lo que se desconoce el estado actual de la sensibilidad de estas tres
poblaciones y no existe linea base en las poblaciones de los demas
municipios del departamento de La Guajira. Lo anterior es importante para la
toma de decisiones en la prevencion y control de las arbovirosis mencionadas,
por parte de las secretarias de salud departamentales y municipales.

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar
el estado actual de la sensibilidad a insecticidas organofosforados de las
poblaciones de Ae. aegypti del departamento de La Guajira, Colombia.

Materiales y métodos
Area de estudio

El estudio se realiz6 en la regién caribe colombiana, especificamente en
el departamento de La Guajira entre los afnos 2020 y 2022. El departamento
de La Guajira esté localizado entre los 10° 23’ y 12° 28’ de latitud norte y
los 71° 06’ y 73° 39’ de longitud oeste. Limita por el norte con el mar Caribe,
por el este con el mar Caribe y la Republica de Venezuela, por el sur con el
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departamento del Cesar y por el oeste con el departamento del Magdalena y
el mar Caribe.

El estudio incluy6 los 15 municipios que conforman el departamento de
La Guajira: Albania, Barrancas, Dibulla, Distraccién, El Molino, Fonseca,
Hatonuevo, La Jagua del Pilar, Maicao, Manaure, Riohacha, San Juan del
Cesar, Uribia, Urumita y Villanueva (figura 1).

Los criterios para la seleccién de los barrios donde se recolectaron
las formas inmaduras fueron: la alta incidencia de dengue, chikungunya
y Zika, de acuerdo con la informacién epidemiolédgica disponible de las
variables de tiempo, lugar y persona, notificadas en el Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica Nacional del Instituto Nacional de Salud de Colombia; la
frecuencia de aplicacién de insecticidas para control vectorial durante brotes
—en adultos y en formas inmaduras—y los altos indices de Aedes adultos
por vivienda (mayor de 15 %), depdsitos (mayor de 10 %) y de insectos en
desarrollo (indice de Breteau mayor de 25%), en los ultimos tres afios previos
al inicio de la investigacién (12).

Recoleccion de cepas parentales y obtencion de la generacion filial F,
de Aedes aegypti

La recoleccion del material entomolégico se realiz6 en viviendas de cada
uno de los barrios seleccionados bajo un esquema de muestreo aleatorio por
conglomerado. El muestreo se realizd una vez por municipio e incluyé una
muestra representativa de las viviendas. Estas se incluyeron si al momento
de la inspeccion entomoldgica, al menos, un residente adulto se encontraba
presente y permitia el ingreso para la inspeccién.

N

Manaure

Riohacha

Dibulla

Hatonuevo

Albania
Distraccion

Barrancas
Fonseca

El Molino

La Jagua del Pilar

0 25 50 75 100 km
| | | | |

Figura 1. Municipios en el departamento de La Guajira (Colombia), donde se realizé la
recoleccion de Aedes aegypti.
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Sensibilidad de Aedes aegypti a organofosforados

En cada una de ellas se recolectaron formas inmaduras de Ae. aegyptien
criaderos como albercas, canecas plasticas o metdlicas, llantas y floreros, entre
otros. El material entomolégico recolectado se transport6 en frascos plasticos
de 2 litros al insectario de la Universidad Libre, seccional Barranquilla. Alli se
obtuvo la generacion F, y con ella se realizaron los bioensayos bajo condiciones
controladas de temperatura (28 °C * 2 °C), humedad relativa (60 % + 10 %) y
fotoperiodo (12 horas luz:12 horas oscuridad).

Bioensayos

Se evaluaron tres insecticidas organofosforados: temefos, malation
y pirimifos-metil. A partir de la solucién original, grado técnico, de cada
insecticida (ChemService, West Chester, PA), se prepararon soluciones de
trabajo de cada una de las concentraciones por evaluar utilizando como
diluyente etanol absoluto.

Los bioensayos para temefos se realizaron siguiendo la metodologia
recomendada por la OMS (1981) (13). Para la evaluacién de la sensibilidad
se emplearon larvas de tercer estadio de cada una de las 15 poblaciones, asi
como de la cepa de referencia Rockefeller. Se hicieron cuatro repeticiones
mas un control. En cada repeticién se expusieron entre 15y 25 larvas. En
los tratamientos se utilizé la concentracion diagnéstica de 0,012 ppm para
temefos con un tiempo de exposicion de 24 horas y en los controles se
agreg6 etanol absoluto (Merck™).

Ademas de la dosis diagnéstica para temefos, se evalué la sensibilidad
mediante la relacién de resistencia para establecer la linea base y comparar
en el tiempo el estado de la sensibilidad a este larvicida en el departamento
de La Guajira. Para esto se evaluaron entre cinco y ocho concentraciones de
temefos en el rango de 0,01 a 0,06 pg/ml para las poblaciones recolectadas
y para la cepa Rockefeller entre 0,004 y 0,015 pg/ml. Se obtuvieron
mortalidades entre el 2 y el 98 %. Se hicieron tres repeticiones por cada
concentracién evaluada con sus respectivos controles. En cada una de ellas
se expusieron entre 15 y 25 larvas de tercer estadio y se hizo la lectura de
mortalidad a las 24 horas después de la exposicion.

Los bioensayos para mosquitos adultos con malation y pirimifos-metil se
realizaron siguiendo la técnica de botellas segun la guia de los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) (14).

Se emplearon hembras de la F, de tres dias de nacidas, sin alimentar,
de cada una de las poblaciones evaluadas y de la cepa Rockefeller como
grupo control. Cada bioensayo estuvo conformado por tres botellas de vidrio
Schott™ de 250 ml que fueron impregnadas previamente con 1 ml de la dosis
diagnéstica de los insecticidas evaluados: 50 pg de malation por botella, 75
pg de pirimifos-metil por botella, y una botella control impregnada previamente
con 1 ml de etanol absoluto. En cada una de las botellas se expusieron
entre 15y 25 hembras adultas. La mortalidad para malation y pirimifos-metil
se evalué en el tiempo diagndstico de 30 minutos para malatién, segun lo
establecido por el CDC (14) y de 45 minutos para pirimifos-metil, segun lo
reportado por el Instituto Nacional de Salud de Colombia (15,16).

En todos los bioensayos se realiz6 correccién por férmula de Abbott
(1925), cuando se encontraron mortalidades entre el 5y el 20 % para el
control y se invalido el bioensayo cuando la mortalidad super6 el 20% (17).
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Analisis de resultados

Los resultados de los bioensayos con dosis diagnosticas para temefos,
malation y pirimifos-metil se interpretaron de acuerdo con los criterios
definidos por la OMS (2016) (18): con mortalidades mayores o iguales al
98 %, la poblacién es sensible; entre 90 y 97 %, hay posible resistencia, e
inferiores al 90 %, hay resistencia confirmada.

A partir de las concentraciones evaluadas y los porcentajes de mortalidad
obtenidos para temefos, se realizé un andlisis de regresion tipo probit (17)
empleando el programa estadistico SPSS™, versidn 25. Se determiné la
concentracion letal 50 (CL, ) y la concentracion letal 95 (CL,,) para temefos
en cada poblacién evaluada.

Finalmente, se calculo la relacion de resistencia a CL, y a CL,, a las 24
horas después de la exposicion, al dividir el resultado de la CL, )y CL . de
cada poblacion entre la CL y CL, de la cepa Rockefeller. En cada uno de
los casos, el resultado de la relacion de resistencia se interpretd de acuerdo
con el criterio propuesto por Mazarri y Georghiou (19): sensible (<5X),
resistencia moderada (5 a 10X), resistencia alta (>10X).

Resultados

Todas las poblaciones evaluadas fueron sensibles a temefos tanto por
dosis diagnodstica (98 a 100 % de mortalidad) (figura 2), como por relacion de
resistencia (RRCL,,<5,0; RRCL,,<5,0) (cuadro 1). Resultados similares se
encontraron con la dosis y el tiempo diagnédstico evaluado para pirimifos-metil
(99 a 100 % de mortalidad) y malation (100% de mortalidad) (cuadro 2).

Discusion

Los resultados del presente trabajo confirman la sensibilidad a
insecticidas organofosforados reportada previamente en los municipios
de Maicao, San Juan del Cesar y el distrito de Riohacha, y amplian la
informacion sobre el estado de sensibilidad a organofosforados en los demas
municipios del departamento de La Guajira donde no existian estudios
previos. En Maicao y Riohacha se habia reportado sensibilidad a temefos y

malatién (20) y en San Juan del Cesar se habia descrito a temefos, malation,
fenitrotion y pirimifos-metil (12).

------- Mortalidad > 98%: sensibilidad; ppm: partes por millén
Figura 2. Mortalidad evaluada con una dosis de 0,012 ppm y 24 horas de exposicion a
temefos en poblaciones de Aedes aegypti del departamento de La Guajira, Colombia
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Cuadro 1. Concentracion letal 50 (CL,,), concentracion letal 95 (CL,,) y relacion de resistencia (RRCL,),
(RRCL,,) para temefos en poblaciones de Aedes aegypti del departamento de La Guajira, Colombia

Poblacién n CL, (ppm)(IC,,) CL, (ppm) (IC,,, b(+ES) X2 (gl) p ﬁ

50 — 95
Rockefeller 473 0,001 (0,001-0,001) 0,002 (0,002-0,004) 4,505 (0,441) 17,074 (6) 0,000 1,0 1,0
Albania 445 0,003 (0,003-0,003) 0,005 (0,005-0,005) 8,765 (0,650) 8,477 (6) 0,000 3,0 2,5
Barrancas 466 0,002 (0,002-0,002) 0,003 (0,003-0,003) 9,750 (0,785) 4,451 (6) 0,000 2,0 1,5
Dibulla 432 0,003 (0,003-0,004) 0,005 (0,005-0,008) 8,206 (0,754) 20,105 (5) 0,000 3,0 2,5
Distraccion 353 0,003 (0,002-0,004) 0,006 (0,004-0,060) 7,269 (0,759) 32,798 (4) 0,000 3,0 3,0
El Molino 393 0,003 (0,002-0,003) 0,005 (0,004-0,006) 7,237 (0,628) 13,312 (5) 0,000 3,0 25
Fonseca 362 0,003 (0,003-0,004) 0,005 (0,004-0,009) 9,830 (1,061) 20,403 (4) 0,000 3,0 25
Hatonuevo 340 0,003 (0,002-0,004) 0,005 (0,004-0,051) 6,222 (0,672) 27,198 (4) 0,000 3,0 25
La Jagua del Pilar 323 0,002 (0,002-0,002) 0,005 (0,004-0,011) 4,111 (0,413) 10,618 (4) 0,000 2,0 2,5
Maicao 340 0,003 (0,002-0,003) 0,004 (0,003-0,006) 8,655 (0,859) 13,663 (4) 0,000 3,0 2,0
Manaure 285 0,003 (0,002-0,003) 0,005 (0,004-0,017) 6,088 (0,783) 8,253 (3) 0,000 3,0 2,5
Riohacha 411 0,004 (0,003-0,005) 0,009 (0,007-0,023) 4,414 (0,540) 13,420 (5) 0,000 4,0 45
San Juan del Cesar 362 0,003 (0,003-0,003) 0,005 (0,004-0,005) 10,439 (0,895) 6,251 (4) 0,000 3,0 2,5
Uribia 276 0,004 (0,003-0,004) 0,006 (0,005-0,007) 8,344 (0,994) 2,588 (3) 0,000 4,0 3,0
Urumita 358 0,004 (0,004-0,004) 0,007 (0,006-0,008) 6,930 (0,681) 1,575(4) 0,000 4,0 3,5
Villanueva 291 0,003 (0,003-0,003) 0,006 (0,005-0,009) 4,647 (0,654) 1,223 (3) 0,000 3,0 3,0

n: tamafio de la muestra (larvas evaluadas); CL,: concentracion letal 50; CL,: concentracion letal 95; IC . %: intervalo de
confianza de 95 %; RRCL,: relacion de resistencia a las 24 horas después de la exposicion entre la CL, de la cepa de campo
y la CL,, de la cepa sensible; RRCL: relacion de resistencia a las 24 horas después de la exposicion entre la CL,, de la cepa
de campo y la CL,, de la cepa sensible; b: pendiente de la regresion lineal en el modelo probit, en escala logaritmica; + ES:
error estandar; x2 ji al cuadrado; gl: grados de libertad

Cuadro 2. Mortalidad evaluada segun la dosis y el tiempo diagnéstico para
malatién y pirimifos-metil en poblaciones de Aedes aegypti del departamento
de La Guajira, Colombia

Insecticida Poblacién n Mortalidad (%)
Malation Rockefeller 64 100
(DD:50 pg/botella; TD: 30 minutos) Albania 68 100
Barrancas 63 100
Dibulla 61 100
Distraccion 74 100
El Molino 76 100
Fonseca 64 100
Hatonuevo 75 100
La Jagua del Pilar 70 100
Maicao 82 100
Manaure 64 100
Riohacha 60 100
San Juan del Cesar 61 100
Uribia 62 100
Urumita 68 100
Villanueva 68 100
Pirimifos-metil Rockefeller 68 100
(DD: 75 pg/botella; TD: 45 minutos) Albania 62 100
Barrancas 67 100
Dibulla 63 100
Distraccion 75 100
El Molino 75 100
Fonseca 74 100
Hatonuevo 91 100
La Jagua del Pilar 77 100
Maicao 84 99
Manaure 65 100
Riohacha 76 100
San Juan del Cesar 66 100
Uribia 64 100
Urumita 72 100
Villanueva 68 100
n: tamafo de la muestra (hembras evaluadas); DD: dosis diagndstica; TD: tiempo
diagndstico
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Los hallazgos obtenidos en el presente estudio coinciden con los
anteriores, lo cual indica que las poblaciones ain se mantienen sensibles
a este tipo de organofosforados y que esta sensibilidad es generalizada en
todo el departamento de La Guajira.

En el caso puntual del temefos, los resultados obtenidos probablemente
se deben a que en el departamento de La Guajira se ha alternado el uso
de este insecticida con reguladores de crecimiento, lo cual ha impactado de
forma positiva al mantener la sensibilidad al temefos en estas poblaciones.

Teniendo en cuenta lo anterior, es importante mantener un uso razonable
de este tipo de compuestos organofosforados y fortalecer otras estrategias
departamentales para la prevencion y control de las arbovirosis que pueden
ser transmitidas por Ae. aegypti; asimismo, vigilar en el tiempo la sensibilidad
a estos insecticidas de las poblaciones evaluadas con el fin de detectar con
prontitud potenciales cambios.

En la regién caribe colombiana se ha reportado que la mayoria de las
poblaciones de Ae. aegypti son sensibles a insecticidas organofosforados
(12). Puntualmente, para el temefos se ha reportado sensibilidad en algunas
poblaciones de Ae. aegypti de los departamentos de Atlantico, Cesar,

Sucre, Magdalena, Cérdoba y Bolivar (12). Sin embargo, se han registrado
poblaciones resistentes a temefos y fenitrotién en los municipios de Puerto
Colombia y Soledad en el departamento de Atlantico (21,22).

Para el pirimifos-metil solo se tiene antecedente de resistencia en el
departamento de Sucre (12). En cuanto a las poblaciones de Ae. aegypti de las
demas regiones del pais, se ha reportado sensibilidad a temefos en algunas
poblaciones de Santander, Caldas y Casanare (16,23,24) y resistencia a
este larvicida y al fenitrotion en los departamentos de Cauca, Narifio, Huila y
Valle del Cauca (15,25); resistencia al temefos en Cundinamarca, Guaviare,
Meta, Santander y Norte de Santander (16,26); y a pirimifos-metil en Caldas
(28). Es importante resaltar que en las poblaciones de Ae. aegypti de estos
y otros departamentos de Colombia se ha reportado sensibilidad al malatién
(23) de igual forma a como se encontrd en las poblaciones analizadas en el
departamento de La Guajira.

En conclusion, encontramos sensibilidad a los insecticidas
organofosforados evaluados en todas las poblaciones de Ae. aegypti
muestreadas en el departamento de La Guajira, por lo que es factible el
uso de temefos, malatién y pirimifos-metil para el control de esta especie de
mosquito en esta region de Colombia.
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